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Resumen

En el desarrollo de este trabajo de tesis, se construyeron una serie de estructuras
heterociclicas «privilegiadas» (acridonas, carbazoles y xantonas) y se exploraron diversas
metodologias sintéticas con el fin de mejorar la eficacia para su acceso, basandose en los
principios de la quimica verde y aprovechando las ventajas de una sintesis organica mds

eficiente y selectiva, ademads de las mejoras provistas desde una perspectiva operacional.

Con este propdsito, una serie de catalizadores apropiados basados en nanoparticulas de
Paladio soportados sobre diferentes materiales (tales como BC y GAL) fueron producidos y
caracterizados para cumplir su rol y técnicas de obtencidn alternativas, tales como el uso de
calentamiento por microondas, fueron aplicadas de manera tal de obtener las entidades

guimicas de interés, que fueron posteriormente caracterizadas.

La unidad farmacofdrica de interés, que cuenta con numerosas cualidades atribuidas a lo
largo de los anos, esta compuesta del nucleo xantona al cual se realizaron una serie de
funcionalizaciones especificas para cada caso en particular. La interaccién fisicoquimica de
estas estructuras fue analizada sobre bicapas lipidicas mediante diversas técnicas
experimentales y computacionales, sea como efector en una membrana modelo

biomimética, o como molécula a transportar dentro de un liposoma.

Los resultados se han utilizado para arrojar luz sobre el comportamiento de este tipo de
compuestos dentro de diversos sistemas, en muchos casos brindando perspectivas novedosas
a los mismos, en otros permitiendo descubrir nuevas aplicaciones para las técnicas de

caracterizacion utilizadas.




Abstract

In the development of this thesis, a series of privileged heterocyclic scaffolds were
constructed (acridones, carbazoles and xanthones), and several synthetic methodologies
were explored in order to improve efficacy in their access based on the principles of green
chemistry and taking on the advantages of a more efficient and selective organic synthesis,

besides the improvements provided from an operational perspective.

To achieve this goal, a set of suitable catalysts based on Palladium nanoparticles supported
on different materials (such as BC and GAL) were produced and characterized to play their
role. Alternative methods of obtaining these chemical entities, such as microwave heating,
were applied to efficiently synthesize the desired compounds, which were subsequently

characterized.

The pharmacophoric unit of interest, possessing numerous attributes accumulated over the
years, comprises the xanthone core, subject to specific functionalizations tailored for each
particular case. The physicochemical interaction of these structures was analyzed on lipid
bilayers through various experimental and computational techniques, either as effectorsin a

biomimetic model membrane or as molecules transported within a liposome.

The results have been used to shed light on the behavior of this type of compound in diverse
systems, often providing novel perspectives, or even affording a new application for the

characterization techniques utilized.
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Capitulo 1: Introduccion general

Capitulo 1: Introduccion general

1.1 Sintesis de heterociclos

1.1.1 Definicion y aplicaciones

Las estructuras de tipo heterociclico se encuentran profundamente vinculadas a
transformaciones bioquimicas y biofisicas que permiten los procesos fundamentales para la
existencia de los seres vivos. Desde proveer la base de ensamblaje a la estructura capaz de
llevar en sus hombros el oxigeno que alimenta las células, hasta conformar las palabras a
través de las que dos células en dos hemisferios distintos de un sistema bioldgico se
comunican, las moléculas heterociclicas son una de las columnas que sostienen el desarrollo

y mantenimiento de la vida.

Un ejemplo de un heterociclo de origen natural que ha sido utilizado durante siglos por sus
propiedades medicinales es la artemisinina, o ginghaosu. Este compuesto es un
sesquiterpeno lactona con un enlace endoperdxido que se encuentra en la planta Artemisia
annua, conocida comunmente como ajenjo dulce (Figura 1.1). La artemisinina ha sido
utilizada tradicionalmente en China para tratar la fiebre, y en la década de 1970 se descubrid

gue también tiene propiedades antipalidicas muy potentes.

Figura 1.1. Artemisinina obtenida de la planta Artemisia annua.

Cuando se comenzd una investigacidn para buscar solucidn al inmenso nimero de soldados

gue habian contraido malaria durante la Guerra de Vietnam y la Gran Revolucién Cultural
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Proletaria, Tu You-You, una cientifica, médica y farmacéutica china, lideré la investigacién que
llevé al descubrimiento de la actividad antipalidica de la artemisinina. Extrayendo la
informacién de relevancia en gran parte de antiguos textos sobre medicina tradicional, Tu
tratd a los enfermos de la Isla de Hainan con diversos extractos de plantas, incluido el de la
especie Artemisia annua. El estudio de sus propiedades sobre parasitos, luego del compuesto
aislado sobre ratones y, finalmente sobre humanos, fue exitoso y comprobé que habian

descubierto un farmaco efectivo contra la malaria.

Sus investigaciones le valieron el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en 2015. El
descubrimiento de la actividad antipaltdica de la artemisinina llevé al desarrollo de una nueva
clase de medicamentos antipaludicos, conocidos como terapias de combinacién de

artemisinina, ampliamente utilizada en la actualidad.

En el caso de los heterociclos triciclicos fusionados, en particular, tratamos con compuestos
organicos que contienen tres anillos fusionados de forma lineal o angular, donde al menos
uno de ellos es un anillo heterociclico, es decir, que contiene un heterodtomo en su
estructura. Estos compuestos tienen una amplia variedad de propiedades bioldgicas

conocidas a la fecha.

Existen numerosos ejemplos, muchos de los cuales datan de siglos de historia, del uso de
fuentes naturales de heterociclos en el tratamiento de afecciones. Hoy en dia el campo de
desarrollo se ha ampliado e incluye numerosas aplicaciones no sélo en la quimica medicinal,

sino también en la sintesis de materiales.

Los heterociclos triciclicos fusionados poseen una serie de propiedades fisicas y quimicas
Unicas de interés. En algunos casos, existe una tendencia a que posean una elevada
estabilidad térmica, haciéndolos excelentes candidatos en la sintesis de materiales
resistentes al calor y como ligandos en catalisis asimétrica a alta temperatura. 2 La presencia
de heteroatomos también puede conferir propiedades electrénicas especiales en procesos
gue requieran donar o aceptar electrones. Sumado a ello, la combinacién de diferentes
bloques de construcciéon m-conjugados en los materiales organicos los hace candidatos
atractivos para su aplicacidon en materiales para OLEDs. 3 De igual manera, compuestos
heteroaromaticos m-conjugados policiclicos son de gran interés para los estudios

fundamentales de propiedades moleculares y para aplicaciones potenciales en diversos
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dispositivos electrdnicos, asi como para su utilizacién como sondas fluorescentes. % Si bien se
hace mencién sélo a algunas de las muchas cualidades y aplicaciones, para abordar el tema
de mayor interés en el desarrollo de esta tesis, haremos hincapié sobre su actividad biolégica

y su potencial farmacoldgico.

Muchos de estos compuestos pueden ser obtenidos de fuentes naturales, con lo que sus
derivados sintéticos o semisintéticos poseen un elevado potencial desde el punto de vista de
la actividad y biocompatibilidad. Esto, sumado a la versatilidad quimica que estos nucleos
confieren, los hace extremadamente utiles en la sintesis de compuestos farmacéuticos (Figura
1.2) para el tratamiento de enfermedades de un rango tan amplio que va desde distintos tipos
de carcinomas > y enfermedades infecciosas © al tratamiento de convulsiones 7 y procesos

inflamatorios, & entre otras. °

o cl

oA k

N
H

antiinflamatorio anticonvulsivante

N
antineoplasico r W antimalarico

Figura 1.2. Ejemplos seleccionados de heterotriciclos fusionados con accion terapéutica.

Si bien existen numerosas ventajas en el uso de compuestos naturales en el tratamiento de
sintomas e incluso para su uso curativo, este tipo de moléculas suelen traer aparejados una
serie de efectos secundarios indeseables y la posibilidad de escalar su produccion suele estar
notoriamente condicionada. La modernizacion en las metodologias de adquisicion de
productos naturales ha logrado disminuir e incluso se ha conseguido hacer desaparecer
muchos de los problemas — tales como efectos indeseables o baja solubilidad — que solian

acarrear las moléculas naturales, mediante su modificacidn quimica. Una alternativa que gana
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terreno es la generacién de moléculas nuevas, derivadas o con andamiajes similares, que se
alteran de acuerdo con sistemas de sintesis racional y predicciones llevadas a cabo mediante

simulaciones que pueden realizarse por dindmica molecular o docking.

De esta forma, cobra adn mayor relevancia la sintesis orgdnica como método de obtencién
de compuestos bioactivos. Si bien la extraccién de sustancias naturales ha sido el camino
tradicional para acceder a estas moléculas, la sintesis organica ofrece un conjunto de
beneficios que no solo agilizan y facilitan el proceso, sino que también abren nuevas

posibilidades en la obtencién de derivados y andlogos con propiedades mejoradas.

Una de las principales ventajas consiste en la capacidad de disefar y adaptar estructuras
moleculares segun las necesidades especificas, permitiendo la modificacién y optimizacién de
los compuestos para diferentes aplicaciones. La creacién de analogos y derivados
estructurales conduce a la obtencidn de compuestos con propiedades mejoradas, mayor
actividad bioldgica, menor toxicidad o mayor selectividad a una diana especifica. Ademas,
este enfoque permite la produccién de cantidades mas significativas de los compuestos
deseados, lo que resuelve el problema de la disponibilidad limitada que a menudo se

encuentra en la extracciéon de compuestos naturales.

Otra ventaja clave radica en la pureza de los productos sintéticos obtenidos. La sintesis
organica proporciona compuestos de mayor pureza y homogeneidad, lo que facilita su
caracterizacién y garantiza una mayor reproducibilidad de los resultados en comparacion con
la variabilidad inherente a los extractos naturales. Esta flexibilidad y personalizaciéon son
factores cruciales en la busqueda de nuevas moléculas para tratamientos médicos vy

aplicaciones industriales.

1.1.2 Catalisis heterogénea

La catalisis es un fendmeno fundamental en la quimica con un papel crucial en
procesos industriales y biolégicos. En esencia, se trata de un proceso que acelera la velocidad
de una reaccién quimica al proporcionar una ruta alternativa con menor energia de
activacion. Esto se logra mediante la presencia de una sustancia conocida como catalizador,

gue participa en la reaccién sin ser consumido en el proceso.
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Desde la perspectiva de la fase en que se encuentra el catalizador y los reactivos, la catalisis
se clasifica en homogénea, si ambos componentes se encuentran en la misma fase, y
heterogénea, si se encuentran en fases distintas. Esta ultima forma de catalisis presenta
diversas ventajas que la convierten en una técnica de gran importancia en la investigacion

cientifica, tales como su versatilidad y aplicabilidad en una amplia gama de industrias.

El catalizador heterogéneo, si bien no cuenta con la posibilidad de mezclarse tan intimamente
con los reactivos como su contraparte, destaca por su capacidad de conferir selectividad y
eficiencia, dirigiendo reacciones quimicas hacia los productos deseados y minimizando la
formacién de subproductos indeseables. Suele tratarse, ademas, de catalizadores robustos
capaces de adaptarse a diferentes condiciones de temperatura y presién que pueden
utilizarse en multiples ciclos de reaccidn sin perder su actividad, aumentando la eficiencia del
proceso. No menor es la ventaja que confiere la facilidad de separacién de los productos de
la reaccion, al encontrarse el catalizador en una fase diferente a los reactivos y productos,
simplificando los pasos de purificacién y recuperacién, y reduciendo tanto los costos como el

impacto ambiental del proceso.

Los beneficios de la catalisis heterogénea en términos de selectividad, eficiencia y facilidad
de separacién y el desarrollo de nuevos materiales cataliticos, asi como la comprensién de
sus mecanismos de reaccidn, abren aiin mas posibilidades para optimizar procesos quimicos,

reducir costos y minimizar el impacto ambiental.

En la catalisis heterogénea, las reacciones que ocurren en una superficie sélida siguen una
secuencia de pasos fundamentales que influyen en la velocidad de reacciéon. En primer lugar,
los reactivos deben difundir desde la fase fluida hacia la superficie del sélido. Este proceso de
difusion es crucial para que los reactivos alcancen los sitios activos del catalizador y puedan

participar en la reaccién quimica.

Desde la perspectiva del catalizador, tanto la cantidad como Ila disponibilidad de sitios
reactivos debe ser optimizada, y esto se encuentra en intima relacidon con el adrea superficial
del soporte y la efectividad del proceso de inclusién de la fase activa, en caso de no ser parte
integral del soporte en si. La capacidad de un catalizador de contener numerosos sitios activos

suele implicar la utilizacién de materiales altamente porosos como forma de aumentar el area
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superficial. Una mayor drea disponible va en acuerdo con una mayor dispersion de la fase

activa y, por ende, una mayor actividad.

Sin embargo, debe considerarse que un soporte capaz de contener mayor cantidad de sitios
activos, no necesariamente los presenta al reactivo que los requiere. Los materiales
presentan porosidades de distintos tamafios y niveles de tortuosidad, y la capacidad del
reactivo de recorrer estos poros eficientemente para alcanzar los sitios activos, y una vez
transformados, volver a través de estos a la fase fluida, es otra de las variables a considerar

en la optimizacién de un catalizador (Figura 1.3).

Mesoporo

Microporo

Figura 1.3. Soporte, ejemplo de biocarbon genérico y caracteristicas de superficie, con algunos
grupos funcionales, y porosidad de diversos tipos. Copyright (2017) Elsevier Ltd.

Una vez que los reactivos se encuentran en la superficie del sélido, ocurre la quimi-adsorcion
o fisi-sorcién, en que los reactivos se unen a los sitios activos. Esta etapa es esencial para la
formacion de complejos intermedios que conducen a la reaccidon quimica deseada, por lo que
resulta necesario contar con un catalizador que contenga en su superficie grupos funcionales
capaces de interactuar con los reactivos de manera adecuada, de tal forma de atraerlos y
contenerlos, pero capaz de permitir su liberacidn tras la transformacién quimica. Si los
reactivos o el producto de interés se relacionan muy fuertemente o de manera irreversible
con la superficie del catalizador, los rendimientos decrecen por disminucién de la cantidad de

reactivos o retencion del producto, y el catalizador se contamina y pierde actividad.
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Al momento de la reaccién propiamente dicha, los reactivos adsorbidos reaccionan entre si
para formar productos, que una vez transformados en la superficie, es necesario se desorban
y abandonen el catalizador. Este proceso de desorcion permite la liberacién de los productos
hacia la fase fluida. Por ultimo, los productos desorbidos deben difundir desde la superficie
del sdélido hacia la fase fluida circundante. Esta difusién de productos completa el ciclo de la

reaccién y permite que los productos sean transportados y recolectados.

Es importante tener en cuenta que el paso mas lento sera el determinante de la velocidad
global de la reaccién. Por lo tanto, la optimizacion de cada etapa, desde la difusién de
reactivos hasta la difusién de productos, es fundamental para mejorar la eficiencia. Este
enfoque secuencial de los pasos involucrados en una reaccién en la superficie sélida
proporciona una comprensién mas profunda de los mecanismos de catdlisis y permite disefar

estrategias para mejorar la actividad y selectividad de los catalizadores heterogéneos.

En reacciones de acoplamiento en sintesis organica, el empleo de catalizadores heterogéneos
resulta una alternativa atractiva, dadas las ventajas relacionadas con la economia atémica,
los principios de la quimica verde y otras cuestiones prdcticas y econdmicas. Ademas, se
minimiza la contaminacién del producto con trazas de metales originadas por el empleo de
catalizadores homogéneos, 1° algo de extrema relevancia en la produccidon de compuestos a

ser utilizados en la industria farmacéutica.

El disefio de catalizadores heterogéneos es un area dindamica en la que convergen diferentes
disciplinas cientificas y tecnoldgicas. Al combinar los conocimientos de quimica, ingenieria y
ciencia de materiales, se logra optimizar la actividad catalitica y mejorar el disefio. Este
enfoque multidisciplinario permite desarrollar catalizadores heterogéneos cada vez mas
eficientes y selectivos, y optimizar los procesos para que sean a su vez mas eficientes y
sostenibles. La eleccién cuidadosa del soporte, por lo general materiales refractarios
altamente porosos, y el desarrollo de métodos de preparacion efectivos son elementos clave

para lograr catalizadores de alto rendimiento.

A lo largo del desarrollo de esta tesis se han generado, caracterizado y aplicado en diferentes
procesos de sintesis una serie de nuevos catalizadores heterogéneos para la reaccion de
acoplamiento cruzado mediante C-H activacién. Uno de ellos tiene como soporte una forma

de y-alumina modificada a través de tratamiento acido. En los otros dos, el soporte es un
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biocarbdn que proviene de la pirdlisis de biomasa. La biomasa en cuestion proviene de un
desecho agroindustrial muy abundante en la zona, como lo es la cdscara de girasol, con lo cual
se le brinda valor agregado por dos vias al pirolizarlo. El sélido resultante es utilizado como

soporte verde y el bio-oil, puede ser utilizado en numerosas formas y refinado.

El metal soportado es en todos casos es el paladio, el cual se incorpora por método de co-
precipitacion a los respectivos soportes. La debida caracterizacién para cada uno de los

catalizadores resultantes sera informada a lo largo de la presente tesis.

1.1.3 Métodos no convencionales

Durante casi dos siglos, la practica y los métodos de sintesis orgdnica han permanecido
en gran medida inalterados. Si bien la instrumentacién analitica moderna ha acelerado la
acumulacién de resultados y ha permitido trabajar con pequefias cantidades de materiales,
la ejecucidn fisica de los experimentos ha experimentado pocos avances. Las reacciones aun
se realizan en balones de vidrio convencionales, seguidas de procesos habituales de

purificacién.

En contraste, disciplinas como la biologia molecular y la gendmica han experimentado
cambios paradigmaticos notables en sus metodologias. Sin embargo, la sintesis organica de
moléculas complejas ha presenciado una limitada desviacidon de enfoques tradicionales en las

ultimas cinco décadas.

Aunque los métodos convencionales siguen siendo predominantes, han surgido varias
técnicas alternativas que ofrecen nuevas posibilidades para la sintesis organica. Esta seccion
tiene como objetivo explorar estos métodos «no convencionales», proporcionando una breve

vision general de la literatura y discusién sobre el estado actual del arte en el campo.

Uno de estos métodos no convencionales implementa el uso del ultrasonido. La sintesis
organica asistida por ultrasonido, o sonocatalisis, aprovecha las ondas de ultrasonido de alta
frecuencia para generar cavitacion y condiciones extremas de presion y temperatura en el
medio de reaccidn. Esto facilita la activacion de enlaces quimicos y acelera las reacciones, lo
gue ha encontrado aplicaciones en la sintesis de compuestos heterociclicos y en la activacion

de enlaces carbono-heteroatomo.
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La mecanoquimica es otro enfoque innovador. Esta técnica utiliza fuerzas mecanicas, como
la molienda, para promover reacciones quimicas. Al evitar el uso de solventes y realizar
reacciones en estado sélido se reduce el impacto ambiental, con ventajas en términos de

selectividad y escalabilidad.

La fotoquimica es otro método no convencional que utiliza la energia luminica para
desencadenar reacciones quimicas. Esta técnica ofrece un control preciso sobre la activacion
de enlaces y la selectividad en las reacciones. La fotoquimica se ha utilizado con éxito en la
sintesis de moléculas complejas, como productos naturales y compuestos farmacéuticos, y ha

ampliado su alcance gracias a los avances en la catalisis fotoredox.

Otro método no convencional, uno de particular interés para nuestro trabajo, es el
calentamiento por microondas. El uso de irradiacién microondas ha revolucionado la sintesis
organica al permitir un calentamiento rdpido y uniforme de las reacciones. Esta técnica ofrece
un control preciso sobre las condiciones de reaccién, lo que resulta en tiempos de reaccién
reducidos y una considerable mejora de los rendimientos a través de un aumento de la
selectividad. El calentamiento por microondas ha demostrado su eficacia en la sintesis de
productos naturales complejos, compuestos farmacéuticos y materiales funcionales. Esta
metodologia cuenta con numerosas ventajas, tales como una mayor velocidad de reaccion,

menor consumo de solventes y la posibilidad de llevar a cabo reacciones en fase sélida.

Estos enfoques representan un cambio significativo en la forma en que se lleva a cabo la
sintesis organica y ofrecen oportunidades interesantes para futuras investigaciones vy

aplicaciones en este campo.

A diferencia de los métodos convencionales de calentamiento, que transmiten calor a través
de conduccion o conveccion, el calentamiento por microondas se basa en la aplicacidn directa
de energia electromagnética en forma de microondas a la muestra. La interacciéon selectiva
de las microondas con las moléculas orgdnicas provoca un calentamiento rapido y uniforme,
generando condiciones de reaccion altamente controladas. Este enfoque permite llevar a
cabo reacciones a temperaturas mas bajas, lo que resulta en la formacién selectiva de

productos deseados y la minimizacion de reacciones secundarias no deseadas.
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En los capitulos 2, 3 y 4 de esta tesis, se explorard en mayor detalle la irradiacién por
microondas como una herramienta poderosa en la sintesis organica, acoplado al uso de
catalisis heterogénea, cuyas bondades ya han sido discutidas. Se presentaran ejemplos de
reacciones clave en las que se ha aplicado esta metodologia, asi como los potenciales

mecanismos subyacentes.

10
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1.2 Xantonas

1.2.1 Estructuras privilegiadas

Las xantonas son un grupo de compuestos con un nucleo dibenzo-y-pirona, siendo
estos dos anillos bencénicos los responsables de su versatilidad quimica al permitir la
sustitucién de sus hidrégenos por una amplia variedad de grupos funcionales (Figura 1.4). Se
han destacado en los ultimos afos debido a la extensa gama de actividades bioldgicas que se
les ha adjudicado, incluyendo propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales,

11713 antimicrobianas '* y antihipertensivas. °

Figura 1.4. Esqueleto xantona y numeracion.

Estas propiedades se han atribuido a su «estructura molecular privilegiada», un concepto
introducido por Evans y colaboradores ¢ en referencia a fragmentos rigidos que pueden
independizarse como subunidades estructurales simples de gran afinidad por dianas
bioldgicas y potencial farmacoférico. 1718 Esta cualidad Unica, propia de subunidades
destacadas, seria la responsable de la interaccién selectiva con diferentes proteinas vy
enzimas, tales como la proteina cinasa C (PKC), *° la glicoproteina de la espicula del virus SARS-
CoV-2, %9 el receptor nuclear alfa activado por el proliferador de peroxisomas (NR1C1), 2! la
enzima interconversora de angiotensina Il, 2> entre otros. No sélo poseen una funcién
selectiva sobre una diana, lo cual las hace potencialmente utiles en el tratamiento de
enfermedades especificas, sino que la selectividad les brinda la ventaja de tener disminuidos
efectos secundarios al no interactuar con dianas secundarias, y una mejorada disponibilidad

al no perderse compuesto en otras rutas metabdlicas.

Numerosas xantonas naturales pueden ser encontradas como metabolitos secundarios en
plantas superiores, con rutas biosintéticas y estructuras muy similares a las de los flavonoides.
Poseen una amplia variedad de funciones en las plantas, incluyendo la proteccién contra los

rayos UV y la inhibicion de ciertas enzimas que pueden dafiar a sus células. Por lo general,

11
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estas funciones innatas dentro de las plantas que las producen suelen brindar una idea de su
potencial como farmaco al introducirlas en un sistema bioldgico diferente, y es importante
tenerlas como referencia a la hora de hacer estimaciones preliminares. Un ejemplo claro es
el de Garcinia mangostana, un arbol tropical originario del sudeste asiatico también conocido
como mangostdn, que produce una fruta cuyo pericarpio contiene una xantona prenilada
llamada a-mangostina, con reconocidas propiedades antioxidantes y antiinflamatorias 23

(Figura 1.5).

o.-mangostina

Figura 1.5. Estructura de una xantona destacada con multiples propiedades farmacoldgicas.

Desde de la perspectiva de la sintesis orgdnica, el acceso a compuestos de tipo xantona en
particular, y a varios heterociclos triciclicos fusionados en general, tales como acridonas y
carbazoles, requiere que dos tipos de enlaces sean generados. Las reacciones de
acoplamiento cruzado son quienes dirigen la formacién de enlaces carbono-carbono (C-C) y
carbono-heteroatomo (C-X). En las mismas se accede cataliticamente, por lo general a través
de un metal de transicién, a la formacién de nuevos enlaces de este tipo a partir de una
especie nucledfila (Nu) y una especie electréfila (E), con eliminacion de un fragmento que

suele de ser de naturaleza inorganica (Figura 1.6).

®—I\/I N X—. catahzador b Mx

(Nu)  (E)

Figura 1.6. Esquema de una reaccion de acoplamiento cruzado.

En el acoplamiento cruzado tradicional, se utilizan compuestos organicos con grupos

funcionales preexistentes (como haluros organicos o derivados de organoboranos) como

12
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sustratos y un ligando o aditivo apropiado, junto a un catalizador metalico. El mismo se une a
los grupos funcionales del sustrato y los activa para su acoplamiento con un segundo sustrato,
formando asi el producto deseado. Se trata de una técnica robusta que cuenta con varios
referentes en esta forma de adquisicion de productos, tales como Heck, Suzuki-Miyaura,

Sonogashira, Negishi, Hiyama y Buchwald-Hartwig. 2*

Por otro lado, en el acoplamiento cruzado mediante C-H activacion, se activan los enlaces C-
H de los sustratos de manera directa mediante la coordinacién con un catalizador metalico,
lo que permite su acoplamiento con el segundo sustrato. Dado que el enlace carbono-
hidrégeno - tanto en alcanos, como en arilos - posee una reactividad muy baja asociada a la
elevada energia requerida para su ruptura, las condiciones de reaccién necesarias deberian
ser bastante agresivas. Sin embargo, el metal de transicidon permite que este proceso tenga

lugar de forma mas afable.

Existen dos mecanismos fundamentales a través de los cuales logra la activacion de enlaces
C-H. El primero de ellos implica la insercién de un enlace C-H en el ligando de un metal de
transicién, y se conoce como mecanismo de esfera externa. El segundo mecanismo consiste
en la coordinacién del enlace C-H con el metal, lo que da lugar a la formacion de un complejo
organometdlico, denominado mecanismo de esfera interna. Los mecanismos de esfera
interna tienen lugar a través de tres procesos principales: adicién oxidante, metatesis de

enlace sigma y activacion electrofila (Figura 1.7).

En este proceso, los sustratos no requieren grupos funcionales preexistentes para la reaccion,
lo que permite una mayor versatilidad en la sintesis de compuestos organicos complejos, al
mismo tiempo que se optimiza la sintesis desde una perspectiva econdmica y ecoldgica al
reducir la cantidad de pasos requeridos, la cantidad y variedad de sustratos, y se optimiza la

economia atémica, e incluso la severidad de las condiciones de reaccion utilizadas.

13
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Mecanismo de Esfera Interna

—H
E —_— —_—
@ Fr. = Fragmento

M] MI—R [M]—X

M]- M] R M] R
oh " i
H X

Adicion Metatesis de Activacion
oxidante enlace sigma electrofila

- 009

Intermediario
activo

Figura 1.7. Esquema ilustrativo de formas de C-H activacion.

En reacciones de acoplamiento cruzado mediante C-H activacidn se utilizan dos sustratos
organicos con grupos funcionales compatibles con el catalizador metalico, tales como haluros,
triflatos o boronatos. Al someterse a las condiciones apropiadas, el catalizador actia como
mediador entre los dos sustratos permitiendo la transferencia de un fragmento en una serie
de etapas. Primero, el catalizador se coordina con el sustrato que contiene el grupo funcional
compatible. El segundo sustrato, que contiene el grupo funcional complementario, se
coordina al complejo de metal activado. En la ultima etapa, el catalizador promueve la
formacion del enlace C-C o C-X entre ambos sustratos, resultando en la formacion del

producto deseado (Figura 1.8).
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Acoplamiento cruzado tradicional

. O— X

O-n—=Ox =0 =m O-Q
- MX
C-H activacion/funcionalizacion

+ QXM
Ot — | Ow|——

Figura 1.8. Acoplamiento cruzado tradicional y con C-H activacion.

En su gran mayoria, reacciones de este tipo proceden mediante catdlisis homogénea, y en
muchos casos utilizando paladio como metal catalitico. Algunos de los problemas mas
comunes que surgen de reacciones de acoplamiento cruzado son la necesidad de condiciones
de reaccion bastante drasticas, asi como una pre-funcionalizacidn de reactivos. Suele darse la
formacion de subproductos con la resignacion que implica en la optimizacién de la economia
atodmica, y en la mayoria de los casos se debe lidiar con el requerimiento de ligandos o aditivos
tales como fosfinas, que son compuestos no sélo tdxicos, sino también de un costo

considerable.

El uso de catalizadores de tipo homogéneo acarrea habitualmente la desventaja de la baja o
nula posibilidad de recuperacidon. Una forma de evadir este tipo de inconvenientes en el
desarrollo del trabajo metodoldgico consiste en el uso de dos estrategias: sintesis organica

asistida por microondas (MAQS) y catalisis heterogénea.

La sintesis organica de xantonas, que son los compuestos de nuestro mayor interés, es un
area activa de investigacion debido a la importancia biolégica de estas moléculas. Se han
desarrollado varios métodos sintéticos para la preparacién de xantonas, incluyendo los

métodos de sintesis tradicionales y mas novedosos. 2>
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Figura 1.9. Esquema retrosintético y alternativas de acceso a xantonas.

El esquema retrosintético (Figura 1.9) permite vislumbrar un mapeo general de las
metodologias de acceso a este tipo de andamiajes mediante diversos precursores. Por un
lado, se encuentran los diariléteres de las rutas b) y, por otro, la dibenzofenona en la ruta a).
En el primer caso, a partir de I, el nucleo y-pirona se forma mediante la acilacién
intramolecular que requiere el uso de agentes deshidratantes tales como el reactivo de Eaton,
acido polifosférico, o acido sulfurico. De forma alternativa, rutas que requieren una doble C-
H activacion y carbonilacion a partir del diariléter Il han sido logradas con la utilizacién de
catalizadores de paladio. 2° El cierre intramolecular que conduce a la formacién C-O a partir
de benzofenonas como lll puede tener lugar bajo catdlisis mediada por Cu, acoplamientos

oxidantes o sustitucidn nucleofilica aromatica intramolecular. 27

Un objetivo altamente atractivo en estos casos es la sintesis de tipo one-pot, ya que permite
simplificar la sintesis, mejorar la economia atédmica y, en algunos casos, optimizar la

sostenibilidad ambiental mediante la optimizacidn de las condiciones de reaccion.
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Este tipo de metodologia ha sido objeto de interés en la comunidad cientifica durante muchos
afios debido a su eficiencia y simplicidad. De hecho, esta estrategia sintética se ha utilizado
desde la antigliedad, aunque de forma empirica, para la sintesis de productos naturales. Un
ejemplo interesante de esto es la sintesis de la aspirina, descubierta por Felix Hoffmann en
1897. Hoffmann utilizé una sintesis one-pot para obtener dcido acetilsalicilico a partir de dcido

salicilico y anhidrido acético en presencia de acido sulfurico como catalizador. 22

En la actualidad, se ha convertido en una técnica muy utilizada en la sintesis organicay en la
preparacion de compuestos bioactivos. En particular, en la sintesis de xantonas, esta

estrategia ha sido muy exitosa, con una alta eficiencia y excelentes rendimientos.

Existen diversas alternativas de sintesis one-pot para la formacidn de esqueletos xanténicos
haciendo uso de arenos sustituidos, como se observa en la Figura 1.10, donde destaca el
método tradicional de Grover, Shah y Shah (GSS) ?° debido a su robustez y simplicidad. GSS
(ruta 1) permite obtener hidroxixantonas a partir de acidos salicilicos y derivados de fenoles,

en presencia de cloruro de zinc y oxicloruro de fésforo.

X: OH, OMe
Y: OH
HO
N ) R': Me, OMe,
| - R on,c
Z R% Me, OMe,
V) OH, CI, NH,
X: OH, OPh,
M T™S OH, H \
NS Y: OH, F
2
I /_R R!: Me, OMe, OH,
TfO Hal, Ph, COMe
?2) (4%)) R2: Me, OMe
X: OH
Z Y:H
| N nz ZCLBr
C) Z = R!: Me, OMe
(VID) R%: Me, OMe

Figura 1.10. Sintesis one-pot de xantonas.

En el afio 2005, se reportd la sintesis de xantonas directamente a partir de salicilatos de

bencilo o metilo y trimetilsililariltriflatos por Larock y colaboradores (ruta 2). 3° Esta ruta
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utiliza una estrategia en dos pasos en que se genera un intermediario arino altamente
reactivo en presencia de fluoruro de cesio. Posteriormente, se lleva a cabo el acoplamiento
nucleofilico intramolecular con el salicilato correspondiente y anulacion electrofilica

regioselectiva, que conduce a la formacién del esqueleto xantdnico.

La ultima de las alternativas presentadas corresponde a la ruta propuesta por Wang y Den
3132 en la que se emplean salicilaldehidos y 1,2-dihaloarenos en presencia de catalizadores
homogéneos de Pd (ruta 3). Esta metodologia permite la anulacidon directa entre los

compuestos de partida, generando selectivamente el esqueleto xantdnico en una sola etapa.

Otras opciones incluyen la utilizacion de benzaldehidos orto-sustituidos y fenoles en
presencia de Cu y Fe 333> como catalizadores en fase homogénea y heterogénea. Esta ruta
sintética ha demostrado ser muy efectiva para la obtencién de xantonas, con altos

rendimientos y una elevada eficiencia en la formacion del enlace carbono-carbono.

En el 2014, nuestro grupo de trabajo desarrollé una propuesta sintética para la adquisicién
del esqueleto xantdnico mediante acoplamiento catalitico utilizando nanoparticulas de cobre
depositadas sobre silica magnetizada, o magsilica, a partir de benzaldehidos 2-sustituidos y
una serie de fenoles. 33 Como ventaja adicional, la utilizacién de un catalizador en fase
heterogénea facilita y da acceso a su recuperacién, lo que aumenta la sostenibilidad del

proceso. La propuesta de posible mecanismo de accién se puede observar en la Figura 1.11.
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Figura 1.11. Mecanismo de reaccion propuesto en la sintesis catalitica de xantonas utilizando
nanoparticulas de cobre sobre Magsilica.

18



Disefo, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 1: Introduccidn general

Numerosos e importantes avances se han logrado en los uUltimos afos en lo que la sintesis de
este tipo de compuestos refiere. Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, se optimizd
una novedosa metodologia para la obtencion del esqueleto xantona a través de catdlisis
heterogénea mediante paladio y sintesis asistida por microondas que sera desarrollada en

detalle a lo largo del capitulo 4.

1.2.2 Usos en farmacologia

El estrés oxidativo, definido como un desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species) y la capacidad
antioxidante enddgena del organismo, estd implicado en el desarrollo de numerosas
enfermedades créonicas, como el <cancer, las enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas e inflamatorias. Las xantonas se presentan como una alternativa

interesante en el tratamiento de enfermedades crdnicas relacionadas con el estrés oxidativo.

36

En estrecha relacién, la inflamaciéon es un proceso natural del cuerpo que se produce en
respuesta a una infeccidn o lesién, pero cuando se produce de manera excesiva o crénica,
puede contribuir al desarrollo de enfermedades como la artritis, 3’ diabetes y la
neurodegeneracion 383% que se puede observar en los casos de Alzheimer. La a.-mangostina,
previamente presentada, es una xantona con actividad antiinflamatoria que ha demostrado
efectividad en estudios de la proteina cinasa activada por mitdogenos (TAK1) y el factor nuclear

kappa B (NF-kB), como inhibidora de la activacién de la via TAK1-NF-kB. 4°

Los virus, por otro lado, son agentes infecciosos que pueden causar enfermedades agudas y
crénicas en humanos y animales. El desarrollo de nuevos agentes antivirales es un area de

investigacién importante en la medicina moderna.

La mangiferina, por ejemplo, encontrada en la corteza y las hojas de la planta de mango
(Mangifera indica), ha demostrado tener actividad antiviral contra virus como el VIH, el
herpes y el dengue (Figura 1.12). La mangiferina inhibe la replicacidn viral al interrumpir la
entrada del virus en las células huésped y al suprimir la transcripcion y la traduccién de los
genes virales. Su utilidad ha sido probada frente al virus 1 herpes simplex resistente al

aciclovir (HSV-1) con buenos resultados. 4%42
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Figura 1.12. Magniferina

En la era del coronavirus, los antivirales capaces de inhibir la replicacién viral, interrumpir la
entrada del virus en las células huésped y bloguear la expresién de genes virales han cobrado
una relevancia incluso mayor a la que se les habia asignado hasta la fecha. En estudios
recientes, se ha determinado que una serie de hidroxixantonas podrian ser candidatas como

agentes antivirales en el tratamiento del coronavirus OC43 en humanos. 4

El tratamiento de infecciones bacterianas, en cambio, se ha planteado como un desafio
prevalente en las ultimas décadas debido a la apariciéon de resistencia a los antibidticos
existentes. La resistencia antimicrobiana es un fendmeno natural que ocurre cuando las
bacterias desarrollan mecanismos de defensa contra los antibidticos, lo que las hace menos
susceptibles a su accion. El uso excesivo e inadecuado de antibidticos en la medicina humana
y animal, asi como en la agricultura, ha acelerado la aparicién de resistencia antimicrobiana a
nivel mundial. Por lo tanto, se necesitan nuevos agentes antibacterianos para combatir las

infecciones bacterianas resistentes a los antibidticos actuales.

Varios estudios han demostrado que algunas xantonas tienen actividad antibacteriana contra
una amplia variedad de bacterias patdgenas. Tanto la a-mangostina, como muchos de sus
derivados, han demostrado tener actividad antibacteriana contra bacterias como
Mycobacterium tuberculosis, ** Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa y Salmonella typhimurium. 4>4¢

Dentro de las patologias de mayor relevancia para las cudles aln no se tienen tratamientos
resolutivos apropiados, se encuentran diversos tipos de carcinomas y una serie de
enfermedades neurodegenerativas que aparecen en mayor nimero debido a un incremento

en la esperanza de vida de las poblaciones.
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las principales causas
de muerte en todo el mundo, con aproximadamente 10 millones de muertes anuales. El
tratamiento del cancer es un desafio permanente debido a la resistencia a los tratamientos
convencionales, como la quimioterapia y la radioterapia, por lo que se buscan

constantemente nuevas estrategias terapéuticas para combatir la enfermedad.

El mecanismo de accion de las xantonas como agentes antitumorales ain no se comprende
completamente, los esfuerzos se encuentran direccionados, no sélo a encontrar nuevas
moléculas capaces de afectar las vias comprometidas en el desarrollo y mantenimiento de los
tumores, sino a comprender estos mecanismos de manera tal de poder dirigirlos de forma
selectiva. Se ha demostrado que algunas xantonas inducen la apoptosis, o muerte celular
programada, en las células cancerosas. Ademas, algunas xantonas también han demostrado
inhibir la angiogénesis, o formacidn de nuevos vasos sanguineos, lo que es esencial para el

crecimiento de los tumores.

Algunos de los mecanismos que han sido descifrados incluyen la inhibicidn de la formacion de
estructuras G-cuadruplex (G4), #’ asociada a ciertas enfermedades humanas tales como el
cancer. En otro estudio, se demuestra mediante analisis in vivo e in vitro la capacidad de
ciertas xantonas de degradar receptores de andrégenos de la variante AR-V7 en células de
carcinoma prostético. 8 En el cdncer de mama triple negativo (TNBC), se ha estudiado el
efecto de la y-mangostina y se ha determinado por docking molecular que forma complejos
con el cluster Interferon gamma/Proteina transcripcional activadora y transductora de
sefiales 1/Homdlogo 3 de Notch (INFG/STAT1/NOTCH3), #° el cual tiene un rol clave en la

oncogénesis relacionada a fibroblastos asociados a cancer en este tipo de patologia.

El envejecimiento de la poblacidn ha llevado a un aumento en la prevalencia de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson. °° Estas enfermedades son
caracterizadas por la muerte progresiva de neuronas y la pérdida de la funcion cerebral, lo

gue puede afectar significativamente la calidad de vida de los pacientes y sus familias.

Se ha demostrado que algunas xantonas, tales como la a-mangostina, tienen efectos positivos
en la proteccién de las células neuronales y la prevencién de la neurodegeneracion en

modelos in vitro y modelos animales. >!
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Por ejemplo, se ha encontrado que la xantona a-mangostina puede prevenir la muerte celular
inducida por la toxicidad del B-amiloide en células cerebrales *2 y mejorar la memoria en
modelos de ratones de Alzheimer. También se ha demostrado que otras xantonas, como la
mangiferina previamente mencionada, >3 pueden proteger las células neuronales de la
muerte inducida por el estrés oxidativo y la inflamacion en modelos de ratones de Parkinson.
Otros estudios revelan que diversas xantonas tienen la capacidad de inhibir una serie de
enzimas asociadas con este tipo de enfermedades neurodegenerativas, tales como la
monoaminooxidasa A y B (MAO A y MAO B), la butirilcolinesterasa y acetilcolinesterasa
(BUChE y AChE), >* siendo la inhibicion de esta ultima el enfoque tradicional de las drogas

utilizadas en el tratamiento paliativo de la enfermedad de Alzheimer.

Aungue aln se necesita mas investigacién para comprender completamente los mecanismos
de accidn de las xantonas en diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas y para
determinar su eficacia en ensayos clinicos, la evidencia cientifica actual sugiere que estas
moléculas tienen un gran potencial terapéutico como agentes neuroprotectores

pluripotenciales.

Debido a su capacidad de accidn sobre un amplio rango de estructuras celulares, su
arquitectura planar y potencialidad para sustituyentes variados que le confieren diversos
grados de hidrofobicidad, se han estudiado a las xantonas en contexto de su capacidad de
interactuar con membranas celulares. Se ha demostrado que las xantonas tienen una afinidad
particularmente alta por las membranas lipidicas y que pueden alterar su fluidez y
permeabilidad. Estos efectos pueden tener implicaciones importantes para la sefializacion
celular y la regulacién de la funcién de los sistemas bioldgicos, asi como en la capacidad de
ser almacenadas en liposomas que serian utilizados como carriers. Parte de nuestras
investigaciones sobre este tipo de compuestos fue llevada a cabo en los apropiados modelos
de membrana, como sistemas simplificados, para los objetivos propios asignados a cada

compuesto.
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1.2.3 Desafios actuales

Los farmacos que caen en las clases Il y IV del sistema de clasificacidon biofarmacéutica
(BCS, por sus siglas en inglés, Biopharmaceutical Classification System) pueden presentar

desafios en cuanto a su formulacién y desarrollo.

La clase Il del BCS incluye farmacos con baja solubilidad y alta permeabilidad. Los farmacos
de esta clase pueden ser dificiles de incorporar en una forma farmacéutica que permita una
rapida y completa absorcidn en el cuerpo. Esto se debe a que la baja solubilidad puede limitar
la cantidad de farmaco que se disuelve en el tracto gastrointestinal, lo que a su vez puede
limitar la cantidad que se absorbe en el cuerpo. Ademas, los farmacos de esta clase pueden
ser susceptibles a la formacién de precipitados en el tracto gastrointestinal, lo que puede

reducir aun mas la cantidad que se absorbe.

Uno de los ejemplos mas conocidos es el fadrmaco ciclosporina A, utilizado en el tratamiento
de la artritis reumatoide y el trasplante de drganos. La ciclosporina A es un fdrmaco muy
lipofilico y poco soluble en agua, lo que dificulta su absorcién y biodisponibilidad. Para
solucionar este problema, se han desarrollado diversas formulaciones de la ciclosporina A
utilizando sistemas de administracion alternativos, como la microemulsién, un sistema

coloidal de baja tensidn superficial, y los liposomas.

Podemos ver, con relacidn a la familia de las xantonas en especifico, que este suele ser el caso
para muchos de ellos, tales como la magniferina. >> Existen muchos estudios destinados a
encontrar un modo apropiado de administracidn y distribucidn para este tipo de compuestos
que logre sortear el obstaculo de su elevada lipofilicidad y, en consecuencia, muy baja

solubilidad para administracion de formas tradicionales.

La Clase Il del BCS incluye farmacos con alta solubilidad y baja permeabilidad, lo cual implica
qgue un farmaco es soluble en agua, pero posee una baja permeabilidad a través de las
membranas bioldgicas, como la mucosa intestinal. Esto puede limitar su biodisponibilidad vy,
por lo tanto, su eficacia terapéutica. La elevada solubilidad en agua puede darse debido a las
caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas del farmaco, tales como su polaridad, lo que les

permite disolverse facilmente en los fluidos corporales. Su baja permeabilidad a través de las
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membranas bioldgicas puede deberse a su tamafio, carga o lipofilicidad, lo que dificulta su

absorcion en el cuerpo.

Para mejorar la biodisponibilidad de los farmacos de Clase lll, se han utilizado diferentes
estrategias de formulacién, como la modificacion de la estructura quimica del farmaco para
mejorar su permeabilidad, el uso de inhibidores de la P-glicoproteina para aumentar su
absorciéon y la formulacion en sistemas de administracion de farmacos, como

microemulsiones, liposomas y nanoparticulas.

Un ejemplo claro es el diclofenac, altamente soluble en agua, pero de muy baja permeabilidad
a través de las membranas bioldgicas. Para mejorar su biodisponibilidad se opté por la
incorporacion del farmaco en nanoparticulas lipidicas, la formulaciéon en sistemas de
administracion de farmacos como los geles tdpicos y los parches transdérmicos. La
formulacion en nanoparticulas lipidicas permite una mayor penetracion del farmaco a través
de la piel y una liberacién prolongada en el sitio de accién, lo que mejora la eficacia
terapéutica del farmaco. Por otro lado, los geles tdpicos y los parches transdérmicos permiten
una administracién localizada del farmaco, lo que reduce su exposicién sistémica y, por lo

tanto, sus posibles efectos secundarios.

La Clase IV incluye farmacos con baja solubilidad y permeabilidad, los farmacos de esta clase
presentan los mayores desafios en términos de formulacién y desarrollo. Debido a su baja
solubilidad y permeabilidad, estos farmacos pueden tener una absorcién muy limitada en el
cuerpo. Para superar estos desafios, se pueden utilizar diversas estrategias, como la
utilizacion de sistemas de liberacién modificados, la alteracién de la estructura quimica del
farmaco para mejorar su solubilidad y permeabilidad, y otras metodologias de formulacién

alternativas de probada eficacia.

La amiodarona, utilizada en el tratamiento de arritmias cardiacas, tiene baja solubilidad en
agua y baja permeabilidad a través de las membranas bioldgicas. Para mejorar su solubilidad
se ha logrado su formulacion en microemulsiones, sistemas coloidales que contienen farmaco
disuelto en una mezcla de aceite y agua con tensioactivos para formar una emulsiéon estable,
y en complejos de inclusion con ciclodextrinas. Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos
capaces de formar complejos de inclusion con compuestos hidrofébicos. La inclusion de la

amiodarona en ciclodextrinas mejora su solubilidad en agua y su biodisponibilidad.
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En general, los farmacos que caen en las clases Il, lll y IV del BCS pueden requerir un enfoque
mas cuidadoso en cuanto a su formulacidn y desarrollo para garantizar su eficacia y seguridad.
Sin embargo, con la utilizacion de estrategias de formulacién adecuadas, estos farmacos

pueden ser implementados con éxito y ser Utiles en el tratamiento de diversas enfermedades.

Dentro del tipo de compuestos especificos tratados en el desarrollo de este trabajo de tesis,
varios de ellos y principalmente aquellos pertenecientes al grupo de las xantonas, presentan
el tipo de inconvenientes que se observan para los compuestos que caen en las categorias
explayadas. Esto sumado, y quizas estrechamente relacionado, a los casos de baja
biocompatibilidad y toxicidad que presentan algunos de los compuestos naturales, nos pone
en la disyuntiva de tener que encontrar una forma de administracién alternativa y segura para
las xantonas disefiadas y sintetizadas, si se pretende que tengan alguna posibilidad de

alcanzar el estatus de potenciales agentes terapéuticos.

Surge como alternativa una tecnologia de formulacién muy prometedora para mejorar la
eficacia y seguridad de los farmacos con problemas de solubilidad y permeabilidad: los
liposomas. Debido a que pueden encapsular farmacos hidrofébicos en su interior, farmacos
altamente liposolubles se pueden administrar con un sistema de distribuciéon apropiado que

les permite circular y los protege frente al medio acuoso, mejorando asi su solubilidad.

La estructura anfifilica de los liposomas les permite interactuar con las membranas celulares,
lo que puede mejorar la permeabilidad de los farmacos encapsulados y su absorcién en el
cuerpo, aumentando su eficacia y reduciendo la cantidad administrada para obtener el efecto
terapéutico deseado. La encapsulacion en liposomas también puede reducir su toxicidad al
limitar su exposicién a los tejidos no deseados. Al encapsularlos en las vesiculas lipidicas, se
puede reducir la liberacion no especifica en el cuerpo y mejorar su distribucién selectiva a los

tejidos afectados.

Otra ventaja importante en estos sistemas es la capacidad para controlar la liberacion. Los
liposomas pueden ser disefiados para liberar el farmaco de manera controlada y sostenida, lo
gue puede mejorar su eficacia terapéutica y reducir los efectos secundarios asociados con su

liberacion no controlada.
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1.3 Liposomas

1.3.1 Generalidades

Las membranas modelo son herramientas utiles en la investigacion de la fisica y
guimica de las membranas biolégicas. Como sistemas artificiales, emulan las propiedades de
las membranas bioldgicas y se utilizan para estudiar procesos como la difusiéon de lipidos, la
interaccion de proteinas con la membrana, la formacion de poros, la permeabilidad y la fusiéon

de membranas.

Diferentes membranas modelo pueden ser preparadas mediante la formacion de bicapas
lipidicas sobre superficies sélidas, la formacién de vesiculas lipidicas o la utilizaciéon de

polimeros como matrices para la formaciéon de membranas, entre otras técnicas.

Los liposomas son vesiculas autoensambladas compuestas de bicapas lipidicas que se utilizan
comunmente como membranas modelo en la investigacién biomédica. Se trata de sistemas
muy Utiles debido a su capacidad para encapsular moléculas hidrdfilas y lipofilicas, asi como
su capacidad para fusionarse con otras membranas lipidicas, lo que los hace ampliamente
relevantes en estudios de transporte de membrana, interacciones de membrana y en

administracion de farmacos.

Cada uno de los lipidos que constituye al liposoma en cuestién cuenta con propiedades
Unicas, influyendo en la estructura y funcionalidad del liposoma resultante permitiendo
adaptar sus caracteristicas para emular sistemas biolégicos y disefiar vehiculos de transporte

de farmacos (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Subclasificacion de fosfolipidos

Dentro de los grupos de fosfolipidos, encontramos una diversidad de compuestos con
funciones cruciales en la construccion de liposomas y la emulacion de sistemas bioldgicos. Las
fosfatidilcolinas (PC), como la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y la dimiristoil fosfatidilcolina
(DMPC), destacan por su estabilidad y capacidad para formar estructuras, convirtiéndolas en
elementos basicos fundamentales para emular las membranas bioldgicas. La inclusién de
moléculas de tipo efector a este tipo de fosfolipidos puede brindar informacion de relevancia
respecto del comportamiento de los modelos de membrana en presencia de un potencial

farmaco.

Las fosfatidiletanolaminas (PE), presentes como componentes esenciales de las membranas
celulares, aportan diversidad estructural a los liposomas, influenciando tanto su morfologia
como su capacidad de encapsulacién. Este componente resulta esencial en el disefio de

liposomas adaptados para la entrega de fdrmacos en entornos biolégicos especificos.

Por otro lado, las fosfatidilserinas (PS) y los fosfatidinositoles (Pl), presentes en membranas
celulares y participando en procesos de sefalizacion, permiten recrear condiciones bioldgicas
especificas que facilitan los estudios sobre interacciones membrana-proteina y procesos

fisiologicos.
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Integrandose a este conjunto, los fosfatidilgliceroles (PG), otro subtipo de fosfolipidos,
desempefian un papel importante en la construccion de liposomas. Aunque suelen recibir
menos atencién que otros fosfolipidos, su presencia en membranas celulares y la capacidad
de formar liposomas cargados eléctricamente los convierte en componentes esenciales para
replicar propiedades especificas de ciertos entornos bioldgicos, como las cargas negativas

presentes en las membranas bacterianas.

Los lipidos anidnicos como el palmitoiloleoil fosfatidilglicerol (POPG), en conjunto con el lipido
palmitoiloleoil fosfatidiletanolamina (POPE) son esenciales en la construccién de liposomas
utilizados para simular membranas bacterianas. La combinacién de POPG y POPE puede
imitar la composicion cargada y asimétrica de las membranas bacterianas, proporcionando
modelos mas realistas para estudiar interacciones liposoma-membrana bacteriana vy
desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas especificamente a bacterias. Esta aproximacién
no solo mejora la comprension de la biologia bacteriana, sino que también facilita el estudio

de potenciales fdrmacos para combatir infecciones bacterianas de manera mas eficaz.

Fuera de la linea de los fosfolipidos, el colesterol (COL) desempefia un papel central en la
estabilidad y permeabilidad de las membranas. Su inclusién en liposomas modula la fluidez
de la bicapa lipidica, influyendo directamente en las propiedades de liberacidn de farmacos y

facilitando el disefio de sistemas de transporte de sustancias terapéuticas.

Esfingolipidos como la esfingomielina (SM) y la ceramida (CER), componentes clave en la
estructura y funcién de membranas, se incorporan en liposomas para recrear condiciones
especificas de tejidos. Esto resulta valioso en aplicaciones terapéuticas que requieren una

entrega de farmacos focalizada, imitando microentornos bioldgicos complejos.

En principio, la preparacidn de liposomas se basa en la capacidad de los lipidos anfifilicos para
autoensamblarse en soluciones acuosas formando estructuras de bicapas lipidicas cerradas.
Los lipidos son disueltos en un disolvente orgdnico, como cloroformo o éter, que luego se
evapora para formar una pelicula delgada sobre la superficie del recipiente que los contiene.
Finalmente, se rehidrata la pelicula lipidica con agua milliQ o una solucién acuosa, tal como
buffer fosfato, y se agita la mezcla vigorosamente para inducir la formacion de vesiculas
lipidicas. A partir de este punto, se procede de acuerdo con el tipo de liposoma que se quiere

adquirir.
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Existen diferentes técnicas para preparar liposomas, como la sonificacidn, que implica la
exposicion de la suspension lipidica a ondas sonoras de alta frecuencia; la extrusion, por paso
repetido de la suspension lipidica a través de una membrana porosa para forzar la formacién
de liposomas de tamafo uniforme; o el método de congelacién-descongelacién y el método

de electroformacioén, utilizando una técnica electroquimica.

Desde una perspectiva estructural, se puede clasificar a los liposomas en funcion del nimero
de capas lipidicas que contienen (Tabla 1.1). Los liposomas unilamelares (por sus siglas en
inglés, unilamellar vesicles, ULV) contienen una Unica capa lipidica, mientras que los
liposomas multilamelares (multilamellar vesicles, MLV) contienen multiples capas
concéntricas. Los liposomas oligolamelares (oligolamellar vesicles, OLV) contienen un nimero

reducido de capas lipidicas, generalmente entre dos y diez.

A su vez, las vesiculas de tipo MLV pueden manifestarse en diferentes configuraciones segun
su método de preparacion y propiedades fisicas. En primer lugar, las vesiculas REV (reverse
phase evaporation vesicles) son un tipo de MLV formadas mediante evaporacion controlada
de un disolvente organico, lo que da como resultado vesiculas con una Unica bicapa lipidica
invertida. Por otro lado, las vesiculas SPLV (stable plurilamellar vesicles) contienen varias
capas lipidicas concéntricas y se forman a través de procesos de agitacidn o extrusion
cuidadosamente controlados. Por Ultimo, las MLV tradicionales, o vesiculas
micromultivesiculares, son estructuras altamente lamelares consistentes en multiples
vesiculas pequefias contenidas dentro de una vesicula madre, lo que las hace ideales para la

encapsulacion de diferentes cargas terapéuticas.

De acuerdo a su tamaiio, se definen los liposomas pequerios (small unilamellar vesicles, SUV)
de unos pocos nandmetros a unos pocos cientos de nandmetros, los liposomas medianos
(medium-sized unilamellar vesicles, MUV) de varios cientos de nandmetros, y los liposomas

grandes (giant unilamellar vesicles, GUV) que puede llegar a medir varios micrometros.

Es importante destacar que estas clasificaciones no son mutuamente excluyentes y que se
pueden combinar para describir con mayor precisién los diferentes tipos de liposomas.
Ademas, la seleccidn de un tipo de liposoma especifico dependerd de la aplicacion prevista
para el mismo, lo que hace que estas clasificaciones sean importantes para seleccionar el tipo

de liposoma mas adecuado para cada caso.
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Tabla 1.1. Clasificacion de los liposomas de acuerdo a su tamano y disposicion de las lamelas.

Numero de
Tamaiio Propiedades
bicapas
SuV e Elevada proporcién de fosfolipidos en la
(20-80 nm) monocapa externa debido a su mayor
curvatura
O e Elevada relacién superficie-lipido

e Bajo porcentaje de encapsulaciéon
Unilamelares

(formados por

una LUV
Unica bicapa)
(80 nma1lum)

e Compartimiento interno de gran volumen
e Elevada capacidad de encapsulacién

REV: Vesiculas de evaporacion en fase reversa.

MLV
(400 nm a varios

um) SPLV: Vesiculas estables plurilamelares

Plurilamelares

(formados por
varias bicapas) @

MLV: Liposomas micromultivesiculares

y .’
NG

Los liposomas emergen como una herramienta fundamental en la investigacion cientifica y la
industria debido a su versatilidad y aplicabilidad en una amplia gama de areas. Estos sistemas

lipidicos no solo ofrecen una plataforma para estudiar procesos biolégicos complejos, como
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la administracién de farmacos y la entrega de agentes terapéuticos, sino que también
representan una herramienta valiosa para comprender mejor la estructura y funcién de las

membranas celulares.

A partir del uso de liposomas, se permite la extraccién de un amplio arreglo de propiedades
y comportamientos fisicoquimicos de bicapas lipidicas facilitando la manipulacién. El analisis
puede ser llevado a cabo con precision y claridad, ya que existe un mayor control
experimental y pueden reducirse las variables mas aleatorias propias de los sistemas
bioldgicos reales. Sin embargo, esta ventaja debe tenerse presente a la hora de evaluar los
resultados, ya que puede resultar en conclusiones que desafian la hipdtesis cuando se

extiende a pruebas in vivo si no es considerada responsablemente.

1.3.2 Modelo de membrana biolédgica

Las membranas biolégicas son sistemas complejos que han atraido la atencién en
diversas disciplinas de investigacion en las Ultimas décadas. Es de particular interés a la hora
de estudiar compuestos con potencial accién antimicrobiana, tanto desde la perspectiva del
sistema biolégico a neutralizar, ya sea destruyendo o atravesando la membrana de interés
para que alcance a su diana, como desde la del huésped al que se quiere regresar al estado
de salud, cuyas membranas celulares deberian verse tan minimamente afectadas como fuera

posible.

El desarrollo de nuevas drogas capaces de lidiar con patdgenos resistentes requiere un
entendimiento de los mecanismos por los cuales estos compuestos afectan a estas

membranas, que cumplen el rol de barrera o sitio directo de accion.

Una de las principales caracteristicas que permite al farmaco discriminar entre membranas
bacterianas y aquellas que pertenecen a células de mamifero, es la composicién lipidica. Las
membranas citoplasmaticas de mamifero se componen principalmente de fosfatidilcolina,
esfingomielina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y colesterol. Los fosfolipidos suelen
encontrarse distribuidos de forma asimétrica entre la cara interna y externa de la bicapa,

tanto la fosfatidilcolina como la esfingomielina son mas abundantes en la cara externa.
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Las membranas bacterianas, en cambio, contienen grandes cantidades de
fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol o sus derivados, tales como la cardiolipina, pero
carecen totalmente de colesterol. A su vez, se encuentran mayores cantidades de PE en la
membrana interna de las bacterias Gramnegativas, mientras que las membranas

citoplasmaticas de las Grampositivas son mas ricas en PG.

A modo de ejemplo, la membrana celular interna de la Escherichia coli, una bacteria
Gramnegativa que suele desarrollarse en el intestino distal de organismos de sangre caliente,
se compone en un 82% de su peso de PE; mientras que los componentes fosfolipidicos
predominantes en la membrana de la bacteria Grampositiva Staphylococcus aureus, son el PG
y sus derivados. Es aparente que esta composicidon lipidica diferencial va a alterar las
propiedades de la membrana, tales como su estructuraciéon, empaquetamiento, densidad,

rigidez y carga superficial, por nombrar algunas.

Las mezclas binarias de PE y PG bajo condiciones fisioldgicas suelen ser utilizadas como
modelo de membranas bacterianas por los motivos explicados. Estos sistemas proveen la
estructura fundamental que permite estudiar el cambio en las caracteristicas propias del

modelo al introducirse un compuesto que debe, o bien atravesarla, o bien destruirla.

1.3.3 Transportadores de drogas

Los drug carriers, o transportadores de drogas, son sistemas que permiten transportar
farmacos a través del cuerpo y dirigirlos hacia el sitio de accidn deseado, protegiéndolos de
la degradaciéon y eliminacién temprana. Estos sistemas tienen la ventaja de aumentar la
eficacia terapéutica de los farmacos, reducir sus efectos secundarios y mejorar su

farmacocinética.

La eficacia y seguridad de este tipo de sistema para la administracién de drogas depende en
gran medida de sus propiedades fisicoquimicas. Existen una amplia variedad de
consideraciones de relevancia a la hora de elegir el sistema mas apropiado para una
determinada droga. El tamafio y la morfologia pueden afectar su biodisponibilidad,
permeabilidad, distribucion y eliminacién. La carga eléctrica puede influir en su capacidad de
unirse a las células diana y atravesar las barreras bioldgicas. Su hidrofobicidad o hidrofilicidad

puede afectar su capacidad de solubilizar los farmacos, su afinidad por los tejidos y estabilidad
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en el medio bioldgico. La estabilidad quimica es también fundamental para garantizar la
integridad de los farmacos y prevenir la liberacién no deseada. La compatibilidad con Ila
composiciéon de la membrana biolégica de la célula diana tiene que ser tan elevada como
fuere posible para permitir al fusiéon y liberacidon de la droga. Por ultimo, la cantidad de

farmaco que puede ser cargado puede afectar la eficacia terapéutica de los mismos.

En el caso de los compuestos que se han estudiado en el contexto de este trabajo de tesis, se
ha puesto énfasis en el desarrollo de liposomas de tipo MLV compuestos de
dipalmitoilfosfatidilcolina y dipalmitoilfosfatidilcolina-colesterol (DPPC-COL) y se han
estudiado de manera experimental, de la forma propuesta en la seccidn anterior, la carga

superficial, el volumen especifico y la compresibilidad adiabatica del sistema.

Sumado a estas variables analizadas ya en estudios previos, *® se estudidé también la eficacia
de encapsulamiento mediante la técnica de UV-Visible y la estabilidad del sistema en el
tiempo utilizando calorimetria diferencial de barrido (DSC) vy la distribucién del tamafno de

particula mediante Dynamic Light Scattering (DLS).

Finalmente, a través de dinamica molecular se hace una estimacién de la potencial ubicacién
de las moléculas de efector seleccionadas en relacién con las diferentes zonas dentro del
fosfolipido, considerando una regidn polar a la altura de las cabezas polares de fosfatos; una
region media en la zona de carbonilos; y una regién apolar, a la altura de las cadenas
carbonadas correspondientes a las colas lipidicas. En forma complementaria, datos sobre el
area por lipido y la movilidad de los mismos se utiliza para corroborar informacién

experimental.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivos generales

El proyecto tiene como propdsito la evaluacidn de sistemas nanoestructurados de potencial

utilizacion en el area biotecnolégica y biomédica. Se propone la exploraciéon de herramientas

de diseio racional y sintesis que permitan la construccidn eficiente de sistemas heterociclicos

relevantes, particularmente xantonas preniladas y analogos relacionados, en diversos

contextos de interés bioldgico. Los estudios tedricos-experimentales se llevardn a cabo sobre

membranas modelo lipidicas caracterizando las interacciones de los ligandos mediante la

alteracion en las propiedades fisicoquimicas de las membranas, a fin de evaluarlos como

potenciales agentes farmacoldgicos.

1.4.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos del proyecto consisten en:

Sintetizar y caracterizar dibenzo-y-pironas (xantonas) y sus congéneres nitrogenados
(acridonas y carbazoles) a través de la aplicacién de metodologias convencionales y no
convencionales, que incluyen la sintesis organica asistida por microondas vy la catalisis
heterogénea.

Insercion de cadenas laterales prenilos al esqueleto xanténico a través de
aproximaciones modulativas dirigidas a establecer criterios estructurales mas eficaces
para una determinada accidn terapéutica.

Acceder a xantonas y andlogos estructurales anfifilicos con secciones complementarias
a las regiones hidrofdbicas e hidrofilicas de las moléculas lipidicas, de modo de que sean
capaces de incorporarse a membranas lipidicas modelo en general y, en particular, en
membranas anidnicas de modo de evaluarlas como potenciales agentes
antibacterianos.

Elucidacién estructural de los nuevos compuestos hetero-triciclicos mediante la
aplicacion de distintas técnicas espectroscopicas tales como IR, UV, RMN homo- y

heteronuclear (*H, 3C, HSQC y HMBC), EM (baja vy alta resolucién).
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Capitulo 2: Técnicas de obtencion del andamiaje carbazol

2.1 Estado del arte

Como mencionamos en el capitulo introductorio, las plantas medicinales han sido
utilizadas para el tratamiento de diversas enfermedades desde la antigliedad y siguen
desempefiando un papel importante al momento de cubrir las necesidades basicas de salud
en paises en vias de desarrollo. °” Aun hoy, una gran parte de la poblacién en zonas rurales y
urbanas del mundo en desarrollo depende de las plantas medicinales para el tratamiento de

enfermedades infecciosas.

Clausena anisata (Figura 2.1), conocida localmente como «olmaa’ii» en Etiopia (en lengua
afan oromo), pertenece a la familia Rutaceae y se utiliza en varias partes de Africa para el
tratamiento de infecciones bacterianas y fungicas de la piel, como forunculos, tifia, candidiasis

oral y eczema, 8 y malaria. >°

Figura 2.1. Fotografia de C. anisata (olmaa’ii).

El andlisis fitoquimico del extracto de raiz en diclorometano/metanol (1:1) revela la presencia
de varios componentes. Uno de ellos, el alcaloide de carbazol derivado de la heptazolina,
muestra una prometedora actividad antibacteriana contra S. aureus y B. substilis en

60

comparacion con la ciprofloxacina, *° y parece ser en gran medida responsable de esta

actividad medicinal tradicional (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Heptazolina, producto natural de C. heptaphylla, C. harmandiana y C.
excavata.

El nucleo de la heptazolina se encuentra constituido por un sistema de tipo 9H-carbazol, un
compuesto N-heterociclico ubicuo que se encuentra ampliamente distribuido tanto en

productos naturales como en productos sintéticos.

Podemos analizar el caso de Murraya koenigii (Figura 2.3), conocida cominmente como
«Curry Patta» (hindi), utilizada ampliamente como especia y condimento en India y otros
paises tropicales. Varias partes de M. koenigii se han utilizado en la medicina tradicional o
popular para el tratamiento de reumatismo, lesiones traumaticas y mordeduras de
serpientes, y se ha informado que tiene actividades antioxidantes, antidiabéticas vy

antidisentéricas. %1.62

Figura 2.3. Fotogradfia de M. koenigii.

La mahanimbina es otro alcaloide de carbazol, presente en las hojas, corteza del tallo y raiz

de M. koenigii (Figura 2.4). Los alcaloides de carbazol presentes en las hojas le brindan
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actividades farmacoldgicas como estimulantes, tdénicos y agentes carminativos para tratar la

influenza, la fiebre, el asma bronquial y las mordeduras de animales. 6364

El uso de remedios y plantas tradicionales en el tratamiento de quemaduras y heridas es un
aspecto importante de la gestion de la salud y también es una forma eficiente de promover
opciones de atencion médica mas econdmicas. %> La eliminacion y prevencién de
infecciones son esenciales para una cicatrizacion rapida y efectiva de heridas. Se han descrito
varias plantas y formulaciones para el manejo de cortes, contusiones, quemaduras y heridas

en la medicina folclérica, asi como en el sistema Ayurvédico de medicina. ¢7:%8

Q /

—

Iz

Mahanimbina
Figura 2.4. Carbazol natural mahanimbina aislado de las hojas de M. koenigii.

Como puede apreciarse, los carbazoles encontrados en C. heptaphylla, C. harmandiana y C.
excavata, asi como en M. koenigii, aln como un somero ejemplo presentan un fascinante
espectro terapéutico que hace que aun hoy dia estén siendo investigados para aplicaciones
diversas. A pesar de la amplia distribucién de estos alcaloides en la naturaleza, la utilizacién
de productos sintéticos eventualmente surge como una alternativa mas prometedora en la

busqueda de compuestos con aplicaciones terapéuticas mas especificas y controladas.

Los productos sintéticos derivados de la estructura de carbazol ofrecen ventajas significativas
sobre los compuestos naturales y representan el siguiente paso en el desarrollo de
compuestos con propiedades farmacocinéticas optimizadas, lo que puede ser crucial para el
descubrimiento de farmacos efectivos. La sintesis quimica permite una modificacion precisa
de la estructura molecular, lo que puede mejorar la actividad bioldgica y la selectividad. Las
propiedades biolégicas y fisicas de los derivados del carbazol pueden ser moduladas mediante
la introduccién de grupos funcionales especificos en su estructura. 979 Ademads, la
disponibilidad de rutas sintéticas reproducibles garantiza un suministro constante y evita la

dependencia de factores ambientales y de cultivo.
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Al considerar la evolucion en la adquisicidn y sintesis de carbazoles para su aplicacion en
farmacologia moderna, un ejemplo destacado es el ondansetrén, comercializado como Zofran
(1987). Este medicamento sintético, desarrollado por GlaxoSmithKline en la década del 1980
en Londres, ha demostrado ser altamente eficaz en el tratamiento de las nduseas y los
vomitos inducidos por la quimioterapia y otros tratamientos médicos para enfermedades
tales como el cédncer. 7! El ondansetrdn (Figura 2.5) representa un hito en la convergencia
entre la quimica sintética y la medicina, destacando cémo la ingenieria de moléculas puede

brindar soluciones médicas precisas y avanzadas.

. L
o> -
\
|

Ondansetron

Figura 2.5. Ondansetron, antagonista competitivo del receptor de serotonina tipo 3.

La exploracién de las propiedades terapéuticas de los carbazoles abre un mundo de
posibilidades en la blisqueda de soluciones médicas y tecnolégicas. A medida que avanzamos
hacia un futuro en el que la precisiéon y la eficacia son esenciales, se hace evidente la necesidad
de abordar metodologias novedosas y mejoradas para la adquisicién del nucleo carbazol.
Estas metodologias no solo encontraran aplicaciones en la farmacologia, sino también en
areas tan diversas como las ciencias de los materiales y la ingenieria, donde la versatilidad de

los carbazoles puede brindar avances significativos (Figura 2.6).
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Figura 2.6. El nucleo 9H-carbazol y su relevancia en distintos campos de aplicacion.

La estructura privilegiada del carbazol se ha estudiado en contextos fisiopatoldgicos y se ha
comprobado que estos compuestos manifiestan propiedades destacadas en el tratamiento
de enfermedades como el cancer, 72 el VIH, 72 la inflamacidn, 7y las infecciones por hongos y

bacterias. 7>7°

Por otro lado, la unidad de carbazol desempefia un papel primordial como bloque de
construccién extensivo en direccién pi (rt) para aplicaciones en la electrdnica organica, 3 tales
como los diodos emisores de luz poliméricos (PLEDs), 7’ los dispositivos emisores de luz
organicos (OLEDs) 78 y los materiales organicos de transporte de huecos (HTM). 7° En virtud
de las numerosas e interesantes aplicaciones que el nucleo carbazol presenta se han
documentado diversos métodos sintéticos existentes al momento de la escritura de esta tesis

para su obtencion. 8
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Con el papel protagonico, las reacciones de acoplamiento cruzado catalizadas por metales de
transicion desempeiian un papel crucial en la sintesis de heterociclos nitrogenados
aromaticos. En particular, la sintesis de carbazoles mediante catalizadores de paladio ha sido

objeto de atencidn en las ultimas dos décadas.

En la Figura 2.7, se ilustra el acoplamiento intramolecular de N, N-diarilaminas (rutal) a través
de la formacion de enlaces C-C, el cual puede ser facilitado por catalizadores de paladio en
condiciones oxidantes. Asimismo, se ha informado sobre la aminacion intramolecular de C-H

de derivados de biarilo sustituido (ruta Il) utilizando diversas fuentes de paladio.

En base a lo propuesto, la sintesis directa de carbazoles representa una alternativa mas
atractiva y desafiante frente a los métodos convencionales que implican la sintesis previa de

precursores complejos.

Ohno y colaboradores, establecieron una ruta sintética para la obtencién de carbazoles a
partir de anilinas y triflatos de arilo mediante una N-arilacion seguida de un acoplamiento

biarilo oxidativo, utilizando Paladio(ll) homogéneo como catalizador (ruta Ill). &

En un estudio posterior, Woo y colaboradores informaron una sintesis en un solo paso de
carbazoles mediante una reaccién de acoplamiento cruzado de Suzuki y una consecutiva
ciclizacién reductiva de Cadogan, utilizando orto-halonitroarenos y acidos arilborénicos como

precursores (ruta IV). 82

Ackermann, informé en 2009 una alternativa que consiste en una arilacién directa y una
reaccion de aminacién secuencial entre anilinas y 1,2-dihaloarenos como materiales de
partida (ruta V).  Los principales inconvenientes de esta metodologia estdn relacionados con
el uso de anilinas ricas en electrones, un catalizador de paladio homogéneo no recuperable,
tiempos de reaccién prolongados (18 h) y la necesidad de fosfinas voluminosas y ricas en

electrones para que la reaccién tenga lugar.
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Figura 2.7. Aproximaciones sintéticas conocidas de acceso al nucleo carbazol.

A pesar de los avances significativos logrados con estos protocolos, es necesario emplear
aditivos, oxidantes y catalizadores homogéneos costosos bajo condiciones de reaccion
severas para mejorar los rendimientos y la eficiencia. Ademas, el uso de catalizadores
portadores de metales no recuperables puede resultar en la presencia de trazas de metales
como impurezas en el producto final, lo cual puede afectar la efectividad bioldgica o las

propiedades fisicas de los compuestos obtenidos.

En este contexto, la aplicacion de catalizadores heterogéneos en la sintesis de heterociclos se
presenta como una alternativa atractiva debido a ventajas relacionadas con la economia
atomica, baja toxicidad y eficiencia. Asimismo, la sintesis orgdanica asistida por microondas
toma protagonismo como una herramienta poderosa y fuente de energia mas verde,
reduciendo tiempos de reaccién, mejorando rendimientos y disminuyendo la formacion de
subproductos. La combinacién de catalizadores heterogéneos con MAOS se ha convertido en

un enfoque simple, sostenible y versatil para la sintesis de heterociclos.

En base a resultados previos de Ackermann (2009), nuestro grupo de investigacion desarrollé
una alternativa de sintesis directa y respetuosa con el medio ambiente para carbazoles. Con
este propdsito, se estudio la anulacion directa de anilinas y 1,2-dihaloarenos utilizando un
catalizador heterogéneo de paladio recuperable magnéticamente, PdNPs/mBC
(nanoparticulas de paladio soportadas sobre biochar o biocarbén magnético) (Figura 2.8). El

uso de biocarbon, proveniente de la pirdlisis de cascaras de girasol como soporte ha
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demostrado ser una opcion eficiente en la formulacién de catalizadores. Ademas, la
magnetizacion de este biocarbdn facilita la manipulacion y recuperacion del catalizador en

medios liquidos. 8

Cl R'I’ sRZ
1.\ N 2 SN pe
R'G i | JR? ————(Pd}——> \Y/

N
1 2 P S H
X = Br. Cl Microondas 3

Figura 2.8. Nueva aproximacion sintética a 9H-carbazoles.

Para evaluar el alcance de los sustratos electréfilos se estudiaron diferentes 1,2-
dihalobencenos comerciales mediante la reaccion con anilina (1a) como amina aromatica
modelo bajo las condiciones optimizadas, {[Pd] (15 mol %), DMSO (5 ml), Cs2COs (3 mmol),
180 °Cy 200 W, 25 minutos}.

La presente metodologia sintética mostrd ser compatible con diferentes grupos funcionales,
incluyendo nitro, éster, nitrilo, bromo, cloro, alcoxilo, dioxolo, acilo, alquilo y fenilo. La
presencia de grupos ricos en electrones en las anilinas y 1,2-dihaloarenos de partida, como
grupos metoxilo, dioxolo y metilo, proporciond los 9H-carbazoles deseados en rendimientos

de buenos a excelentes.

Por otro lado, el uso de diferentes anilinas primarias y 1,2-dihaloarenos funcionalizados que
contienen grupos electroatractores, como nitrilo, nitro, éster, cloro, bromo y cetona, permitié

la formacién de 9H-carbazoles en rendimientos de muy buenos a excelentes.

Es importante destacar que nuestro novedoso PANPs/mBC permitio el acceso a 9H-carbazoles
sustituidos con una amplia variedad de grupos electroatractores, superando asi la limitacion

reportada por los grupos de Ackermann y Woo. 8283
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2.2 Nueva ruta sintética

Los estudios de anulacién directa catalizada por paladio (Pd) se iniciaron con la
utilizacién de anilina (1a) y 1,2-diclorobenceno (2a) como materiales de partida. Se evalud el
rendimiento de diferentes fuentes de Pd siguiendo modificaciones en el protocolo informado

por Ackermann {[Pd] (5 mol %) N-metil-2-pirrolidinona (NMP), KsPO4 (3 mmol), 130 °C, 18 h}.

Debido a los tiempos de reaccién prolongados, el proceso se llevé a cabo bajo irradiacion de
microondas. Cuando el catalizador PANPs/mBC se probd, tanto en condiciones térmicas como
de microondas a 130 °C, el carbazol 3a se obtuvo con un 16% y 25% de rendimiento,
respectivamente (Tabla 2.1, entrada 1). Una mejora sustancial (51%) se logré al irradiar con

microondas a 180 °C durante 25 minutos (entrada 2).

Se evaluaron diferentes nanocatalizadores de Pd soportados en diversos materiales (entradas
4-9). El uso de PANPs/BC condujo a una baja conversion a 130 °C (entrada 4), la cual se mejord
al someter a irradiacion de microondas a 180 °C (entrada 5). El catalizador basado en
nanoparticulas soportadas en Al;O3 condujo a rendimientos bajos, tanto en condiciones
térmicas como de microondas a 130 °C (entrada 6). No se observaron diferencias al aumentar
la temperatura a 180 °C después de 18 horas o al someter a irradiacién de microondas
(entrada 7). PANPs/PbO también resulté ineficaz en las condiciones de reaccidn evaluadas a
diferentes temperaturas (entradas 8 y 9). Las nanoparticulas de Pd no soportadas tampoco
condujeron a la formacién del producto bajo condiciones térmicas (entradas 10 y 11) y sélo

se observd una baja conversion bajo irradiacion de microondas a 180 °C (entrada 11).

A continuacion, se estudio la eficiencia catalitica de varios catalizadores de Pd homogéneos.
Entre los catalizadores comerciales probados a 130 °C, PdCl,(PPhs), generé el carbazol con
rendimientos bajos (entrada 12), mientras que PdCl;(MeCN); mostro actividad catalitica baja
o nula (entrada 13). Aumentar la temperatura en presencia de PdCl2(PPhs), no condujo a
mejoras (entrada 14), observandose deposicidon de paladio negro en la mezcla de reaccion.
Cuando se estudio la reaccién utilizando Pdx(dba)s y Pd(PPhs)s, se detectaron productos de
homoacoplamiento, sin evidencia de formacién del carbazol (entradas 15 y 16). Cuando la

reaccion se realizo sin catalizador, no se observod progreso alguno (entrada 17).
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Tabla 2.1. Evaluacion sistemdtica de catalizadores.

Q- N
NH, Cl H
1a

2a 3a
Temperatura  Rendimiento Rendimientc
Entrada [Pd]
(°c) (Térmico) (Microondas)

1 PdNPs/mBC 130 16 25
2 PdNPs/mBC 180 25 51¢
3 mBC 180 - -

4 PdNPs/BC 130 11 19

5 PdNPs/BC 180 18 43

6 PdNPs/Al,O3 130 Trazas 9

7 PdNPs/Al,03 180 10 12

8 PdNPs/PbO 130 - Trazas
9 PdNPs/PbO 180 - Trazas
10 PdNPs 130 - 10
11 PdNPs 180 - 15
12 PdCly(PPhs); 130 Trazas 9
13 PdCl,(MeCN); 130 - Trazas
14 PdCl,(PPhs); 180 Trazas® -
15 Pdy(dba)s 130 - -
16 Pd(PPhs)s 130 - -
17 - 180 - -

9 Condiciones de reaccion estandar 1a (1.2 mmol), 2a (1 mmol), K3PO4 (3 mmol), [Pd] (5
mol%), NMP (5 ml), 18 horas. mBC: Biocarbon magnético; BC: Biocarbon.

b Rendimiento de producto aislado.

¢ La reaccion se llevé a cabo a 200 W, por 25 minutos. Monitoreo por TLC y CG-EM.

d Se detectd 2-cloro-N-fenilanilina (10%) en el crudo de reaccion.

¢ Deposicion de paladio negro.
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Para optimizar los rendimientos en la sintesis del carbazol se evaluaron varias
modificaciones, incluyendo la carga del catalizador, el solvente y la base (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Optimizacion de las condiciones de reaccion.

@ . C';@ PANPs/mBC

NH, Cl solvente, base H
1a 2a 3a
PdNPs/mBC
Entrada Solvente Base Rendimiento (%)
(mol%)

1 10 NMP K3POg4 55
2 15 NMP K3POg4 76
3 15 DMSO K3POy4 85
4 15 DMF K2POg4 71
5 15 DMA K3POg4 73
6 15 DMSO Cs2C03 90
7 15 DMSO Cs2C03 68°¢
8 15 DMSO Cs2C03 90¢
9 15 DMSO K2CO3 84
10 15 DMSO KOAc 80
11 15 DMSO Na2COs 81
12 15 DMSO NaOt-Bu 77

9 Condiciones de reaccion: 1a (1.2 mmol), 2a (1 mol), base (3 mmol), solvente (5 ml) a 180°C
bajo radiacion microondas de 200 W por 25 minutos. Tiempo de reaccion monitoreado por TLC
y CG-EM.

b Rendimiento de producto aislado.

¢ La reaccion se llevé a cabo en presencia de Cs2COs (2.5 mmol)

4 La reaccidn se llevé a cabo en presencia de Cs;CO3 (4 mmol)
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Se establecié que 15 mol % de PdNPs/mBC (16 mg de Pd), anilina (1.2 mmol) y 1,2-
dihalobenceno (1 mmol) en presencia de Cs,COs (3 mmol) y dimetilsulféxido (DMSO, 5 mL) a
180 °C bajo irradiacidon de microondas durante 25 minutos exhibe la mayor actividad catalitica
para la sintesis directa del 9H-carbazol. Cabe destacar que, bajo las condiciones de reaccién
optimizadas, la actividad no se limité al uso de aditivos, ligandos fosfina, ni preactivacion de
los materiales de partida, como se informa en la mayoria de los trabajos para este tipo de

transformacién, y no se observaron subproductos del acoplamiento de los 1,2-dihaloarenos.

A continuacidn, se evalud la quimio y regioselectividad del proceso en presencia de 1,2-
dihaloarenos asimétricamente sustituidos con grupos electrodonores y electroatractores. Los
grupos cloro, éster metilico y nitro en la posicién para del 1,2-diclorobenceno proporcionaron
los productos deseados con regioselectividad completa y rendimientos buenos. Por otro lado,
la presencia de grupos electrodadores condujo a los dos posibles productos en una
proporcién isomérica de 1:1. Las limitaciones provenientes de este comportamiento, se
superaron mediante el uso de 1-bromo-2-clorobenceno para su acoplamiento directo con la
amina correspondiente. Este enfoque en tandem también se aplicé a la sintesis directa y
regioselectiva del 9H-carbazol clausenaleno, un compuesto bioactivo, a partir de 3,4-

(metilenodioxi)anilina y 1-bromo-2-cloro-4-metilbenceno con un rendimiento alto (89%).

La purificacion del producto crudo consistié en una serie de pasos relativamente simple que
comienza con el agregado de acetato de etilo a la mezcla de reacciéon. El catalizador se
recuperd utilizando un iman de neodimio permanente y, una vez separado, se lavé varias
veces con acetato de etilo. La mezcla de reaccion se lavé dos veces con soluciéon saturada de
NaCl y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se elimind a presion
reducida y el 9H-carbazol deseado se purificé mediante cromatografia en columna utilizando
silica gel 60 como adsorbente. Las estructuras de todos los 9H-carbazoles sintetizados se

elucidaron en base a sus datos espectroscopicos.

Como forma de verificar el mecanismo por el cual tiene lugar la catélisis, se comenzd con un
estudio de la reciclabilidad del catalizador PANPs/mBC utilizando nuestro modelo de reaccién.
Se parte de la idea de que un catalizador heterogéneo debe mantener sus propiedades y su
capacidad catalitica en ciclos sucesivos. Como se muestra en la Figura 2.9, no se observo una

pérdida significativa de eficiencia catalitica hasta cinco ciclos.
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Figura 2.9. Reciclabilidad del catalizador.

A continuacion, se verificd la lixiviacion del metal del sistema PdNPs/mBC. Después de la
separacion del sélido en las condiciones de reaccidn elegidas, se determind si existia presencia
de Pd en la mezcla de reaccién mediante la técnica de espectroscopia de absorcién atémica.
Se encontro que el 0.001% del metal lixivid en la solucién después del segundo ciclo, lo cual
no es considerado una cantidad significativa. Los catalizadores frescos y utilizados fueron
estudiados tanto por microscopia electrénica de transmisién (TEM), como por difraccion de
rayos X (DRX) (Figura 2.10), y se encontré que no hubo cambios en la naturaleza antes y

después de la reaccién.
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Figura 2.10. Patrones de DRX del catalizador antes y luego de ser utilizado.
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Mediante TEM se confirmd que el tamano de particula de los nanocristales de Pd no cambia
después de la reaccidon. El tamafio medio de particula correspondiente a la muestra recién

preparada (Figura 2.11a) fue de 3.5 nm, mientras que después de los ciclos cataliticos (Figura

2.11b) fue de 3.6 nm.
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Figura 2.11. Imdgenes TEM del PANPS/mBC como: (a) muestra sin uso, (b) muestra
recuperada.

El drea de superficie especifica (SBET) del catalizador fresco fue bastante elevada (163 m?/g),
y se concluyd del andlisis de la isoterma BET correspondiente (Figura 2.12a) que existe

presencia de micro- y mesoporosidades como parte de su estructura. La muestra reciclada

(Figura 2.12b) es bastante similar a la fresca, con una SBET de 157 m?/g y un perfil de isoterma

similar.
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Figura 2.12. Isotermas BET del PdANPs/mBC como: (a) muestra sin uso, (b) muestra
recuperada.
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Para evaluar la escalabilidad y la aplicacién sintética de nuestro protocolo optimizado, se llevd
a cabo una reaccién a escala de gramos del clausenaleno utilizando 1.0 g de 1-bromo-2-cloro-
4-metilbenceno y 3,4-(metilenodioxi)anilina. La reacciéon a mayor escala proporcioné el 9H-
carbazol bioactivo con un rendimiento del 80% después de 25 minutos bajo irradiacion de

microondas (Figura 2.13).

PdNPs/mBC @
Cl
SCHES S Y
© NH, Br Cs,CO4, DMSO O N
b ot 200 W, 180 °C 3u
25 min, 80%

Figura 2.13. Sintesis a escala de gramo del clausenaleno utilizando el catalizador
PdNPs/mBC recuperable.

En base a precedentes de la literatura, se sugiere un mecanismo de reaccion plausible, como

se ilustra en la Figura 2.14.

El primer paso del ciclo catalitico implica la adicidon oxidante de particulas de Pd soportadas
al enlace C-X del 1,2-dihaloareno 2, lo que conduce a la formacién del complejo intermedio
de Pd A. Posteriormente, una aminacién de Buchwald-Hartwig a través del acoplamiento
cruzado de la anilina 1 con el intermedio A, conduciria a la formacién del complejo de Pd B,
gue seguida por la accién de una base y posterior eliminacidn reductora a partir del

intermediario C promoveria la formacidn de la diarilamina D.

En la segunda etapa, la activacién del enlace C-H mediada por Pd impulsaria la generacién del
complejo de diarilpaladio E. Finalmente, un paso de eliminacién reductora llevaria al carbazol
deseado 3 con la regeneracidn del catalizador de Pd. No se puede descartar que las especies
de soporte jueguen un rol importante en el ciclo catalitico. El soporte mBC muestra una
amplia variedad de grupos funcionales, que podrian participar potencialmente en cualquiera
de los pasos del ciclo. Sin embargo, desentrafiar el papel de tales sitios es complejo y estd mas

alla del alcance del presente estudio.

49



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 2: Técnicas de obtencidn del andamiaje carbazol

Pd/
CE 1
H (E)

Hx1 L
‘) C-H Arilacién

Aminacion de Buchwald-Hartwig 3

Figura 2.14. Propuesta mecanistica conducente al carbazol 3.
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2.3 Materiales y métodos

A menos que se indique lo contrario, los reactivos se obtuvieron comercialmente y se usaron
sin purificacién adicional. Los solventes se secaron y destilaron de acuerdo con el
procedimiento estandar. & Las reacciones se monitorearon mediante TLC en placas de gel de
silice (60F-254) visualizadas bajo luz UV y/o utilizando 4cido fosfomolibdico al 5% en etanol.

Todos los espectros de RMN de *H y 13C se registraron a temperatura ambiente en CDCls,
acetona-ds 0 DMSO-ds en un espectrometro Bruker Avance ARX-300. Los desplazamientos
quimicos (6) se informan en ppm desde el TMS utilizando la resonancia del solvente residual.
Se utilizaron abreviaturas estandar para denotar multiplicidades como se denota: s =
singulete, d = doblete, t = triplete, g = cuarteto (quartet), m = multiplete, br s = sefial ancha
(broad signal).

Los espectros IR se registraron en un espectrofotémetro FT-IR PerkinElmer Paragon 1000 en
modo ATR a temperatura ambiente.

Los puntos de fusion se determinaron utilizando un aparato Bilichi 510 y no estan corregidos.

Los espectros de masas (El) se obtuvieron a 70 eV en un instrumento HP-5890 CG-EM de
Hewlett Packard equipado con un detector de masas selectivo HP-5972.

La pureza de los compuestos volatiles y los andlisis cromatograficos se determinaron con un
CG Shimadzu (GC-14B) con un detector de ionizacion de llama equipado con una columna HP-
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) utilizando N2 como gas portador.

Los espectros de masas de alta resolucion se registraron en un equipo Thermo Fisher LTQ
Orbitrap XL (para El) y Finnigan MAT 95 (para ESI).

La cromatografia en columna flash se realizé utilizando gel de silice MN Macherey Nagel 60M
(0.040-0.063 mm/230-240 mesh ASTM).

Las reacciones de microondas se realizaron utilizando un horno de microondas CEM Discover
en recipientes de reaccién sellados.

La carga de paladio del catalizador se determind mediante espectrometria de absorcion
atdmica en un equipo PerkinElmer AAnalyst 700.

Las muestras se caracterizaron mediante microscopia electréonica de transmisién (TEM),
utilizando un aparato Joel 100 CX2 (Tokio, Japdn). Se midieron aproximadamente cien
particulas de paladio para realizar la distribucion del tamafio de particula y obtener el tamano
promedio de particula (d). 8¢

Las isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrégeno se midieron en un equipo Quantachrome
nova 1200e. Las areas de superficie especifica SBET se obtuvieron aplicando el método BET.
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9H-carbazol (3a)

Preparado a partir de anilina y 1,2-diclorobenceno;
purificado mediante cromatografia en SiO:
(EP/ACcOELt 7:3); solido blanco; rendimiento: 150 mg
(90%, 0.90 mmol); punto de fusién: 245-246 °C.

IR (KBr): 3392 (N-H), 3049, 1625, 1449, 1327, 1240
cm™,

RMN de H (300 MHz, DMSO-de): 6§ =7.13 (t, /= 7.6
Hz, 2 H, ArH), 7.35 (t, J=7.6 Hz, 2 H, ArH), 7.48 (d, J
= 8.1 Hz, 2 H, ArH), 8.11 (d, J = 8.0 Hz, 2 H, ArH),
11.26 (s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 110.9, 118.6,
120.2,122.5, 125.5, 139.8.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para Ci2HgN:
167.0735; encontrado: 167.0738.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. &

con los

1,3-dimetil-9H-carbazol (3b)

Preparado a partir de 2,4-dimetilanilina y 1,2-
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 13:1); sélido
blanco; rendimiento: 100 mg (81%, 0.81 mmol);
punto de fusién: 90-92 °C.

IR (KBr): 3432 (N=H), 3051, 2921, 1605, 1452, 1305,
1229 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): & = 2.53 (d, J = 4.4 Hz,
6 H, 2 x CH3), 7.09 (s, 1 H, ArH), 7.23-7.26 (m, 1 H,
ArH), 7.38-7.45 (m, 2 H, ArH), 7.74 (s, 1 H, ArH),
7.86 (brs, 1 H, NH), 8.05 (d, /= 7.6 Hz, 1 H, ArH).
RMN de *3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 17.1, 21.6, 110.9,
117.7, 119.5, 119.6, 120.6, 123.2, 123.9, 125.7,
128.1,129.1, 137.3, 139.9.

HRMS (El): m/z [M]" calculado para CisHi3N:
195.1048; encontrado: 195.1045.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. &

con los

3-metoxi-9H-carbazol (3c)

Preparado a partir de 4-metoxianilina y 1,2-
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO; (EP/AcOEt 8:2); sdlido
blanco; rendimiento: 152 mg (77%, 0.77 mmol);
punto de fusion: 148-150 °C.

IR (KBr): 3404 (N-H), 3053, 2925, 1612, 1460, 1310,
1255, 1032 cm™.

RMN de H (300 MHz, CDCl3): § = 3.93 (s, 3 H,
OCH3), 7.05 (dd, /=8.8,2.4 Hz, 1 H, ArH), 7.25-7.19
(m, 1 H, ArH), 7.34 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, ArH), 7.41 (d,
J=3.6Hz, 2 H, ArH), 7.56 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, ArH),
7.91 (brs, 1 H, NH), 8.05 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls):  =56.2, 103.2, 110.9,
115.2, 111.5, 119.2, 120.4, 123.4, 123.9, 125.9,
134.5, 140.4, 153.9.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para Ci3H1iNO:
197.0738; encontrado: 197.0736.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura.

con los

1-metoxi-9H-carbazol (3d)

Preparado a partir de 2-metoxianilina y 1-bromo-2-
clorobenceno; purificado mediante cromatografia
en SiO2 (EP/AcOEt 9:1); sélido blanco; rendimiento:
163 mg (83%, 0.83 mmol); punto de fusion: 69-71
°C.

IR (KBr): 3405 (N-H), 3050, 2924, 1507, 1457, 1311,
1234, 1030 cm™.

RMN de !H (300 MHz, CDCl3): & = 4.02 (s, 3 H,
OCH3), 6.92 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.12-7.29 (m,
2 H, ArH), 7.40-7.48 (m, 2 H, ArH), 7.70 (d, J = 8.0
Hz, 1 H, ArH), 8.07 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 8.27 (br
s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls): 6 =55.7, 106.0, 111.0,
113.0, 119.5, 119.9, 120.7, 123.8, 124.4, 125.8,
129.9, 139.3, 145.8.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CizH11NO:
197.0768; encontrado: 197.0771.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. &

con los

3-metil-9H-carbazol (3e)

Preparado a partir de 4-metilanilina y 1,2-
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 9:1); sdlido
blanco; rendimiento: 140 mg (71%, 0.71 mmol);
punto de fusién: 169-171 °C.

IR (KBr): 3404 (N=H), 3051, 2921, 1459, 1333, 1217
cm™,

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & = 2.54 (s, 3 H, CH3),
7.17-7.28 (m, 2H, ArH),7.32(d, J=8.0Hz, 1 H, ArH),
7.40(d,J=3.6 Hz, 2 H, ArH), 7.89 (s, 1 H, ArH), 7.94
(brs, 1H, NH), 8.05 (d, J=7.6 Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 21.6, 110.4, 110.7,
119.3, 120.3, 120.4, 123.3, 123.6, 125.8, 127.3,
128.9, 137.8, 139.9.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CizsHuiN:
181.0814; encontrado: 181.0819.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. ®°

con los

2-metil-9H-carbazol (3f)

Preparado a partir de 3-metilanilina y 1-bromo-2-
clorobenceno; purificado mediante cromatografia
en SiO2 (EP/AcOEt 9:1); sédlido incoloro;
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rendimiento: 170 mg (80%, 0.80 mmol); punto de
fusién: 245-246 °C.

IR (KBr): 3397 (N-H), 3052, 2921, 1652, 1510, 1365,
1244 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): 6 = 2.53 (s, 3 H, CH3),
7.07 (d,J=8.0Hz, 1 H, ArH), 7.18-7.24 (m, 2 H, ArH),
7.35-7.42(m, 2 H, ArH), 7.95(d, J=7.9Hz, 2 H, ArH),
8.03 (s,J=7.8 Hz, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-de): & = 21.7, 110.6,
110.9, 118.3, 119.8, 119.9, 120.0, 120.1, 122.5,
124.9, 135.0, 139.8, 140.2.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1uiN:
181.0891; encontrado: 181.0894.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. %
2-metil-9H-carbazol (3f) y 4-metil-9H-

carbazol (3g)

La purificacion mediante cromatografia en columna
(EP/AcOEt 9:1) proporciond una mezcla 1:1 de 3fy
3g; rendimiento: 150 mg (83%, 0.83 mmol); sélido
amarillo.

IR (KBr): 3397 (N-H), 3051, 2920, 1606, 1453, 1325
cm™,

RMN de H (300 MHz, CDCls): & = 2.53 (s, 3 H, CH3),
2.89 (s, 3 H, CH3),7.03 (d, /=6.6 Hz, 1 H, ArH), 7.07
(d, J=7.8 Hz, 1 H, ArH), 7.16-7.48 (m, 9 H, ArH),
7.90 (brs, 1 H, NH), 7.95 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH),
8.04 (d, J =7.8 Hz, 1 H, ArH), 8.08 (br s, 1 H, NH),
8.19(d,J=7.9 Hz, 1 H, ArH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3): & = 20.1, 22.0, 110.1,
110.3, 110.4, 110.5, 110.7, 119.4, 119.9, 120.9,
125.1, 125.2, 125.6, 133.4, 136.0, 139.4, 139.9.
Obtenido como una mezcla 1:1 de isémeros, lo que
resulta en un conjunto doble de sefiales.

11H-benzola]carbazol (3h)

Preparado a partir de 1-naftilamina y 1,2-
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO; (EP/AcOEt 9:1); sdlido
incoloro; rendimiento: 150 mg (71%, 0.71 mmol);
punto de fusion: 226-227 °C.

IR (KBr): 3431 (N=H), 3042, 1598, 1449, 1324, 1239
cm™,

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): § =7.24 (t,J=7.5
Hz, 1 H, ArH), 7.42 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, ArH), 7.55 (t, J
=7.5Hz, 1 H, ArH), 7.61-7.68 (m, 3 H, ArH), 8.04 (d,
J=7.9Hz, 1H,ArH), 8.17 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, ArH),
8.21(d,J=8.6 Hz, 1 H, ArH), 8.53 (d, /= 8.3 Hz, 1 H,
ArH), 12.20 (s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 111.7, 117.2,
119.1, 119.4, 119.6, 121.2, 121.8, 123.1, 1245,
125.1,125.4,128.5, 131.8, 135.1, 138.7.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1iN:
218.0964; encontrado: 218.0966.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 8

con los

2-fenil-9H-carbazol (3i)

Preparado a partir de [1,1'-bifenil]-3-amina y 1-
bromo-2-clorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 8:2); sdlido
incoloro; rendimiento: 168 mg (69%, 0.69 mmol);
punto de fusion: 242-244 °C.

IR (KBr): 3404 (N-H), 3040, 1600, 1459, 1331, 1273
cm™,

RMN de *H (300 MHz, acetona-ds): 6 = 7.21 (t, J =
8.2,4.3Hz, 1H,ArH), 7.32-7.57 (m, 6 H, ArH), 7.71-
7.80 (m, 3 H, ArH), 8.14 (d, J= 7.7 Hz, 1 H, ArH), 8.19
(d,/=8.1Hz, 1 H, ArH), 10.50 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 108.9, 111.1,
117.9, 118.9, 120.3, 120.7, 121.9, 122.2, 125.7,
127.1,127.2,128.9, 137.9, 140.3, 140.4, 141.3.
HRMS (El): m/z [M]" calculado para CisHisN:
243.0418; encontrado: 243.0420.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. ®°

con los

3-bromo-9H-carbazol (3j)

Preparado a partir de 4-bromoanilina y 1,2-
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 9:1); sdlido
blanco; rendimiento: 182 mg (74%, 0.74 mmol);
punto de fusion: 195-196 °C.

IR (KBr): 3403 (N-H), 3043, 2922, 1597, 1456, 1334,
1270, 735 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, acetona-de): 6 = 7.25 (t, J =
7.5Hz, 1H, ArH), 7.43-7.50 (m, 1 H, ArH), 7.51-7.60
(m, 3 H, ArH), 8.20 (d, J = 7.9 Hz, 1 H, ArH), 8.34 (s,
1 H, ArH), 10.54 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, acetona-ds): 6 =111.0, 111.1,
112.6, 119.3, 120.4, 122.0, 122.7, 125.0, 126.4,
128.0, 138.7, 140.5.

HRMS (El): m/z [M]" calculado para Ci2HsBrN:
244.9765; encontrado: 244.9767.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. !

con los

1-(9H-carbazol-3-il)etan-1-ona (3k)

Preparado a partir de 1-(4-aminofenil)etan-1-ona y
1,2-diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 7:3); sdlido
amarillo; rendimiento: 143 mg (71%, 0.71 mmol);
punto de fusion: 177-178 °C.

IR (KBr): 3294 (N-H), 3048, 2924, 1660 (C=0), 1599,
1329, 1246, 1015 cm™,
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RMN de H (300 MHz, CDCl3): § = 2.73 (s, 3 H, CH3),
7.25-7.33 (m, 1 H, ArH), 7.42-7.47 (m, 3 H, ArH),
8.03—-8.10 (m, 2 H, ArH), 8.50 (br s, 1 H, NH), 8.75
(d,J=1.5Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 26.9, 110.4, 111.2,
120.5, 120.7, 122.0, 123.2, 123.5, 126.8, 126.9,
129.4, 140.2, 142.6, 198.1.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1iNO:
197.0841; encontrado: 197.0839.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2

con los

3-carbonitrilo-9H-carbazol (31)

Preparado a partir de 4-aminobenzonitrilo y 1,2-
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO. (EP/AcOEt 6:4); sdlido
incoloro; rendimiento: 130 mg (68%, 0.68 mmol);
punto de fusion: 188-189 °C.

IR (KBr): 3293 (N-H), 3097, 2220 (C=N), 1605, 1465,
1326, 1242, 1127 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 =7.25 (t, /= 7.6
Hz, 1 H, ArH), 7.48 (t, J = 7.6 Hz, 1 H, ArH), 7.57 (d, J
=8.0Hz,1H, ArH), 7.63 (d, J=8.4 Hz, 1 H, ArH), 7.75
(d,/=8.4Hz,1H,ArH), 8.24 (d, J=8.0 Hz, 1 H, ArH),
8.71 (s, 1 H, ArH), 11.81 (brs, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 100.2, 111.6,
112.1, 119.9, 120.7, 121.0, 121.6, 122.7, 125.7,
127.0,128.7, 140.3, 141.7.

HRMS (ElI) m/z [M]* calculado para CisHoNa:
192.0585; encontrado: 192.0588.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 3

con los

5H-[1,3]dioxolo[4,5-b]carbazol (3m)

Preparado a partir de 3,4-(metilenodioxo)anilina y
1,2-diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 8:2); sdlido
blanco; rendimiento: 170 mg (80%, 0.80 mmol);
punto de fusion: 119-121 °C.

IR (KBr): 3403 (N-H), 3041, 2922, 1601, 1459, 1040
cm™,

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & = 6.03 (s, 2 H,
OCH20), 7.02-7.09 (m, 2 H, ArH), 7.24 (t, J = 7.5 Hz,
1 H, ArH), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.62 (s, 1 H,
ArH), 7.96 (d, J=7.7 Hz, 1 H, ArH), 11.08 (s, 1 H, NH).
RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 91.1, 99.3,
100.6, 110.7, 115.4, 118.2, 119.2, 122.8, 123.8,
135.1, 139.6, 141.5, 146.7.

HRMS (El) m/z [M]* calculado para CisHsNO2:
211.0633; encontrado: 211.0635.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. %

con los

3-metil-9H-carbazol (3e) y 2-metil-9H-

carbazol (3f)

La purificacion por cromatografia en columna
(EP/AcOEt 9:1) proporciond una mezcla 1:1 de 3ey
3f; rendimiento: 130 mg (73%, 0.73 mmol); sélido
amarillo; obtenido como una mezcla 1:1 de
isdmeros, resultando en un doble juego de sefiales.
IR (KBr): 3466 (N-H), 3059, 2951, 2873, 1651, 1589,
1455, 1214 cm-1.

RMN de H (300 MHz, CDCls): & = 2.54 (s, 3 H, CH3),
2.55(s,3H,CH3),7.08(d,/=7.9Hz, 1H, ArH), 7.20-
7.26 (m, 2 H, ArH), 7.18 (s, 1 H), 7.27-7.34 (m, 2 H,
ArH), 7.35-7.45 (m, 3 H, ArH, y 1 H, NH residual),
7.85-7.90 (m, 2 H, ArH, y 1 H, NH residual), 7.96 (d,
J=7.9Hz, 1 H, ArH), 8.01-8.10 (m, 2 H, ArH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls): 6 = 21.2, 21.9, 110.2,
110.4, 110.5, 110.7, 119.2, 119.3, 119.9, 120.0,
120.2, 120.3, 121.0, 121.1, 123.2, 123.4, 123.5,
125.2, 125.6, 127.1, 128.8, 136.0, 137.8, 139.5,
139.8, 140.1.

2,3-dimetoxi-9H-carbazol (3n)

Preparado a partir de anilina y 1,2-dicloro-4,5-
dimetoxibenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 9:1); sdlido
blanco; rendimiento: 186 mg (82%, 0.82 mmol);
punto de fusién: 185-187 °C.

IR (KBr): 3332 (N-H), 3052, 2912, 1602, 1409, 1334,
1219, 1090 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): & = 3.85 (s, 3 H,
CH3), 3.86 (s, 3 H, CH3), 7.04 (s, 1 H, ArH), 7.08 (t, J
=7.4Hz, 1H, ArH), 7.26 (t,J=7.6 Hz, 1 H, ArH), 7.43
(d, J=8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.66 (s, 1 H, ArH), 7.99 (d, J
=7.7 Hz, 1 H, ArH), 10.98 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 56.9, 57.6,
95.9, 104.7, 112.1, 115.6, 119.4, 120.6, 124.3,
125.0, 135.9, 140.9, 145.1, 150.4.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH13NO3:
227.0946; encontrado: 227.0948.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. *°

con los

3-cloro-9H-carbazol (30)

Preparado a partir de 4-cloroanilina y 1,2-
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 7:3); sdlido
blanco; rendimiento: 150 mg (76%, 0.76 mmol);
punto de fusién: 197-198 °C.

IR (KBr): 3405 (N-H), 3047, 1600, 1488, 1333, 1268,
812 (C-Cl) cm™.
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & = 7.15-7.19 (m,
1 H, ArH), 7.28-7.50 (m, 4 H, ArH), 8.06-8.22 (m, 2
H, ArH), 11.43 (br s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 111.2, 112.4,
118.9, 119.8, 120.7, 121.6, 122.8, 123.7, 125.3,
126.3,138.1, 140.3.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para Ci2HsCIN:
201.0418; encontrado: 201.0422.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. &

con los

Metil-9H-carbazol-3-carboxilato (3p)

Preparado a partir de anilina y metil 4-bromo-3-
clorobenzoato; purificado mediante cromatografia
en SiO2 (EP/AcOEt 6:4); sélido blanco; rendimiento:
160 mg (71%, 0.71 mmol); punto de fusién: 170—
172 °C.

IR (KBr): 3409 (N—H), 3048, 2947, 1710 (C=0), 1590,
1497, 1327, 1286, 1244, 1119 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & = 3.92 (s, 3 H, CH3),
7.25-7.29 (m, 1 H, ArH), 7.44-7.48 (m, 1 H, ArH),
7.58 (dd, J = 8.3, 3.5 Hz, 2 H, ArH), 8.09 (dd, J = 8.6,
1.6 Hz, 1 H, ArH), 8.26 (d, 1 H, J = 7.8 Hz, ArH), 8.82
(s, 1 H, ArH), 10.9 (br s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls): § =51.9, 110.1, 110.9,
120.3, 120.6, 121.4, 122.9, 123.1, 123.3, 126.5,
127.4,139.9, 142.3, 167.9.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1iNO2:
225.0863; encontrado: 225.0865.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. &

con los

3-nitro-9H-carbazol (3q)

Preparado a partir de anilina y 1,2-dicloro-4-
nitrobenceno; purificado mediante cromatografia
en SiO2 (EP/AcOEt 8:2); sdlido amarillo;
rendimiento: 129 mg (61%, 0.61 mmol); punto de
fusion: 211-213 °C.

IR (KBr): 3412 (N-H), 3067, 1643, 1488, 1459 (N-0),
1311, 1084, 814, 724 cm™.

RMN de *H (300 MHz, acetona-ds): & = 7.35 (dd, J =
11.2, 3.9 Hz, 1 H, ArH), 7.49-7.58 (m, 1 H, ArH),
7.61-7.72 (m, 2 H, ArH), 8.35 (ddd, J = 11.3, 8.4, 1.5
Hz, 2 H, ArH), 9.10 (dd, J = 1.5, 0.8 Hz, 1 H, ArH),
11.10 (s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, acetona-ds): 6 = 110.8, 111.8,
116.9, 120.6, 120.9, 121.2, 122.8, 122.9, 127.3,
140.7, 141.3, 143.5.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para Ci2HsN202:
212.0658; encontrado: 212.0655.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. %

con los

9H-pirido[2,3-b]indol (3r)

Preparado a partir de 2-aminopiridina y metil 2-
bromo-1-clorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 40:1); sdlido
blanco; rendimiento: 133 mg (79%, 0.79 mmol);
punto de fusién: 214-215 °C.

IR (KBr): 3400 (N-H), 3048, 1615, 1403, 1328, 1275
cm-1.

RMN de H (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 7.17-7.25 (m,
2 H, ArH), 7.42-7.48 (m, 1 H, ArH), 7.51 (d, J = 8.0
Hz, 1 H, ArH), 8.15 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, ArH), 8.41 (dd,
J=4.8,1.6Hz,1H,ArH),849(dd,/J=7.7,1.6 Hz, 1
H, ArH), 11.80 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 111.2, 114.9,
115.2, 119.4, 120.4, 121.2, 126.6, 128.4, 138.8,
146.1, 151.9.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CiiHoNa:
168.0766; encontrado: 168.0769.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. *°

con los

3-nitro-6-metoxi-9H-carbazol (3s)

Preparado a partir de 4-metoxianilina y 1,2-dicloro-
4-nitrobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 7:3); sdlido
amarillo; rendimiento: 145 mg (60%, 0.60 mmol);
punto de fusion: 181-183 °C.

IR (KBr): 3420 (N-H), 3052, 2825, 1636, 1605, 1490,
1483 (N-0), 1295, 1171, 1032 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 6§ = 3.87 (s, 3 H,
OCH3), 7.14 (dd, J =8.5,2.5 Hz, 1 H, ArH), 7.39(d, J
=9.0Hz, 1 H, ArH), 7.41(d, J=9.0 Hz, 1 H, ArH), 7.58
(d,J=2.5Hz,1H, ArH), 8.31(dd, J=9.0,2.0 Hz, 1 H,
ArH, y 1 H, NH residual), 8.96 (d, / = 2.0 Hz, 1 H,
ArH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): 6§ =56.2, 103.5, 110.6,
112.0, 117.3, 117.6, 121.4, 121.8, 123.9, 135.3,
141.4,143.4, 155.2.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1oN20s:
241.0613; encontrado: 241.0617.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. *®

con los

metil-6-metoxi-9H-carbazol-3-carboxilato

(3t)

Preparado a partir de 4-metoxianilina y metil-4-
bromo-3-clorobenzoato; purificado  mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 9:1); sdlido
incoloro; rendimiento: 190 mg (77%, 0.77 mmol);
punto de fusién: 148-149 °C.
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IR (KBr): 3404 (N-H), 3047, 2948, 1716 (C=0), 1611,
1440, 1321, 1283, 1117, 1020 cm™.

RMN de H (300 MHz, CDCl3): & = 3.91 (s, 3 H,
OCH3), 3.97 (s, 3 H, OCH3), 6.89-6.92 (m, 2 H, ArH),
8.70 (s, 1 H, ArH), 7.38 (d, /= 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.98
(d,J=8.5Hz, 1 H, ArH), 8.06 (dd, J= 8.5, 1.9 Hz, 1 H,
ArH), 8.18 (br's, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 51.6, 55.9, 103.3,
111.6, 110.2, 115.9, 120.9, 122.9, 123.1, 123.8,
127.2,134.7,143.0, 154.5, 167.8.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisHiaNOs:
255.0968; encontrado: 255.0973.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 7

con los

8-metil-5H-[1,3]dioxolo[4,5-b]carbazol
(3u)

Preparado a partir de 3,4-(metilendioxo)anilina y 1-
bromo-2-cloro-4-metilbenceno; purificado
mediante cromatografia sobre SiO2 (EP/AcOEt 8:2);
solido amarillo; rendimiento: 200 mg (82%, 0.82
mmol); punto de fusién 223-224 °C.

IR (KBr): 3396 (N-H), 3045, 2910, 2850, 1687, 1585,
1484, 1458, 1378, 1297, 1189, 1151, 1036 cm™.
RMN de *H (300 MHz, acetona-ds): 6 = 2.45 (s, 3 H,
CH3), 5.99 (s, 2 H, OCH20), 6.97 (s, 1 H, ArH), 7.09
(dd,J=8.3,1.2Hz, 1 H, ArH), 7.31(d, J=8.2Hz, 1 H,
ArH), 7.49 (s, 1 H, ArH), 7.75 (s, 1 H, ArH), 10.04 (br
s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, acetona-ds): 6 = 21.9, 92.9,
99.8, 101.8, 111.4, 116.8, 119.8, 1245, 126.1,
128.4,136.7,139.3, 142.9, 148.0.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1iNOa:
225.0863; encontrado: 225.0865.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. *#%7

con los
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Capitulo 3: Técnicas de obtencion del andamiaje acridona

3.1 Estado del arte

La obra conocida como «Los Polvos de la Condesa», escrita por Ricardo Palma, es una
crénica de la época del decimocuarto virrey del Perd que relata la historia de la virreina
Francisca Henriquez de Ribera. La virreina enferma de la llamada «fiebre terciaria»,
enfermedad que luego seria conocida como malaria, y que aparecia, como su nombre lo

indica, al tercer dia.

El virrey habia llegado a Lima en enero de 1639, y dos meses mds tarde su
bellisima y joven esposa dofia Francisca Henriquez de Ribera, a la que habia
desembarcado en Paita para no exponerla a los azares de un probable
combate naval con los piratas. Algun tiempo después se sintio la virreina
atacada de esa fiebre periddica que se designa con el nombre de terciana y
que era conocida por los incas como endémica en el valle del Rimac (Palma,

2000).

Se narra, también, la historia del indio Pedro de Leyva, que utilizé las aguas en cuyas orillas
crecian arboles de quina para someter su fiebre. Del mismo rio hizo beber a otros enfermos
en cantaros de agua con raices de este arbol, causando que el conocimiento se esparciera.
Los jesuitas aprendieron y guardaron el secreto de este remedio por algunos afios, utilizando
los polvos de la corteza de quina para tratar a aquellos afectados de «tercianas» y haciendo

gue esta preparacion se conociese con el nombre de «polvos de los jesuitass.

La quinina o chinchona (Figura 3.1), nombrada asi por Carlos Linneo en honor de Francisca
Henriquez de Ribera, segunda esposa del Conde de Cinchdn, es un alcaloide encontrado en la
corteza del arbol de quina capaz de eliminar al microorganismo conocido como

«Plasmodium», transmitido por el zancudo Anopheles, causante de la malaria.
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Quinina

Figura 3.1. Quinina, alcaloide natural con propiedades antipiréticas, antipaludicas y
analgésicas.

En 1941, al comienzo de la Segunda Guerra Mundial, una orden presidencial en Estados
Unidos inicid las investigaciones sobre drogas para el tratamiento de la malaria con el lamado
«Proyecto Manhattan Bioldgico». Se traté de un objetivo de guerra dado que las plantaciones
de arbol de la quina en la Indonesia holandesa suponian el 97% del comercio mundial de
quinina y estaban en peligro de caer en manos japonesas, lo que ocurrié poco después del
Pearl Harbor. El programa incluia el ensayo de compuestos quimicos con posible actividad

antimaldrica. %8

A

- TAKE THEIR

'ATABRINE

Figura 3.2. «Estos hombres no tomaron su Atebrina», cartel en un campamento militar de
los Estados Unidos, durante la Segunda Guerra Mundial.
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Con la cooperacién de compaiiias farmacéuticas y de sus programas de sintesis de nuevos
compuestos, para el final del programa en 1945, se habian ensayado mas de 16000
compuestos. La Quinacrina, también conocida como atebrina (Figura 3.3), se sintetizé en 1930
y se comercializé en 1932. Se trata de un andlogo sintético de la quinina que durante la
Segunda Guerra Mundial fue declarado como el farmaco de eleccidn para la profilaxis de la
malaria. ®° Dado que numerosos soldados con lupus o artritis reumatoide mejoraron
indirectamente por utilizacion de este medicamento, se determind por serendipia su

efectividad en el tratamiento de conectivopatias. 1%

HN

L
cl SN

Quinacrina
Figura 3.3. Quinacrina, una acridina, congénere sintético de la Quinina.

Tras el impacto de la atebrina, y con el impulso del proyecto Manhattan, asi como de otros
gue se inspiraron en el mismo, los investigadores comenzaron a explorar mas a fondo las

propiedades y aplicaciones de diversos tipos de compuestos.

La estructura fundamental de la atebrina, perteneciente al grupo de las 9-aminoacridinas,
proporciond una base sélida para la sintesis de una variedad de derivados quimicos con
potencial terapéutico. Los avances en la comprensién de la estructura-actividad permitieron
a los cientificos ajustar los grupos funcionales y las caracteristicas de estas moléculas,

ampliando asi su rango de aplicaciones.

Desde la malaria hasta aplicaciones en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y
trastornos inflamatorios, las acridonas emergieron como una clase diversa de compuestos
con prometedoras propiedades terapéuticas. La conexion historica entre la atebrina y las

acridonas resalta cdmo los descubrimientos del pasado siguen influyendo en la investigacion
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y desarrollo de fdrmacos en el presente, impulsando la innovacidn y la exploracién continua

en el campo de la medicina y la quimica.

Las acridonas, que son las moléculas de nuestro interés, constituyen una destacada clase de

compuestos heteroaromaticos, que se definen quimicamente como sistemas dibenzo-4-

piridonas (ver Figura 3.4), siendo consideradas una subclase de las acridinas. Estos

compuestos poseen una estructura triciclica fusionada que estad presente en numerosos

productos naturales y sintéticos, los cuales han exhibido un amplio espectro de potencial

biomédico debido a su capacidad para interactuar con diversos mecanismos de accion. 10

O OH

H
CHj,
9] antiviral
OH
COSR!
N
H 0

antiinflamatorio

e I
(0]
~N
N

K/\/N H2

sondas fluorescentes

NO,

neuroprotector

antiparasitico

S~ N~

antimalarico

Figura 3.4. El nucleo acridin-9-ona y sus principales aplicaciones.
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Hasta la fecha, se han llevado a cabo numerosas investigaciones para estudiar las actividades
farmacoldgicas de las acridonas, destacando sus propiedades como agentes antiparasitarios,
antivirales, antimalariales y antiinflamatorios (Figura 3.4). Ademas de su relevancia
biomédica, las acridonas también desempefian un papel importante como bloques de

construccién de semiconductores organicos, 19219 tinturas y marcadores fluorescentes. 4104~

107

Como resultado, se ha dedicado un esfuerzo considerable a la busqueda de nuevos protocolos
para sintetizar estas moléculas. Una recoleccidn bibliografica de rutas sintéticas para la

sintesis del nucleo acridona se muestra en la Figura 3.5.

Por lo general, la construccion de esta estructura implica una ciclacién intramolecular de los

acidos, amidas o cetonas N-aril sustituidas correspondientes (Figura 3.5, ruta 1) 108112,

También se han empleado estrategias de formacién intramolecular de enlaces C-N a partir de

2-aminobenzofenonas (rutas Il y IlM). 1137115

En 2017, Lei y colaboradores reportaron un protocolo intermolecular para la sintesis de
acridonas mediante carbonilacién oxidante de difenilaminas con CO catalizada por

paladio/cobre (ruta IV). 116

Mas recientemente, el grupo de Zhang desarrolld un protocolo de reacciéon en cascada
mediada por Cu(ll) para o-aminoacetofenonas y acidos arilborénicos (ruta V), que procede

mediante reorganizacidn simultdnea de los intermediarios isatina. 1’

Se ha reportado, de igual forma, la reacciéon de anulacién intramolecular de derivados del

éster del 4cido antranilico con arino, o sales de ariliodonio (ruta V1 y VII). 118119

Shu y colaboradores reportaron el acceso a acridonas mediante aminacion electrofilica
catalizada por Cu(l) y anulacién oxidante del antranilo con acidos arilborénicos mediada por

Ag(l) (ruta vi). 120

Otras rutas sintéticas para la generacién de acridonas se describen en trabajos de este estilo.

121-124
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Figura 3.5. Aproximaciones sintéticas conocidas de acceso al nucleo acridona.

Si bien los protocolos mencionados permiten la formaciéon exitosa de acridonas
funcionalizadas, la mayoria de estas estrategias tienen claros defectos tales como la severidad
de las condiciones de reaccidn, o bien el requerimiento de sustratos de elevado costo, o que
deben ser pre-tratados. De tal forma, el desarrollo de nuevas estrategias de sintesis del

andamiaje acridona se encuentran en elevada demanda.

Uno de los desafios de la sintesis, que implica la construccidon de moléculas complejas a través
de varios pasos, es el de aumentar la sostenibilidad de los procesos al simplificar los procesos

de separacién y purificacién, asi como la optimizacién de tiempo y recursos.

En este contexto, el uso de la catalisis heterogénea asistida por microondas, asi como el
desarrollo de reacciones de tipo one-pot en tdndem, son clave para la mejoria de la eficiencia
y simplicidad operacional de procesos sintéticos desde una perspectiva de quimica mas

amigable con el medio ambiente. 1%°
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Varios ejemplos han mostrado que sistemas cataliticos multifuncionales pueden reducir el
numero de pasos sintéticos mediante la generacién de procesos cataliticos secuenciales
dentro de una operacién. 126127 Este tipo de procesos one-pot pueden ser llevados a cabo en
un Unico recipiente sin pasos intermedios de purificacién para las diferentes reacciones que
tienen lugar, evitdndose asi sintesis pausadas y brindando ventajas tanto econdmicas, como

ambientales.

En una continuacion de nuestras investigaciones llevadas a cabo en sintesis de tipo one-pot
con catalizadores de paladio, 12812° durante el desarrollo de este trabajo de Tesis se presentd
lo que es a la fecha y de acuerdo a nuestro conocimiento, una técnica de reaccién domind
catalizada por un novedoso catalizador de Pd para la sintesis directa de una biblioteca de

acridonas, por irradiacién con microondas (Figura 3.6). 130

<|3 0
~ X ~ ~ ~
P Ry Pd P R
R : N R
Y NH Br e > 'T‘ <
R o % , R
1 a-m 2a-n 3-26
Microondas
R =H, CH; X = Br, Cl R =H, CH,

Figura 3.6. Nueva aproximacion sintética a acridonas.

Esta aproximacion sintética implica una aminacion de Buchwald-Hartwig en tdndem, 1317134
con una subsecuente reaccién de acoplamiento arilico mediante ruptura de un enlace C-H de
aldehidos, utilizando 2-aminobenzaldehidos y 1,2-dihaloarenos comercialmente disponibles
como materiales de partida, bajo condiciones libres de ligando. 13> Para este propdsito, se
generd un nuevo catalizador heterogéneo constituido de nanoparticulas de Pd soportado

sobre y-alimina (PdNPs/SGAL).

La motivacidn detrds del trabajo que se explicard en la seccidn siguiente fue el desarrollo de
un método mds amigable con el medio ambiente, de tipo one-pot, que permitiera acceso

rapido y reproducible a las acridonas.
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3.2 Nueva ruta sintética

Las condiciones de reaccién para la anulacion directa catalizada por paladio fueron
optimizadas utilizando 2-aminobenzaldehidos (1a) y 1,2-dibromobenceno (2a) como
reactivos para una reaccion modelo, de tal manera de sintetizar acridin-9(10H)-ona. La
eleccién de precursores se basé en el bajo costo y elevada disponibilidad comercial, en
comparacion a la mayoria de los materiales de partida reportados a la fecha para las dibenzo-
4-piridonas. En una serie de experimentos control preliminares, se evalué la actividad
catalitica de diversos catalizadores de paladio bajo las condiciones de reaccidn reportadas por
nuestro grupo para la formacion de enlaces C-N y C-C, que se determinaron en el trabajo de

carbazoles, {[Pd] (15 mol%), DMSO, Cs,CO3 (2 mmol), 150 °C, 200 W, 30 minutos}. 1?°

La lista y una breve descripcidn de los catalizadores estudiados se puede ver en la Tabla 3.1.
Es de notoriedad que la mayoria de los catalizadores que se utilizaron en este estudio
exploratorio han sido probados en trabajos previos de nuestro grupo para la construccién de
otras estructuras heterociclicas privilegiadas, excepto el caso de PdNPs/SGAL, que fue

evaluado por primera vez en este trabajo.

Teniendo presente que las particulas soportadas en y-alimina sin tratamiento permitieron
adquirir el compuesto deseado, aunque con muy bajos rendimientos, nos propusimos

incorporar otras especies sobre el soporte con potenciales propiedades cataliticas.

En este contexto, se concibid la formulacion de un nuevo catalizador multifuncional, el
PdNPs/SGAL. Este catalizador presentaria sitios redox correspondientes al metal noble, junto
a otros relacionados a especies de azufre. El empleo de la catdlisis multifuncional es necesario
para rutas sintéticas de varios pasos de manera de simplificar, como mencionamos
previamente, los procesos de separacion y purificacién, ademas de dar lugar a un proceso de
sintesis mas efectivo en el contexto de la quimica verde. 3% Es asi que PdNPs/SGAL fue
preparado por un método sencillo, soportando sobre la y-alimina especies de paladio y

azufre de tal forma de tener una muestra bifuncional.

El catalizador PdNPs/SGAL fue preparado soportando nanoparticulas de paladio sobre y-
alumina sulfatada (SGAL). Se comenzd por sulfatar la alimina comercial siguiendo un

protocolo ya reportado. 37 Aproximadamente 1 g de alimina fue expuesto a impregnacién
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en solucidn acuosa de (NH4),S0a y transcurrido el tiempo apropiado, se calciné en aire a 873K
por 4 horas. El soporte sulfatado fue embebido en una solucién acida de PdCl, a 80 °C con
agitacién magnética. Posteriormente, se agregaron una solucidn al 37% de formaldehido y
solucién acuosa de NaOH al 30% a modo de llevar a pH basico, para precipitar las
nanoparticulas sobre el soporte. El sélido se filtré y lavd hasta pH neutro con agua destilada,

y se secé a 100 °C por 2 horas.

Estudios preliminares mostraron que cuando el nuevo catalizador se utilizé a 150 °C, la
formacién de la acridona deseada tenia lugar en tan sélo un 15% (Tabla 3.1, entrada 3). Un
rendimiento bastante superior, del 54%, se logré al aumentar la temperatura a 180 °C
(entrada 4), también se detecto la formacion de 2-((2-bromofenil)amino)benzaldehido (3a)
en un 12%. No hubo variacién al continuar aumentando la temperatura (entrada 5). No se
observd formacion del producto deseado al utilizar el soporte SGAL bajo las mismas
condiciones (entrada 6). A continuacion, otros nanocatalizadores de paladio soportados en
diferentes materiales, tales como PbO y biocarbén, fueron evaluados (entradas 7-10).
PdNPs/PbO fue completamente inefectivo (entrada 7), bajos rendimientos se encontraron al
utilizar PANPs/CY’ (entrada 8), marginalmente mayores para PdNPs/BC (entrada 9) y sin
mayores diferencias para PANPs/mBC (entrada 10). Cuando la transformacion se estudié para
nanoparticulas no soportadas de paladio, se generd el producto deseado con muy bajos

rendimientos (entrada 11). 38

La eficiencia catalitica de cuatro catalizadores homogéneos comerciales se probd a modo
comparativo. Ninguno de los catalizadores evaluados (entradas 12-16) permitié un
incremento de la formacidon de la acridin-9(10H)-ona bajo las condiciones de reaccion
estudiadas. El uso de PdCly(PPhs), dio lugar a rendimientos muy bajos y a la formacién de
productos de homoacoplamiento del dihaloareno, 2,2’-dibromo-1,1’-bifenilo. PdCl,(MeCN);
y Pd(OAc). no mostraron actividades cataliticas bajo las condiciones de reaccion estudiadas,
mismo resultado que se obtuvo para Pd;(dba)s; y Pd(PPhs)s, para las que ademas se detectd

deposicion de paladio negro.
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Tabla 3.1. Evaluacion sistemdtica de catalizadores.

i
oo L “ @@D
+
NH, Br
1a 2a

Cs,CO3, DMSO

200 W 3

Entrada [Pd] Temperatura (°C)  Rendimientd (%) Comentarios
1 PANPs/GAL 150 7 Referencia 13°
2 PANPs/GAL 180 12 Referencia 13°
3 PdNPs/SGAL 150 15 Este trabajo
4 PdNPs/SGAL 130 54C¢ Este trabajo
5 PdNPs/SGAL 200 55 Este trabajo
6 SGAL 180 - Sin paladio
7 PdNPs/PbO 180 Trazas Referencia 12812°
8 PdNPs/C 180 15 Comercial
9 PdNPs/BC 180 19 Referencia 14°
10 PdNPs/mBC 180 23 Referencia 14!
11 PdNPs 180 8 Particulas desnudas
12 PdCly(PPhs); 180 7¢ Comercial
13 PdCl2(MeCN) 180 - Comercial
14 Pd(OAc): 180 - Comercial
15 Pdz(dba)s 180 -€ Comercial
16 Pd(PPhs)s 180 -e Comercial
17 PANPs/SGAL 180 16f Este trabajo
18 - 180 - Control

@ Condiciones de reaccion 1a (1.2 mmol), 2a (1 mmol), Cs,COs (2 mmol), [Pd] (15 mol%, 12.4 mg de
Pd), DMSO (5 ml), 200 W, 30 min. Monitoreo por TLC y CG-EM.

b Rendimiento de producto aislado.

¢ Subproducto difenilamina 3a (12 %) detectado en el crudo de reaccion.

4 Producto de homoacoplamiento (10%) detectado en el crudo de reaccidn.

¢ Deposicion de paladio negro.

f Reaccidn llevada adelante por tratamiento térmico convencional en bafio de aceite.
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De los primeros estudios exploratorios, se concluyd que el catalizador PANPs/SGAL permitié
la adquisicidn de los mejores resultados en términos de rendimiento para la anulacién directa
qgue permite la formacién del esqueleto acridona. La presencia de especies de azufre, junto a

aquellas de paladio, tendrian un rol vital en la eficacia del catalizador.

Cuando la reaccioén se llevé adelante en forma tradicional en bafio de aceite a 180 °C por 30
minutos, se logré un rendimiento del 16% (entrada 17). Tiempos de reaccién mas prolongados
en condiciones térmicas no mostraron mejoria en los rendimientos, lo cual nos lleva a suponer
gue lairradiacién de microondas es fundamental para este tipo de anulacién directa. Ademas,
el experimento control indicd que el catalizador de paladio era necesario para esta

transformacion (entradas 6 y 18).

De manera tal de aumentar la conversidn, se llevaron a cabo una serie de modificaciones que

incluyen la carga del catalizador, solvente de reaccién y base utilizados (Tabla 3.2).

Inicialmente, cuando la reaccién fue planteada utilizando 20 mol% de catalizador, no hubo
aumentos notorios de conversion evidenciados, observandose en su lugar la formaciéon del
producto de homoacoplamiento. Se concluye que estos bajos rendimientos relativos
observados en la entrada 1 de la Tabla 3.2 se deberian a limitaciones de difusién de reactivos
y productos a través de la estructura porosa del catalizador. NPs/SGAL posee un area de
superficie especifica elevada, con volumen de poros relativamente alto (121 m?/g y 0.31
cm?3/g, respectivamente). Una disminucién de la carga del catalizador a 10 mol% llevaria una
difusidn libre de masa para reactivos y productos que conlleva un aumento en el rendimiento
de la reaccidn, sin generacién de productos de homoacoplamiento. Mayores disminuciones
en la carga de catalizador condujeron a menores rendimientos y a la formacién de un 21% de

la diarilamina, 2-((2-bromofenil)amino)benzaldehido.
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Tabla 3.2. Optimizacion de las condiciones de reaccion.

0 O
| Br PdNPs/SGAL Z
e <
NH, Br solvente, base N
1a 2a

N
3
Entrada PdNPs/mBC (mol%) Solvente Base Rendimiento (%)
1 20¢ DMSO Cs2CO3 574
2 10¢ DMSO Cs,CO3 78
3 8f DMSO Cs2CO3 618
4 10 DMSO K2COs3 51
5 10 DMSO NaOt-Bu 65
6 10 DMSO NaOH 39
7 10 DMSO NaOAc 42
8 10 DMSO K3POg4 85
9 10 DMSO K3POg4 71"
10 10 DMSO K3POg4 84
11 10 DMSO - -l
12 10 DMF K3POg4 79
13 10 NMP K3POg4 90
14 10 DMA K3POg4 76
15 10 DEC K3POg4 65
16 10 n-BuOH K3POg4 69

@ Condiciones de reaccion: 1a (1.2 mmol), 2a (1 mol), base (2 mmol), solvente (5 ml) a 180°C bajo
radiacion microondas de 200 W por 30 minutos. Tiempo de reaccion monitoreado por TLC y CG-EM.
b Rendimiento de producto aislado.

€ PdNPs/SGAL (20 mol%, 16.4 mg de Pd).

9 2,2’-dibromo-1,1’-bifenilo (15 %) detectado, producto de homoacoplamiento.

€ PANPs/SGAL (10 mol%, 8.2 mg de Pd).

F PANPs/SGAL (8 mol%, 6.6 mg de Pd).

9 2-((2-bromofenil)amino)benzaldehido 3a (21 %) detectado.

" La reaccidn se llevé a cabo en presencia de KsPOy4 (1.5 mmol).

"La reaccidn se llevé a cabo en presencia de KsPO4 (3 mmol).

J La reaccidn se llevé a cabo en ausencia de base.
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Se examind a continuacion la eficiencia de diferentes bases, resumidas en la Tabla 3.2,
entradas 4-8. El uso de 2 mmol de K3POs en presencia de DMSO dio lugar a los mejores
resultados para esta transformacién (entrada 8), mientras las otras bases tales como K,COs3,
NaOt-Bu, NaOH y NaOAc no lograron mejorar los rendimientos de la reaccién. Al disminuir la
concentracion de la base de mejor rendimiento, disminuyd la conversion (entrada 9), aunque
un aumento en la cantidad de la misma no aumenté el rendimiento (entrada 10). Se llevo a
cabo también una reaccién control sin base, para la que se observé una conversién minima
por presencia de trazas de la acridona deseada (entrada 11). Esto implicaria que la base tiene

un rol fundamental en el proceder de esta transformacion en tandem.

A continuacion, la reaccion fue estudiada desde la perspectiva del solvente. En |la Tabla 3.2 se
muestran los resultados para solventes como la N, N-dimetilformamida, N-metil-2-pirrolidona
(NMP), N.N-dimetilacetamida (DMA), dietilcarbonato (DEC) y n-butanol (entradas 12-16).

Dentro de los solventes utilizados, NMP resulté ser la mas efectiva para esta transformacion.

Finalmente, se evalué la incidencia de la irradiacién por microondas en el tiempo de reaccion,
a diferentes valores de potencia. Para este propésito, se utilizé el reactor CEM-Discover a 180
°C, monitoreando el progreso de reaccién mediante TLC y CG-EM. La conversién total del 1,2-
bromobenceno (2a), pudo observarse transcurridos 20 minutos, a 200 W y 180 °C. Tiempos
de reacciéon menores llevaron a una transformacién incompleta de los reactivos, mientras que
tiempos mayores no mostraron mejorias en término de rendimiento. La irradiacién a 100, 250
y 300 W de potencia dio lugar a conversiones menores y/o tiempos de reaccion mayores. En
base a estos resultados, se establecié que una potencia de 200 W a 180 °C por 30 minutos
daria lugar a las condiciones de reaccion mas Optimas y eficientes para la formacion del

producto deseado.

En conclusion, los estudios colectivos han mostrado que las condiciones de reaccién éptimas
para la sintesis one-pot de acridin-9(10H)-ona requiere de 2-aminobenzaldehido (1a, 1.2
mmol), 1,2-dibromobenceno (2a, 1 mmol), PANPs/SGAL (10 mol%, 8.2 mg de Pd) como
catalizador, K3POs (2 mmol) y NMP (5 ml) a 180 °C bajo irradiacién con microondas a 200W
por 30 minutos. Estas condiciones, notoriamente, no implican el uso de aditivos, o ligandos
fosfina, ni pre-activacién de los materiales de partida que se ven reportados para trabajos de

este tipo en procesos en tandem. También cabe destacar que no se observé formacion del
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subproducto biarilo, generado por homoacoplamiento del dihaloareno catalizado por

paladio, lo cual denota un nivel elevado de selectividad para la metodologia presentada.

El alcance de la reaccién se llevé a cabo una vez determinadas las condiciones de reaccién
6ptimas, utilizando diferentes 1,2-dihalobencenos 2a-d y obteniéndose rendimientos de
moderados a excelentes. Para el precursor 1,2-diiodobenceno, la reaccién dio lugar a la
formacidn de productos de homoacoplamiento. Sin embargo, este no fue el caso para el resto
de los dihaloarenos estudiados. EI mejor resultado en términos de conversion y rendimiento
se observé para el 1,2-dibromobenceno (2a), a partir del cual se continuaron estudiando el

alcance y las limitaciones de esta metodologia.

La estrategia sintética presentada se mostré compatible con diferentes grupos funcionales,
dando lugar a los productos de interés con rendimientos que van de moderados a excelentes.
La reaccién avanzé de muy buena forma con 2-aminobenzaldehidos con sustituyentes
neutros o ricos en electrones, mientras que grupos electroatractores dieron lugar a, si bien
ligeramente inferiores, aun muy buenos rendimientos. La incorporacion de halégenos en la
estructura de la acridona, bien tolerada por este tipo de reaccidn, es de particular interés para

sintesis de compuestos mas complejos que requieren mayor funcionalizacion.

Por otro lado, cuando la reaccién se llevd a cabo con dihaloarenos funcionalizados, los
rendimientos fueron de buenos a muy buenos, con resultados similares a los obtenidos para
el rango de reactivos probados para los 2-aminobenzaldehidos derivados. La utilizacion de
1,2-dibromo-4-metilbenceno (2g) y 2-aminobenzaldehido (1a) dio lugar a una mezcla
equimolar de los dos regioisémeros correspondientes, tal como era de esperarse, lo cual
denota un bajo control de selectividad. Sin embargo, se observé un elevado nivel de
regioselectividad en la anulacién directa del 2-aminobenzaldehido (1a) con dihalobencenos
del tipo 2-bromo-1-cloro-4-metilbenceno (2e) y 1-bromo-2-cloro-4-metilbenceno (2f), para
los que se obtuvieron los regioisdmeros puros con buenos rendimientos. La quimio y
regioselectividad fueron evaluadas en presencia de otros 1,2-dihaloarenos asimétricamente
sustituidos, con grupos cloro, flior, nitrilo y nitro en posicién para, y se obtuvieron los

productos esperados con completa regioselectividad y rendimientos buenos.
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Finalmente, se generaron mediante esta metodologia una serie de acridonas N-alquiladas con
muy buenos rendimientos, lo que permitié extender el alcance y generalidad de este

protocolo.

El work-up y aislamiento del producto consistié en la adicion de acetato de etilo a la mezcla
de reacciodn. El catalizador se recuperd por filtracion y fue lavado con el solvente de reaccidn.
El filtrado fue lavado varias veces con solucién saturada de NaCl y luego secado sobre Na;SO4
anhidro. El solvente se removié a continuacién mediante presion reducida en rotaevaporador
y la acridona fue purificada por cromatografia en columna utilizando silica gel 60 como
adsorbente. La elucidacion estructural de los compuestos fue confirmada basada en datos

espectroscépicos de RMN y FT-IR.

La reciclabilidad del catalizador PANPs/SGAL se evalud con la reaccion modelo para la sintesis
de acridin-9(10H)-ona, bajo las condiciones de reaccién optimizadas. Los resultados se
resumen en la Figura 3.7, no hubo pérdida de eficiencia catalitica transcurridos 4 ciclos
cataliticos. El aumento de rendimiento del ciclo 3 al 4, si bien no se considera significativo,
podria estar asociado a una reestructuracién de la superficie catalitica al someter el
catalizador a las condiciones de reaccién. Se ha comentado respecto de este tipo de
fendmenos, basados en la caracterizacién de la superficie catalitica bajo condiciones

operativas. 42
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Figura 3.7. Reciclabilidad de PdNPs/SGAL en la sintesis directa de acridin-9(10H)-ona.
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Confirmar la estabilidad del catalizador es de extrema importancia a la hora de definir qué
tan fuertemente ligado se encuentra el metal noble a la superficie del soporte, de forma tal
de evitar contaminacion en el medio. Para esta determinacién, se evalud la posibilidad de
desprendimiento de metal mediante lixiviacion del PdNPs/SGAL bajo las condiciones de
reaccién. Tras la separacién del catalizador del medio de reaccidon bajo las condiciones
térmicas de reaccion, el filtrado fue analizado mediante espectroscopia de absorcién atdmica
y se observé tan sélo un 0.001% de paladio en solucién luego del segundo ciclo. La cantidad
de paladio en el catalizador, determinada en un 3.3%, se mantuvo constante a lo largo de

todo el proceso de estudio de reciclabilidad.

A pesar de que el mecanismo no se encuentra completamente esclarecido, basado en
resultados previos del grupo 28129 y |os datos extraidos de literatura, 14314 se propuso un
mecanismo de reacciéon plausible en la Figura 3.8. Se sugiere que la reaccion tiene lugar en
dos etapas, de las cuales la primera implica la formacion de la diarilamina mediante aminacién
de Buchwald-Hartwig, mientras que la segunda parte del ciclo implicaria el acoplamiento

arilico con ruptura del enlace C-H del aldehido.

El Pd(0) en el catalizador PdNPs/SGAL primero sufre una insercidon oxidante en uno de los
enlaces del dihaluro 2, generando el complejo aril-Pd(ll) designado como A. Este
intermediario, tras reaccionar con el derivado del 2-aminobenzaldehido 1, da lugar al
complejo protonado B por desplazamiento nucleéfilo, tras lo cual por accién de la base se
promueve la formacién de C. Una eliminacién reductora produciria el intermediario D y

restituye el paladio a su estado de oxidacidn original.

En la segunda etapa, el Pd(0) se reinsertaria en el enlace haluro de la diarilamina D
produciendo el complejo de acil-paladio E. En presencia de la base, la ciclacién intramolecular
ocurre via ruptura del enlace C-H de la funcion aldehido y convierte al intermediario E, en el
complejo de paladio F. Finalmente, la eliminacién reductora de F provee la acridona, con

regeneraciéon simultanea del catalizador de Pd(0).
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Figura 3.8. Mecanismo propuesto para la formacion en tandem de acridona.

Dado que las PdNPs soportadas en alimina sulfatada mostraron mejores rendimientos que
aquellas soportadas en alimina libre de azufre, es claro que las especies de azufre soportadas
no son completamente inertes. Una caracterizaciéon del catalizador fue llevada a cabo

mediante DRX y FT-IR a fines de intentar esclarecer el rol de las especies de azufre presentes.

Los patrones de difraccién de rayos X en la Figura 3.9 muestran picos correspondientes al
plano del paladio (111) en 26 = 40.5°.*%° Este pico fue utilizado para estimar el tamafio de
particula mediante la aproximacion de Scherrer, determinando un tamafio de cristal para el

metal de 5.9 nm.
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Capitulo 1: Figura 3.9. Patron de DRX del catalizador PANPs/SGAL.

El analisis mediante TEM del catalizador confirma los valores de tamafio de particula de
paladio. Los resultados obtenidos concuerdan con lo estimado mediante la aproximacion de

Scherrer, con un valor de 6.1 nm. La microfotografia se puede observar en la Figura 3.10.

Figura 3.10. Microfotografia TEM del catalizador PANPs/SGAL, con la flecha sefialando la
nanoparticula de Paladio.
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Se continudo con el andlisis mediante FT-IR del soporte y el catalizador, los resultados pueden
observarse en la Figura 3.11. La banda asignada en 1446 cm™ corresponde a los grupos S=0
en estado de asociacion a la alimina (Figura 3.11 (a)). Tras incorporar el paladio, una banda
aguda aparece a 1397 cm™, que estaria relacionada a la interaccién del metal noble con las

especies de azufre soportadas (Figura 3.11 (b)).

Reflectancia (%)
1

(b)

1397.05

e . . . . [ . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1
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Figura 3.11. Espectros de FT-IR de: (a) soporte del catalizador (b) catalizador PANPs/SGAL.

A pesar de que el efecto exacto de esta interaccidn no es revelador con respecto al
mecanismo propuesto, se puede estimar que las caracteristicas peculiares de las PdNPs
soportadas en la alimina sulfatada son determinantes en la alta eficiencia del catalizador

PdNPs/SGAL.

Finalmente, una isoterma de adsorcién-desorcidén se midié a fines de determinar el area de

superficie especifica del catalizador. Aplicando el método BET, se calculd un drea de 210 m?/g.

En resumen, la metodologia desarrollada permite la sintesis directa de forma efectiva, rapida
y conveniente, de acridonas utilizando un sistema catalitico sencillo y reciclable basado en
nanoparticulas de Pd sobre alimina sulfatada. El novedoso catalizador puede ser preparado
con relativa facilidad a partir de quimicos comercialmente disponibles, y puede ser reciclado
y reutilizado hasta cuatro veces sin pérdida de actividad. La caracterizacion del catalizador
muestra que el metal noble interactla con las especies de azufre soportadas, una peculiaridad

gue estaria relacionada a la elevada eficiencia del mismo para la sintesis de acridonas.
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La aproximacién convergente presentada demostré muy buena compatibilidad con reactivos
neutros, ricos y deficientes en carga electrénica permitiendo el acceso a una biblioteca de
acridonas con rendimientos aceptables a excelentes a partir de 1,2-dihaloarenos y 2-
aminobenzaldehidos como materiales de partida sencillos y comercialmente disponibles. La
transformacién en tdndem, con una formacién secuencial de enlaces C-N y C-C, tiene lugar en

una unica operacion libre de ligandos en tan sélo 30 minutos por irradiacién con microondas.

El potencial sintético del proceso y las simples condiciones de reaccion requeridas, combinado
al bajo costo de los materiales de partida, podrian encontrar aplicacién en el campo de la
guimica medicinal, en perfilados de estructura-actividad e incluso para aplicaciones sintéticas
mas amplias que requirieran el acceso al sistema acridona mediante procedimientos

eficientes en relacion a la cantidad de pasos requeridos.

76



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 3: Técnicas de obtencion del andamiaje acridona

3.3 Materiales y métodos

A menos que se indique lo contrario, los reactivos se obtuvieron comercialmente y se usaron
sin purificacién adicional. Los solventes se secaron y destilaron de acuerdo con el
procedimiento estandar. & Las reacciones se monitorearon mediante TLC en placas de gel de
silice (60F-254) visualizadas bajo luz UV y/o utilizando 4cido fosfomolibdico al 5% en etanol.

Todos los espectros de RMN de *H y 13C se registraron a temperatura ambiente en CDCls,
acetona-ds 0 DMSO-ds en un espectrometro Bruker Avance ARX-300. Los desplazamientos
quimicos (6) se informan en partes por millédn (ppm) desde el TMS utilizando la resonancia
del solvente residual. Se utilizaron abreviaturas estandar para denotar multiplicidades como
se indicé en 2.4.

Los espectros IR se registraron en un espectrofotémetro FT-IR Nicolet Nexus 470/670/870 a
temperatura ambiente.

Los puntos de fusidn se determinaron utilizando un aparato Bilichi 510 y no estan corregidos.

Los espectros de masas se obtuvieron a 70 eV en un instrumento HP-5890 CG-EM de Hewlett
Packard equipado con un detector de masas selectivo HP-5972.

La pureza de los compuestos volatiles y los andlisis cromatograficos se determinaron con un
CG Shimadzu (CG-14B) con un detector de ionizacion de llama equipado con una columna HP-
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) utilizando N2 como gas portador.

Los espectros de masas de alta resolucion se registraron en Thermo Fisher LTQ Orbitrap XL.

La cromatografia en columna flash se realizé utilizando gel de silice MN Macherey Nagel 60M
(0.040-0.063 mm/230-240 mesh ASTM).

Las reacciones de microondas se realizaron utilizando un horno de microondas CEM Discover
en recipientes de reaccion sellados.

La carga de paladio del catalizador se determind mediante espectrometria de absorcién
atomica en un equipo PerkinElmer AAnalyst 700.

Los patrones de DRX se determinaron con un difractémetro Philips PW1710 BASED operando
a 45 kVy 30 mA, equipado con un monocromador con radiacion de Cu Kot 1 (A % 0.15406 nm).

Las isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrégeno se midieron en un equipo Quantachrome
nova 1200e. Las dreas de superficie especifica y volumen de poro se obtuvieron aplicando el
método BET.

Las muestras se caracterizaron mediante microscopia electrénica de transmisién, utilizando
un aparato Joel 100 CX2 (Tokio, Japdn). Se midieron aproximadamente cien particulas de
paladio para realizar la distribucion del tamafio de particula y obtener el tamafio promedio
de particula (d). &
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Acridin-9(10H)-ona (3)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
1,2-dibromobenceno (2a); purificado mediante
cromatografia en SiO. (EP/AcOEt 8:2); sdlido
amarillo; rendimiento: 175 mg (90%, 0.90 mmol);
punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3440 (N—H), 2986, 1630 (C=0), 1556, 1471,
752 cm™,

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): § =7.26 (t,J=7.1
Hz, 2 H, ArH), 7.54 (d, J = 8.1 Hz, 2 H, ArH), 7.75 (t, J
= 7.1 Hz, 2 H, ArH), 8.24 (d, J = 7.7 Hz, 2 H, ArH),
11.75 (s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 117.3, 120.5,
121.0,126.0, 133.6, 140.9, 176.8.

HRMS (El): m/z [M]" calculado para CisHoNO:
195.0684; encontrado: 195.0686.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 1%

con los

4-metilacridin-9(10H)-ona (4)

Preparado a partir de 2-amino-3-metilbenzaldehido
(1b) y 1,2-dibromobenceno (2a); purificado
mediante cromatografia en SiO. (EP/AcOEt 9:1);
sélido amarillo; rendimiento: 167 mg (80%, 0.80
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3440 (N—H), 3068, 2996, 1635 (C=0), 1599,
1162, 751 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & = 2.61 (s, 3 H,
CHs), 7.18 (t,J = 7.4, 1 H, ArH), 7.28 (t, J= 7.1, 1 H,
ArH), 7.60 (d,J=7.0 Hz, 1 H, ArH), 7.74 (ddd, /= 8.5,
6.9, 1.6 Hz, 1 H, ArH), 7.94 (t, J = 8.4 Hz, 1 H, ArH),
8.13(t,/=7.9Hz,1H, ArH), 8.23(d, J=8.1Hz, 1 H,
ArH), 10.64 (s, 1 H, NH).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-de): & = 23.1, 123.4,
125.5, 125.8, 125.9, 126.5, 129.2, 130.5, 130.9,
138.5, 138.3, 144.7, 146.3, 182.3.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1iNO:
209.0841; encontrado: 209.0845.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. ¢
3-metoxiacridin-9(10H)-ona (5)

Preparado a partir de 2-amino-5-

metoxibenzaldehido (1c) y 1,2-dibromobenceno
(2a); purificado mediante cromatografia en SiO:
(EP/AcOEt 7:3); sélido amarillo; rendimiento: 187
mg (83%, 0.83 mmol); punto de fusién: 280-282 °C.
IR (KBr): 3437 (N-H), 1632 (C=0), 1573, 1156, 1037,
754 cm™,

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & = 3.86 (s, 3 H,
OCHs), 7.22 (t, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.39-7.42 (m,
1H, ArH), 7.51-7.55 (m, 2H, ArH), 7.63 (d, J = 2.8 Hz,

1 H, ArH), 7.75-7.71 (m, 1 H, ArH), 8.28 (d, J = 8.0
Hz, 1 H, ArH), 11.77 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 60.3, 110.3,
122.4, 123.8, 124.5, 125.9, 126.4, 129.6, 131.2,
138.3, 140.9, 145.7,159.2, 181.3.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1iNO::
225.0790; encontrado: 225.0792.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. 116
3-metoxiacridin-9(10H)-ona (6)

Preparado a partir de 2-amino-4-

metoxibenzaldehido (1d) y 1,2-dibromobenceno
(2a); purificado mediante cromatografia en SiO2
(EP/AcOEt 7:3); solido amarillo; rendimiento: 185
mg (82%, 0.82 mmol); punto de fusién: 259-261 °C.
IR (KBr): 3435 (N-H), 2952, 1629, 1155, 1032, 756
cm™,

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.91 (s, 3 H,
OCHs), 6.80-6.87 (m, 2 H, ArH), 7.25 (t, J = 7.5 Hz, 1
H, ArH), 7.50 (t, J = 8.2 Hz, 1 H, ArH), 7.70 (t, J = 7.6
Hz, 1 H, ArH), 8.13 (d, J=8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.19 (d,
J=8.0Hz, 1 H, ArH), 11.58 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 55.9, 98.4,
111.9, 115.5, 117.5, 121.1, 121.4, 126.4, 128.5,
133.5,141.4,143.3,163.8, 176.3.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH11NO3:
225.0790; encontrado: 225.0793.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. **°

con los

1,2,3-trimetoxiacridin-9(10H)-ona (7)

Preparado a partir de 6-amino-2,3,4-
trimetoxibenzaldehido (1e) y 1,2-dibromobenceno
(2a); purificado mediante cromatografia en SiO2
(CH2Cl2/MeOH 9:1); sdlido amarillo; rendimiento:
248 mg (87%, 0.87 mmol); punto de fusion: 162—
163 °C.

IR (KBr): 3234 (N-H), 2823, 1629 (C=0), 1475, 1240,
1032 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 3.81 (s, 3 H,
OCHs), 3.83 (s, 3 H, OCHs), 3.92 (s, 3 H, OCHs), 6.76
(s, 1 H, ArH), 7.20 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, ArH), 7.42 (d, J
=8.2 Hz, 1 H, ArH), 7.63=7.70 (m, 1 H, ArH), 8.15 (d,
J=8.0Hz, 1 H, ArH), 11.46 (s, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): & = 55.9, 61.2,
61.7,94.3,109.8, 116.6, 120.9, 121.4, 116.1, 126.1,
132.8, 137.2, 140.1, 140.4, 153.3, 157.7, 175.1.
HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisHisNOa:
285.1001; encontrado: 285.1003.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 46

con los
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Benzo[clacridin-7(12H)-ona (8)

Preparado a partir de 1-amino-2-naftaldehido (1f) y
1,2-dibromobenceno (2a); purificado mediante
cromatografia en SiO. (EP/AcOEt 9:1); sdlido
amarillo; rendimiento: 179 mg (73%, 0.73 mmol);
punto de fusion > 300 °C. El derivado de acridona 8
también fue sintetizado a partir de 2-
aminobenzaldehido (1a) y 1-bromo-2-
cloronaftaleno (21) dando lugar a un sélido amarillo;
rendimiento: 174 mg (0.71 mmol, 71%).

IR (KBr): 3423 (N-H), 3052, 1631 (C=0), 1608, 1486,
1128, 1085 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 6 =6.89 (d, J = 7.9 Hz,
1H, ArH), 7.38 (s, 1 H, NH), 7.55-7.65 (m, 3 H, ArH),
7.64-7.68 (m, 1 H, ArH), 7.78-7.80 (m, 1 H, ArH),
7.99(d,/=8.0Hz,1H,ArH),8.22(d, /J=8.3Hz, 1H,
ArH), 8.27 (d, J = 8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.63 (d, J = 9.0
Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): & = 117.2, 121.5,
122.3, 122.5, 123.2, 124.0, 124.6, 127.2, 128.1,
128.9,133.2,137.4,144.1, 145.9, 177.7.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para Ci7H11NO:
245.0841; encontrado: 245.0846.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 247

con los

Benzo[b][1,10]fenantrolin-7(12H)-ona (9)

Preparado a partir de 8-aminoquinolein-7-
carbaldehido (1g) y 1,2-dibromobenceno (2a);
purificado mediante cromatografia en SiO:
(EP/AcOEt 7:3); sélido blanco; rendimiento: 172 mg
(70%, 0.70 mmol); punto de fusién: 271-273 °C.

IR (KBr): 3438 (N—H), 3022, 1637 (C=0), 1579 (C=N),
1084 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): § =7.37 (t,/J=7.5
Hz, 1H, ArH), 7.70 (d, J=9.2 Hz, 1 H, ArH), 7.79 (ddd,
J=8.6,6.9, 1.6 Hz, 1 H, ArH), 7.85 (dd, J = 8.3, 4.3
Hz, 1 H, ArH), 8.24 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, ArH), 8.30 (dd,
J=8.3,5.1Hz, 2 H, ArH), 8.54 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1
H, ArH), 9.11 (dd, J = 4.1, 1.7 Hz, 1 H, ArH), 12.45 (s,
1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-de): 6 = 118.3, 119.1,
119.7, 122.1, 122.2, 123.1, 124.4, 125.6, 130.0,
133.0, 136.7, 138.5, 138.8, 140.2, 149.0, 176.2.
HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisHioN2O:
246.0866; encontrado: 246.0870.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 148

3-cloroacridin-9(10H)-ona (10)

con los

Preparado a partir de 2-amino-4-clorobenzaldehido
(1h) y 1,2-dibromobenceno (2a); purificado

mediante cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 7:3);
solido amarillo; rendimiento: 161 mg (70%, 0.70
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3422 (N-H), 2917, 1634 (C=0), 1024, 820
(c-cl), 757 cm™,

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & = 7.25-7.39 (m,
2 H, ArH), 7.50-7.63 (m, 2 H, ArH), 7.78 (t, J = 7.6 Hz,
1 H, ArH), 8.23 (d, J = 8.6 Hz, 2 H, ArH), 11.79 (s, 1
H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 116.8, 117.9,
119.6, 121.1, 121.8, 122.1, 126.5, 128.9, 134.3,
138.5,141.3,142.1,176.6.

HRMS (El): m/z [M]" calculado para C13H8CINO:
229.0294; encontrado: 229.0296.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. 14°
2-fluoracridin-9(10H)-ona (11)

Preparado a partir de 2-amino-

fluorobencilaldehido (1i) y 1,2-dibromobenceno
(2a); purificado mediante cromatografia en SiO2
(EP/AcOEt 7:3); solido amarillo; rendimiento: 175
mg (82%, 0.82 mmol); punto de fusién > 300 °C. El
derivado de acridona 11 también fue sintetizado a
partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y 1,2-dibromo-
4-fluorobenceno (2k) dando lugar a un sdlido
amarillo; rendimiento: 151 mg (0.71 mmol, 71%).
IR (KBr): 3445 (N-H), 1630 (C=0), 1604, 1478, 754
cm™,

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6§ =7.27 (t,J=8.0
Hz, 1 H, ArH), 7.55 (d, J=8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.58-7.66
(m, 2H), 7.76 (t, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.84 (d, J = 8.0
Hz, 1 H, ArH), 8.22 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 11.94 (s,
1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-de): & = 109.7 (d, J =
21.9 Hz), 117.4, 119.6, 120.0 (d, J = 7.9 Hz), 121.0
(d, J =6.6 Hz), 121.2, 122.3 (d, J = 25.4 Hz), 125.9,
133.6,137.7,140.8,156.9 (d,J=238.1 Hz),176.1 (d,
J=2.5Hz).

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisHsFNO:
213.0590; encontrado: 213.0592.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 1%

con los

metil 9-0x0-9,10-dihidroacridin-2-

carboxilato (12)

Preparado a partir de 4-amino-3-formilbenzoato
(1j) y 1,2-dibromobenceno (2a); purificado
mediante cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 8:2);
sélido blanco; rendimiento: 182 mg (72%, 0.72
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3441 (N-H), 2921, 1725 (C=0, éster), 1639
(C=0), 1023 cm™,
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.97 (s, 3 H,
CO2CHs), 7.29-7.35 (m, 1 H, ArH), 7.56 (dd, J = 14.7,
8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.77 (dd, J = 7.9, 1.2 Hz, 1 H, ArH),
8.10-8.24 (m, 2 H, ArH), 8.85 (d, J = 2.4, 1 H, ArH),
12.11 (s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): & = 52.5, 117.8,
118.0, 119.7, 121.0, 121.9, 122.2, 126.2, 128.7,
133.1, 134.2, 140.9, 143.8, 165.9, 176.9.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisHioNOs:
253.0739; encontrado: 253.0742.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. *°

2,3-dimetoxiacridin-9(10H)-ona (13)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
1,2-dibromo-4,5-dimetoxibenceno (2n); purificado
mediante cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 8:2);
sélido amarillo; rendimiento: 196 mg (77%, 0.77
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3433 (N=H), 2912, 1630 (C=0), 1600, 1409,
1219, 1090 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 3.88 (s, 6 H,
OCHs), 7.11 (s, 1 H, ArH), 7.22 (t, J = 8.0, 1 H, ArH),
7.51-7.63 (m, 3 H, ArH), 8.24 (d, J = 8.0, 1 H, ArH),
12.23 (s, 1 H, NH).

RMN de !3C (75 MHz, DMSO-des): & = 57.0, 57.6,
98.2, 105.1, 114.1, 117.1, 119.9, 120.7, 125.8,
132.5,137.2,140.4, 145.2, 154.6, 175.6.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1aNOs:
255.0895; encontrado: 255.0897.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. 7

[1,3]Dioxolo[4,5-b]acridin-10(5H)-ona (14)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
5,6-dibromobenzo[d][1,3]dioxol (2m); purificado
mediante cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 6:4);
sélido amarillo; rendimiento: 172 mg (72%, 0.72
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3430 (N-H), 2950, 1631 (C=0), 1601, 1459,
1040 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & = 6.15 (s, 2 H,
OCH:0), 6.97 (s, 1 H, ArH), 7.20 (t, J = 7.5, 1 H, ArH),
7.49-7.54 (m, 2 H, ArH), 7.68 (t, J = 7.5, 1 H, ArH),
8.19 (d,J=8.1, 1 H, ArH), 11.76 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-de): & = 95.9, 101.1,
102.2, 115.5, 117.2, 120.5, 121.2, 125.8, 132.8,
138.6, 141.3, 143.9, 152.8, 175.2.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisHsNOs:
239.0582; encontrado: 239.0584.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. 1°

2-metilacridin-9(10H)-ona (15) vy

3-metilacridin-9(10H)-ona (16)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
1,2-dibromo-4-metilbenceno  (2g);  purificado
mediante cromatografia en SiO. (EP/AcOEt 8:2)
dando lugar a una mezcla 1:1 de 15 y 16 como
mezcla de isémeros que resulta en dobles sefiales;
sélido amarillo; rendimiento: 156 mg (75%, 0.75
mmol).

IR (KBr): 3434 (N-H), 3041, 2985, 1633 (C=0), 1600,
1161, 751 cm™.

RMN de H (300 MHz, CDCls): & = 2.46 (s, 3 H, CHa),
2.50 (s, 3 H, CH3), 7.05 (d, J = 8.1 Hz, 1 H), 7.24-7.32
(m, 2 H, ArH, y 1 H, NH residual), 7.34 (d, J = 8.8 Hz,
1H),7.44-7.46 (m, 2 H, ArH, y 1 H, NH residual), 7.63
(s, 1 H), 7.67-7.70 (m, 2 H), 8.24 (s, 1 H), 8.33 (s, 1
H, ArH), 8.41 (d, J = 0.9, 1 H, ArH), 8.51-8.54 (m, 2
H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6§ = 20.9, 22.8,
114.8(2), 114.8(4), 114.9(2), 114.9(3), 114.9(4),
120.6, 121.1, 121.3, 122.4, 122.5, 122.6, 123.2,
127.1, 127.7, 127.8, 127.9, 131.0, 133.7, 135.4,
140.0, 142.5, 142.6, 142.9, 144.9, 177.9, 178.2.

2-metilacridin-9(10H)-ona (15)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
1-bromo-2-cloro-4-metilbenceno (2f); purificado
mediante cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 6:2);
sélido amarillo; rendimiento: 153 mg (73%, 0.73
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3437 (N=H), 3071, 1633 (C=0), 1601, 1159,
753 cm™L,

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.43 (s, 3 H,
CHs), 7.21 (t,/=8.0,1H, ArH), 7.48 (d, /=8.0, 1 H,
ArH), 7.51-7.59 (m, 2 H, ArH), 7.73 (t, J = 7.2, 1 H,
ArH), 8.02 (s, 1 H, ArH), 8.21 (d, J = 8.0, 1 H, ArH),
11.73 (s, 1 H, NH).

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH11NO:
209.0841; encontrado: 209.0843.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura. °

3-metilacridin-9(10H)-ona (16)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
2-bromo-1-cloro-4-metilbenceno (2e); purificado
mediante cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 6:2);
solido amarillo claro; rendimiento: 150 mg (72%,
0.72 mmol); punto de fusion > 300 °C.

IR (KBr): 3424 (N-H), 3027, 1639 (C=0), 1588, 1152,
754 cm™.
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.46 (s, 3 H,
CHs), 7.06 (d, J=8.3,1H),7.23 (t,J=7.5,1H),7.27
(s,1H),7.50(d,/=8.4,1H),7.67 (m, 1H, ArH), 8.08
(s,1H,ArH),8.19(d,/=8.1,1H, ArH), 11.58 (s, 1 H,
NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-de): & = 22.1, 117.0,
117.7, 119.1, 121.1, 121.4, 123.4, 126.5, 126.6,
133.7,141.4, 144.3, 177.0.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1iNO:
210.0913; encontrado: 210.0916.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 7

con los

3-metilacridin-9(10H)-ona (17)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
1,2-dibromo-4-clorobenceno  (2h);  purificado
mediante cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 8:2);
sélido blanco; rendimiento: 172 mg (75%, 0.75
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3432 (N-H), 2918, 1629 (C=0), 1600, 1024,
824 cm™,

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 7.25 (t, J = 8.0,
1H, ArH), 7.54-7.76 (m, 2 H, ArH), 7.74 (s, 2 H, ArH),
8.14 (s, 1 H, ArH), 8.21 (d, J = 8.0, 1 H, ArH), 12.04
(s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 116.8, 118.0,
119.6, 121.2, 121.9, 122.1, 126.5, 128.9, 134.3,
138.5,141.4,142.1, 176.6.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para Ci3sHsCINO:
229.0294; encontrado: 229.0297.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. ¢

con los

9-0x0-9,10-dihidroacridin-2-carbonitrilo

(18)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
3,4-dibromobenzonitrilo (2i); purificado mediante
cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 8:2); sdlido
amarillo; rendimiento: 147 mg (67%, 0.67 mmol);
punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3435 (N-H), 2221 (C=N), 1630 (C=0), 1602,
1155, 1032 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): 6 = 7.39 (t,J = 7.5,
1H,ArH),7.64 (d,/=8.3,1H, ArH), 7.69 (d, J = 8.8,
1H,ArH),7.85(d,/=7.6,1H, ArH), 8.06 (d, J=8.7,
1 H, ArH), 8.24 (d, J = 8.1, 1 H, ArH), 8.52 (s, 1 H,
ArH), 12.44 (s, 1 H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 103.1, 118.0,
119.1, 119.2, 120.1, 121.1, 122.6, 126.3, 132.3,
134.6, 135.2, 140.8, 143.3, 176.0.

HRMS (EI): m/z [M]* calculado para CiaHsN2O:
220.0637; encontrado: 220.0640.

concuerdan con los

110

Los datos espectrales
reportados en la literatura.

2-nitroacridin-9(10H)-ona (19)

Preparado a partir de 2-aminobenzaldehido (1a) y
1,2-dibromo-4-nitrobenceno (2j); purificado
mediante cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 7:3);
sélido amarillo; rendimiento: 156 mg (65%, 0.65
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3442 (N=H), 3045, 1636 (C=0), 1600, 1456
(N-0), 1084 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 7.16-7.28 (m,
1 H, ArH), 7.56 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, ArH), 7.65 (d, J =
9.4 Hz, 1 H, ArH), 7.82 (ddd, /=8.2,7.0,1.6 Hz, 1 H,
ArH), 8.25(d, /=8.2,1H, ArH),8.50(d,/=9.4,1H,
ArH), 8.95(d, J=2.7, 1 H, ArH), 12.33 (s, 1 H, NH).
RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 118.9, 119.8,
120.0, 121.7, 123.9, 124.0, 127.0, 128.3, 135.6,
141.5, 141.6, 145.4,177.5.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CizHsN20s:
240.0535; encontrado: 240.0537.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. !

con los

8-metil[1,3]dioxolo[4,5-b]acridin-10(5H)-
ona (20)

Preparado a partir de 2-amino-5-metilbenzaldehido
(1b) vy 5,6-dibromobenzo[d][1,3]dioxol (2m);
purificado mediante cromatografia en SiO:
(EP/AcOEt 9:1); solido amarillo; rendimiento: 202
mg (80%, 0.80 mmol); punto de fusion > 300 °C.

IR (KBr): 3440 (N-H), 3050, 1628 (C=0), 1605, 1436,
1035 cm™,

RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): & = 2.38 (s, 3 H,
CHs), 6.12 (s, 2 H, OCH20), 6.92 (s, 1 H, ArH), 7.40
(d,J=1.7 Hz, 1 H, ArH), 7.50 (s, 2 H, ArH), 7.95 (s, 1
H, ArH), 11.54 (s, 1 H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 21.2, 96.1,
102.5, 115.7, 117.5, 120.4, 125.3, 130.6, 133.5,
138.9,144.2,153.1, 175.2.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH11NOs:
253.00739; encontrado: 253.0742.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. °

con los

9-metilbenzoclacridin-7(12H)-ona (21)

Preparado a partir de 1-amino-2-naftaldehido (1f) y
1-bromo-2-cloro-4-metilbenceno (2f); purificado
mediante cromatografia en SiO, (EP/AcOEt 9:1);
solido amarillo; rendimiento: 200 mg (77%, 0.77
mmol); punto de fusién: 186-187 °C.
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IR (KBr): 3443 (N-H), 3038, 2960, 1631 (C=0), 1594,
1261, 1028 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & = 2.48 (s, 3 H,
CHs), 7.05 (d, J = 7.3 Hz, 1 H, ArH), 7.20 (s, 1 H, ArH),
7.57 (t,J=7.6 Hz, 1 H, ArH), 7.64 (d,J=8.3 Hz, 1 H,
ArH), 7.66-7.72 (m, 1 H, ArH), 8.11 (s, 1 H, ArH), 8.34
(d,/=8.8Hz,1H, ArH), 8.46 (d,J=8.2 Hz, 1 H, ArH),
8.67 (d,J=7.6Hz, 1 H, ArH), 11.81 (s, 1 H, NH).
RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 102.1, 111.2,
115.2, 116.1, 119.3, 125.1, 125.2, 125.3, 126.8,
128.6, 129.4, 133.4, 135.1, 136.1, 143.8, 157.1,
173.2.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH13NO:
259.0997; encontrado: 259.1000.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. ¥’

con los

7-metoxi-9-ox0-9,10-dihidroacridin-2-

carbonitrilo (22)

Preparado a partir de 2-amino-5-
metoxibenzaldehido (1c) y 3,4-dibromobenzonitrilo
(2i); purificado mediante cromatografia en SiO:
(EP/ACOEt 8:2); sélido amarillo; rendimiento: 190
mg (76%, 0.76 mmol); punto de fusion > 300 °C.

IR (KBr): 3435 (N-H), 2220 (C=N), 1650, 1630 (C=0),
1155, 1090 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 3.96 (s, 3 H,
OCHs), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.57 (d, /= 8.0
Hz, 1 H, ArH), 7.63 (d, J = 8.0 Hz, 2 H, ArH), 8.01 (d,
J=8.8Hz, 1 H, ArH), 8.56 (d, J = 1.9 Hz, 1 H, ArH),
12.12 (s, 1 H, NH).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-de): & = 55.9, 103.4,
105.5, 119.3, 119.4, 119.5, 120.2, 122.1, 126.4,
132.7,134.8,135.3, 142.7, 155.5, 175.2.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1o0N202:
259.0742; encontrado: 259.0745.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2

con los

6-metoxi-2-nitroacridin-9(10H)-ona (23)

Preparado a partir de 2-amino-4-
metoxibenzaldehido (1d) vy 1,2-dibromo-4-
nitrobenceno (2j); purificado mediante

cromatografia en SiO; (EP/AcOEt 9:1); sdlido
amarillo; rendimiento: 170 mg (63%, 0.63 mmol);
punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3441 (N-H), 2843, 1632 (C=0), 1481, 1455
(N-0), 1062 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.91 (s, 3 H,
OCHs), 6.91-7.06 (M, 2 H, ArH), 7.59 (d, J = 9.2 Hz, 1
H, ArH), 8.14 (d, J = 8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.41 (d, J = 8.5
Hz, 1 H, ArH), 8.93 (d, J = 2.5 Hz, 1 H, ArH), 12.04 (s,
1H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 56.1, 99.0,
113.0, 115.6, 119.0, 119.9, 123.3, 127.5, 128.6,
141.2, 143.1, 145.0, 164.7, 174.9.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH10N20a:
270.0641; encontrado: 270.0643.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2

con los

2-cloro-10-metilacridin-9(10H)-ona (24)

Preparado a partir de 5-cloro-2-
(metilamino)benzaldehido (1k) y 1,2-
dibromobenceno (2a); purificado mediante

cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 6:2); sdlido
amarillo; rendimiento: 180 mg (74%, 0.74 mmol);
punto de fusion: 171-172 °C.

IR (KBr): 3439 (N-H), 3247, 2988, 1633 (C=0), 1559,
1354, 1161, 824 (C-Cl) cm™.

RMN de H (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.81 (s, 3 H,
CHs), 7.24 (t,J = 7.4 Hz, 1 H, ArH), 7.37 (d, J = 9.2 Hz,
1H, ArH), 7.46 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, ArH), 7.56 (dd, J =
9.2,2.8 Hz, 1 H, ArH), 7.70 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, ArH),
8.40 (d, J=2.8 Hz, 1 H, ArH), 8.47 (dd, J=8.0, 1.6
Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 33.8, 114.9,
116.6, 121.6, 122.2, 123.1, 126.7, 127.1, 127.7,
133.8, 134.1, 140.8, 142.3, 176.9.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH11CINO:
244.0524; encontrado: 244.0519.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. >3

con los

3-metoxi-10-metilacridin-9(10H)-ona (25)

Preparado a partir de 4-metoxi-2-
(metilamino)benzaldehido (a1 y 1,2-
dibromobenceno (2a); purificado mediante

cromatografia en SiO2 (EP/AcOEt 6:2); sdlido
amarillo claro; rendimiento: 184 mg (77%, 0.77
mmol); punto de fusién: 174-176 °C.

IR (KBr): 3434 (N-H), 1597 (C=0), 1515, 1282, 750
cm™,

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 6 =3.83 (s, 3 H, CH3),
3.96 (s, 3H, OCHs), 6.84 (d, J=2.0Hz, 1 H, ArH), 6.88
(dd, J = 8.9, 2.2 Hz, 1 H, ArH), 7.26-7.30 (m, 1 H,
ArH), 7.47 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1 H, ArH), 7.62-7.69
(m, 1 H, ArH), 8.50 (d, J = 8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.54 (dd,
J=8.0,1.5Hz, 1 H, ArH),

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & = 33.7, 55.6, 97.9,
109.6, 114.0, 114.6, 121.2, 126.9, 127.6, 129.9,
133.4,142.7,144.5, 164.2,177.1.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1aNO3:
240.1019; encontrado: 240.1013.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 1!

con los
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1,2,3-trimetoxi-10-metilacridin-9(10H)-
ona (26)

A unasolucién de la acridona 7 (142 mg, 0.50 mmol)
en DMF anhidro a 0 °C se agregd lentamente NaH
(60% en aceite mineral, 0.60 mmol) bajo atmdsfera
de Na2. Concluido el burbujeo, se agrega gota a gota
CHsl (140 mg, 1 mmol) a la solucién y se agita a
temperatura ambiente por 4 horas. El progreso de
la reaccién fue monitoreado por TLC y CG-EM. Al
completarse, la solucién se vertié en agua-hielo
(300 ml) y el sélido amarillo se recolecté por
filtracion y se secé al vacio. El crudo se purificé
mediante cromatografia en SiO2 (CH:Cl,/MeOH
9.9:0,1); sdélido amarillo; rendimiento: 123 mg
(85%, 0.42 mmol); punto de fusién: 143-144 °C.

IR (KBr): 3051, 2925, 1632 (C=0), 1596, 1471, 1251,
1086 cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.75 (s, 3 H,
CHs), 3.82 (s, 3 H, OCHs), 3.85 (s, 3 H, OCHzs), 4.01 (s,
3 H, OCHs), 6.90 (s, 1 H, ArH), 7.24-7.28 (m, 1 H,
ArH), 7.70-7.72 (m, 2 H, ArH), 8.22 (d, /=79 Hz, 1
H, ArH).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 34.8, 56.2,
61.1,94.3,111.2,115.7,121.2,123.1, 126.4, 133.2,
137.2,141.7,153.5, 157.8, 175.0.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CizH17NOa:
299.1158; encontrado: 299.1155.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 1%

con los

Sintesis directa de 1,2,3-trimetoxi-10-

metilacridin-9(10H)-ona (26)

Siguiendo el mismo protocolo general desarrollado
previamente, se prepard la acridona 26 a partir de
2,3,4-trimetoxi-6-(metilamino)benzaldehido (1m) y
1,2-dibromobenceno (2a); rendimiento: 221 mg
(74%, 0.74 mmol).

Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos se
encontraron en concordancia con los reportados.

1-hidroxi-2,3-dimetoxi-10-metilacridin-
9(10H)-ona (Arborinina)

La solucién de 26 (145.9 mg, 0.50 mmol) en MeOH
(2 ml) y HClI concentrado (0,37 ml, 10 mmol) se
mantuvo a reflujo por 12 horas. El progreso de la
reaccion fue monitoreado por TLC y CG-EM. Al
completarse, la solucion se vertidé en agua-hieloy se
extrajo con CH2Cl2 (3 x 10 ml). Las fases orgénicas
combinadas se lavaron con solucién saturada de
NaCl y luego se secaron sobre Na;SO4 anhidro. La
fase organica fue luego concentrada y el residuo
crudo, purificado por cromatografia en SiO;
(CH2Cl2/MeOH 9.5:0,5); sélido amarillo;
rendimiento: 117 mg (82%, 0.41 mmol); punto de
fusion: 167-169 °C.

IR (KBr): 3448 (O-H), 2931, 1638 (C=0), 1595, 1556,
1253, 1082 cm™.

RMN de H (300 MHz, CDCls): 6 = 3.84 (s, 3 H, CH3),
3.92 (s, 3 H, OCHs), 4.01 (s, 3 H, OCHs), 6.31 (s, 1 H,
ArH), 7.26-7.33 (m, 1 H, ArH), 7.51 (d, J = 8.7 Hz, 1
H, ArH), 7.74-7.76 (m, 1 H, ArH), 8.48 (d, J = 8.0 Hz,
1H, ArH), 14.66 (s, 1 H, OH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 34.1, 59.1, 60.7,
86.6, 105.3, 114.6, 120.2, 121.3, 126.0, 129.8,
133.8, 140.1, 141.5, 155.6, 159.0, 180.2.

HRMS (El): m/z [M]* calculado para CisH1sNOa:
285.1001; encontrado: 285.1005.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 46

con los
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Capitulo 4: Técnicas de obtencion del andamiaje xantona

4.1 Estado del arte

Existe una interesante observacion epidemiolégica que dictamina que los franceses,
siendo mas sedentarios, consumiendo mas grasas y fumando mas que los estadounidenses,

tienen un indice de mortalidad por enfermedades cardiovasculares marcadamente menor.

Serge Renaud, quien en 1991 presentd los resultados de este estudio cientifico desde la
Universidad de Burdeos, declaré que la idea surgié debido a la cantidad de personas longevas
con las que se encontraba viviendo en el vifiedo de sus bis y tatarabuelos. De acuerdo a sus
palabras, era comun encontrarse con personas de 80 a 90 afios que bebian vino a diario. 4
Tras extender estas observaciones y presentarlas con su equipo, que incluia al cardiélogo
Michel de Lorgeril y a la nutricionista Patricia Salen, se determind que las dietas ricas en
omega-3 y antioxidantes, muy comunes en la cocina mediterrdnea, darian lugar a una
disminucion en la incidencia de casos de cancer, infeccién de miocardio y enfermedad

cardiovascular. 15°

"There’s no other
drug that is so
efficient (at
preventing beart
disease) as moderate
intake of alcobol,”
said Dr. Renaud, who
cautions against
excessive
consumption. "It bas
to be given at a

proper dosage."

Figura 4.1. « No hay otra droga tan eficiente (en prevenir enfermedades del corazén) como una
ingesta moderada de alcohol, » dice el Dr. Renaud *>°.
Esta singularidad, conocida como la Paradoja Francesa («paradoxe frangais»), se deberia
entonces, en gran parte, al consumo regular y moderado de una cantidad considerable de

polifenoles con accidn antioxidante, tales como aquellos presentes en el vino.
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Las xantonas, procedentes de las plantas y comunmente utilizadas en medicina tradicional
china, son compuestos polifenélicos con rutas biosintéticas similares a aquellas de los
flavonoides. Algunas hierbas, como Swertia davidi Franch (Gentianaceae), han sido utilizadas
en el tratamiento de procesos inflamatorios y alérgicos por un largo tiempo. El género Swertia
es tan rico en compuestos de tipo xantona que ha dado lugar a varias resefas sobre el tema
1577159 'Hoy dia, las xantonas y sus derivados, sean obtenidas y aisladas a partir de organismos
vivos o producidas sintéticamente en el laboratorio, cuentan con numerosos estudios

indagando sus actividades bioldgicas y farmacoldgicas.

Tal como se explicd en el capitulo introductorio 1.2.1, las xantonas o xanten-9H-onas
constituyen una unidad farmacoldgica privilegiada formada por una estructura de dibenzo-y-
pirona. La arquitectura plana de esta clase de heterociclos oxigenados les otorga una amplia
variedad de actividades bioldgicas y otras propiedades farmacoldgicas interesantes, como la

accion antiinflamatoria, cardioprotectora, antimicrobiana y antitumoral (Figura 4.2).

antiinflamatoria antimicrobiana

0] o OH
! H
1. L
o) 8 O O
4 O
anticancerigena anticonvulsivante

cardioprotectora

b

anticolinesterasa

Figura 4.2. El nudcleo xantona y su relevancia bioactiva.
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Al igual que para otros compuestos presentados en esta tesis, la capacidad de incorporar una
diversidad de grupos funcionales sobre los anillos bencénicos brinda a estas estructuras
flexibilidad desde el punto de vista quimico, ya que a través de su modelado se permite la
interaccidn optimizada y diferencial con sistemas diana, componentes del sistema de delivery,
drganos o tejidos que darian lugar a efectos indeseados, e incluso entre si mismos. Como
podremos ver en capitulos subsiguientes, y como es razonable esperar, la seleccién de los
grupos funcionales que actuardn como sustituyentes tiene un rol clave en la forma en que se

relacionara con diversas dianas bioldgicas y biomoléculas.

Las xantonas preniladas, entre las que destaca la a-mangostina y sus congéneres, son
compuestos naturales que han demostrado una sorprendente versatilidad en cuanto a sus
propiedades farmacoldgicas. Como se ha explicado, los derivados de xantona destacan por
sus notables actividades citotdxicas, su capacidad para combatir el cancer, sus efectos
antioxidantes, sus propiedades antimicrobianas y su capacidad para mitigar la inflamacion,
entre otros beneficios terapéuticos. Sin embargo, lo que hace que estos compuestos sean aun
mas fascinantes es su potencial capacidad para abordar multiples aspectos de patologias tales

como la enfermedad de Alzheimer.

Mientras que otras sustancias pueden mostrar eficacia en un solo frente terapéutico, las
xantonas, en particular la a-mangostina, destacan por su capacidad de actuar de manera
simultanea con diversos blancos terapéuticos. Esta cualidad las convierte en auténticos
farmacos pluripotenciales, capaces de atacar no solo las manifestaciones mas evidentes de la
enfermedad de Alzheimer, como las disfunciones del sistema colinérgico, sino también otros
aspectos clave, como la inflamacidén cerebral, el estrés oxidativo y la agregacion de oligdmeros

de la via del B amiloide.

La importancia de este tipo de acercamiento terapéutico radica en que, a la fecha, ciertas
afecciones tales como la enfermedad de Alzheimer no tienen forma de prevencion definitiva
o cura, y las drogas aprobadas no tratan la etiologia de la enfermedad, sino la sintomatologia
causada por el detrimento del neurotransmisor acetilcolina. Este tipo de tratamientos
sintomatoldgicos dan lugar a una mejoria cognitiva temporal por inhibicion de la
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa -un coregulador degradatorio-, aumentando la

disponibilidad de acetilcolina.
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Es importante, entonces, encontrar un enfoque diferente a la hora de atacar la terapéutica
gue permita modular, simultdneamente, multiples blancos. De esta manera, seria posible
modificar el curso de la enfermedad por accién sobre colinesterasas, agregacién de A,
especies reactivas de oxigeno, iones metalicos; reduciendo o suprimiendo complicaciones
neurotoxicas, y se podria aumentar la eficacia de la farmacoterapia. 1®° En base a este
paradigma, la estrategia de ligandos multitarget (MTDL, por sus siglas en inglés, Multitarget-
Directed Ligands) busca disefiar moléculas hibridas que exhiban varias funciones
farmacoldgicas simultaneas, usando dos o mds caracteristicas estructurales de compuestos
con actividad especifica y aplicandolos a una Unica molécula para lograr efectos duales o

multiples biolédgicamente complementarios.

Una de las herramientas a disposicién a la hora de analizar la problematica desde una
perspectiva mas amplia, es la relativamente reciente hipdtesis de la cascada amiloidea. 16 Se
parte de la base de que los depdsitos de péptido B-amiloide y acumulacién de proteina Tau
andmala en ovillos neurofibrilares en ciertas regiones del cerebro son las dos lesiones
bandera de la enfermedad de Alzheimer que provocan disfuncién sinaptica, efectos

proinflamatorios y téxicos en células neuronales.

De acuerdo a la hipdtesis de la cascada amiloidea (Figura 4.3), por un lado, la AChE promueve
la agregacion del péptido B-amiloide (BA o AB, por sus siglas en inglés) tras unirse al sitio de
union anionico periférico. Por el otro, el estrés oxidativo cumple un rol clave en la patogénesis
y es uno de los mecanismos mas importantes tras la neurotoxicidad causada por BA. Varios
estudios sugieren, a su vez, que BA se agrega en presencia de iones metadlicos redox-activos
como cobre, zinc y hierro, generando acumulacion intracelular de ROS, por lo que drogas con
actividad antioxidante y quelante podrian ser de utilidad en estrategias terapéuticas a fin de

inhibir el efecto neurotdxico inducido por BA.

Se busca una reformulaciéon del disefio de drogas con fin de encarar este paso particular en la
cascada neurotdxica: la agregacion del péptido BA. Se cuenta con conocimientos que datan
de la medicina tradicional que registra un sin nimero de xantonas naturales utilizadas en el
tratamiento de disfunciones neurolégicas por décadas debido a la gran variedad de

actividades bioldgicas que han demostrado poseer. Algunos ejemplos son los extractos de
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diversas partes de Hypericum perforatum, Mangifera y Garcinia mangostana, empleados

sobre todo por sus propiedades antidepresivas y antioxidantes. 1627164

En el andlisis de la capacidad de este tipo de compuestos para afectar las diversas facetas
relacionadas a la enfermedad, se utiliza como referencia el compuesto a-mangostina dado
gue existe una gran cantidad de informacion bibliografica al respecto. Entre estas facetas a
considerar, mencionamos como las de mayor relevancia la presencia de ROS y otras especies
oxidantes, los procesos inflamatorios que dan lugar a las mismas, y la agregacién de la
proteina 1 (tau) y el péptido B-amiloide, en intima relacion con los desérdenes metabdlicos y

desbalance de las enzimas colinesterasa y monoamino oxidasa. 1%°

Acumulacién y
oligomerizacién de
BA en sistema limbico
y corteza asociativa

Ffectos toxicos sutiles
—»| de los oligdmeros de
BA sobre las sinapsis

Defecto de
eliminacion/Aumento |—»
de produccién de pA

Alteracion de la Activacion de . .
homeostasis del calcio astrocitos y microglia Depésito de los
X L 4 9 <4——| oligémeros de A en
neuronal y estrés respuesta .
e . . placas seniles
oxidativo inflamatoria

Y

Desequilibrio en la
actividad
cinasa/fosfatasa

Hiperfosforilacién
anormal de 7

OQvillos neurofibrilares

Y

Disfuncién sinaptica y

ENFERMEDAD DE neuronal/perdid
ALZHEIMER selectiva/déficit de

neurotransmisores

Figura 4.3. Hipétesis de la cascada amieloide.

Las placas seniles consisten en depdsitos extracelulares que contienen neuritas afectadas,

células gliales activadas y sobre todo BA, que proviene de la proteina precursora del amiloide
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(por sus siglas en inglés, Amyloid Precursor Protein, APP). A mediados de la década de 1980
se identificé la naturaleza quimica de estas placas, compuestas principalmente por BA. La
hipétesis de la cascada amiloidea sostiene, entonces, que el desequilibrio entre la produccién
y la eliminacion de BA, seguido de su acumulacién, desencadena una serie de eventos
adversos, como disfuncion sinaptica, inflamacién glial, hiperfosforilacién y la formacién de
ovillos de proteina tau. Estos eventos conducen en ultima instancia a la muerte de las

neuronas.

El procesamiento de la APP involucra dos vias distintas, una amiloidogénica y otra no

amiloidogénica (Figura 4.4).

En la no amiloidogénica, la enzima a-secretasa escinde la proteina, liberando un fragmento
soluble llamado sAPPa y un fragmento C83, que luego es procesado por la y-secretasa, dando
lugar a p3 y al dominio intracelular de la APP. En la via amiloidogénica, la enzima B-secretasa
libera un fragmento soluble llamado sAPPB y el fragmento C99. La y-secretasa, en este caso,
escinde C99, produciendo un dominio intracelular y al péptido BA (en sus varias versiones,
incluyendo BA40/BA42), a partir del cual se formaran oligdmeros, agregados y placas seniles.
Ademas de la y-secretasa, otro elemento clave en el procesamiento de la APP es la B-secretasa

0 BACE-1, la cual compite con la a-secretasa en diversas etapas celulares. 16®

via no-amiloidogénica via amiloidogénica
sAPPa ’ sAPPS A8
p3 , \
\ 3 y-secretasa a-secretasa BACE-1 y-secretasa \f,
\ & \‘ \ A
\ | | ¥ Colesterol
Neshoor Dt 1
l Tr r § l[ﬁ ) Q
|
v P O J ‘} d
i S \ ; \ 1
C83 APP C99 //'*'
/[ AB
| W
—— No-raft I Raft -

Figura 4.4. Via amiloidogénica y no amiloidogénica. %°
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Un metabolismo celular alterado, la excitotoxicidad y la formacion de especies reactivas de
oxigeno en el sistema nervioso central son representativos de eventos fisiopatoldgicos que
terminan llevando al estrés oxidativo, el cual es acompaiiado por una serie de alteraciones
morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas. La defensa primaria contra dafio mediado por ROS
(catalasa, superodxido dismutasa, glutation peroxidasa, dentro de las enzimdticas, y a-
tocoferol, vitamina C, urato, entre otras no enzimaticas) suele estar afectada o disminuida en

condiciones patoldgicas.

Estudios realizados para examinar los efectos de la a-mangostina sobre el tejido nervioso,
especificamente en homogenados de cerebro de ratas y fracciones P2 de sinaptosomas, al ser
expuestos a diversos agentes toxicos sugieren un efecto antioxidante fuerte. Los agentes
estudiados incluyen generadores de radicales libres, como el sulfato ferroso, agentes
excitotéxicos como el quinolinato, y toxinas mitocondriales como el 3-nitropropionato, asi

como combinaciones de los mismos.

Se concluye a partir de los resultados obtenidos que la a-mangostina posee, ademas de su
poder inhibitorio de la peroxidacioén lipidica basal sin efectos de saturacidén, una elevada
capacidad para atrapar radicales libres, lo que podria desempefiar un papel importante en

procesos neurotéxicos relacionados con el estrés oxidativo.

La a-mangostina también prevendria la disrupcién de la funcion mitocondrial causada por el
acido quinolinico y el acido 3-nitropropidnico en las fracciones sinaptosomales P2, sugiriendo
una relacién entre el dafio lipoperoxidativo y la disfuncion mitocondrial. Esto la convierte en
un candidato prometedor para futuras investigaciones sobre su uso terapéutico en modelos

de neurodegeneraciéon mediada por ROS. 36

A su vez, citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) e interleuquina-1 (IL-1) causan
la up-regulacion de la expresiéon de la molécula de adhesién celular (ICAM-1) en células
endoteliales, que da lugar a intermediarios fuertemente oxidantes y con ello, al inicio del
proceso inflamatorio. El TNF-a incrementa la produccidon de intermediarios reactivos de
oxigeno tales como superdxidos, perdxidos de lipidos y éxido nitrico; segundos mensajeros
durante la expresiéon de ICAM-1 inducida por TNF-a. Las lipoproteinas oxidadas y especies
reactivas de oxigeno llevan a la activacién de factores de transcripcién como el factor nuclear

kB (NF-kB) que es un factor de transcripcion de respuesta a estrés oxidativo, activado
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principalmente por perdxidos. Las xantonas poseen actividad antiinflamatoria, inhibiendo la

peroxidacion lipidica microsomal y modulando la expresién de ICAM-1 por TNF-a. *°

Al analizarse el efecto sobre las enzimas afectadas en este tipo de enfermedad
neurodegenerativa, si bien no hay informacidn de relevancia respecto de la a-mangostina en
particular, las xantonas como familia se han planteado como posibles inhibidores de la
monoaminooxidasa, butiril y acetilcolinesterasa. En un trabajo teérico del grupo de Ji en 2006,
se llevd a cabo un estudio QSAR para determinar los modelos apropiados en la inhibicidn de
la MAO A, MAO B y AChE, >* y nuestro grupo de investigacién, en 2017, llevé a cabo la
evaluacién de la capacidad inhibitoria de una serie de compuestos derivados de xantonas

como agentes inhibidores de la AChE y BuChE. ¢’

En un estudio mds reciente, se investigd la capacidad de la a-mangostina para atenuar la
neurotoxicidad causada por oligdmeros de BA al inhibir su agregacion. Esto es relevante ya
qgue, como se ha explicado, los oligdmeros BA se asocian con la toxicidad celular y la
disminucion de la funcién cerebral en la enfermedad de Alzheimer. La a-mangostina
demostrd su capacidad para revertir los efectos negativos de los oligémeros BA en células

neuronales, lo que la convierte en un posible agente neuroprotector.

La sumatoria de sus cualidades hace de estos compuestos candidatos interesantes para
modificar su estructura quimica y moldearlos a fines de estudiar su comportamiento en
relacion a diferentes dianas, tales como los agregados de PBA. En este contexto, es
fundamental explorar mds a fondo cémo la a-mangostina y sus congéneres pueden
representar una esperanza real en la busqueda de terapias efectivas y multifacéticas para

abordar esta enfermedad neurodegenerativa tan compleja (Figura 4.5).

91



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 4: Técnicas de obtencidn del andamiaje xantona

Generaciony
deposicion de
péptido B-amiloide

Generacion de

Muerte neuronal 5
proteina Tau

Inflamacion Agregacion de

neuroldgica a-sinucleina

) . . Disfuncion
Estrés oxidativo L
colinérgica

Disfuncion
monoamino
oxidasas

Figura 4.5. a-mangostina y congéneres como potenciales farmacos pluripotenciales.

Como ya hemos destacado para otros tipos de compuestos, si bien es posible obtener estas
xantonas a partir de fuentes naturales, el tipo y posicidn de los sustituyentes alrededor de los
anillos se ven limitados a las cascadas impuestas por las vias biosintéticas. Se propone la
sintesis organica como una herramienta que permitiria obtener nuevos compuestos con
diferente naturaleza estructural, ampliando la diversidad de sus actividades bioldgicas y
selectividad, de tal manera atenudndose la posibilidad de darse efectos adversos o

secundarios no deseados.

En lo que se refiere a los procedimientos sintéticos de este tipo de estructura, por lo general
involucran un intermediario benzofenona o diariléter, y se utilizan condiciones de reaccién
bastante severas, con baja tolerancia de grupos funcionales, y/o empleo de acidos fuertes o

metales tdxicos. 168172
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El método tradicional de obtencién de polihidroxixantonas con el que se trabajo es el
desarrollado por Grover Shah y Shah, y requiere la utilizacidn de acidos o-hidroxibenzoicos y
fenoles reactivos en presencia de agentes condensantes como el cloruro de zinc fundido y el

cloruro de fosforilo (ruta 1y II). 1

Se utilizaron, ademas, otras dos hidroxixantonas en el desarrollo de los trabajos sobre
membranas modelo para cuya obtencidn se siguié el método de Suksamrarn y colaboradores,
en el caso de la 1-hidroxixantona, 1’3 y el método de Chengy colaboradores, para la obtencion

de la 3-hidroxixantona. 174

El primero consiste en la utilizacidon de 4cido salicilico y resorcinol como reactivos con ZnCl;
anhidro, sometiendo a calentamiento por 6 horas, seguido de cromatografia en columna con

EP/AcOEt (99:1) (ruta IlI).

El segundo, es un protocolo en dos etapas que incluye la generacién de la dibenzofenona en
el primer paso, seguido de la ciclacion intramolecular para la obtencidon del compuesto de
interés, que puede ser recristalizado en su forma pura desde AcOEt. En la preparacion de la
benzofenona, se utiliza acido 2-clorobenzoico y resorcinol en presencia de ZnCl; anhidro, a
140 °C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, y tras constatar que la reaccidén se
completa, se filtra y lava con solucién saturada de NaHCO:s. El sélido recuperado se disuelve
en DMSO y se somete a una ciclodeshidrataciéon a temperatura con NaOH a lo largo de 3
horas, a 120 °C. La reaccién se desactiva por neutralizacidén a pH neutro con acido sulfurico en

hielo, para luego recristalizar el compuesto puro a partir de acetato de etilo (ruta IV).

Finalmente, la dltima alternativa de sintesis planteada es mediante el reactivo de Eaton,
mediante el que se puede acceder a la 1-hidroxixantona, 1,3-dihidroxixantona y 1,3,6-
trihidroxixantona. Este método requiere la utilizacidon de acido o-hidroxibenzoico y fenoles en
presencia del reactivo de Eaton, que se compone de P,0s y dcido metansulfénico. La reaccién
se lleva a cabo a 80 °C durante 45 a 90 minutos. La mezcla de reaccion se vuelca en agua hielo

y el filtrado se lava con solucién saturada de NaHCOs3 (ruta V).
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Figura 4.6. Sintesis de xantonas hidroxiladas.

Varios trabajos de investigacidn recientes ponen de manifiesto una relacién directa entre la
actividad bioldgica y la existencia de grupos prenilos (3-metil-2-butenilo) en posiciones claves
del esqueleto dibenzo-y-pirona. >17>7178 |3 presencia de tales grupos se convierte en un
factor estructural importante para la interaccién de xantonas y andlogos relacionados con
ciertos receptores bioldgicos, posibilitando un incremento en la potencia y selectividad de su
actividad. Esta peculiaridad, a su vez, puede considerarse doble al tener en cuenta su
influencia en las propiedades fisico-quimicas, incluyendo interacciones lipofilicas e
hidrofilicas, asi como también efectos estéricos en la interaccién con las dianas terapéuticas.
En base a lo expuesto, se desarrollaron una serie de experimentos utilizando no sélo las

hidroxixantonas mencionadas, sino también sus derivados O-alilados y O-prenilados.

El acceso a las xantonas O-preniladas y O-aliladas se logrd por una eterificacion de Williamson
dirigida al hacer reaccionar las hidroxixantonas con bromuro de prenilo y alilo, utilizando

K2CO3 como base, en presencia de acetona anhidra y a temperatura ambiente (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Sintesis de xantonas O-preniladas y O-aliladas.

Las hidroxixantonas generadas son valiosas por si mismas y como compuestos intermedios
en la sintesis de productos quimicos mds complejos. Si bien el método desarrollado por GSS,
29 Eaton 172y otros de su estilo han destacado por su versatilidad y eficiencia en la generacion
de estas hidroxixantonas, presentan una serie de limitaciones a superar desde una
perspectiva metodoldgica y de alcance. Muchas alternativas se han dado a conocer a lo largo
de la ultima década, aunque en general los nuevos protocolos de sintesis suelen requerir
precursores complejos, catalizadores de elevado valor no recuperables, o el uso de ligandos

fosfina y/O aditivos 25,26,30-32,34,118,180-194

El desarrollo de un protocolo de sintesis novedoso y mas eficiente requeriria, por empezar,

de una menor cantidad de pasos y de condiciones menos drasticas.

En afios recientes, se ha reportado la acilacién de haluros de arilo catalizada por paladio con
benzaldehidos 2-sustituidos como método de obtencién de xantonasy sus congéneres. 144195~
199 En 2009, Peng y colaboradores reportaron una sintesis one-step de xantonas por
acoplamiento intermolecular de 1,2-dibromoarenos con diversos salicilaldehidos en DMF a
130 °C en presencia de un catalizador homogéneo PdCl>(PPhs),, utilizando KsPO4 como base.

32 Mas recientemente, Shen y Wu desarrollaron un protocolo selectivo para la sintesis directa

de xantonas a partir de 2-bromofluorobencenos y salicilaldehidos comercialmente
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disponibles utilizando Pd(OAc); como catalizador, en presencia de ligandos de tipo fosfina

(Figura 4.8, rutal). 3!

Alternativamente, en el 2014 nuestro grupo de investigacion desarrollé una estrategia
eficiente y versatil para la construccion del andamiaje xantona a través de un acoplamiento
intermolecular libre de ligandos entre benzaldehidos orto-sustituidos y una amplia variedad
de fenoles. Para este propdsito, se hizo uso de un catalizador heterogéneo de cobre

soportado en un material inorganico, Magsilica (Figura 4.8, ruta Il). 33

Q O OH
Br
H H
R + t@ R R! I R?
OH X z
X=F, Br Z =NO,, OMe, CI
U (I
)
[%‘ 0 'G(\*"

Figura 4.8. Sintesis directa de xantonas a partir de benzaldehidos orto-sustituidos.

Tal como se ha discutido anteriormente en la seccion 1.1.2 y 1.1.3 del capitulo introductorio,
una forma de optimizar este tipo de proceso es la utilizacién de catalizadores de alta eficiencia
y selectividad basados en metales de transicion. El desarrollo de un catalizador apropiado
permite lograr una adecuada economia atémica, baja toxicidad y una mayor eco-
compatibilidad, de forma tal de respetar tanto como sea posible los principios de la quimica
verde. La capacidad de recuperar dichos catalizadores, asi como de disefiarlos y modificarlos
para un propdsito expreso, aumentando su actividad e incluso disminuyendo sus costos,
constituye una premisa atractiva cuando se planea la generacion de pequeiias bibliotecas de

productos con andamiaje con probadas funciones terapéuticas en la industria farmacéutica.

De igual forma, la sintesis organica asistida por microondas se presenta como una
herramienta poderosa y versatil que puede ser aplicada en un amplio rango de reacciones
guimicas, con ventajas que se extienden desde el uso de menores tiempos de reaccién, una

limitacién en la generacién de subproductos, y en forma consecuente, un aumento en los
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rendimientos y conversiones del producto deseado. La utilizacion combinada de MAOS vy
catalizadores metalicos ofrece ventajas significativas sobre métodos tradicionales, dado que
el gradiente inverso de temperatura generado lleva a un aumento en la vida util de los

catalizadores por eliminacion del efecto de pared. 2%

De las propuestas estudiadas, sélo dos utilizan 1,2-dihaloarenos y salicilaldehidos como
materiales de partida 3132 y presentan una serie de dificultades, incluyendo la necesidad de
salicilaldehidos activados con grupos electrodadores, elevados tiempos de reaccién de hasta
12 horas, y el requerimiento de uso de ligandos de tipo fosfina, aun sin considerar la

imposibilidad de recuperacion y reutilizacidn de los catalizadores.

Usando estos resultados como inspiracion, se propuso un método rdpido, conveniente y
alternativo para la reaccion de acoplamiento de dihaluros de arilo con salicilaldehidos
catalizada por paladio heterogéneo bajo irradiacion por microondas. El mismo permite el
acceso a una pequefia biblioteca de xantonas a través de un proceso en un paso. Para tal fin,
se utilizé un catalizador novedoso soportado en biocarbén, al que nos referiremos como

PdNPs/BC (Pd NanoParticles/BioChar (Figura 4.9). 140,201

? (@]
X X AN
R1—:/ + | R — . —> Ry~ R,
OH Br O
1 2 3-20
S8
X =Br, Cl Microondas

Figura 4.9. Nueva aproximacion sintética para xantonas.
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4.2 Nueva ruta sintética

Las condiciones de reaccion para la anulacion intermolecular catalizada por paladio
fueron optimizadas utilizando salicilaldehido (1a) y 1,2-dibromobenceno (2a) como sustratos
modelo (Tabla 4.1). En una primera aproximacion, se evalud la actividad catalitica de siete
catalizadores de paladio en base a las condiciones propuestas por Peng {[Pd] (5 mol%, DMF,
K2C03, 130 °C, 12 h}.3? Teniendo en cuenta los tiempos prolongados de reaccidn, se considerd

el uso de irradiacidén por microondas para aumentar la eficiencia del proceso.

Como se deprende del analisis de la Tabla 4.1, no se detectd progreso de la reaccion en
ausencia de catalizador (entrada 1). Al incorporar el catalizador PdNPs/BC bajo irradiacion
microondas (250 W, 130 °C), el progreso de la reaccién fue evidente incluso en tiempos de
reaccion cortos de 30 minutos (entrada 2). Cuando la reaccion se llevd a cabo con tratamiento
térmico tradicional, una baja proporcién del producto de interés (15%) se detecté luego de
12 horas. Se observé un aumento significativo de formacidon de xantona 3 al aumentar la
temperatura, en el tratamiento con microondas, a 150 °C (entrada 3). Por otro lado, la
actividad catalitica de nanoparticulas de paladio desnudas bajo condiciones térmicas
(entradas 5y 6) no dio lugar a avance en la reaccién. Cierto progreso (25%) tuvo lugar con el

mismo sistema catalitico, utilizando irradiacién con microondas a 150 °C (entrada 6).

Otros nanocatalizadores soportados en diferentes materiales inorganicos tales como Al;03
(entrada 8) y PbO (entrada 9), permitieron acceder al producto 3 con bajos rendimientos al
utilizar el tratamiento con microondas. En este caso, el aumento de temperatura parecié no

tener un efecto positivo en términos de conversién.

De acuerdo a lo observado, el catalizador PANPs/BC tuvo la mejor eficiencia (entrada 4),

mientras que PdCl(PPhs), mostré menor conversion de los reactivos.

El uso de catalizadores comerciales de paladio (entradas 9-11) no derivé en una mejoria en la
generacién de 3 para las condiciones de reaccién estudiadas. Tampoco se observé generacién
de producto al utilizar otros catalizadores comerciales homogéneos tales como Pd(OAc). o

PdCl;(MeCN); (entradas 12 y 13).
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Tabla 4.1. Evaluacion sistemdtica de catalizadores.

(0]
OH Br (@)
1a 2a 3
Temperatura  Rendimiento Rendimientc
Entrada [Pd]
(°C) (T termicof (T Microondas)
1 - 130 - -
2 PdNPs/BC 130 15 44
3 PdNPs/BC 150 46 89
4 PdNPs/BC 150 44 88d
5 PdNPs 130 - 12
6 PdNPs 150 Trazas 25
7 PdNPs/Al>O3 130 Trazas 18
8 PdANPs/Al>O3 150 Trazas 25
9 PdNPs/PbO 130 Trazas 10
10 PACly(PPhs), 130 61 48
11 PdCl(PPhs); 150 Trazas® -
12 Pd(OAc), 130 - -
13 PdCl,(MeCN), 130 - -

@ Condiciones de reaccion estdndar 1a (1 mmol), 2a (1 mmol), K:COs (2 mmol), [Pd] (5 mol%),

DMF (5 ml), 12 horas. BC: Biocarbén.

b La reaccidn se llevé a cabo a 250 W, 30 min. Monitoreo por TLC y CG-EM.

¢ Rendimiento aislado.

9 Reaccion llevada a cabo con una carga de 3 mol% de PdNPs/BC.

¢ Deposicion de paladio negro.
A continuacién, se optimizé la carga de catalizador utilizando las condiciones de irradiacién
con microondas a 250 watts de potencia y 150 °C. Tal como se muestra en la Tabla 4.1, se
inicio el estudio con 5 mol% de PANPs/BC, obteniéndose un 89% de rendimiento. Al disminuir

la carga a 3 mol%, la reaccidn procedié con la misma eficiencia y selectividad (entrada 4). La

reduccion de la carga de catalizador por debajo de 3 mol% tuvo un efecto negativo en el
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rendimiento, mientras que una carga superior a 5 mol% no mejord significativamente la

reaccién en términos de tiempo y rendimiento.

Una vez definidas la naturaleza y carga de catalizador mas apropiadas, se procedié a explorar
la incidencia de la potencia de la irradiacidn microondas a valores de 100, 200, 250 y 300 W.
Para este propdsito, se utilizéd un reactor CEM Discover a 150 °C. Las reacciones fueron
monitoreadas por TLC y CG-EM a diferentes tiempos. La conversion completa de
salicilaldehido se detectd a los 30 minutos a 250 W y 150 °C. Cabe sefalar que tiempos
menores de reaccion llevaron a transformaciones incompletas de los materiales de partida,
mientras que un incremento en el mismo no condujo a mejores rendimientos de reaccion. La
irradiacion con microondas a 100, 200 y 300 W de potencia llevaron a una menor conversion
de los materiales de partida a los 30 minutos de reacciéon, en base a esto, se determinaron

como 6ptimas las condiciones de 250 W de potencia y 150 °C.

El uso de diferentes solventes, tales como N,N-dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona vy
dimetilsulféxido no mostraron mejorias en los rendimientos. Por otro lado, el uso de
solventes menos polares como tolueno o dioxano dieron lugar a una conversién minima de

los materiales de partida.

En forma complementaria, se hizo una exploracion de bases tales como K3POs4, NaxCOs y
Cs,C03, asi como una reaccién de control sin base que no resulté en una transformacién
apreciable de los reactivos, observandose tan sélo trazas del producto deseado. De todas las

bases estudiadas, K2COs resultd ser la mas efectiva.

De tal forma, se determind que las condiciones dptimas para la generacién de la xantona 3
requieren el uso de salicilaldehido (1 mmol), 1,2-dibromobenceno (2 mmol), PdNPs/BC (3
mol%, equivalente a 4 mg de Pd) como catalizador, K2CO3 (2 mmol) y DMF (5 ml) a 150 °C bajo

irradiacion con microondas a 250 W de potencia, por 30 minutos.

Es importante destacar que, bajo estas condiciones de reaccidén optimizadas, no fue necesaria
la presencia de fosfinas y otros aditivos o ligandos para el progreso exitoso de la reaccion.

También es de relevancia sefalar que la formacion del subproducto biarilo proveniente del
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homoacoplamiento del dihaloareno precursor no fue detectado, denotandose la selectividad

de la metodologia para la anulacién directa de 1ay 2a.

Para evaluar el alcance del sustrato electrdfilo, diferentes 1,2-dihalobencenos se hicieron
reaccionar con benzaldehido (1a) bajo las condiciones de reaccion optimizadas. En todos los
casos, los 1,2-dihaloarenos produjeron el esqueleto xantona 3 con buenos a muy buenos
rendimientos (88% para dibromobenceno, 82% para 1-bromo-2-clorobenceno y 67% para
diclorobenceno, Tabla 4.2). Si bien el sistema catalitico no esta limitado al uso de bromuros
como grupos salientes, sino que también admite el uso de bencenos clorados menos
reactivos, el uso de bromo como grupo saliente dio los mejores resultados en términos de

rendimiento.

Tabla 4.2. Alcance del sustrato electrdfilo en la sintesis de 9H-xanten-9-ond®.

- :@ PdNPs/BC O
OH Y K,CO3, DMF o
250 W, 150 °C
1a 2a-c 3
Entrada  Salicilaldehido 1 2-dihalobenceno Xantona Rendimiento (%)
o) o)

=~

OH =
1 T -
0

1a 3

Br
2a
Cl

Br
2 1a 3 82

2b
Cl

/ | Cl

3 1a N 3 67
2c

@ Condiciones de reaccion: salicilaldehido (1 mmol), 1,2-dihalobenceno (2 mmol), PANPs/BC (3
mol%), K:COs (2 mmol), DMF (5 ml) a 150 °C bajo irradiacion con microondas por 30 minutos.
b Rendimiento aislado.
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La evaluacion del alcance y limitaciones de la reaccion se continud explorando a través del
uso de diferentes salicilaldehidos (Tabla 4.3). Los resultados muestran con claridad que esta
nueva metodologia sintética es compatible con una amplia variedad de grupos funcionales
presentes en los salicilaldehidos de partida, incluyendo grupos funcionales tales como nitro,
bromo, cloro, metoxilo, alquilo, alquilamino y un grupo hidroxilo fendlico libre con
conversiones de buenas a excelentes. Sin embargo, cuando un grupo fuertemente
electrodador como el dietilamino o hidroxilo fue introducido, los rendimientos disminuyeron
notoriamente. Las condiciones de reaccidn mostraron una robusta tolerancia a la presencia

de grupos ricos y pobres en electrones en los 1,2-dihaloarenos sustituidos simétricamente.

Finalmente, se analizd la quimio y regioselectividad de la metodologia sintética utilizando 1,2-
dihaloarenos asimétricamente sustituidos. La anulacion intermolecular del 2-bromo-1-cloro-
4-metilbenceno sucedid en forma quimio y regioselectiva, produciendo la xantona 4 con muy
buenos rendimientos. También se observd una elevada regioselectividad para los 1,2-
dibromobencenos asimétricamente sustituidos. La O-arilacion de 4-NO, y 4-Br 1,2-
dibromobencenos ocurrié selectivamente en posicion para. Sin embargo, cuando el 1,2-
dibromo-4-metilbenceno se hizo reaccionar con salicilaldehidos funcionalizados, se identifico
una distribucion equimolar de isémeros (1:1) por *H RMN en el crudo de reaccién, indicando

un bajo control de la regioselectividad.

Vale la pena destacar que este nuevo nanocatalizador heterogéneo de paladio permitié la
sintesis directa de xantonas a partir de salicilaldehidos y 1,2-dihaloarenos con fuertes grupos
electroatractores en su estructura, superando las limitaciones reportadas por los grupos de

Pengy Wu.

El work-up y aislamiento a partir del producto crudo consistié en afiadir acetato de etilo a la
mezcla de reaccion. El catalizador es recuperado en esta instancia por filtracion y lavado con
el solvente. El filtrado se lava, entonces, dos veces con solucién saturada de NaCl y luego se
seca sobre Na;SOs anhidro. Se remueve el solvente a presién reducida y el producto se
purifica por cromatografia en columna usando silica gel 60 como adsorbente. Las estructuras

de las xantonas aisladas se confirmaron en base a sus datos espectroscépicos.
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Tabla 4.3. Alcance de la sintesis directa de xantonas funcionalizadas.

X0 Br.
+ t@ PANPS/BC
OH X

K,COs, DMF
. 250 W, 150 °C
X = Br, Cl
0 0 0 0
o) o) o) o) o~
97% (88%) 92% (82%)? 87% (78%) 72% (63%)
/
62% (54%) 78% (70%) 76% (68% 86% 77%
‘ﬁf‘ Honff‘ L“
11 12
82% (72%) 69% (60%) 93% (86%) 65% (55%)
0
0 “ C'“OO&
0
7
75% (66%) 8% 9% 70% (61%) 0%(3%)
0
TO Br o
0
70% (61%)? 63% (54% 82% (73%) 73% (64%)

Reactivos y condiciones: salicilaldehido (1 mmol), 1,2-dibromobenceno (1 mmol), K,CO3 (2 mmol),
PdNPs/BC (3 mol%) en DMF a 150 °C bajo irradiacion con microondas (250 W) por 30 min.
Cuantificado por andlisis de cromatografia gaseosa usando el método del estdndar interno.

Rendimiento aislado luego de la purificacion (en paréntesis).
% La reaccion se llevé a cabo en presencia de 2-bromo-1-

cloro-4-metilbenceno. Al hacerla con 1,2-dibromo-4-metilbenceno, una proporcion isomérica de 1:1

fue detectada por *H NMR del producto crudo.

103



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 4: Técnicas de obtencion del andamiaje xantona

Para comprobar la reciclabilidad del catalizador PdNPs/BC, se selecciond la sintesis de la
xantona 3 como reaccién modelo bajo las condiciones optimizadas. Los resultados se resumen
en la Figura 4.10. Tras completarse la reaccidon, monitoreada por TLC, el nanocatalizador se
separd por filtracion y se lavd, para finalmente secar en vacio y ser utilizado en una nueva
reacciéon. No hubo pérdida de eficiencia catalitica visible hasta luego de 4 ciclos de uso. La
leve disminucion en la actividad catalitica del primer al cuarto ciclo es consistente con

pequeiias pérdidas de masa del catalizador durante los procedimientos de lavado.

100 ~

88
8 84 82

80+

60

40 -

Rendimiento (%)

204

Ciclo

Figura 4.10. Reciclabilidad de PdNPs/BC en la sintesis one-step de la xantona 3.

El catalizador reciclado se analizé mediante DRX y se determind que no hubo cambio en el
patrén previo y posterior a la reaccidn, mostrando que la naturaleza del mismo no fue
modificada bajo las condiciones de reaccién establecidas. Los patrones, tanto del catalizador

fresco como utilizado, fueron consistentes con los valores de referencia.

A continuacion, se evalud la posibilidad de que hubiese lixiviacion del metal a la fase acuosa
y se estudié mediante espectroscopia de absorcion atémica. El analisis se llevd a cabo sobre
el filtrado extraido en condiciones operativas durante la reaccién y se encontré un 0.001% de
metal en solucidon luego del segundo ciclo, con lo cual se concluye que no existe una cantidad
significativa de lixiviacion. Esto se ve confirmado por los datos espectroscépicos comparativos

entre el catalizador fresco y usado, que se mantienen constantes.
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Los patrones de DRX mostraron picos asociados al material amorfo del biocarbén y otros
correspondientes a las especies de paladio. El drea especifica de superficie fue medida por
metodologia BET y fue de 65m? /g. Un andlisis mediante microscopia TEM se llevé a cabo para
determinar el tamafio de la nanoparticula de Pd. Se determind una alta dispersion de
nanoparticulas esféricas sobre el BC, con un tamafio observado promedio de 2.0 nm. (Figura

4.11)

Figura 4.11. Microfotografia TEM de PdNPs/BC.

En base a los resultados obtenidos, se propone un posible mecanismo de reaccion en la Figura
4.12. El 1,2-dihaloareno 2 primero sufre una adicidon oxidante del Paladio(0) catalizador.
Luego, el intermediario aril-paladio(ll) A reacciona con el salicilato 1 generado en condiciones
basicas, desplazando al haluro y llevando a la formacidn del intermediario
aril(ariloxi)paladio(ll) B. Subsecuentemente, B sufre una C-H activacién del enlace C-H del
aldehido dando lugar al intermediario ciclico C. Finalmente, la B-eliminacién de C seguida de

una sustitucion nucleofilica aromatica intramolecular da lugar a la xantona deseada.
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Figura 4.12. Mecanismo porpuesto para el ciclo catalitico en la sintesis directa de xantonas.
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4.3 Materiales y métodos

A menos que se indique lo contrario, los reactivos se obtuvieron comercialmente y se usaron
sin purificacién adicional. Los solventes se secaron y destilaron de acuerdo con el
procedimiento estandar. 8 Las reacciones se monitorearon mediante TLC en placas de gel de
silice (60F-254) visualizadas bajo luz UV y/o utilizando acido fosfomolibdico al 5% en etanol.

Todos los espectros de RMN de *H y 3C se registraron a temperatura ambiente en CDCls,
acetona-ds 0 DMSO-ds en un espectrometro Bruker Avance ARX-300. Los desplazamientos
guimicos (6) se informan en partes por millén (ppm) desde el TMS utilizando la resonancia
del solvente residual. Se utilizaron abreviaturas estdndar para denotar multiplicidades como
se indicé en 2.4.

Los espectros IR se registraron en un espectrofotémetro FT-IR Perkin-Elmer Paragon 1000 en
modo ATR (Reflectancia Total Atenuada) a temperatura ambiente.

Los puntos de fusion se determinaron utilizando un aparato Blichi 510 y no estan corregidos.

Los espectros de masas se obtuvieron a 70 eV en un instrumento HP-5890 CG-EM de Hewlett
Packard equipado con un detector de masas selectivo HP-5972.

La pureza de los compuestos volatiles y los analisis cromatograficos se determinaron con un
GC Shimadzu (GC-14B) con un detector de ionizacion de llama equipado con una columna HP-
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) utilizando N como gas portador.

Los espectros de masas de alta resolucion se registraron en un equipo Thermo Fisher LTQ
Orbitrap XL (para El) y un Finnigen MAT 95 (para ESI).

La cromatografia en columna flash se realizé utilizando gel de silice MN Macherey Nagel 60M
(0.040-0.063 mm/230-240 mesh ASTM).

Las reacciones de microondas se realizaron utilizando un horno de microondas CEM Discover
en recipientes de reaccién sellados.

La carga de paladio del catalizador se determind mediante espectrometria de absorcién
atomica en un equipo PerkinElmer AAnalyst 700.

Los patrones de DRX se determinaron con un difractémetro Philips PW1710 BASED operando
a 45 kVy 30 mA, equipado con un monocromador con radiacion de Cu Ka 1 (A % 0.15406 nm).

Las isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrogeno a 77 K se midieron en un equipo
Quantachrome nova 1200e. Las dareas de superficie especifica y volumen de poro se
obtuvieron aplicando el método BET.

Las muestras se caracterizaron mediante microscopia electrénica de transmisién, utilizando
un aparato Joel 100 CX2 (Tokio, Japdn). Se midieron aproximadamente cien particulas de
paladio para realizar la distribucion del tamafio de particula y obtener el tamafio promedio
de particula (d). 8

107



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 4: Técnicas de obtencion del andamiaje xantona

9H-xanten-9-ona (3)

Preparado a partir de salicilaldehido y 1,2-
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 12:1); sélido
blanco; rendimiento: 170 mg (88%, 0.88 mmol);
punto de fusion: 172-173 °C.

IR (pelicula): 3070, 2914, 2874, 1654, 1456 cm™.
RMN de *H (300 MHz, CDCl3): & = 7.35 (t, J = 6.0 Hz,
2 H, ArH), 7.48 (d, J = 6.4 Hz, 2 H, ArH), 7.70-7.4 (m,
2 H, ArH), 8.33 (dd, J = 6.0 Hz, 1.2 Hz, 2 H, ArH).
RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): & = 117.9, 121.8,
123.9,126.7,134.8, 156.1, 171.1.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para Ci3H9O2:
197.0603; encontrado: 197.0608.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 25118

con los

2-metil-9H-xanten-9-ona (4)

Preparado a partir de salicilaldehido y 2-bromo-1-
cloro-4-metilbenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 10:1); sélido
blanco; rendimiento: 170 mg (82%, 0.82 mmol);
punto de fusion: 149-151 °C.

IR (pelicula): 3062, 2915, 2871, 1657, 1450 cm™.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): & = 2.39 (s, 3 H, CH3),
7.27-7.32(m, 2 H, ArH), 7.40 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, ArH),
7.45(d,J=8.6 Hz, 1 H, ArH), 7.63 (t,J=7.6 Hz, 1 H,
ArH), 8.04 (s, 1 H, ArH), 8.26 (d, J= 8.6 Hz, 1 H, ArH).
RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 19.8, 116.7, 120.5,
120.8, 122.7, 125.0, 125.7, 132.7, 133.6, 135.0,
153.4,155.2, 176.3.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para C1aH1102:
211.0759; encontrado: 211.0764.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2>118

con los

2-bromo-9H-xanten-9-ona (5)

Preparado a partir de salicilaldehido y 1,2,4-
tribromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO; (hexano/ AcOEt 14:1); sélido
blanco; rendimiento: 170 mg (82%, 0.82 mmol);
punto de fusion: 176-178 °C.

IR (pelicula): 3075, 2919, 1663, 1451 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): § = 7.58-7.61 (m, 2 H,
ArH), 7.71 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, ArH), 7.98-8.01 (m, 2
H, ArH), 8.30 (dd, J = 8.6 Hz, 1.4 Hz, 1 H, ArH), 8.42
(d,J=2.5Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6§ = 117.3, 118.3,
120.2, 121.8, 123.3, 124.5, 127.0, 129.4, 135.5,
137.8,155.1, 156.2, 176.1.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para C13HsBrO2:
274.9708; encontrado: 274.9712.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2%

con los

2,3-dimetoxi-9H-xanten-9-ona (6)

Preparado a partir de salicilaldehido y 1,2-dibromo-
4,5-dimetoxibenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/ AcOEt 10:1);
liquido oleoso incoloro; rendimiento: 160 mg (63%,
0.63 mmol).

IR (fase sélida): 3065, 2940, 2834, 1648, 1466 cm™.
RMN de H (300 MHz, CDCl3): 6§ =3.86 (s, 3 H, OCH3),
3.94 (s, 3 H, OCHs), 6.85 (s, 1 H, ArH), 7.30 (t, /= 8.0
Hz, 1 H, ArH), 7.38 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.60 (s,
1H,ArH),7.63(m, 1H, ArH), 8.27 (d,/=8.0Hz, 1 H,
ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): & = 55.3, 55.4, 98.6,
104.4, 113.9, 116.6, 120.5, 122.7, 125.5, 132.9,
145.7,151.4, 154.4, 155.0, 175.0.

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para CisH130a:
257.0814; encontrado: 257.0819.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2>118

con los

2-nitro-9H-xanten-9-ona (7)

Preparado a partir de salicilaldehido y 1,2-dibromo-
4-nitrobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO; (hexano/ AcOEt 20:1); sélido
incoloro; rendimiento: 130 mg (54%, 0.54 mmol);
punto de fusién: 153-154 °C. El derivado de
xantona 7 también fue sintetizado a partir de 5-
nitrosalicilaldehido y 1,2-dibromobenceno dando
lugar a un sdlido incoloro; rendimiento: 160 mg
(66%, 0.66 mmol).

IR (pelicula): 3077, 1667, 1611, 1452 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 6§ = 7.75-7.77 (m, 2 H,
ArH), 7.98 (dd, J = 9.2 Hz, 0.3 Hz, 1 H, ArH), 8.01-
8.05 (m, 1 H, ArH), 8.40-8.42 (m, 1 H, ArH), 8.85 (dd,
J=9.1Hz, 2.8 Hz, 1 H, ArH), 9.21-9.22 (m, 1 H, ArH).
RMN de 3C (75 MHz, CDCls): 6 = 118.4, 119.9,
121.6, 121.9, 123.8, 125.5, 127.2, 129.4, 136.1,
156.1, 159.5, 175.9.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para C13HsNOa:
242.0453; encontrado: 242.0459.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2%3

con los

2,3-dimetil-9H-xanten-9-ona (8)

Preparado a partir de salicilaldehido y 1,2-dibromo-
4,5-dimetilbenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO: (hexano/ AcOEt 10:1);
liqguido oleoso incoloro; rendimiento: 160 mg (70%,
0.70 mmol).

IR (fase sélida): 3062, 2955, 2851, 1654, 1450 cm™.
RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 6 = 2.35 (s, 3 H, CH3),
2.39 (s, 3 H, CHs), 7.23-7.44 (m, 3 H, ArH), 7.67 (m,
1H, ArH), 8.04 (s, 1 H, ArH), 8.32 (dd, J=7.9Hz, 1.4
Hz, 1 H, ArH).
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RMN de *3C (75 MHz, CDCl3): & = 19.4, 20.8, 118.1,
118.3, 119.9, 122,1, 123.8, 126.5, 126.9, 133.3,
134.6, 145.7, 154.9, 156.3, 177.3.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para CisH1302:
225.0916; encontrado: 225.0920.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 3*

con los

3-metoxi-9H-xanten-9-ona (9)

Preparado a partir de 4-metoxisalicilaldehido y 1,2-
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 10:1); sélido
incoloro; rendimiento: 150 mg (68%, 0.68 mmol);
punto de fusion: 112-114 °C.

IR (pelicula): 3068, 2950, 2843, 1650, 1455 cm™,
RMN de *H (300 MHz, CDCls): 6 =3.92 (s, 3 H, OCHs),
6.86(d,/=2.3Hz,1H,ArH),6.93(d,/J=8.9Hz, 1H,
ArH), 7.34-7.38 (m, 1 H, ArH), 7.43 (d, J=8.3 Hz, 1
H, ArH), 7.66-7.70 (m, 1 H, ArH), 8.27 (d, J = 8.9 Hz,
1H,ArH),831(d,/=7.9Hz, 1H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 56.1, 100.4, 113.5,
116.0, 117.9, 122.2, 124.2, 126.9, 128.5, 134.5,
156.4, 158.3, 165.3, 176.5.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para Ci1H1103:
227.0708; encontrado: 227.0713.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 3?

con los

4-metoxi-9H-xanten-9-ona (10)

Preparado a partir de 3-metoxisalicilaldehido y 1,2-
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 12:1); sélido
incoloro; rendimiento: 170 mg (77%, 0.77 mmol);
punto de fusién: 110-112 °C.

IR (pelicula): 3026, 2951, 2849, 1660, 1450 cm™.
RMN de H (300 MHz, CDCl3): 6 =4.03 (s, 3 H, OCH3),
7.22-7.31(m, 2 H, ArH), 7.39 (t, /= 7.5 Hz, 1 H, ArH),
7.60(d,J=8.4Hz, 1H, ArH), 7.71-7.75 (m, 1 H, ArH),
7.90 (dd,J=7.9Hz, 1.5Hz, 1 H, ArH), 8.02 (d,J=7.9
Hz, 1 H, ArH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3): § =56.7, 115.5, 117.8,
118.5, 121.9, 122.9, 123.7, 124.3, 126.9, 135.1,
146.7, 148.8, 156.2, 177.4.

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para C14H1103:
227.0708; encontrado: 227.0712.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 32

con los

12H-bezo[a]xanten-12-ona (11)

Preparado a partir de 2-hidroxi-1-naftaldehido y
1,2-dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 10:1); sélido
blanco; rendimiento: 180 mg (72%, 0.72 mmol);
punto de fusion: 145-147 °C.

IR (pelicula): 3073, 1663, 1600, 1455 cm™.

RMN de H (300 MHz, CDCl3): & = 7.39 (t, J = 8.0 Hz,
1 H, ArH), 7.48-7.55 (m, 3 H, ArH), 7.65-7.74 (m, 2
H, ArH), 7.84 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH), 8.07 (d, J=9.2
Hz, 1 H, ArH), 8.38 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 113.6, 116.5,
117.0, 122.6, 123.3, 125.1, 125.7, 125.9, 127.3,
128.6, 129.2, 130.2, 132.9, 135.7, 153.7, 156.6,
177.5.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para Ci7H110::
247.0759; encontrado: 247.0764.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 32

con los

3-hidroxi-9H-xanten-9-ona (12)

Preparado a partir de 2,4-hidroxisalicilaldehido y
1,2-dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 2:1); sélido
blanco; rendimiento: 130 mg (60%, 0.60 mmol);
punto de fusion: 253-255 °C.

IR (pelicula): 3455, 3073, 1667, 1601, 1452, 1120
cm™,

RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): & = 2.44 (s, 1 H,
OH), 6.94 (dd, J=7.5Hz, 1.4 Hz, 1 H, ArH), 6.99 (d, J
=7.5Hz, 1.4 Hz, 1 H, ArH), 7.49-7.51 (m, 2 H, ArH),
7.78 (td,J=7.5Hz,1.4Hz, 1 H, ArH), 7.94 (d, J=7.5
Hz, 1 H, ArH), 8.15-8.17 (m, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 103.1, 1140,
118.7, 122.3, 123.9, 126.1, 128.2, 133.9, 134.5,
155.2,158.9, 164.8, 175.5.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para Ci3H9Os:
213.0552; encontrado: 213.0557.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2%

con los

2-cloro-9H-xanten-9-ona (13)

Preparado a partir de 5-clorosalicilaldehido y 1,2-
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 40:1); sélido
blanco; rendimiento: 200 mg (86%, 0.86 mmol);
punto de fusién: 169-171 °C.

IR (pelicula): 3078, 1662, 1602, 1460, 1316 cm™.
RMN de H (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.40 (ddd, J = 8.1
Hz, 7.2 Hz, 1.1 Hz, 1 H, ArH), 7.44-7.52 (m, 2 H, ArH),
7.67 (dd, J = 8.9 Hz, 2.6 Hz, 1 H, ArH), 7.75 (ddd, J =
8.7 Hz, 7.1 Hz, 1.8 Hz, 1 H, ArH), 8.30 (d, J = 2.6 Hz,
1 H, ArH), 8.33 (dd, J = 8.0 Hz, 1.7 Hz, 1 H, ArH).
RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 118.0, 119.8,
1215, 122.7, 124.3, 126.0, 126.8, 129.7, 134.9,
135.2,154.5, 156.1, 176.1.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para C13HsClO2:
231.0213; encontrado: 231.0217.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 3*

con los
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4-(dietilamino)-9H-xanten-9-ona (14)

Preparado a partir de 4-(dietilamino)salicilaldehido
y 1,2-dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 20:1); liquido
oleoso negro; rendimiento: 150 mg (55%, 0.55
mmol).

IR (pelicula): 3067, 2960, 2880, 1663, 1601, 1449
cm™,

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): & = 1.17 (t, J = 7.2 Hz,
6 H, CHs), 3.35-3.41 (m, 4 H, CH2), 6.42 (s, 1 H, ArH),
6.60-6.63 (m, 1 H, ArH), 7.19-7.25 (m, 1 H, ArH),
7.30(d,/=8.0Hz, 1 H, ArH), 7.52-7.56 (m, 1 H, ArH),
8.05 (d,J=9.2 Hz, 1 H, ArH), 8.21-8.23 (m, 1 H, ArH)
RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): & = 11.5, 43.8, 95.1,
108.4, 110.2, 116.3, 121.3, 122.3, 125.5, 127.1,
132.5,151.8, 155.1, 157.6, 174.6.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para Ci17H1sNO2:
268.1338; encontrado: 268.1343.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 32

con los

4-metil-9H-xanten-9-ona (15)

Preparado a partir de 3-metilsalicilaldehido y 1,2-
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 40:1); liquido
oleoso negro; rendimiento: 150 mg (69%, 0.69
mmol).

IR (pelicula): 3071, 2990, 1665, 1600, 1453 cm™,
RMN de H (300 MHz, CDCls): & = 2.54 (s, 3 H, CH3),
7.25 (dd, J = 7.6 Hz, 7.0 Hz, 1 H, ArH), 7.36 (dd, J =
7.6 Hz, 7.0 Hz, 1 H, ArH), 7.50 (d, J = 7.6 Hz, 1 H,
ArH), 7.53 (d, J=7.2 Hz, 1 H, ArH), 7.70 (d, J = 7.2
Hz, 1 H, ArH), 8.17 (d, /= 7.6 Hz, 1 H, ArH), 8.17 (d,
J=7.6Hz, 1 H, ArH), 8.32 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, ArH).
RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6 = 16.0, 118.3, 121.8,
121.9, 123.6, 124.1, 126.9, 127.5, 134.9, 134.9,
135.9, 152.6, 154.7, 177.8.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para C1aH1102:
211.0759; encontrado: 211.0764.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 32

con los

2-bromo-7-cloro-9H-xanten-9-ona (16)

Preparado a partir de 5-clorosalicilaldehido y 1,2,4-
tribromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 10:1); sélido
blanco; rendimiento: 190 mg (63%, 0.63 mmol);
punto de fusion: 202-203 °C.

IR (pelicula): 3071, 1665, 1603, 1455 cm™.

RMN de H (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.40 (d, J = 8.8 Hz,
1H, ArH), 7.46 (d, J = 9.0 Hz, 1 H, ArH), 7.69 (dd, J =
9.0 Hz, 2.6 Hz, 1 H, ArH), 7.82 (dd, J = 8.9 Hz, 2.5 Hz,
1H, ArH), 8.28 (d, /= 2.6 Hz, 1 H, ArH), 8.44 (d, J =
2.4 Hz, 1 H, ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3): 6§ = 114.6, 119.7,
120.1, 120.9, 121.6, 126.8, 128.8, 130.3, 132.7,
134.8,152.9, 154.2, 174.6.

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para
C13H7BrClO2: 308.9318; encontrado: 308.9322.
Los datos espectrales concuerdan con los

reportados en la literatura. 2%

2,7-dimetil-9H-xanten-9-ona (17)

Preparado a partir de 5-metilsalicilaldehido y 2-
bromo-1-cloro-4-metilbenceno; purificado
mediante cromatografia en SiO, (hexano/AcOEt
40:1); sélido blanco; rendimiento: 140 mg (61%,
0.61 mmol); punto de fusidén: 128-130 °C.

IR (pelicula): 3059, 1661, 1609, 1480 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 6 = 2.46 (s, 6 H, CH3),
7.38 (d, J = 8.5 Hz, 2 H, ArH), 7.52 (ddd, J = 8.6 Hz,
2.3 Hz, 0.6 Hz, 2 H, ArH), 8.12 (dt, J = 1.4 Hz, 0.7 Hz,
2 H, ArH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3): & = 22.7, 77.1, 117.8,
122.3,126.4,134.5, 136.0, 154.9, 177.8.

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para CisH1202:
225.0916; encontrado: 225.0921.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2

con los

2,7-dibromo-9H-xanten-9-ona (18)

Preparado a partir de 5-bromosalicilaldehido y
1,2,4-tribromobenceno;  purificado  mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 25:1); sélido
blanco; rendimiento: 190 mg (54%, 0.54 mmol);
punto de fusién: 192-193 °C.

IR (pelicula): 3059, 1660, 1608, 1458 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 6 =7.39 (d, / = 8.9 Hz,
2 H,ArH),7.81(d,/=8.9Hz, 2 H, ArH), 8.42-8.43 (m,
2 H).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & = 117.6, 120.2,
122.9,129.5, 138.2, 155.0, 174.9.

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para C13H7Br20z:
271.0970; encontrado: 271.0975.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 2%

con los

2,3-dimetoxi-5-metil-9H-xanten-9-ona (19)

Preparado a partir de 3-metilsalicilaldehido y 1,2-
dibromo-4,5-dimetoxibenceno; purificado
mediante cromatografia en SiO, (hexano/AcOEt
15:1); liquido oleoso incoloro; rendimiento: 200 mg
(73%, 0.73 mmol).

IR (estado sdlido): 3075, 2945, 2860, 1666, 1601,
1454 cm™,

RMN de H (300 MHz, CDCl3): = 2.46 (s, 3 H, CH3),
3.92 (s, 3 H, OCHs), 3.95 (s, 3 H, OCHs), 6.86 (s, 1 H,
ArH), 7.16-7.20 (m, 1 H, ArH), 7.44 (d, J = 7.4 Hz, 1
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H, ArH), 7.58 (s, 1 H, ArH), 8.10 (d, J = 8.0 Hz, 1 H,
ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): & = 14.8, 55.3, 55.5,
98.7, 104.4, 113.7, 120.3, 122.2, 123.1, 125.9,
133.8,145.7,151.3, 153.5, 154.4, 175.4.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para CisH1104:
271.0970; encontrado: 271.0975.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 194207

con los

2,7-dinitro-9H-xanten-9-ona (20)

Preparado a partir de 5-nitrosalicilaldehido y 1,2-
dibromo-4-nitrobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO2 (hexano/AcOEt 18:1); sélido
amarillo; rendimiento: 180 mg (64%, 0.64 mmol);
punto de fusion: 232-234 °C.

IR (estado sdlido): 3058, 2917, 1667, 1605, 1463,
1345 cm™.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 6 = 7.65-7.69 (m, 2 H,
ArH), 8.52-8.56 (m, 2 H, ArH), 9.07-9.12 (m, 2 H,
ArH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): & = 120.1, 121.2,
123.3,129.9, 144.5, 158.6, 174.3.

HRMS (ESI): m/z [M + H]* calculado para C13HsN20s:
286.0226; encontrado: 286.0230.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literatura. 1°4207

con los
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Capitulo 5: Interaccion fisicoquimica de derivados de
xantona sobre membranas lipidicas modelo

5.1 Derivados hidroxilados de xantona sobre membranas modelo de DPPC
y DMPC

5.1.1 Introduccion

La comprensién actual de la estructura y dindmica de las membranas bioldgicas se
basa en un hito histérico en la biologia celular. En la década de 1970, los visionarios cientificos
J. Singer y G. Nicolson propusieron un modelo revolucionario conocido como el «mosaico
fluido».2% Este modelo fue influenciado por ideas anteriores, como el modelo de Danielli y
Davson de 1935, que ya sugeria que la bicapa de fosfolipidos era el elemento estructural clave
de las biomembranas.?®® Sin embargo, fue la propuesta de Singer y Nicolson la que se

convirtié en un punto de inflexion en la investigacion. (Figura 5.1).

Cuatro décadas después, el modelo de Singer-Nicolson se mantiene como un elemento
constante en el capitulo de Membranas de todos los libros de Bioquimica y Biologia Celular.
Su modelo no solo simplificd una gran cantidad de observaciones experimentales y conceptos
previos de las décadas de 1950 y 1960, muchos de los cuales parecian incongruentes en ese
momento, sino que también se convirtié en un pilar fundamental en la biologia molecular y
celular. Este legado no solo destaca la importancia de comprender las caracteristicas
intrinsecas y la dindmica de las membranas, sino que también sirve como un punto de partida

esencial para continuar estudiando y comprendiendo este tipo de sistemas.

Figura 5.1. Modelos de membrana plasmadtica de Denielli y Davson (1935), a la izquierda, y de
Singer y Nicolson (1972), a la derecha. Desde el modelo «de sandwich » al modelo de «mosaico
fluido ».
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El conocimiento de la estructura basica de las membranas proporciona los cimientos para

desentrafiar comportamientos mds complejos y especificos. Las membranas, que definen Ia
integridad celular, no solo actian como barreras fisicas, sino que también desempefian roles
fundamentales en la sefalizacidn y el transporte de moléculas. Este papel dindmico y esencial
surge de la capacidad intrinseca de las membranas para adaptarse y responder a estimulos

especificos, ya sean de origen biolégico o artificial.

Asi, la evolucion desde el «mosaico fluido» hasta el conocimiento actual de las propiedades y
comportamientos de las membranas refleja una progresion natural en nuestra comprension,
donde la estructura primordial proporciona las bases necesarias para explorar las

complejidades de los procesos celulares y moldear el futuro de la investigacion biomolecular.

Desde una perspectiva aplicada, la manipulacién de las caracteristicas de las membranas se
presenta como una estrategia prometedora en el disefio de terapias y enfoques terapéuticos
innovadores. La capacidad de ajustar las propiedades especificas de las membranas podria
conducir al desarrollo de sistemas biomiméticos altamente eficientes o a la creacién de

membranas artificiales con funciones especializadas para aplicaciones biomédicas.

En este contexto de la investigacion biomolecular, la velocimetria y densitometria se han
revelado como herramientas invaluables a la hora de proporcionar informacién mecanica y
termodinamica que también arrojan luz sobre los misterios de las membranas, tanto
artificiales como bioldgicas. 2% A través de estas herramientas, se desentrafian aspectos
cruciales de la respuesta de las membranas a cambios en su entorno, contribuyendo asi a una
comprensién mas profunda de los fendmenos celulares y a la optimizacidn de las aplicaciones

practicas en ingenieria biomolecular.

Este enfoque preciso en las propiedades mecdanicas y termodinamicas ha revelado que laregla
general, respecto de las propiedades mecanicas de las membranas lipidicas, es que la
compresibilidad de la membrana aumenta en presencia de un efector respecto de aquellas
constituidas por el lipido puro, 219211 mientras que en sistemas mas particulares la presencia
del efector hace a la membrana menos compresible. 212 Es decir, se plantea que el efecto de
compresibilidad depende del estado de fase del lipido 213215 y de la proporcidén en relacion al

efector. En lo que concierne al comportamiento termodinamico de la membrana, la presencia
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de un efector tiende a disminuir el valor de la temperatura de transicién del lipido, tornando

a la membrana mas fluida.

Efectores de gran interés, dadas sus amplias y reconocidas virtudes terapéuticas, son aquellos
pertenecientes a la familia de las xantonas. La xantona y sus derivados han sido objeto de
interés constante en la investigacion cientifica debido a su diversidad de propiedades

farmacoldgicas y su potencial aplicacién en diversas areas de la medicina y la quimica.

La historia de estas moléculas se remonta a la antigua medicina ayurvédica de la India, donde
se utilizaban en la preparacion de remedios naturales, destacando su rica herencia
terapéutica que abarca siglos. Desde su redescubrimiento en el siglo XIX, las xantonas han
desempeiiado un papel fundamental en la busqueda de compuestos bioactivos. Algunas de
estas moléculas se encuentran disponibles como metabolitos secundarios en plantas
superiores, tales como la a-, B- y y-mangostina, y otras pueden ser disefiadas y adquiridas a
través de sintesis o semisintesis organica. 2!7222 La contribucion de estas moléculas a la
farmacologia y la investigacion biomolecular ha sido invaluable, y su versatilidad las ha

convertido en candidatas ideales para aplicaciones médicas y farmacéuticas de vanguardia.

Las hidroxixantonas, en particular, han surgido como agentes antioxidantes destacados en
investigaciones recientes debido a su papel preventivo frente a enfermedades originadas por
la presencia de especies reactivas de oxigeno o radicales libres. Aunque las hidroxixantonas
se encuentran en la naturaleza, su aislamiento directo de plantas se considera desfavorable
debido a los bajos rendimientos, con valores tan bajos como el 0,02 al 0,1 % en el caso de
Garcinia y sumando menos del 0,007 % en algunos isdmeros de la a-mangostina, 22 lo cual
no sélo implica procedimientos costosos y laboriosos, sino también un perjuicio mayor desde
la perspectiva ecolégica. En vistas de estas limitaciones, se ha explorado la via de la sintesis

como una alternativa mas ventajosa.

Estudios han revelado que algunas de estas sustancias, tales como la 1,3-dihidroxi-9H-xanten-
9-ona (1,3-DHX), la 3,4,6-trihidroxi-9H-xanten-9-ona (3,4,6-THX) y la 1,3,6-trihidroxi-9H-
xanten-9-ona (1,3,6-THX) (Figura 5.2), poseen efectos antioxidantes incluso mas potentes que
las conocidas vitaminas Cy E. 224 Estos compuestos han sido sometidos a pruebas de actividad

antirradical para evaluar su capacidad de eliminar radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-
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picrilhidrazilo), comparandolos con sustancias estandar como la quercetina y el acido

ascorbico. Los resultados revelaron notables propiedades antioxidantes, sugiriendo una
correlacién entre la actividad y la posicién y el nUmero de sustituyentes hidroxilo en su
estructura central. Ademads, cabe destacar que todos estos compuestos demostraron ser

efectivos y seguros en pruebas de toxicidad in vitro, consolidando asi su potencial. 2%

O OH
N
I
O OH
1,3-DHX
0
09q A
HO @) OH O O
3.4,6-THX OH HO O OH

1,3,6-THX

Figura 5.2. Xantonas hidroxiladas con actividad antioxidante.

Dada su elevada seguridad y relevancia farmacoldgica, junto a sus cualidades terapéuticas y
su potencial para interactuar con membranas bioldgicas e incluso atravesarlas, estas
moléculas han sido identificadas como agentes terapéuticos interesantes. Este tipo de
compuestos se definen, entonces, como candidatos prometedores para su estudio sobre
membranas modelo de fosfatidilcolinas, siendo estas consideradas como componentes

lipidicos mayoritarios y esenciales en la regulacidén de las membranas celulares.

En trabajos previos del grupo, se habia estudiado la interaccion de xantonas con DPPC
mediante potencial zeta, calorimetria diferencial de barrido y simulaciones computacionales,
determinando la relacidn de hidroxixantonas con regiones especificas de las bicapas de

fosfatidilcolinas y la potencial disposicidn de las mismas (Figura 5.3). 2%°

Se determind que las xantonas polihidroxiladas se reubicarian al pasar de la fase liquido-
cristalino a la fase sodlido-cristalina, mientras que la que presenta menos hidroxilos se
mantendria en la misma posicion. Todas las xantonas estudiadas aumentaron la fluidez de Ia
membrana, con un mayor efecto por parte de la xantona polihidroxilada en la fase fluida,

mientras que para la monohidroxilada el efecto se ve mds pronunciado en la fase sélido-
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cristalina. Con estas bases, seria natural esperar que las hidroxixantonas también alteren las

propiedades dindmicas y mecanicas de las membranas.

sélido cristalino liquido cristalino

1,3,6-THX

- -

sélido cristalino liquido cristalino

Figura 5.3. Configuracion propuesta para los sistemas DPPC-Xa.

Rybar y colaboradores, indicaron que la técnica de velocimetria y densitometria por

ultrasonido proveia informacién fisica mds detallada para vesiculas en comparacion a

116



Diseno, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas
modelo

métodos tradicionales como DSC, a la vez brindando evidencia del grado de compresibilidad

de la membrana. ?1° Un beneficio extra de esta técnica, comparada con los asi llamados
métodos microscopicos tales como ESR (resonancia paramagnética electrénica), RMN o
espectroscopia de fluorescencia, consiste en el hecho de que la compresibilidad representa
una cualidad macroscoépica cuantificable derivada de las propiedades fisicas de la bicapa
como un todo. Las conclusiones extraidas mediante este tipo de estudio se verian menos

afectadas por perturbaciones locales. 2%’

De tal forma, se evaluaron las propiedades termodinamicas y mecanicas de bicapas de DPPC
y DMPC en presencia de hidroxixantonas, tanto desde una perspectiva experimental, como
computacional. El objetivo fue contrastar medidas de compresibilidad con medidas de fluidez
a modo de contestar el siguiente interrogante: éestan los cambios en el orden estructural,

compresibilidad y fluidez correlacionados de manera trivial?

Para comprender la importancia de las propiedades de las bicapas lipidicas en este estudio,
es fundamental adentrarnos en algunos conceptos clave. Uno de los conceptos
fundamentales es el de fluidez, que refiere a la capacidad de los lipidos que componen la
bicapa de moverse y reorganizarse constantemente. Otro aspecto crucial, que
tradicionalmente se considera en relacion directa al primero, es el orden estructural de la

bicapa, relacionado a la disposicion y orientacidn de los lipidos y a sus interrelaciones.

La temperatura de transicion es un punto fundamental en la dindmica de las bicapas que
afecta tanto a la fluidez como al orden estructural de la membrana. Esta temperatura marca
el cambio entre diferentes fases en las que la bicapa lipidica puede encontrarse. En un
extremo, se encuentra la fase sélido-cristalino (Lg), donde la bicapa es mas rigida y ordenada.
En el otro extremo, se encuentra la fase liquido-cristalino (Ly), donde la bicapa es mas fluida
y los lipidos tienen una mayor movilidad. Ademas, existe una fase intermedia conocida como

«fase ripple» (Pg), que presenta ondulaciones o deformaciones en la bicapa (Figura 5.4).228

La modulacién de estas fases es critica para regular la fluidez y la permeabilidad de Ia
membrana y desempeifian un papel esencial en su funcion y en su interaccion con compuestos

como las xantonas.
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Por debajo de Tm Por encima de Tm
Menor compresibilidad TEMPERATURA Mayor compresibilidad
Mayor rigidez Menor rigidez
Menor permeabilidad Mayor permeabilidad
Menor movilidad Mayor movilidad

Fase sdlido Fase liquido
Fase gel L. cristalino Lg cristalino Ly

Fase ripple Pg

Figura 5.4. Esquema del comportamiento de la bicapa lipidica en sus distintos estados de fase.

El aceptado general en lo que a efectores refiere, es que los mismos se intercalan entre las
cadenas de los lipidos, induciendo un desorden estructural que aumenta la fluidez y asi,
disminuye la temperatura de transicion, por debilitamiento de las interacciones metileno-
metileno entre las colas hidrocarbonadas. De igual forma, este desorden aumenta la
compresibilidad de la membrana. Sin embargo, en el caso de algunos efectores de geometria
particular y elevada hidrofobicidad tales como las xantonas estudiadas, se presume que el

comportamiento seria mas complejo y rico que el planteado para el escenario general.

En los capitulos anteriores, el énfasis se puso en el desarrollo de metodologias para la sintesis
de nucleos farmacoféricos; ahora, la atencién se dirigirda hacia la aplicacién de estos
compuestos en modelos de membrana. En este capitulo, se explorard como los derivados
hidroxilados de xantona interactian con membranas modelo de DPPC y DMPC. Este enfoque

nos permitird comprender mejor como los efectores de esta naturaleza pueden afectar las

118



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas
modelo

propiedades de las membranas celulares, lo que es fundamental para entender su potencial

impacto en procesos biolégicos y, por lo tanto, su aplicabilidad terapéutica. El conocimiento
y comprensidon de las caracteristicas mecanicas de una bicapa de lipidos no solo amplia
nuestro entendimiento de las propiedades fisicoquimicas, cualidades y limitaciones de este
tipo de materiales, sino que también nos permite predecir cdmo una sustancia interactua con
ellos y por qué, permite disefiar formulaciones mas éptimas para la administracion de
farmacos y proporcionar explicaciones a los comportamientos observados en sistemas

biolégicos de interés.

Este capitulo servird como un puente entre la sintesis de compuestos prometedores y su
evaluacién en un entorno biolégico simulado, representando un paso crucial en el camino

hacia la traduccidn de la investigacidon quimica en aplicaciones médicas y farmacéuticas.
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5.1.2 Materiales

1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (DPPC) y  1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-
fosforilcolina (DMPC) fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL). Las
xantonas sintetizadas, caracterizadas y purificadas fueron la 1-hidroxixantona, 1-HX, and
1,3,6-trihidroxixantona, 1,3,6-THX. La obtencién de xantonas se llevd a cabo utilizando un
enfoque sintético basado en la metodologia de Khammee y colaboradores para la 1-HX, y

utilizando el reactivo de Eaton para la sintesis de 1,3,6-THX.

En la preparacién de la 1-HX, se parte acido salicilico y resorcinol. La reaccidn se lleva a cabo
en presencia de ZnCl, como catalizador a una temperatura de aproximadamente 170 °C
durante 6 horas. Durante esta reaccion, el acido salicilico se combina con el resorcinol en un
proceso de condensaciéon con el ZnCl; actuando como dacido de Lewis, catalizando Ia
formacion de enlaces. En el caso de la utilizacion del reactivo de Eaton, la reaccion se lleva a
cabo a 80 °C, durante 75 minutos. El método sintético involucra la activacion del acido
salicilico derivado mediante la formacidn de su correspondiente éster, que permite la
posterior reaccién con el floroglucinol. Una vez completadas las reacciones, se procede a
aislar y purificar las xantonas obtenidas. Este proceso implica técnicas de separaciéon vy

purificacidn, incluyendo la cromatografia en columna y la recristalizacidn.

El proceso implica la reaccién de acidos salicilicos derivados y fenoles derivados para generar
las xantonas deseadas. El caso de la metodologia de Khammee se utiliza ZnCl; y elevadas
temperaturas, > mientras que por la metodologia de Pillai se utiliza el reactivo de Eaton,

con temperaturas y tiempos de reaccién notoriamente inferiores 22° (Figura 5.5).
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ZnCl,, 170 °C

OH i O
6 horas O
OH HO 0

1-hidroxi-9H -xanten-9-ona (1-HX)

P205/MCSO3H

(0] OH
80 °C, 75 min
OH HO O OH

HO OH HO

1,3,6-trihidroxi-9H -xanten-9-ona (1,3,6-THX)

Figura 5.5. Obtencion de hidroxixantonas

Los liposomas de DPPC-XAs y DMPC-XAs fueron preparados con una fraccion molar de
xantona de 0.3, sin considerar al solvente. La cantidad de efector se ajusta en base a estudios
preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio que, a su vez, coinciden con los
encontrados en bibliografia. 23° Las mezclas de DMPC y DPPC con xantonas se disolvieron en
una mezcla de cloroformo-metanol que fue removida por evaporacién en flujo de nitrégeno
de forma tal de obtener un film lipidico seco. El solvente remanente se elimind mediante alto
vacio, 2 horas adicionales en un Thermo Scientific Speed Vac SPD11V. El film lipidico seco se
hidraté con 3 mL de agua milliQ a 10 °C por encima de la temperatura de transicién de cada
lipido y fue homogeneizado mediante ciclos de vdrtex. Esta combinacion del uso de vértex y
temperatura permitié adquirir una poblacién polidispersa de MLVs de concentracion final
aproximada de 2.4 mg.ml! para medidas de densidad y velocidad de ultrasonidoy 3 mM para
cada experimento de potencial zeta. Antes de llevar a cabo las medidas de densidad vy
velocidad de ultrasonido, la suspensidn acuosa de vesiculas requirié desgasificacién utilizando

una bomba de vacio de agua.
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5.1.3 Métodos

La rigidez y el nivel de orden estructural de los sistemas puros y dopados se estudié
mediante medidas de densidad (p) y velocidad de ultrasonido (u), las cudles a través de un
tratamiento matemadtico dan lugar a valores de volumen especifico y compresibilidad
adiabatica especifica. Los valores de densidad y velocidad de ultrasonido para las distintas
muestras fueron obtenidos en forma simultdnea y automadtica mediante un instrumento
comercial Anton-Paar DSA 5000 Densimeter and Sound Velocity Analyzer. Estas
determinaciones fueron llevadas a cabo por enfriamiento progresivo, dado el método de
preparacion. No se observaron diferencias significativas utilizando un método de
calentamiento continuo. Ya que los valores de velocidad del sonido y densidad dependen
fuertemente de la temperatura, esta variable se mantuvo a valores constantes (#1072 K)
utilizando el método de Peltier. Las medidas fueron altamente reproducibles (superior a
+5.10-6 g.cm3 y +10-2 m.s?, respectivamente) y cada serie de mediciones se realiz6 por

triplicado.

Tal como se menciond en la introduccion de este capitulo, las determinaciones de velocidad
de ultrasonido permiten la evaluacién de las propiedades eldsticas de un medio acuoso y

suspensiones como en el caso de estas vesiculas. 2132317234

Generalmente, la velocimetria ultrasénica provee informacién de velocidad del sonido, mas
especificamente como incrementos en la concentracién de la misma, 23>23 en la forma en

gue se presenta en la ecuacién 1:

u_uO

[u] =

uo‘C

Donde c es la concentracidn de lipido en mg.mly up indica la velocidad del sonido del agua
pura. A partir de datos de densidad, se extraen los valores de volumen especifico, @,, como

se presenta en la ecuacion 2:

122



Diseno, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas
modelo

Donde po es la densidad del agua. A partir de una combinaciéon de valores de volumen

especifico aparente e incremento de concentracién de velocidad del sonido, se estima la
compresibilidad adiabética especifica del sistema, @«/Bo, mediante la ecuacion 3:

Pk 1

= —2[u] - —+ 29y

Bo Po
Donde Bo representa el coeficiente de compresibilidad adiabatica y po es la densidad del agua.

El valor de @«/Bo representa los cambios en el volumen de compresibilidad de las vesiculas

relativo al solvente.

Para verificar los valores de temperatura de transicion para cada uno de los diferentes
sistemas, se midié el potencial zeta como funcidn de la temperatura %3’ para el DPPC, DPPC-
XAs, DMPC y DMPC-XAs en un Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK). Las
determinaciones se llevaron a cabo por calentamiento progresivo de las muestras,
permitiendo que alcancen el equilibrio en cada una de las temperaturas medidas, cada 2°C
con periodos de estabilizaciéon de 5 minutos (a +10! K de temperatura constante de acuerdo

al método de Peltier). Cada serie fue analizada por triplicado.

Por otro lado, para los sistemas estudiados se realizaron estudios de dinamica molecular a
fines de confirmar el cambio en la compresibilidad de sistemas lipidicos en membranas
modelo con y sin efectores, y se compararon con los resultados obtenidos mediante estudios

experimentales para esos mismos sistemas.

Las simulaciones de dindmica molecular de las bicapas de DPPC fueron llevadas a cabo con el
pack de simulacion de AMBER16,238 con campo de fuerza Lipid17. 23° Los enlaces, angulo y
torsidon y parametros de Lennard-Jones en Lipid17 fueron adquiridos de manera directa del
General Amber Force Field (GAFF),?*° como una actualizacidon de torsién y pardmetros de

Lennard-Jones.

Se construyd la primera bicapa de 128 moléculas de lipidos (DPPC o DMPC, de acuerdo al tipo
de membrana), 64 por cada monocapa en un arreglo de 8x8. Las moléculas se ubicarona 9 A
la una de la otra en una organizacién de cuadrado. Luego, 9 moléculas de lipido fueron
removidas y reemplazadas por 18 moléculas de xantonas en cada monocapa, aleatoriamente

orientadas en proximidad a las posiciones de equilibrio final a modo de disminuir los tiempos
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de simulacion. Otras simulaciones fueron llevadas a cabo en sistemas similares con xantonas

originalmente ubicadas en medio acuoso, y tras largos tiempos de simulacién alcanzaron sus

ubicaciones de equilibrio dentro de la membrana.

La membrana de DPPC fue estabilizada a 293 Ky 323 K, y para la membrana de DMPC, a 283
K y 303 K, de manera de cubrir temperaturas que contengan el estado sélido y liquido-
cristalino, respectivamente. Luego se solvataron con 10964 moléculas de agua TIP3P,

correspondiente a condiciones de hidratacidn total. 241242

La minimizacion consistié en dos pasos, ambos a volumen constante. Primero, el solvente fue
minimizado con la membrana y xantonas fijas. Luego, el sistema se libera para minimizarlo en
su totalidad. Las dimensiones y densidad del sistema fueron equilibradas tras estabilizar la
temperatura mediante un termostato de Langevin,?** manteniendo la membrana fija.
Finalmente, todas las ligaduras se liberan y la membrana es libre de alcanzar la distancia de

equilibrio lipido-lipido.

Mads corridas de calibracidon de al menos 300 ns fueron llevadas a cabo para asegurar el
equilibrio apropiado de las bicapas de DPPC-XAs con un paso de integracién de 2 fs. Ambas
corridas, de establecimiento del equilibrio y de produccidn, se condujeron bajo condiciones
de NpT ensemble con SHAKE activado para enlaces de hidrégeno, utilizando condiciones de
limite periddico con el mesh de particula Ewald para el tratamiento de electrostatica de largo

244

rango 24y un corte de espacio real de 10 A.

El andlisis de compresibilidad se llevé a cabo determinando el médulo de compresibilidad

isotérmico (ka) 23° que se obtiene mediante la siguiente ecuacion 4:

_ 2kpT(A,)

A 2
nlipido 7

Donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura de simulacién, <A.> el drea media
por lipido, 0a? la varianza del area por lipido y niipido €l NUmero de lipidos en la membrana. El
area por lipido es calculada como una propiedad de la membrana en su conjunto. Representa
el drea promedio que un fosfolipido individual ocupa en una interfase, independientemente

de la presencia de un efector. Se calculé como se ve en la ecuacidn 5:
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(dimension de caja X)(dimension de caja’y)

A lipido =
rea por tptao Numero de fosfolipidos por capa

De forma tal de estudiar la fluidez de la membrana lipidica en respuesta a la presencia de
efectores en la bicapa, se calculd el desplazamiento medio de cuadrados bidimensional (2D-
MSD; siendo el desplazamiento medio de cuadrados en el plano de la membrana, ortogonal
a la direccion de las cadenas de los lipidos). EI MSD es una medida de la diferencia promedio
de la posicidn de los &tomos pesados de un lipido con respecto de una posicidn de referencia

en funcién del tiempo, definido como se observa en la ecuacion 6:

1 N
MSD = ((x — x)2) = NZ(xn(t) - xn(O))2

Donde N es el niUmero total de atomos, xn(0) y xo representan la posicién de referencia para

cada dtomo, y xn(t) es la posicion del dtomo a tiempo t.

La fluidez, entonces, se establecié en relacidn a valores de desplazamiento cuadratico medio
(MSD) de los lipidos en una bicapa. Un sistema mas fluido, mostraria valores de MSD mayores
gue su contraparte. Estas simulaciones fueron contrastadas con ensayos experimentales
mediante andlisis de potencial zeta en funcidon de la temperatura, que permitieron
determinar las temperaturas de transicion correspondientes para los sistemas
implementados y corroboraron los resultados obtenidos de manera teérica para el parametro

de fluidez.

5.1.4 Discusion

Se estudid la velocidad de ultrasonido y densidad para las dispersiones de vesiculas de
DPPCy DMPC, con y sin hidroxixantonas, en funcién de la temperatura. Se calcularon valores

de volumen especifico y compresibilidad adiabatica para las bicapas lipidicas.

Las medidas de densidad permiten calcular el volumen especifico de la membranay, en tanto,
la compresibilidad adiabatica especifica de acuerdo a la ecuacién 3. Los resultados de
incremento de concentraciéon de la velocidad de ultrasonido [u], volumen especifico, @y, y el
coeficiente de compresibilidad adiabatica especifica, @«/Bo, en funcién de la temperatura se

presentan en las Figura 5.6Figura 5.7Figura 5.8 para las diferentes dispersiones de MLVs.
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Cuando se estudia el incremento de concentracién para la velocidad del sonido, [u], podemos

ver que una disminucién del valor suele ir aparejada a una disminucion del orden de las
bicapas, relacionado en este caso a la potencial mejoria de libertad conformacional en las

cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos.

0,06 ——DPPC
—8—DPPC-XA1
—A—DPPC-XA1,3,6

0,04

0,02

25 30

-0,02

0,04

[u] / mLg*

-0,06

-0,08

Figura 5.6. Grdfico de incremento de la concentracion de velocidad de ultrasonido, [u] versus
temperatura para una suspensién acuosa de MLVs de DPPC sin hidroxixantonas (4 ), con una

fraccién molar de 0.3 de DPPC-1-HX (®) y DPPC-1,3,6-THX ( A ). En trodos los casos, la desviacion
estdndar fue menor al 10% para datos correspondientes a 3 réplicas.

Una caracteristica tipica del grafico de [u] en funcion de la temperatura es un minimo en el
punto en que tiene lugar la temperatura principal de transicion de fase (Tm), 24724’ como se
puede apreciar en la Figura 5.6, curva azul. Los valores de velocidad del sonido exhiben una
caida caracteristica a la temperatura de transicién. Para el rango de temperaturas por debajo
de la Tm del DPPC, es decir, para T<41 °C, el valor de [u] cae lentamente a medida que la
temperatura aumenta. Como se ha mencionado, esta tendencia resultaria de una disminucién
en el orden de la bicapa, relacionada a una mejoria en la libertad conformacional de las
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos. 22 Esta forma caracteristica del grafico de [u]
vs. T, junto a la naturaleza del minimo del valor de [u], ha sido documentada en varios trabajos
enfocados a estudios de transiciones de fase inducidos por temperatura mediante
velocimetria de ultrasonido para suspensiones de vesiculas compuestas por fosfolipidos

saturados 210,215,245,248
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Como se puede observar en la Figura 5.6, curvas roja y verde, el descenso tipico de la curva

desaparece para las membranas de DPPC que contienen hidroxixantonas, mientras el
incremento de concentracion es mas fuerte que para las membranas que sélo contienen
DPPC. La esfera de hidratacidon rodeando a los lipidos y xantonas también se volveria mas
compresible a medida que la temperatura aumenta, un hecho consistente con
investigaciones previas de Hianik y colaboradores al estudiar fosfatidilcolinas con otros

dopantes. %12

Esta contribucion representa una pieza de informacidon sumamente atractiva; dado que los
cambios en [u] incluyen cambios en la compresibilidad tanto de la bicapa como de la esfera
de hidratacién. Un andlisis mas profundo de las propiedades mecdanicas de la membrana
requiere tener en consideracidn los cambios de volumen especifico de los liposomas, lo cual

puede ser llevado a cabo por determinacion de la densidad de las suspensiones. 22

Con tales valores de densidad y empleando la ecuacién 2, el volumen especifico, @, de las
vesiculas de DPPC fue determinado y graficado en funcién de la temperatura y puede

observarse en la Figura 5.7.
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Figura 5.7. Grdfico de volumen especifico, [¢v,] versus temperatura para una suspension acuosa de

MLVs de DPPC sin hidroxixantonas (4 ), con una fraccion molar de 0.3 de DPPC-1-HX (®) y DPPC-
1,3,6-THX (A ). En trodos los casos, la desviacion estandar fue menor al 10% para datos
correspondientes a 3 réplicas.
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Podemos, entonces, definir que el volumen especifico tiende a aumentar con la temperatura.

Notoriamente, @, muestra un incremento mas rapido en el rango de temperatura cercano a
la T, indicando un aumento del volumen de las moléculas de fosfolipido al pasar de la fase

solido a liquido-cristalino.

A pesar de que los graficos de @, vs. T muestran una tendencia de perfil similar, el volumen
especifico de las vesiculas que contienen hidroxixantonas es menor que para aquellas que no
la contienen, en todo el rango de temperaturas. Un volumen especifico menor de los
liposomas que contienen hidroxixantonas a las proporciones estudiadas, en comparacién con
membranas no modificadas, seria indicativo de una estructura de bicapa lipidica mds
compacta. Se percibe que a medida que el numero de grupos hidroxilo en la xantona
aumenta, el cambio en la transicion de fase de los fosfolipidos se da hacia menores
temperaturas, estos resultados se expresan en la Tabla 5.1 y se correlacionan a resultados

obtenidos en estudios anteriores. 226

Tabla 5.1. Valores de temperatura de transicion obtenidos mediante las técnicas de densitometria
y velocidad del ultrasonido y potencial zeta.

Temperatura de transicion / °C

Sistema 3 )
Densitometria  Potencial Zeta

DPPC 41.54 £1.20 42109
DPPC-1-HX 38.60£1.10 39308
DPPC-1,3,6-THX 3714 £1.00 365 1.1
DMPC 23.55+0.70 23706
DMPC-1-HX 2091+ 0.60 216 £05
DMPC-1,3,6-THX 18.03 £ 0.40 17905

A partir de los valores de [u] y @, obtenidos, se calculé la compresibilidad adiabatica especifica

@«/Bo mediante la ecuacion 3y los resultados se muestran en la Figura 5.8.

Para el caso del DPPC, por debajo de Tm, se observa que a medida que la temperatura

aumenta, también lo hace monotdnicamente en forma proporcional el valor de @«/Bo hasta
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su maximo, y luego disminuye para T>41 °C. Un aumento de la compresibilidad adiabatica
especifica con la temperatura es evidente para todos los sistemas, y refleja un estado de
desorden en incremento en los liposomas, principalmente debido al comportamiento de la
fase hidrofdbica de la bicapa, y al crecimiento de la compresibilidad de la esfera de

hidratacidn. 212

Las curvas de dependencia de @«/Bo para DPPC con hidroxixantonas y aquellas
correspondientes al DPPC puro para el estado sélido-cristalino, difieren en forma y magnitud.
En la fase liquido-cristalina, el valor de @«/Bo para las vesiculas que contienen hidroxixantonas
crece lentamente. En este estado, es notable que a pesar de que las curvas de DPPC-XAs
difieren de aquellas que muestran el comportamiento del lipido puro, no se presentan
mayores diferencias entre ellas. Sin embargo, en la fase sélido-cristalina, DPPC-1-HX muestra

menor compresibilidad que DPPC-1,3,6-THX.

1,2
1,1
~ 1
o
-
£
< 09 —+—DPPC
(<=1
‘3 —8-DPPC-XA1
—&—DPPC-XA1,3,6
0,8
0,7
0,6
25 30 35 40 45 50

T/°C

Figura 5.8. Grdfico de la compresibilidad adiabdtica especifica aparente, ok |, versus
temperatura para una suspension acuosa de MLVs compuestas de DPPC sin hidroxixantonas (¢ ),

con una fraccién molar de 0.3 de DPPC-1-HX (®) y DPPC-1,3,6-THX ( A ). En trodos los casos, la
desviacion estandar fue menor al 10% para datos correspondientes a 3 réplicas.

Esto pone en evidencia el hecho de que las hidroxixantonas estdn modificando el estado
estructural de las bicapas lipidicas. Especificamente, estos efectores inducen un estado de

orden tanto en el estado sélido-cristalino, como en el estado de liquido cristalino.
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En estudios previos, se verificé un aumento de fluidez tras la transicion de fase. 22 Los

resultados obtenidos a partir de estos analisis muestran concordancia dado que, dentro de la
bicapa, el grado de orden refleja la anisotropia en el movimiento molecular, y en un analisis
riguroso, la fluidez se encuentra relacionada al grado de movimiento. Por lo tanto, cambios
en el orden estructural no necesariamente implican de manera forzosa un cambio en la

fluidez. 24°

En resumen, los resultados obtenidos implican que un aumento en la proporcién de
hidroxixantonas en las vesiculas promueve un incremento en la concentracién de velocidad
del sonido [u] y una disminucién tanto del volumen especifico, como de la compresibilidad

aparente especifica, con lo cual se deduce que se trataria de un sistema mas rigido.

El comportamiento del DMPC puede observarse en la Figura 5.9 para el grafico de [u] versus
temperatura, en el cual se muestra el perfil tipico con el minimo en la temperatura
correspondiente a la de transicion de fase. A diferencia a lo que se observa para las vesiculas
de DPPC, en el caso de los liposomas de DMPC con y sin hidroxixantonas, los

comportamientos y valores de [u] son muy similares.
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Figura 5.9. Grdfico de incremento de la concentracion de velocidad de ultrasonido, [u] versus
temperatura para una suspensién acuosa de MLVs de DMPC sin hidroxixantonas (4 ), con una

fraccion molar de 0.3 de DMPC-1-HX (®) y DMPC-1,3,6-THX ( A ). En trodos los casos, la desviacion
estdndar fue menor al 10% para datos correspondientes a 3 réplicas.
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Los graficos de volumen especifico, @, vs. Temperatura para los liposomas de DMPC se
presentan en la Figura 5.10. A pesar de que los perfiles generales son similares, el volumen
especifico de las vesiculas que contienen hidroxixantonas es menor que para aquellas de

DMPC puro, tanto en fase sélido-cristalina como en fase liquido-cristalina.
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Figura 5.10. Grdfico de volumen especifico, ou versus temperatura para una suspension acuosa de

MLVs de DMPC sin hidroxixantonas (4 ), con una fraccién molar de 0.3 de DMPC-1-HX (®) y DMPC-
1,3,6-THX (A ). En trodos los casos, la desviacion estandar fue menor al 10% para datos
correspondientes a 3 réplicas.

Se calculan los valores de @«/Bo de las dispersiones liposomales en funcién de la temperatura
y los resultados se exponen en la Figura 5.11. En el estado liquido cristalino, es notable que a
pesar de que las curvas de DMPC-XAs difieren respecto de las de DMPC puro, no parecen
presentar diferencias notorias entre ellas. En la fase de sdélido-cristalino, sin embargo, DMPC-
1,3,6-THX muestra una menor compresibilidad que DMPC-1-HX. Los valores de temperatura
de transicion se extrapolan de las curvas de @, versus T, y se confirman luego a través de las
curvas de enfriamiento continuo en medidas de potencial zeta, 23’ ambos valores con buena

concordancia se encuentran presentados en la Tabla 5.1.
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Figura 5.11. Grdfico de la compresibilidad adiabdtica especifica aparente, @« /[ versus
temperatura para una suspensién acuosa de MLVs compuestas de DMPC sin hidroxixantonas (¢ ),

con una fraccion molar de 0.3 de DMPC-1-HX (®) y DMPC-1,3,6-THX ( A ). En trodos los casos, la
desviacion estdandar fue menor al 10% para datos correspondientes a 3 réplicas.

Otros datos de relevancia pueden extraerse del grafico de @, versus temperatura son la
amplitud media de transicién, ATny; el cambio de volumen a dicha temperatura, Ag,, y la
expansividad térmica, om, (am = (8V/8T)) a Tm. 2°° Estos parametros se pueden observar en la
Tabla 5.2 tanto para las vesiculas de DPPC, como de DMPC, con y sin las diferentes

hidroxixantonas.

Podemos concluir que, si bien la temperatura de transicién principal para los liposomas
dopados disminuye en todos los casos, la amplitud media de la transicion aumenta en
concordancia con el nimero de grupos hidroxilo en la xantona para ambos lipidos. Lo opuesto
es observado para la expansividad térmica en la transicién principal, lo cual es evidencia de la
disminucion de cooperatividad en la fase de transicién en presencia de las hidroxixantonas.
La disminucién de cooperatividad durante la transicion principal para fosfolipidos en
presencia de hidroxixantonas también se ve reflejada en los mayores valores de A, y am, para
los MLVs puros. Los valores de am para los liposomas sin modificar de DMPC y DPPC se
encuentran en concordancia con lo reportado previamente. 2°° Es interesante denotar que

las xantonas polihidroxiladas tienen un efecto depresor mayor en los liposomas de DMPC.
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Tabla 5.2. Valores de temperatura de transicion, T, amplitud media de transicion, AT,,, cambio de
volumen, Ag,, y expansividad térmica, am, a la temperatura de la transicion principal para mezclas
de DPPC y DMPC con xantonas en agua.

Sistema n/C AT,  Ap.10° /mlg’ anlt® /mlg’
DPPC 4151 0.51 4320 8500
DPPC-1-HX 3860 111 3750 3400
DPPC-1,3,6-THX 3114 1.42 3700 2600
DMPC 23.55 0.45 3400 7500
DMPC-1-HX 209 1.61 3070 1900
DMPC-1,3,6-THX  18.03 2.26 3000 1300

A modo complementario, se incluyen los resultados de las simulaciones de dindmica
molecular, conducidas de manera tal de tener correlacion con los resultados experimentales
sobre compresibilidad y fluidez de los sistemas estudiados. De acuerdo con los mismos, el
madulo de compresibilidad no presentd variaciones significativas al comparar las membranas
puras y dopadas de DMPC. En el caso del DPPC, se observa que tanto 1-HX, como 1,3,6-THX
promueven un incremento mas significativo de ka, implicando que estos sistemas son menos
compresibles que sus congéneres puros. Por ejemplo, 1,3,6-THX en la fase liquido-cristalina
incrementa el médulo de compresibilidad en un 27% para el caso del DPPC, mientras que para

el DMPC la diferencia es tan solo el 4%.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos de manera experimental solo en forma
cualitativa, principalmente debido a que el mddulo calculado de esta forma es claramente
dependiente del tamafo del sistema y sélo un nimero finito de lipidos puede ser incluido en
las simulaciones. 2°* No se espera, entonces, que el método reproduzca valores absolutos,

sino que permita observar tendencias cualitativas y comportamiento relativos.
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Para calcular el médulo de compresibilidad, el drea por lipido se obtuvo para membranas

puras y dopadas. El valor constituye un indicativo de cémo afecta la presencia de xantonas al

volumen parcial especifico de la membrana por encima de la temperatura de transicion.

Como se muestra en la Tabla 5.3, tanto para membranas de DPPC como de DMPC, la presencia
de xantonas reduce el area por lipido entre un 10 y 15%, respectivamente, en comparacion
con las membranas de lipido puro. Esto implica que la presencia de xantonas hace a las
membranas mas compactas, una tendencia similar a la observada a través de los cambios de

volumen en la transicién principal que se muestran en la Tabla 5.2.

Tabla 5.3. Area por lipido para bicapas de DPPC y DMPC puras y dopadas, por encima de la
temperatura de transicion, correspondiente a 323 K para las de DPPCy 303 K para las de DMPC.

Bicapa lipidica Area del ljpido / %
DPPC 615
DPPC-1-HX 531
DPPC-1,3,6-THX 52.3
DMPC 60.4
DMPC-1-HX 50.9
DMPC-1,3,6-THX 52.6

De forma tal de estudiar la fluidez de la membrana lipidica y su respuesta a la presencia de
xantonas, los desplazamientos cuadraticos medios (2D-MSD) fueron calculados. La Figura
5.12 muestra que las membranas de DPPC que contienen 1-HX o 1,3,6-THX exhiben valores
de MSD mayores comparados a aquellos de la membrana de DPPC puro a T=323 K. Este
comportamiento indica que la presencia de este tipo de efector, tenderia a aumentar la
fluidez la membrana. Especialmente, la 1,3,6-THX induce un incremento mayor. A modo
ilustrativo, solo se presentan las curvas para DPPC, ya que el DMPC muestra un

comportamiento muy similar.
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Figura 5.12. Desplazamiento cuadrdtico medio bidimensional en funcion del tiempo para una
bicapa de DPPC puro (linea azul), DPPC-1-HX (linea roja) y DPPC-1,3,6-THX (linea verde) a 323 K.

Para determinar la posible ubicacién de ambos tipos de moléculas de xantona dentro de las
bicapas de DMPC y DPPC, en la Figura 5.13 se muestran los perfiles de densidad para los
grupos funcionales de la membrana de DPPC; fosfatos y carbonilos, agua y el centro de masa
de las xantonas, a ambas temperaturas estudiadas. La Figura 5.14 muestra la situacion

correspondiente para las membranas de DMPC.
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Figura 5.13. Perfiles de densidad en el eje Z para el agua (linea azul), grupos carbonilos (linea
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DPPC a 293 K (izquierda) y 323 K (derecha)
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Figura 5.14. Perfiles de densidad en el eje Z para el agua (linea azul), grupos carbonilos (linea
verde), grupos fosfatos (linea negra) y xantonas (linea roja, 1-HX arriba y 1,3,6-THX abajo) en
DMPC a 293 K (izquierda) y 323 K (derecha)
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En base a los resultados obtenidos, se propone que 1-HXy 1,3,6-THX se encontrarian ubicadas

debajo de los grupos carbonilos de las membranas de DMPC, a ambas temperaturas. Para el
caso de las membranas de DPPC, los resultados son similares en el caso de 1-HX a ambas
temperaturas, mientras que para 1,3,6-THX no se percibe la misma ubicacidn preferencial.
Esta Gltima se encuentran ubicadas sobre la region del carbonilo/fosfato en ambas fases del
DPPC, ya que son capaces de interactuar con estos grupos polares mediante sus hidroxilos

(Figura 5.15).

Figura 5.15. Ubicacién de las xantonas respecto de los sistemas lipidicos. a) 1-HX en la bicapa de
DPPC, b) 1,3,6-THX en la bicapa de DPPC y c) 1,3,6-THX en la bicapa de DMPC. Las tres membranas
se encuentran en fase liquido-cristalina y el tiempo de simulacion fue de 15 ns post-equilibrio.

La situacién es compleja en el caso de las membranas de DMPC. La ubicacién de 1-HX en DPPC
es diferente de resultados previos de simulacion del grupo, 2°2 ya que las xantonas se
desplazan mas profundo y se posicionan entre las cadenas carbonadas, cerca de los grupos
carbonilos. Esta diferencia podria deberse a la concentracidon de xantona utilizada en este
trabajo, diferente a la utilizada en instancia previas. El nUmero de xantonas por capa es de
18, el doble que las utilizadas entonces. La presencia de un nimero mayor de xantonas, y la

influencia que pueden tener por encontrarse mas cerca las unas de otras, podria tener un

efecto incrementado también sobre el ambiente de la cadena lipidica.

137



Diseno, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Capitulo 5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas
modelo

La Figura 5.16 muestra la membrana completa de DPPC, sin las moléculas de agua para mejor

visualizacién, con las xantonas 1,3,6-THX (a) y 1-HX (b).

Figura 5.16. a) 1,3,6-THX en DPPC y b) 1-HX en DPPC en fase liquido-cristalina por 15 ns luego de
alcanzado el equilibrio.

5.1.5 Conclusiones

En este trabajo, densitometria y velocidad de ultrasonido se combinaron con
simulaciones de dinamica molecular en el estudio de propiedades estructurales de
membranas modelo de DPPC y DMPC, con y sin efectores de tipo hidroxixantona. El objetivo
principal del estudio fue determinar la relacién entre compresibilidad y fluidez a partir del
analisis termodinamico y de respuesta mecanica de dos membranas de fosfatidilcolinas de
diferentes espesores, en presencia de xantonas que difieren en el nimero de hidroxilos que

en su estructura.

Las propiedades termodindmicas de las vesiculas de DPPC y DMPC con hidroxixantonas que
se derivaron del estudio de volumen especifico fueron similares a las obtenidas a partir del
experimento de potencial zeta en funcién de la temperatura. Con estas técnicas, se observo
la disminucién de la temperatura de transicién principal y el aumento en la amplitud de la
transicién de fase. La disminucion de la temperatura de transicidn, asi como de la
cooperatividad en la misma, se ha considerado un resultado indirecto de la presencia del

efector en la bicapa lipidica. 23 1,3,6-THX fue el compuesto que disminuyé la temperatura de
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transiciéon en mayor proporcidn para ambos lipidos. En el caso del DMPC, el efecto es incluso

mas notorio.

Estas consideraciones acerca de la fluidez han sido corroboradas por resultados de MSD
obtenidos a partir de dindmica molecular. Las diferencias que se encontraron entre los
efectores sobre la fluidez de la membrana, pueden ser atribuidas no solo al volumen del
efector, sino también a su ubicaciéon dentro de la membrana, tal como se infiere por los
resultados de dindmica molecular. Los mismos muestran que para el sistema DPPC-1,3,6-THX,
el efector tiene la posibilidad de particionarse entre las zonas hidrofébicas e hidrofilicas, por
lo que su presencia causa un menor disturbio en la zona hidrofébica en relacion al sistema

DMPC-1,3,6-THX.

Tanto el DPPC como el DMPC mostraron un comportamiento similar respecto de sus
volumenes aparentes en presencia y ausencia del efector; en ambos casos los sistemas que
incluyen hidroxixantonas presentan valores menores respecto de los sistemas de lipido puro.
Esto podria relacionarse a la existencia de restricciones de fluctuacidn de volumen adicionales
para los fosfolipidos impuestas por las xantonas. Los valores de velocidad del sonido son
mayores para las membranas de DPPC que contienen xantona que para aquellas de DPPC
puro, mientras que la diferencia se ve menos pronunciada cuando el lipido en cuestién es el

DMPC.

Se evaluaron el incremento de concentracidn de velocidad del sonido [u] y el volumen
especifico de los fosfolipidos, @, y la compresibilidad adiabatica especifica de la bicapa
lipidica, @«/Bo. Este Ultimo constituye una propiedad mecdnica considerada un pardmetro
macroscopico, que se vuelve fundamental a la hora de discernir la magnitud de influencia de

la xantona en la bicapa que la rodea, de tal manera alterando sus propiedades fisicas.

En los graficos correspondientes a las figuras Figura 5.8 y Figura 5.11 se puede observar que
las respuestas mecanicas de las membranas dopadas son diferentes a aquellas de las
membranas de lipidos puros. Las diferencias de compresibilidad son ligeramente mas
evidentes para el DPPC, especialmente en la fase liquido-cristalina. Las curvas de las

membranas que contienen efectores mantienen el perfil de su forma pura, mientras que en
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el caso del DMPC, el perfil de la membrana mixta se ve mas suavizado que el de su

contraparte.

La disminucidn de la compresibilidad adiabatica refleja la existencia de una disminucién de
desorden en los liposomas, principalmente en la fase hidrofdbica de la bicapa. 2?2 El
comportamiento de compresibilidad de membranas conteniendo ambos efectores
estudiados es similar en el estado liquido cristalino, pero no en la fase sélido cristalina. En el
caso del sistema DPPC-XA, la xantona que compacta mas notoriamente la membrana es la 1-
HX. Mientras que para el sistema de DMPC-XA, se trata de la 1,3,6-THX. Estos resultados se
encuentran en concordancia con los obtenidos de volumen especifico y los médulos de

compresibilidad determinados por dindmica molecular.

Las diferencias entre ambos lipidos en términos de compactacion de la membrana podrian
ser explicados con los resultados de ubicacidn de la xantona dentro de cada tipo diferente de
liposoma obtenido mediante simulaciones de dinamica molecular. Estos resultados nos
muestran que, para la xantona monohidroxilada, la ubicacion no depende del tipo de
membrana. Tanto para DPPC como para DMPC, la xantona se posiciona debajo de la linea de
carbonilos. Esto es, se encuentra en el drea diferencial entre la zona polar y no polar del lipido,

tanto en estado liquido como sélido cristalino.

Un comportamiento diferente se observa para la xantona polihidroxilada, cuya ubicacién
depende del tipo de lipido que constituye la bicapa. En el caso del DMPC, la ubicacion
preferencial es por debajo de los carbonilos, de manera similar a la 1-HX. En el caso del
sistema DPPC-1,3,6-THX, el efector muestra la capacidad de una ubicacién mas heterogénea,
oscilando entre la zona hidrofébica debajo de los grupos carbonilo y la zona mas superficial,
donde se hallan los grupos mas polares. La ubicacién diferencial de la xantona polihidroxilada
en DPPC, respecto de aquella en DMPC, podria estar relacionada a la disposicién de los grupos

polares en ambos lipidos. 2°*

Es notorio que, respecto de la compresibilidad, ambas xantonas presentan un
comportamiento similar incluso cuando parecen ocupar diferentes ubicaciones. Esto
permitiria concluir que la ubicacién de la molécula en la membrana no tendria un rol estelar

en la forma en que se exhiben las propiedades mecanicas para este tipo de sistemas.
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Debido a la particular estructura geométrica de la xantona, siendo que se trata de una

molécula de nucleo plano, su incorporacién dentro de la membrana podria estar induciendo
un empaquetamiento particularmente efectivo que incrementaria la compactacion,
disminuyendo la compresibilidad. Sin embargo, la intercalacién de la xantona entre las
cadenas lipidicas sigue alterando las interacciones metileno-metileno, e incluso
disrumpiéndolas, lo cual incrementaria finalmente la fluidez de la membrana. El «desorden»

se da a un nivel de interaccidén, mds que a un nivel estructural.

Resultados similares respecto de fluidez y compresibilidad fueron encontrados por el grupo
de Yoshida y colaboradores, #°3 quienes trabajaron con otro derivado de xantonas. De
acuerdo a ellos, la mangostina (1,3,6-trihidroxi-7-metoxi-2,8-bis(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-
xanten-9-ona) solubilizada en bicapas de DPPC, disminuye la fluidez del grupo acilo y aumenta

la microviscosidad, dando lugar a empaquetamientos mdas ensamblados de los lipidos.

Es importante tener presente, tal como mencionan Ehringer y colaboradores, ?*° que el grado
de orden es una medida de la anisotropia en el movimiento molecular dentro de la
membrana, mientras que estrictamente, la fluidez esta relacionada al grado de motilidad. Por
lo cual, un aumento o disminucién en el orden estructural no implica, a priori, una

correspondiente disminucidn o incremento en la fluidez como seria de esperar.

En resumen, a pesar que en términos termodinamicos ambos efectores probados disminuyen
la temperatura de la transicidon principal para cada lipido, se da en paralelo la induccién de un

estado de empaquetamiento mas compacto en ambos tipos de membranas.

Es de esperarse que el esqueleto planar de la xantona brinde a estas moléculas la capacidad
de empaquetarse efectivamente entre los lipidos, disminuyendo la compresibilidad, al mismo
tiempo que se genera un disturbio de las interacciones laterales de las cadenas
hidrocarbonadas de los lipidos causando un cierto nivel de «desorden» en las interacciones
mas que en la estructura en si, dando lugar a un aumento de fluidez y disminucidn de la

temperatura de transicion.

Como nota final, una combinacién de los resultados termodindmicos y mecdanicos para las
membranas, tanto experimentales como computacionales, han permitido resolver el

interrogante planteado en un inicio: el orden estructural de la membrana, modificado por las
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alteraciones introducidas por el efector, no presenta una relacién trivial con las caracteristicas

de compresibilidad y fluidez.
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5.2 Derivados anfifilicos de xantona sobre membranas modelo
bacterianas

5.2.1 Introduccion

Los antimicrobianos, en particular los antibiéticos, constituyen una categoria de
farmacos que desempefian un papel crucial en el tratamiento de infecciones bacterianas. Esta
diversa gama de compuestos se clasifica seglin sus mecanismos de accidn y estructuras

guimicas, lo que permite abordar de manera efectiva diferentes tipos de bacterias.

Las tetraciclinas y aminoglucésidos, como la estreptomicina y gentamicina, comparten la
capacidad de inhibir la sintesis de proteinas al unirse a los ribosomas bacterianos. En cambio,
los macrdlidos, como la eritromicina y azitromicina, también afectan la sintesis proteica, pero
a través de un mecanismo distinto al interferir con la translocacién del ribosoma. Existen
numerosos mecanismos de accién, y con ellos numerosos farmacos en uso actualmente,

algunos de ellos se ilustran en la Figura 5.17.

Mecanismo de accion
de

Sintesis de la pared celular Sintesis de acidos nucleicos

Beta lactamicos
Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapenémicos
Monobactam

DNA girasa
Quinolonas

RNA polimerasa
Rifampicina

Vancomicina
Bacitracin

Subunidad 50S

Membrana celular Macrdlidos
Polimixinas Clindamicina
Linezolid
Cloranfenicol
Subunidad 30S Estreptograminas

Tetraciclinas
Aminoglucésidos Sintesis de proteinas

Figura 5.17. Mecanismos de accion de diversos antibidticos. Imagen de SpotlightMed™.
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Un grupo ampliamente utilizado son las penicilinas, que actuan interfiriendo con la sintesis

de la pared celular bacteriana, debilitando y eventualmente destruyendo la estructura
protectora de las bacterias. Las cefalosporinas, otra clase importante, comparten similitudes
con las penicilinas al también dirigirse a la sintesis de la pared celular. Estos antibidticos han

demostrado eficacia contra una amplia variedad de bacterias grampositivas y gramnegativas.

El uso de antibidticos que actuan sobre la pared bacteriana aprovecha la vulnerabilidad
estructural Unica de las bacterias para ejercer su accion terapéutica, dirigiéndose a
componentes especificos de la pared, como el peptidoglicano, una estructura crucial que
confiere resistencia y forma a la membrana celular bacteriana. Al interferir con la sintesis o la
integridad del peptidoglicano, los antibidticos afectan directamente la arquitectura de la

pared bacteriana, debilitandola y volviendo a la bacteria mas susceptible al estrés osmético.

Debido a su enfoque, tienen un impacto selectivo en las bacterias, ya que las células humanas
carecen de paredes bacterianas y, por lo tanto, no se ven afectadas por estos medicamentos.
Esto reduce significativamente la toxicidad y los efectos secundarios asociados con muchos

antibidticos, lo que mejora la tolerabilidad del tratamiento.

Sin embargo, su uso extensivo genera presidon selectiva, propiciando el desarrollo de
resistencia bacteriana mediante mutaciones genéticas o transferencia horizontal de genes,
entre otras estrategias adaptativas naturales o adquiridas (Figura 5.18). El uso inapropiado y
la prescripcion indebida aumentan este riesgo. La capacidad de algunas bacterias para
persistir en presencia de antibidticos y la transferencia rdpida de genes de resistencia son
preocupaciones adicionales. Este escenario destaca la necesidad de un uso responsable para
abordar la creciente amenaza de la resistencia bacteriana, y a pesar de las extensas campaiias
de concientizacién, contintda siendo un problema prevalente incluso dentro del ambito

profesional.
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Figura 5.18. Principales mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida en bacterias. >

La clase de antibiéticos conocidos como betalactamicos, por su estructura quimica, enfrentan
un desafio de inactivacién debido a la aparicién de enzimas llamadas betalactamasas, que son
generadas como forma de resistencia por parte de algunas bacterias. Las betalactamasas son
especialmente problemdticas porque actian como «tijeras moleculares» que cortan el anillo
betalactamico caracteristico de estos antibidticos, desactivandolos y volviéndolos ineficaces.
La presencia de estas enzimas en bacterias confiere a los microorganismos la capacidad de

resistir los efectos de los betalactdmicos, lo que dificulta el tratamiento de las infecciones.

Para abordar este problema, se han desarrollado inhibidores de betalactamasas, como el
acido clavulanico. Este compuesto se utiliza en combinacion con antibidticos betalactamicos,
como la amoxicilina, para potenciar su accién. El acido clavulanico actia como sefiuelo para
las betalactamasas: se une a estas enzimas antes de que tengan la oportunidad de desactivar
los antibidticos. Al unirse a las betalactamasas, el acido clavulanico las inhibe, preservando la
accion de los antibidticos betalactamicos y superando asi la resistencia generada por estas

enzimas.
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La combinacion de acido clavuldnico con antibidticos betalactamicos ha demostrado ser una

estrategia efectiva para combatir bacterias resistentes y ampliar el espectro de accion de
estos medicamentos por un largo periodo de tiempo. Sin embargo, tanto esta como muchas
otras estrategias comienzan a mostrarse insuficientes, y es necesario seguir trabajando para
desarrollar nuevos farmacos con accidon bactericida o bacteriostatica, manteniendo la

tecnologia un paso delante de la capacidad evolutiva de los microorganismos.

En este contexto, los antimicrobianos de accién sobre la membrana bacteriana representan
una alternativa prometedora en la lucha contra la resistencia a antibiéticos. La resistencia
generalizada se ha convertido en un problema de salud global. 2°%257 Se han encontrado
patégenos resistentes contra cada clase de antibidticos, incluyendo vancomicina y fdrmacos
recientemente aprobados como linezolid y daptomicina. Como resultado, el tratamiento de
infecciones causadas por patdgenos resistentes, como Enterococcus resistente a vancomicina

(VRE) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), presenta desafios sustanciales.

258-260

Los antimicrobianos de accidn sobre la membrana, 26* como los péptidos antimicrobianos
(AMP) 262263 y |os peptidomiméticos sintéticos 26429, podrian ofrecer una solucién a este
problema, ya que estas moléculas actian sobre la membrana bacteriana, que es
evolutivamente conservada y vuelve dificil para las bacterias el desarrollar resistencia. En
contraste, los antibidticos tradicionalmente utilizados interfieren con la biosintesis
bacteriana, centrandose en proteinas que son facilmente mutadas, lo que resulta en la
pérdida de reconocimiento del «sitio de acoplamiento» por parte del antibidtico, y con esto

se vuelven ineficaces.

Varios estudios experimentales y de simulacién han demostrado que tanto las interacciones
hidrofébicas como electrostaticas son importantes en las interacciones de los AMP con la
membrana bacteriana. 2667268 Esto se debe a que la mayoria de los AMP son anfipaticos y
pueden insertar sus partes hidrofdbicas en la region de la cola lipidica de la membrana
bacteriana, mientras que sus grupos catidnicos interactian con los grupos anidnicos de la
cabeza. Para imitar la estructura anfipatica de los AMP, basandose en diferentes andamios

hidrofébicos, se han informado varios peptidomiméticos sintéticos en la ultima década.
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Por ejemplo, utilizando un andamio de arilamida, Tew y colaboradores, han disefiado una

serie de folddmeros antimicrobianos catiénicos, como PMX-30016 y PMX-30063, para imitar
la interaccién de la Maganina con las membranas bacterianas. 2%° Utilizando la porfirina como
andamio hidrofébico, Ooi y colaboradores, anadieron dos grupos catidnicos y desarrollaron
un nuevo antimicrobiano activo en la membrana, XF-73, con rapida eliminacién bacteriana y
excelente actividad antimicrobiana. 2’° Otros andamios hidrofébicos también se han utilizado
en el desarrollo de peptidomiméticos activos en la membrana, como LTX-109, 2’* CSA-13 272

y BPMTAs. 273

Utilizando un enfoque similar, se selecciond a las xantonas como andamiaje hidrofdbico,
debido a su alta afinidad por la membrana. 22° El compuesto se modificé agregando grupos

anfifilicos de manera tal de obtener analogos anfipaticos (Figura 5.19).

O OH

) J O g
\/N\/\/\O fo) O/\/\/N\/

3,6-bis(4-(dietilamino)butoxi)-1-hidroxi-9H-xanten-9-ona
(3,6DEAB1HX)

g, O & NS

1-hidroxi-3,6-bis(4-(piperidin-1-il)butoxi)-9H-xanten-9-ona
(1H3,6PBX)

Figura 5.19. Derivados anfifilicos de la 1,3,6-THX.

La eliminacidon microbiana por antimicrobianos activos en la membrana es un proceso
complejo. Para patégenos Gram positivos, como MRSA, la ruptura de la membrana interna

suele ser el paso limitante de la velocidad. 261

Desde un punto de vista estructural, la membrana interna bacteriana se puede descomponer
en tres fragmentos: dos regiones de grupos aniénicos de cabeza y una region hidrofébica, y
esta descomposicién proporciona la base para el desarrollo de una estrategia basada en

fragmentos 274 (Figura 5.20).
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Figura 5.20. Posibles conformaciones de la molécula anfifilica de xantona en la membrana modelo
bacterial y esquema de sus secciones con sus respectivas zonas de interaccion.

En base a informacidén y experiencias del grupo de Jianguo Li y colaboradores, ?1° se establece
la hipdtesis de que una molécula que perturba los tres fragmentos de la membrana interna
bacteriana tendrd una alta actividad de membrana. Como tal, se propuso un modelo de
farmacoforo tipo bola que consiste en dos brazos catidnicos y un andamio hidrofdbico, que
interactian complementariamente con los dos fragmentos de grupos anidnicos de cabeza y

el fragmento de cola lipidica, respectivamente.

El andamio hidrofébico proporciona afinidad por las colas lipidicas de la membrana
bacteriana, mientras que los dos grupos catidnicos interactian preferentemente con las dos
regiones de grupos anionicos de cabeza de la membrana bacteriana. Se puede deducir del
modelo que, tras la adsorcidn inicial en la superficie de la hoja externa bacteriana, la molécula
adoptaria una conformaciéon en forma de U, con ambos grupos cationicos interactuando con
los grupos de cabeza de la hoja externa y el andamio hidrofébico incrustado en la regiéon de

cola lipidica.
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5.2.2 Materiales

1-palmitoil-2-oleoil-sn-fosfatidilglicerol aniénico (POPG) y 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina (POPE) fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster,
AL). Las xantonas sintetizadas, caracterizadas y purificadas fueron derivados de la 1,3,6-THX,
la cual se obtuvo mediante la metodologia de Eaton, explicada en mayor detalle en el

apartado 5.1.2.

Una vez obtenida la xantona 136-THX se procedid con una eterificacion dirigida a los
hidroxilos en posicion 3y 6, y se continud con una purificacidon por columna cromatografica.
Finalmente, se llevd a cabo la aminacion sobre el linker como se expresa en el esquema (Figura
5.21), y se obtuvo el compuesto final aislado mediante purificacién cromatografica en

columna dopada con trietilamina.

O OH
HOOOH

1,3,6-trihidroxi-9H-xanten-9-ona (1,3,6-THX)

Br\/\/\Br K,COj3, acetona seca

reflujo, 5 horas

O OH
Br\/\/\o E o) ! O/\/\/Br

3,6-bis(4-bromobutoxi)-1-hidroxi-9H -xanten-9-ona (136-2xL)

DMSO, 100 °C
DMSO, 100 °C H
N N N
i @

O OH

3,6-bis(4-(dietilamino)butoxi)-1-hidroxi-9H -xanten-9-ona (3,6DEAB1HX)  1-hidroxi-3,6-bis(4-(piperidin-1-il)butoxi)-9H -xanten-9-ona (1H3,6 PBX)

Figura 5.21. Obtencion de derivados anfifilicos de xantona.
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Los liposomas de POPE-POPG fueron preparados en relacién 3:1. La cantidad de efector que

se calcula para incluir en las vesiculas preformadas corresponde a una fraccién molar de 0.1.
La masa de POPE y POPG pesada se disolvié en cloroformo, que luego fue removido por
evaporacion en flujo de nitrégeno de forma tal de obtener un film lipidico seco. El solvente
remanente se elimind mediante alto vacio, 2 horas adicionales en un Thermo Scientific Speed
Vac SPD11V. El film lipidico seco se hidraté con 4 mL de agua milliQ a 40 °C y fue
homogeneizado mediante ciclos de vértex. Una vez las vesiculas se encontraron propiamente
hidratadas, se incorpord solucidn del derivado de xantona 3,6DEAB1HX en DMSO de forma
tal de obtener una fraccién molar de xantona de 0.1, suponiendo incorporacién total. La
poblacién polidispersa de MLVs con xantona tendria una concentracion final aproximada de

3.5 mM para cada experimento de potencial zeta.

5.2.3 Meétodos

Las caracteristicas de carga superficial para los sistemas POPE-POPG y POPE-POPG-XA
se estudiaron mediante potencial zeta como funcién de la temperatura en un Zetasizer Nano
7590 (Malvern Instruments Ltd., UK). Las determinaciones se llevaron a cabo por
calentamiento progresivo de las muestras, permitiendo que alcancen el equilibrio en cada
una de las temperaturas medidas, cada 2°C con periodos de estabilizacién de 5 minutos (a
+101 K de temperatura constante de acuerdo al método de Peltier). Cada serie fue analizada
por triplicado. La metodologia utilizada para las medidas es la misma que la que se puede ver

en el apartado 5.1.3.

5.2.4 Discusion

Los resultados obtenidos al momento estan orientados al andlisis del potencial zeta
de la membrana microbiana al interaccionar con el derivado de xantona anfifilica denominado
3,6DEAB1HX. Es un sistema que aln esta en estudio, en relacidn a las diferentes proporciones

de xantona agregada y a la influencia del medio fisiolégico en la interaccion XA-membrana.

La principal diferencia entre las caracteristicas fisicoquimicas de la membrana bacterianay la
membrana de mamiferos radica en sus grupos de cabeza, siendo los primeros aniénicos y los

ultimos zwitteriénicos. Los fragmentos catidnicos del modelo de farmacéforo pueden
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interactuar selectivamente con los grupos de cabeza anidnicos a través de interacciones

electrostaticas y, por lo tanto, pueden ser cruciales tanto para la actividad antimicrobiana

como para la selectividad.

Se comenzé entonces analizando la superficie de la membrana en relaciéon a la carga

superficial mediante potencial zeta.

Dado que el DMSO es el solvente vehiculo utilizado en el agregado de xantona a la membrana
POPE-POPG, se obtuvieron, en principio, medidas de potencial zeta para la mezcla lipidica con

y sin DMSO agregado. Los resultados se muestran en la Figura 5.22.
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Figura 5.22. Potencial zeta de los sistemas POPE-POPG 3:1 con y sin agregado del vehiculo DMSO.

Se observa el DMSO afecta el potencial de membrana, no sélo haciéndolo menos negativo,
sino que también desplaza levemente la temperatura de transiciéon de la vesicula lipidica,
disminuyéndola aproximadamente de 20°C a 19°C. Ademds, la transicion se vuelve mas
evidente en presencia de DMSO. Esto demuestra que la presencia de DMSO no es inerte a la
membranay que su influencia deberia tenerse en cuenta al momento del andlisis de resultado

en presencia de xantonas.
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En cuanto a las interacciones DMSO-membrana, muchos articulos de investigacién recientes

275,276 han indicado que la unién y permeacion de moléculas anfifilicas pequefias, como DMSO,
a través de la membrana lipidica conducen a la alteracion de la estructura de la membranay

sus propiedades fisicas.

El DMSO es un solvente aprdtico que tiene la capacidad de inducir la fusién y diferenciacién
celular, ademds de mejorar la permeabilidad de las membranas lipidicas. Mediante
simulaciones moleculares, se ha demostrado 276 que el DMSO puede inducir poros de agua en
bicapas de dipalmitoil fosfatidilcolina y se propone que esto podria ser una posible via para
mejorar la penetracion de activos a través de las membranas lipidicas. Ademas, el DMSO
provoca que la membrana se vuelva mas flexible, lo que aumentaria la permeabilidad,
facilitaria la fusion de membranas y permitiria que la membrana celular se adapte a tensiones

osmoticas y mecanicas durante la criopreservacion.

Dada la importancia de esta interaccion, nos detuvimos actualmente en la investigacion para

intentar dilucidar su efecto sobre la membrana.

. POPE-POPG 3:1

POPE-POPG 3:1 DMSO
-40 - POPE POPG 3:1 DMSO XA
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Figura 5.23. Comportamiento de la membrana de POPE-POPG en presencia del efector.
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La Figura 5.23 muestra que, en presencia del derivado anfifilico de xantona al 10%, la

membrana modifica su potencial hacia potenciales menores, que seria el comienzo de lo
esperable en cuanto a la afectacién superficial. Evidencia también que la proporcién de
efector agregado aun no es suficiente como para que la membrana se vea realmente
afectada. Se observa también que hay un cambio significativo en la temperatura de transicion

de la mezcla lipidica, que se desplaza aproximadamente a 24°C.

5.2.5 Conclusiones

En este punto de la investigacidon es prematuro obtener una conclusién, pero los

estudios estan encaminados a obtener resultados relevantes.

Estan siendo estudiadas las propiedades mecanicas de la membrana en interaccidn
con 3,6DEAB1HX, especificamente en lo que se refiere a volumen aparente, compresibilidad
adiabatica y elasticidad, a través del mddulo volumétrico. De igual forma, otro de los
derivados de xantona mencionados en el apartado 5.2.2 serd probado a fines comparativos
en el mismo contexto. En presencia de la xantona, la interfaz hidrofébico-agua se
desestabilizaria e iria acompanada de un cambio drastico en las propiedades eldsticas de la
membrana bacteriana. 2’7

Esta previsto analisis por TEM y finalmente ensayos in vivo. Dado que es dificil
investigar las conformaciones transmembrana mediante experimentos biofisicos, las
simulaciones de dindmica molecular proporcionan una herramienta ideal para explorar tales

caracteristicas, opcién a implementar préximamente.
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Capitulo 6: Derivados O-prenilados de xantona en liposomas
de DPPCy COL

6.1 Introduccion

En los capitulos previos, se han explorado las complejidades de las membranas y sus
interacciones con sustancias bioactivas, destacando la versatilidad de las xantonas y su papel
potencial en aplicaciones terapéuticas. Sin embargo, el estudio de las membranas,
especialmente en el contexto de sistemas liposomales, nos desafia a adoptar perspectivas

novedosas.

Los liposomas, nanoparticulas ricas en lipidos, desempefian un papel fundamental en la
ingenieria de sistemas de liberacién de farmacos. 2’8 Su versatilidad para encapsular
medicamentos hidrofilicos e hidrofébicos, asi como su biodegradabilidad y capacidad de
adaptarse a diferentes tamafios, los convierten en candidatos ideales para aplicaciones
terapéuticas. Sin embargo, la inestabilidad fisicoquimica, especialmente en términos de

integridad estructural y rigidez de la membrana, puede comprometer su utilidad. 27°:28

Muchos liposomas de fosfolipidos son permeables y no suficientemente rigidos, por lo que a
menudo liberan medicamentos encapsulados durante el almacenamiento. El resultado mas
frecuente encontrado en la literatura es que la incorporaciéon de colesterol en las bicapas
lipidicas aumenta la cohesién de la membrana al conferir rigidez. 2817283 En la investigacion de
la estabilidad liposomal, la evaluacion de la integridad estd estrechamente relacionada con

su elasticidad y, por lo tanto, con las propiedades mecdnicas de los liposomas.

La elasticidad de un liposoma, es decir, su capacidad para recuperar su forma original después
de deformarse, es crucial para el éxito en la entrega de medicamentos. 284 La rigidez de la
membrana, influenciada por factores como la presencia de colesterol, se asocia

estrechamente con la estabilidad.

En el contexto de las nanoparticulas, la elasticidad es una notable propiedad fisica que ha
suscitado interés reciente por sus funciones en la interfaz nano-bio. Este interés se impulsa
por las notables habilidades demostradas por ciertas entidades bioldgicas, como los gldbulos
rojos, el virus de la leucemia murina y el virus de la inmunodeficiencia humana, que pueden

ajustar su rigidez mientras realizan funciones bioldgicas intrincadas. Por lo tanto, comprender
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las propiedades mecanicas de las nanoparticulas y sus impactos en la orientacion pasiva y/o
activa se vuelve esencial para el disefio racional de nanotransportadores de medicamentos

optimos. 28>

Las bicapas lipidicas dentro de la membrana revelan heterogeneidades laterales,
caracterizadas por variaciones en las composiciones de lipidos, longitudes de cadena vy
densidades de empaquetamiento en diferentes regiones. Estas heterogeneidades provienen
de la naturaleza dinamica de las moléculas lipidicas y de la coexistencia de varias especies

lipidicas dentro de la bicapa.

Ademas, las bicapas pueden contener areas de variabilidad en la fluidez, reflejando
diferencias en la movilidad y organizacién de los lipidos dentro de la membrana. En sistemas
complejos como las bicapas lipidicas, donde ninguna region Unica es representativa del todo,
es importante asegurar que las propiedades mecanicas se evalien de manera que considere
la totalidad de la nanoparticula. En consecuencia, dado la anisotropia de las propiedades
mecdnicas de los liposomas, una comprensién integral de estas propiedades requiere la

investigacién de la deformacion de la membrana en diversas direcciones. 2%

Dada esta complejidad, evaluar propiedades mecdnicas anisotrdpicas en diversas direcciones
se vuelve esencial. El uso del médulo de compresibilidad volumétrica, mas representativo que
el médulo unidireccional comunmente utilizado, emerge como una opcidon idénea para
determinar la rigidez liposomal. Determinar este mdédulo como funcién de la temperatura
para un sistema liposomal permite evaluar el cambio en la magnitud del médulo a una
temperatura dada o bajo un estado especifico de fluidez. Esta observacidén es altamente
significativa durante el proceso de tecnologia farmacéutica al que se somete el sistema

liposomal.

Tradicionalmente, la evaluacion de la integridad de un transportador como factor
fundamental para su estabilidad se realiza mediante técnicas como potencial zeta, dispersiéon
dindmica de luz y calorimetria diferencial de barrido. En el desarrollo de este trabajo, se
utilizaron métodos de velocimetria por ultrasonido y densitometria para analizar la
estabilidad liposomal desde el punto de vista de la rigidez liposomal mediante la evaluacion
de la compresibilidad de la membrana. Las técnicas mencionadas permiten la evaluacién de

los cambios en las propiedades fisicas de toda la bicapa. 21%2%7 El equipo utilizado proporciona
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datos sobre la velocidad del sonido y la densidad del sistema liposomal en estudio, y a partir
de estos, es posible obtener, a través de algunas ecuaciones relativamente simples, el médulo

de compresibilidad volumétrica.

El sistema de estudio elegido para aplicar y examinar los conceptos anteriores es el liposoma
compuesto por DPPC-Colesterol. El bioefector es el 3-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)-9H-xanteno-

9-ona (3PX), un derivado de xantona O-prenilado (Figura 6.1).

O

®) O/\)\

Figura 6.1. Derivado O-prenilado, 3PX.

La razén de esta eleccion radica en la experiencia de nuestro grupo con este tipo de
bioefector. En un trabajo experimental y computacional anterior de este grupo, >%%%¢ se
describid la interaccién de las xantonas con regiones especificas de bicapas de fosfatidilcolina.
Esos estudios revelaron una influencia sustancial de estas xantonas en las propiedades
mecanicas y termodinamicas de dichas membranas, sugiriendo que estos efectos podrian

atribuirse a la estructura plana de la xantona. °®

Las xantonas constituyen una farmacoéforo bien conocido compuesto por un armazoén de
dibenzo-y-pirona, que estda presente en productos naturales y puede sintetizarse
organicamente. A esta familia de compuestos se le atribuye un amplio rango de potenciales
terapéuticos, 217222 principalmente atribuidos a las numerosas posibilidades de sustitucion

en los anillos bencénicos que flanquean el nucleo de y-pirona.

Como ya se ha comentado, para los derivados de xantona prenilados se ha informado un
efecto antitumoral como resultado de su impacto en la reduccién de la fibronectina
pericelular. 27 Se han observado efectos inhibitorios de enzimas, como los de la
esfingomielinasa acida 288289 y |as topoisomerasas 2°° con sefializacidn relacionada con la
apoptosis. Al igual que muchos compuestos fendlicos, las xantonas son conocidas por sus

291

propiedades antioxidantes, que han conferido propiedades hepatoprotectoras y

antiinflamatorias 2°2 a esta familia de compuestos. También se les atribuyen propiedades
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antidiabéticas, 2°3 debido a su capacidad para inhibir la actividad enzimética de a-amilasa y a-
glucosidasa. Su efecto antimicrobiano de amplio espectro se puede atribuir a sustituciones
en los anillos del nlcleo de xantona, lo que les permite actuar como agentes antibacterianos,

294 antifungicos 2% y antimalaricos. 2%

Debido a su baja solubilidad en medios acuosos, las xantonas enfrentan limitaciones en
aplicaciones farmacéuticas. Para abordar este desafio planteado por moléculas pequefias
altamente hidrofdbicas como las xantonas, exploramos el potencial de los liposomas como
transportadores. El andlisis que se llevd a cabo se centra en comprender cémo un grupo
seleccionado de xantonas, xantonas O-preniladas, interactia con un tipo de fosfatidilcolina
en presencia de colesterol, dado su efecto estabilizador conocido en un liposoma. 278297-30
Esta investigacién examina las alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de la bicapa
liposomal inducidas por los efectores de xantona. Los hallazgos de esta investigacion ofrecen
perspectivas valiosas desde perspectivas fundamentales y biotecnoldgicas, abriendo
potencialmente el camino para la ingenieria de membranas con propiedades adaptadas para

funciones especificas.

Asi, desde la sintesis de compuestos hasta la evaluacién de su impacto en membranas
modelo, llegamos ahora a la vanguardia de la investigacion con una herramienta Unica: el
maddulo de elasticidad volumétrica. Este capitulo busca redescubrir una técnica desde una
perspectiva diferente, asi como explorar nuevas dimensiones en la investigacion de la

estabilidad liposomal.
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6.2 Materiales

La 1,3-dihidroxi-9H-xanten-9-ona (1,3-DHX) y el 1,3,6-trihidroxi-9H-xanten-9-ona
(1,3,6-THX) se sintetizaron mediante el protocolo de Grover, Shah y Shah. 2° Se afiadié cloruro
de fosforilo (0,8 ml) a la mezcla de acido salicilico (138,1 mg, 1 mmol), floroglucinol (157,5
mg, 1,25 mmol) y cloruro de zinc anhidro (300 mg, 2,20 mmol). A continuacién, la nueva
mezcla se agitd a 65°C durante 4 a 8 horas. El progreso de la reaccidn se monitorizé mediante
TLC. La mezcla de reaccidn se vertié luego sobre hielo triturado y se agité durante 2 horas.
Posteriormente, se recogid el sélido y se lavd con una solucién acuosa saturada de NaHCOs y
agua antes de secarlo con NazSO. anhidro. Las xantonas hidroxiladas se utilizaron en

reacciones posteriores sin purificacion adicional.

La 3-hidroxi-9H-xanten-9-ona (3-HX) se sintetiz6 mediante una técnica en dos pasos

informada por Chen y colaboradores. 174

Se preparé ((2-clorofenil)(2,4-dihidroxifenil)metanona mediante la adicion de cloruro de zinc
anhidro (545,2 mg, 4 mmol) a una mezcla de acido 2-clorobenzoico (156,6 mg, 1 mmol) y
resorcinol (165,7 mg, 1,5 mmol) y luego se agité a 150°C durante 3 horas. La mezcla de
reaccion se vertid sobre una solucidn acuosa saturada de NaHCOs3 fria y se agitd
vigorosamente. Después de 2 horas, se lavd el sélido con agua destilada y se dejo secar
durante la noche. La ciclizacién de la ((2-clorofenil)(2,4-dihidroxifenil)metanona para obtener
3-hidroxi-9H-xanten-9-ona se llevd a cabo en DMSO con NaOH (2 equivalentes) como base,
agitando y afladiendo porciones durante las primeras 3 horas a 80°C. Después de un total de
4 horas de agitacién, con la ultima hora a 120°C, la mezcla de reaccién se vertié sobre hielo
triturado acidificado con H;SO4 y se filtré el sélido, se lavd con agua hasta alcanzar un pH

neutro y luego se recristalizé a partir de AcOEt.

Las hidroxixantonas (1 mmol), preparadas segun el esquema mostrado en la Figura 6.2, se
hicieron reaccionar con bromuro de prenilo (133 pL, 1,25 mmol) segun el procedimiento

reportado por Qin y colaboradores para una eterificacién de Williamson dirigida. 3%
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Figura 6.2. Sintesis de hidroxixantonas

Las xantonas O-preniladas se obtuvieron de acuerdo se esquematiza en la figura, a
temperatura ambiente en acetona seca, en presencia de K,CO3 (172,7 mg, 1,25 mmol) y Kl
(10 mg) durante 8 a 24 horas. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia en
columna, eluyendo con EP:AcOEt (15:1). Se obtuvieron 3-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)-9H-
xanten-9-ona (3PX), 1-hidroxi-3-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)-9H-xanten-9-ona (1H3PX) y 1-
hidroxi-3,6-bis((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)-9H-xanten-9-ona (1H3,6DPX) con rendimientos del

73 al 87%, como se muestra en la Figura 6.3.
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Figura 6.3. O-prenilacion de hidroxixantonas

Se prepararon liposomas de DPPC-XAs con un Xxas de 0.3, donde Xxas es la fraccién molar de
xantonas en las mezclas de liposomas, utilizando la técnica descrita en un trabajo anterior. °°
La concentracion final fue de aproximadamente 3.5 mM para todas las dispersiones acuosas
de MLV. Todos los derivados de xantona se estudiaron en MLVs de DPPC, hidratando con agua
milli-Q. Se prepararon liposomas de DPPC-COL con una fraccién molar de colesterol de 0.3,
utilizando la misma técnica y se continud estudiando el comportamiento especifico de 3PX.
Las bicapas reconstruidas tipicamente pueden acomodar un maximo de colesterol de
aproximadamente 50 mol%. La relacién 70:30, que se utiliza con mayor frecuencia en la
literatura, asegura la estabilidad liposomal y promueve condiciones dptimas para la liberacién

del farmaco. 302304

Se prepararon liposomas de DPPC-COL-3PX con un XcoL de 0.3 en relacién al DPPC y un Xspx
de 0.3 en relacidn a la mezcla de lipidos. Las peliculas de DPPC-3PX y DPPC-COL-3PX se
disolvieron tanto en agua milli-Q (pH 5.5) como en buffer HEPES (10 mM, pH 7.4).
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6.3 Métodos

Las densidades (p) y las velocidades del sonido (u) se determinaron simultdneamente
utilizando un instrumento comercial de densidad y velocidad del sonido (densimetro y
analizador de velocidad del sonido Anton-Paar DSA 5000), tal como se describe en un trabajo
anterior de este grupo. °® Las mediciones se realizaron en el rango de 50°C a 25°C,
disminuyendo sucesivamente la temperatura. Los incrementos de concentracion de la
velocidad del sonido [u], los volUmenes parciales especificos aparentes @, y la compresibilidad
adiabatica especifica @w/Bo se calcularon de acuerdo con el trabajo de Rybar vy

colaboradores.?10

La compresibilidad adiabatica especifica del lipido se calcula mediante los incrementos de
concentracion de velocidad del sonido, volumen parcial especifico aparente y compresibilidad

adiabdtica del solvente (Bo) mediante 3°:

Bripido = BPo (2 — %)

Finalmente, el mdédulo de compresibilidad volumétrico se obtiene al calcular la inversa de la

compresibilidad adiabatica aparente del lipido:

_1
k= /.Blipid

El método de potencial zeta permite la determinacién de las caracteristicas de carga
superficial y fluidez, tal como se describe en trabajos previos del grupo. 23’ El potencial Zeta
(2Q) y la conductividad de los liposomas de DPPC, DPPC-XAs, DPPC-COL y DPPC-COL-XAs se
obtuvieron mediante un Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). Se
realizaron mediciones en el rango de 50°C a 25°C, disminuyendo sucesivamente la
temperatura y permitiendo que la muestra alcanzara el equilibrio entre las mediciones. Se
registréd un punto cada 2°C con un periodo de estabilizacidon de 5 minutos a una temperatura
constante antes de realizar la medicién. El tamafio de particula y el indice de polidispersidad
(PDI) se determinaron mediante el mismo equipo tras hidratar e incubar a 37°C durante un

periodo de siete dias.
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Para determinar la eficacia de encapsulamiento (EE), se llevd a cabo la preparaciéon e
hidratacion de los liposomas, seguido de una centrifugacion vy liofilizacidon del sobrenadante
sobre el que se determind la concentracién de xantona no incorporada de acuerdo a la
metodologia descripta por Dzoyem y colaboradores 3%. Se utiliz6 una centrifuga Sigma 2K15
a 8000 rpm por 60 minutos a 5°C, un liofilizador Rificor L-A-B4 y un espectrofotémetro UV-Vis
Cary 60 a 300 nm, con un A 6ptimo determinado a través de un scan de barrido previo (200-

600 nm).

Los valores de concentracion fueron extraidos de la curva de calibrado obtenida a partir de
soluciones de concentracién creciente del compuesto de interés, al determinarse la
absorbancia de la muestra retomada en el mismo solvente, considerando que la cantidad
encapsulada y la fraccion libre suman el total utilizado de dopante, de acuerdo con la

ecuacion:

dopante encapsulado x 100

Eficacia de encapsulacién (%) =
P (o) dopante encapsulado + dopante libre

La integridad y potencial pérdida del compuesto en el tiempo se estudié preparando siete

muestras de acuerdo al mismo protocolo, los tiempos de incubacion fueron

consecutivamente de 1 a 7 dias, y cada muestra fue centrifugada y su sobrenadante,

liofilizado. El solido remanente fue retomado en cloroformo y se llevaron a cabo las

mediciones de acuerdo al protocolo que se detallé anteriormente.

Las medidas de calorimetria se realizaron utilizando un calorimetro de barrido diferencial
modelo Q20 de TA Instruments. Las muestras de liposomas se colocaron en capsulas
herméticas para DSC. Las medidas de calorimetria se realizaron para cada mezcla entre 25 y
50 °C, a una velocidad de calentamiento de 0.5°C por minuto. La disrupcién de la integridad
de los liposomas se evalué tras incubar a 37 °C las dispersiones de MLV, y se analizaron a lo
largo de un periodo de 7 dias. Los datos reportados son el promedio de tres lotes diferentes

de cada muestra.
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6.4 Discusion

El sistema de estudio elegido para aplicar y examinar el médulo de compresibilidad
volumétrica es el liposoma compuesto por DPPC, Colesterol y 3PX. Ademas, se realizaron
estudios de los sistemas DPPC-COL y DPPC-COL-3PX en agua y en solucién de buffer HEPES. El
uso de un buffer no solo nos permitid replicar condiciones de pH fisioldgico, sino que también
facilité el examen de los efectos de los iones del medio en la superficie liposomal, junto con
las posibles consecuencias que estas interacciones puedan tener en las propiedades
mecdnicas del liposoma. Es importante seialar que, incluso en agua, la presencia de carga
superficial se origina a partir de la estructuracién lipidica. 2>* Por otro lado, aunque los
estudios son dependientes de la temperatura, el andlisis se centra particularmente en la

temperatura fisioldgica (37°C).

Si bien no formaron parte protagdnica de este estudio, ensayos adicionales fueron llevados a
cabo a modo exploratorio utilizando como efectores 1H3PX y 1H3,6DPX. Los resultados
obtenidos se comentan a modo ilustrativo, pero no constituyen el foco del desarrollo de este
trabajo. Andlisis mediante potencial zeta, dilatometria, y densitometria y velocidad de
ultrasonido se combinaron para estudiar las caracteristicas de superficie de liposomas de
DPPC-XAs en funcién de la temperatura, con agua milli-Q como medio de dispersion. Los

resultados se muestran en la Figura 6.4.

DPPC

—e— DPPC-3PX
—=— DPPC-1H3PX
—a— DPPC-1H36DPX

Temperature (°C)

Figura 6.4. Potencial zeta vs. temperatura para liposomas de tipo MLV, compuestos de DPPC con y
sin xantonas.
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Se puede observar que los potenciales exhibidos por los sistemas que contienen derivados de
xantona O-prenilados son relativamente similares al que corresponde al sistema de DPPC
puro. Esto sucede a lo largo de todo el rango de temperatura estudiado, es decir, tanto en
estado sélido, como liquido cristalino, excepto para aquellos que contienen como efector al

compuesto 3PX.

El sistema DPPC-3PX muestra un potencial zeta negativo de mayor magnitud que todos los
otros sistemas compuestos y que el lipido puro. Si se analiza la temperatura de transicién,
gue tiene lugar en el punto en que el descenso de los valores de potencial zeta es mas abrupto
y puede ser calculado mediante la derivada de la curva ajustada, el menor valor se obtiene
para el sistema DPPC-3PX. Los valores de las diferentes temperaturas de transicidon para los

diversos sistemas se presentan en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Temperaturas de transicion obtenidas mediante tratamiento matemadtico de las curvas
de potencial zeta y densitometrias para DPPC y DPPC-XAs en agua milli-Q.

Sistema PoIeZZ’/{af)Zefa DenZZo(antr/a
DPPC 41.6 413
DPPC-3PX 39.5 39.3
DPPC-1H3PX 405 39.9
DPPC-1H3,6DPX 40.4 39.9

A continuacion, se calcularon los incrementos de concentracion de velocidad de ultrasonido,
el volumen especifico y la compresibilidad adiabatica especifica para vesiculas de DPPC puro

y de DPPC-XAs a temperaturas decrecientes.

La Figura 6.5, A), muestra el comportamiento de los liposomas con el declive tipico para el
DPPC alrededor del punto en que tiene lugar la temperatura de transicidén de fase principal,
con un ligero desplazamiento a temperaturas menores y con una amplitud menor para los
liposomas que contienen xantonas. La presencia de xantonas O-preniladas afecta [u] en

mayor proporcion en la fase liquido cristalina.
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Considerando el efecto de la capa de hidratacidn en el sistema lipido-efector en lo que refiere
a la compresibilidad y, por ende, a las propiedades mecanicas de los mismos, se determiné el
volumen especifico tal como se muestra en la Figura 6.5, B). 8¢ Como es de esperarse, ¢,
aumenta al incrementarse la temperatura, partiendo desde un sistema que se encuentra en
fase solido-cristalino, hacia uno que se encontrara en fase liquido-cristalino. Se puede
apreciar que el volumen especifico de los liposomas de DPPC puro tiende a ser mayor que el

de aquellos que contienen efector, reflejando una bicapa lipidica menos compacta.

Los resultados de ¢«/Bo se muestran en Figura 6.5 C). Tanto un aumento en el desorden de la
zona hidrofébica de las bicapas, como de su esfera de hidratacidn, serian responsables por el
aumento de la compresibilidad adiabatica al incrementarse la temperatura. 286 En el estado
liguido-cristalino, la membrana compuesta de DPPC-3PX muestra la menor compresibilidad
de entre todos los sistemas. En estado sélido-cristalino, las curvas no muestran diferencias
significativas en la mayoria de los casos estudiados, a excepcidén de la bicapa que contiene

3PX, que también exhibe la menor compresibilidad.

Las fluctuaciones en el volumen de la bicapa lipidica podrian atribuirse a la induccién de un

226 coincidente

estado de mayor orden, principalmente en el area hidrofébica de la bicapa,
con la disminucién de compresibilidad adiabatica especifica observada. Este efecto se observa
mas acentuado en el estado liquido-cristalino, que en el estado sélido-cristalino. Como se ha
mencionado previamente, la forma planar propia de este tipo de compuestos daria lugar un
empaquetamiento eficiente del efector entre las colas hidrocarbonadas de los lipidos,

disminuyendo la compresibilidad.
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Figura 6.5. Grdfico de (A) incremento de la concentracion de velocidad de ultrasonido, [u]; (B)
volumen especifico, ¢,; (C) compresibilidad adiabdtica especifica, @«/Bo, vs. Temperatura para una
suspension acuosa de MLVs compuestos de DPPC con y sin xantonas O-preniladas.
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En resumen, todos los sistemas estudiados muestran un incremento en la concentracion de
velocidad de ultrasonido y una reduccion en el volumen especifico y la compresibilidad
adiabatica al incorporarse los efectores, con las mayores diferencias observandose para el

sistema que contiene 3PX.

Ademas, para todos los sistemas estudiados se observa que al disminuirse la cantidad de
grupos sustituyentes sobre el andamiaje xantona, la T tiende a desplazarse a menores
temperaturas Tabla 6.1. Esta tendencia implica que el compuesto con un efecto mas
pronunciado sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la bicapa seria 3PX, con lo cual se
planteé como el éptimo para continuar con ensayos mas complejos que involucran nuevas
variables. Se incluyd dentro de las variables de interés el uso de colesterol en el ensamblaje
del liposoma a estudiar, que como se ha mencionado previamente en este capitulo, cumple

un rol clave en la estabilidad de este tipo de sistemas.

La velocidad ultrasénicay la densidad de los liposomas de DPPC-COL-3PX se midieron en agua
y en el buffer HEPES, lo cual permitié el cdlculo del volumen especifico y el médulo de
compresibilidad volumétrica de las vesiculas, como se detalla en la seccion de métodos de
este capitulo. Todas las figuras muestran la ausencia caracteristica del salto correspondiente

a la temperatura de transicion debido a la presencia del colesterol.

Las figuras 6.4, 6.5y 6.6 muestran el comportamiento del liposoma en un medio acuoso acido,
con y sin la adicién de xantona. La presencia del efector resulta en un volumen ligeramente
menor de lipidos (Figura 6.6). En consecuencia, la estructura lipidica se compacta
lateralmente, como indica el factor de compresibilidad (Figura 6.7). El efecto limitado de la
xantona en la estructuracion lipidica se refleja en el médulo de elasticidad, que practicamente
no muestra diferencias para el liposoma en presencia o ausencia de xantona.
Especificamente, a la temperatura fisioldgica de 37°C, la variacién de Kjp entre los dos

sistemas, con y sin 3PX como efector, es insignificante (Figura 6.8).
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Figura 6.6. Volumen especifico ¢, para DPPC-COL y DPPC-COL-3PX vs. temperatura para una
suspension acuosa de MLVs. En todos los casos, los resultados presentaron una desviacion
estdndar menor al 10% y son resultado del promedio de tres réplicas.
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Figura 6.7. Compresibilidad adiabdtica ¢i/Bspara DPPC-COL y DPPC-COL-3PX vs. temperatura para
una suspension acuosa de MLVs. En todos los casos, los resultados presentaron una desviacion
estdndar menor al 10% y son resultado del promedio de tres réplicas.
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Figura 6.8. Mddulo de compresibilidad volumétrico K, para DPPC-COL y DPPC-COL-3PX vs.
temperatura para una suspension acuosa de MLVs. En todos los casos, los resultados presentaron
una desviacion estandar menor al 10% y son resultado del promedio de tres réplicas.

El comportamiento del liposoma cambia sustancialmente en sus propiedades mecanicas con
la introduccidén del efector cuando el medio es neutro, en presencia del buffer HEPES. No solo
se observan cambios mds pronunciados en los pardmetros mecanicos, sino que también el

comportamiento se invierte en comparacién con el comportamiento del liposoma en agua.

Inicialmente, el volumen aumenta en presencia del efector (Figura 6.9). Los iones del buffer
presentes en el medio establecen una interaccion con el oxigeno del colesterol. Esta
interaccidon se veria afectada por la presencia del efector, que, dadas sus caracteristicas
moleculares planas, se alinearian paralelas al lipido como se determind previamente en
nuestra investigacion, >® permitiendo que el volumen aumente. Claramente, este efecto se

refleja en el aumento de la compresibilidad del liposoma (Figura 6.10) y de la magnitud del

modulo de elasticidad volumétrica (Figura 6.11).
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Figura 6.9. Volumen especifico ¢, para DPPC-COL y DPPC-COL-3PX vs. temperatura para una
suspension en HEPES de MLVs. En todos los casos, los resultados presentaron una desviacion
estdndar menor al 10% y son resultado del promedio de tres réplicas.
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Figura 6.10. Compresibilidad adiabdtica ¢i/Bspara DPPC-COL y DPPC-COL-3PX vs. temperatura
para una suspension en HEPES de MLVs. En todos los casos, los resultados presentaron una
desviacion estandar menor al 10% y son resultado del promedio de tres réplicas.
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Figura 6.11. Mddulo de compresibilidad volumétrico K, para DPPC-COL y DPPC-COL-3PX vs.

temperatura para una suspension acuosa de MLVs. En todos los casos, los resultados presentaron
una desviacion estandar menor al 10% y son resultado del promedio de tres réplicas.

En cuanto a las propiedades mecanicas, los sistemas propuestos demostraron ser susceptibles
al entorno. La Tabla 6.2 muestra la comparacién de las propiedades mecanicas en diferentes
medios para el liposoma DPPC-Colesterol-3PX a 37°C. Se puede observar que a pH fisiolégico

presentan una magnitud de mddulo de elasticidad volumétrica inferior a la de aquellos en

agua.

Tabla 6.2. Comparacion de las propiedades mecdnicas en diferentes medios para liposomas de tipo
MLV de DPPC-COL-3PX a 37 °C.

Medio Pv(mlL.g?) @/, (mL.g?) Kip/10° (Pa)
Agua 0.940,02 0924001 1144003

HEPES ‘ 1.30:0.03 2.20+0,05 1.04£0.02

Se han informado muy pocos estudios sistematicos con relacidn a las caracteristicas
fisicoquimicas de los liposomas a diferentes valores de pH y temperaturas. Zhang y

colaboradores, 37 documentaron que el pH y la temperatura tienen un efecto en el grado de
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hidrdlisis de fosfolipidos, influyendo en la longevidad de los liposomas. Del mismo modo,
Sulkowski y colaboradores, 3% observaron que la flexibilidad de la membrana aumenta a
medida que suben el pH y la temperatura. La protonacién de fosfolipidos ocurre a niveles de
pH més bajos, dando lugar a un enlace de hidrégeno que rigidiza. Roy y colaboradores, 30°
corroboraron que todos los sistemas estudiados se volvian mds rigidos con el aumento de
acidez del medio segun los resultados de DSC debido al incremento de enlaces de hidrégeno

entre moléculas de fosfolipidos.

Aplicando el mdédulo de elasticidad volumétrica y de acuerdo con los resultados encontrados
en la literatura mediante otras técnicas, nuestros hallazgos, reflejados en la magnitud de Kiip,
demuestran la importancia del medio en relacién con la obtencién de un liposoma mas o

menos rigido.

Los resultados de las propiedades mecdnicas del liposoma propuesto en relacién con su
estabilidad se correlacionan con los resultados del estudio de su potencial zeta. La carga
superficial juega un papel trascendental en la estabilidad coloidal de los liposomas. Los
procesos de agregacion y fusién de liposomas estan en gran medida controlados por la
repulsién o atracciéon de sus superficies lipidicas. 310 Si todas las particulas en suspension
presentan un potencial zeta alto negativo o positivo, tienden a repelerse entre si, y no habra

tendencia a la agregacion de las mismas. 284

Los sistemas que incluyen DPPC en agua como medio dispersante exhibieron carga superficial
a pesar de que DPPC es un lipido zwitterionico. Este fendmeno ha sido observado y explicado
por un trabajo previo de este grupo. 2> La Figura 6.12 muestra el potencial zeta de los
sistemas estudiados. Los liposomas que contienen 3PX en solucion de buffer muestran un
potencial negativo de mayor magnitud, lo cual indicaria una mayor estabilidad de la

suspension liposomal y una reducida tendencia a la agregacién.
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Figura 6.12. Potencial Zeta vs. temperatura de DPPC-COL y DPPC-COL-3PX en agua (izquierda) y
buffer HEPES (derecha). En todos los casos, la desviacion estandar fue menor al 10% y no se
muestra para permitir una clara visualizacion. Los datos reportados corresponden a un promedio
entre tres réplicas de las muestras.

También se puede observar la influencia de los iones del medio en el liposoma, especialmente
los cationes de sodio, ya que la unién del grupo colesterol-fosfatidilcolina prevalece sobre la
del ion Na* al grupo fosfatidilcolina. Como resultado, los iones son liberados desde la interfaz
agua-membrana hacia la fase acuosa. 3!! Este efecto se refleja en el potencial menos negativo

exhibido por los liposomas DPPC-COL en el buffer, en comparacion con los de agua.

Si bien el estudio de las propiedades mecanicas, en particular del médulo eldstico
volumétrico, constituye el enfoque central en esta evaluacién de la estabilidad
termodinamica de los liposomas, se realizd una investigacion complementaria sobre su
estabilidad cinética. Para evaluar esto, se llevaron a cabo experimentos durante un periodo
de 7 dias para evaluar la integridad del liposoma y la posible fuga del efector. Los cambios en
la suspensidn liposomal en funcion del tiempo se observaron mediante espectroscopia UV-
Vis, DLS y DSC. Esta investigacion complementaria proporciona informacién sobre la
estabilidad cinética de las formulaciones. Los datos obtenidos se muestran en las Figuras 6.13

a 6.15.

La eficiencia de encapsulacion de la formulacién liposomal para 3PX, en agua y buffer, se
obtuvo como se describe en la seccién de métodos. En todos los casos, los valores de EE
indicaron que mas del 90% de la cantidad inicial de 3PX estaba encapsulada. Este resultado

es de interés, pero no necesariamente sorprendente, ya que estos liposomas son MLVs. Dado
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que varian en el nUmero de bicapas lipidicas y tienen un volumen de encapsulacion acuoso
bajo, serian adecuados para la encapsulacién de farmacos hidrofébicos que interactian con

la bicapa. 278

Como ejemplo, la Figura 6.13 ilustra la EE para el sistema DPPC-COL-3PX a lo largo del tiempo.
Los resultados demuestran que el sistema mantiene la integridad liposomal durante el

periodo estudiado, ya que la fuga de 3PX es minima.

IR = R

98.9
Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7

Figura 6.13. Porcentaje de 3PX encapsulada en MLVs compuestos de DPPC-COL retenida a lo largo
de un periodo de 7 dias en buffer HEPES a 37 °C.

Asegurar una alta encapsulacién y retencién del farmaco dentro de los liposomas es crucial
para el desarrollo de transportadores de fairmacos eficaces. 2’8 En el caso de los liposomas, la
eficiencia de encapsulacion de los posibles farmacos siempre depende de su miscibilidad en
la mezcla lipidica del sistema portador. Tanto la estabilidad de la formulacién final como la
biodisponibilidad del farmaco se determinan por la miscibilidad. El objetivo final de Ia

formulacién es aumentar la biodisponibilidad. 3*?

La técnica de dispersidon de luz dindmica destaca como una de las metodologias empleadas
con frecuencia en el analisis de nanoparticulas ya que ofrece resultados relativamente
precisos y consistentes. Ademas, la ventaja de la DLS radica en su eficiencia, ya que puede

completarse en un periodo de tiempo relativamente corto, generalmente alrededor de 10
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minutos. Como resultado, la DLS ha surgido como la técnica preferida para evaluar

rutinariamente el tamafio de las nanoparticulas.

La Figura 6.14 muestra los resultados obtenidos para DPPC-COL-3PX a 37 °C en medio HEPES
durante un periodo de 7 dias. El analisis del grafico revela que el tamafio de las particulas
suspendidas permanece aproximadamente constante a lo largo del tiempo durante el periodo
de estudio. Esta observacion es consistente con los resultados obtenidos del analisis de
potencial zeta, que indican un valor apreciable en el potencial de superficie en el sistema

estudiado.

1 PDI

0.8
0.6
0.4 .
0.2

0

0Oh 3h 6h 12h  24h  48h 44 7d

Figura 6.14. Tamano de particula observado mediante determinacion de distribucion de tamaio
en preparaciones de liposomas de DPPC-COL-3PX a lo largo de un periodo de 7 dias. El grdfico
inserto muestra una determinacion de PDI para cada punto medido. Los datos reportados son

promedio de tres réplicas.
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En cuanto a la composicidon quimica y las caracteristicas fisicas, especialmente el tamano, de
los liposomas, la utilizaciéon de la calorimetria diferencial de barrido tiene un potencial
significativo como técnica robusta para garantizar el control de calidad. Al establecer
pardmetros calorimétricos adecuados utilizando una muestra de lipido de referencia
apropiada, el método de DSC permite la evaluacidon de la calidad y estabilidad de una
formulacion mediante el analisis de perfiles térmicos distintivos. Ademas, la ausencia de
variaciones temporales en los resultados de DSC para una preparacion liposomal especifica,

ya sea que contenga un medicamento o no, indica la estabilidad quimica y fisica de los
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liposomas. La Figura 6.15 muestra los termogramas dependientes del tiempo para el

nanosistema DPPC-COL-3PX.

/—/—’A 7y

/___/\’_ — t_2ah

20 25 30 35 40 45 50
T/°C

Figura 6.15. Cascada de termogramas de MLVs constituidos por DPPC-COL-3PX en buffer HEPES,
obtenidos mediante DSC en funcion del tiempo.

Los termogramas del sistema DPPC-COL-3PX muestran el comportamiento esperado para
liposomas con la proporcion especifica de colesterol bajo investigacion. También muestran
consistencia temporal indicada por la forma sostenida de los termogramas. Estos hallazgos,

sumados a los resultados obtenidos mediante las otras técnicas mencionadas, sugieren que

los liposomas mantienen su integridad estructural a lo largo de la duracién del estudio.
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6.5 Conclusiones

En este estudio, se ha explorado la posibilidad de determinar la rigidez a través del
Moédulo de Compresibilidad Volumétrica con técnicas relativamente simples y no invasivas,
como la Velocimetria por Ultrasonido y la densitometria. El analisis de la rigidez de los
sistemas de liposomas a través de estos medios no ha sido llevado a cabo, hasta donde llega

nuestro conocimiento.

El mdédulo de compresibilidad volumétrica, a diferencia del ampliamente utilizado
modulo de Young, actla como una medicién de rigidez mas representativa para sistemas
como los liposomas, dadas las heterogeneidades de estas vesiculas. Con el propdsito de
estudiarlo, se disefid un sistema de liposomas compuesto por DPPC y Colesterol como
portador de una xantona O-prenilada potencialmente bioactiva (3PX). Los resultados
indicaron que, bajo condiciones de pH y temperatura fisioldgicas, el sistema mencionado
cumple con caracteristicas prometedoras de integridad y estabilidad. La estabilidad exhibida

por este portador, tanto termodinamicamente como cinéticamente, es notable.

Esta caracterizacion fisicoquimica integral del liposoma propuesto no solo enfatiza un
aspecto escasamente investigado como la rigidez liposomal, sino también la importancia de
considerar la influencia que el entorno tiene en relacidén con la elasticidad de la nanoparticula

con respecto al uso especifico previsto.
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Capitulo 7: Conclusiones generales

Respecto de la primera parte del presente trabajo de tesis, se destaca el aporte
significativo de este estudio al campo de la quimica organica verde, mediante el desarrollo de
tres metodologias innovadoras y eco-amigables para la sintesis eficiente de heterociclos
triciclicos fusionados de nitrégeno (carbazoles y acridonas) y oxigeno (xantonas). La
combinacidn estratégica de la catdlisis heterogénea y la sintesis asistida por microondas ha
demostrado ser excepcionalmente poderosa, superando limitaciones comunes asociadas con

nuevos protocolos de sintesis.

A lo largo de la investigacidn, se ha observado que muchos de los nuevos protocolos de
sintesis suelen requerir precursores complejos, catalizadores de elevado valor no
recuperables, o el uso de ligandos fosfina y/o aditivos. En contraste, las estrategias sintéticas
propuestas en este trabajo destacan por su eficiencia y sostenibilidad. La utilizacién de
catalizadores heterogéneos meticulosamente preparados ha proporcionado ventajas clave
en términos de reactividad, selectividad y reutilizacién, superando la necesidad de

catalizadores costosos y no recuperables.

Simultdneamente, la sintesis asistida por microondas ha contribuido a la reduccion
significativa de los tiempos de reaccion, sin depender del uso de precursores complejos o de
la inclusién de ligandos toxicos y/o costosos. Este enfoque sinérgico no solo acelera las
transformaciones quimicas, sino que también promueve condiciones de reaccidn mas suaves
y sostenibles desde una perspectiva ecoldgica, destacando asi la importancia de abordar las

limitaciones inherentes a muchos de los protocolos sintéticos actuales.

Estas metodologias ofrecen rutas sintéticas novedosas para la obtencion de heterociclos
triciclicos fusionados de nitrégeno y oxigeno, al mismo tiempo que abordan y superan las
restricciones asociadas cominmente con los nuevos enfoques sintéticos. Este enfoque
estratégico no solo representa un avance significativo en el campo de la quimica organica,
sino que también destaca la importancia de desarrollar metodologias eficientes y sostenibles

en la sintesis de compuestos heterociclicos.
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En relacion a la segunda parte, hemos estudiado la aplicacion de uno de los andamiajes
privilegiados, el enfoque se trasladd a la exploracion de la interaccidn de las xantonas sobre
membranas biomiméticas y liposomas. En el caso de las membranas biomiméticas de DPPCy
DMPC, se observa que las xantonas inducen un estado de empaquetamiento mds compacto,
generando perturbaciones en las interacciones laterales de las cadenas hidrocarbonadas de
los lipidos. Este efecto no presenta una relacidn trivial con las caracteristicas de
compresibilidad y fluidez de la membrana, resaltando la complejidad de las interacciones
introducidas por las xantonas. Para las membranas de células bacterianas de POPE y POPG,
aun en una fase preliminar, los estudios se enfocan en las variaciones de potencial zeta en
presencia y ausencia del efector, y se encuentra en desarrollo el estudio de las propiedades
mecanicas como volumen aparente, compresibilidad adiabatica y elasticidad. Se anticipa que
la presencia de xantonas desestabilizara la interfaz hidrofébico-agua, generando cambios en

las propiedades elasticas de la membrana, con futuros analisis por TEM y ensayos in vivo.

Por otro lado, se aborda el uso de xantonas en liposomas propuestos como potencial
herramienta para el transporte de fdrmacos. El estudio destaca la determinacidon de la rigidez
a través del Mddulo de Compresibilidad Volumétrica, utilizando técnicas no invasivas como la
Velocimetria por Ultrasonido y la densitometria. Esta aproximacién innovadora revela
caracteristicas prometedoras de integridad y estabilidad en el sistema de liposomas
propuesto, subrayando la importancia de considerar el entorno en relacién con la elasticidad

de la nanoparticula para su uso especifico.

En resumen, este trabajo no solo contribuye significativamente al avance de la quimica
organica con metodologias eficientes y sostenibles, sino que también aporta a la comprensidn
de las interacciones de efectores de caracteristicas particulares y numerosas potenciales
aplicaciones en diversos campos de la farmacologia, tales como son las xantonas, con
membranas biomiméticas y liposomas, abriendo nuevas perspectivas en la sintesis y

aplicaciones de compuestos heterociclicos.
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Apéndice: Espectros RMN

1. Carbazoles
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13C NMR (75 MHz, CDClIs) de benzo[c]acridin-7(12H)-ona (8)

226



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo
Apéndice

MU r—— e )

A il o T

88828388 8

—_———S S =S -
] ] ] L] ] 1] L] T T 1] ] T ] T T ] ] L] ] L T
110 105 100 95 90 85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

'H NMR (300 MHz, CDCls) de benzo[b][1,10]fenantrolin-7(12H)-ona (9)

® Y ¢ HBETIHRLSSHARAR
S €3 5 QRANAAAANNNES
1 1] ] SN =
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80

n

60

13C NMR (75 MHz, CDClIs) de benzo[b][1,10]fenantrolin-7(12H)-ona (9)

227



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo

Apéndice
2 85 RRXBIYSRNSES
< W NN
| VN i
(0]
ClI- II N II
H
10

| o

T

8

LO0—

LO0—
200

ey
8
el

125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) de 3-cloroacridin-9(10H)-ona (10)

<
o @ o

© JrEsseanness
|

PPN bt U B A s ot

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9% 8 70 60 S0 40 30 20 10 0 -10
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 2-fluoroacridin-9(10H)-ona (11)

229



Diseiio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membranas lipidicas modelo

Apéndice
BRUNAZSRRRRRRARANAZANG 3
T NN . 1
(0] (o)
LT
N
H
12
J I l_lJ_-L LJL J . L
¥ P A 2T é
- g 82888 S

T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T L] L] T
125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) de metil 9-0x0-9,10-dihidroacridin-2-carboxilato (12)

B 2 ﬁaﬁ!ﬁﬁFlﬁﬁﬁgﬁ ]
g 5 :2585539:&:5 7]
LT 1TSS |

L U h

T T T T T L Li T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 &0 70 6 S0 40 30 20 10 0
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 2,3-dimetoxiacridin-9(10H)-ona (13)
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 2-metilacridin-9(10H)-ona (15)
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 3-metilacridin-9(10H)-ona (16)
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T T
200 190

140

130 120 110 100 %0 80 70

60

50

40

30

238

20 10 0

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 2-nitroacridin-9(10H)-ona (19).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 8-metil-[1,3]dioxolo[4,5-b]acridin-10(5H)-ona (20)
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 6-metoxi-2-nitroacridin-9(10H)-ona (23)
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'H NMR (300 MHz, CDClIs) de 2-cloro-10-metilacridin-9(10H)-ona (24)
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13C NMR (75 MHz, CDCls) de 2-cloro-10-metilacridin-9(10H)-ona (24)
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 1,2,3-trimetoxi-10-metilacridin-9(10H)-ona (26)
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13C NMR (75 MHz, CDCls) de 2,3-dimetoxi-5-metil-9H-xanten-9-ona (19)
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'H NMR (300 MHz, CDClIs) de 2,7-dinitro-9H-xanten-9-ona (20)
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13C NMR (75 MHz, CDCls) de 2,7-dinitro-9H-xanten-9-ona (20)
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!H NMR (300 MHz, acetona-ds) de 1,3-dihidroxi-9H-xanten-9-ona (21)
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13C NMR (75 MHz, acetona-ds) de 1,3-dihidroxi-9H-xanten-9-ona (21)
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!H NMR (300 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-9H-xanten-9-ona (22)
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13C NMR (75 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-9H-xanten-9-ona (22)
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'H NMR (300 MHz, acetona-ds) de 1,3,6-trihidroxi-9H-xanten-9-ona (23)

179.71

127.38
11372
o133z

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

13C NMR (75 MHz, acetona-ds) de 1,3,6-trihidroxi-9H-xanten-9-ona (23)
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'H NMR (300 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-3-preniloxi-9H-xanten-9-ona (1H3PX)
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13C NMR (75 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-3-preniloxi-9H-xanten-9-ona (1H3PX)
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'H NMR (300 MHz, CDClIs) de 1-hidroxi-3,6-dipreniloxi-9H-xanten-9-ona (1H3,6DPX)
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13C NMR (75 MHz, CDCls) de 1-hidroxi-3,6-dipreniloxi-9H-xanten-9-ona (1H3,6DPX)
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) de 3-preniloxi-9H-xanten-9-ona (3PX)
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13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) de 3-preniloxi-9H-xanten-9-ona (3PX)
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