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Resumen

En el desarrollo deeste trabajo detesis, se construyeron una serie de estructuras
heterociclicas«privilegiadas (acridonas, carbazoles y xantongske exploraron diversas
metodologias sintéticas con el fin de mejorar la eficpeiea su accesdasandose en los
principios de la quimica verde y aprovechando las ventajas de una sintesis organica mas

eficiente y selectiva, ademas ths mejoras provistadesde una perspectiva operacional.

Con este proposito, 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 obtencién alternativas, tates e uso de
calentamiento por microondas, fueron aplicadas de manera tal de obtener las entidades

guimicas de interés, que fueron posteriormente caracterizadas.

Launidad farmaaférica de interés que cuenta con numerosas cualidades atribuidas a lo
largo de los afigsesta compuesta del nucleo xantona cual se realizaronna serie de
funcionalizaciones especificpara cada caso en particuldra interaccion 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
compuestosientro de diversos sistemasn muchos casos brindando perspectivas novedosas
a los mismosen otros permitiendo descubrir nuevas aplicaciones para las técnicas de

caracterizacion utilizadas.




Abstract

In the development of this thesis, a series pfivileged heterocyclicscaffolds were
constructed (acridones, carbazoles and xanthonems)d severalsynthetic methodologies
were exploredin orderto improve efficacyin their accesdased on the principles of green
chemistry andaking onthe advantages of a more efficient and selectorganicsynthesis

besides the improvements provided froam operational perspective.

To achieve this goal, a set of suitable catalysts based on Palladium nanopatrticles 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 iasomave 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 nalgzzd on lipid

bilayers through various experimental and computational techniques, either as effectors in 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 comodinderse
systems,often providing novel perspective®r even affording a new application for the

characterizatiortechniquesutilized.
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Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo
Capitulol: Introducion general

Capitulo 1: Introduc cién general

1.1 Sintesis de heterociclos

1.1.1 Definiciébn 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 estructardecapa
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 biol6gico se
comunican, las moléculas heterociclicas son una de las columnas que esogielesarrollo

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, ginghaosu Este compuesto es un
sesquiterpeno lactona con un enlace endoperéxido que se encuentra en la pldataisia
annug conocida comunmente como ajenjo dulce (Figurd).lLa 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.

Figural.l. Artemisinina obtenida de la planta Artemisia annua.

Cuando se comenzé una investigacién para buscar solucién al inmenso nimero de soldados

gue habian contraido malaria durante la Guerra de Vietnam y la Gran Revolucion Cultural
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Proletaria, Tu YolYou, una cientifica, médica y farmacéutica china, lidero la investigacién que
llevé al descubrimiento de la actividad antipalidica de la artemisinina. Extrayendo la
informacion de relevancia en gran parte de antiguos textos sobre medicicional, Tu

tratd a los enfermos de la Isla de Hainan con diversos extractos de plantas, incluido el de la
especieArtemisia annuaEl estudio de sus propiedades sobre parasitos, luego del compuesto
aislado sobre ratones y, finalmente sobre humanog exitoso y comprobd 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 antipalidicos, conocidos como terapias de combindeidn

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 d@t@no en su

estructura. Estos compuestos tienen una amplia variedad de propiedades biolégicas

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 laajaoigdicinal,

sino también en la sintesis de materiales.

Los heterociclos triciclicos fusionados poseen una serie de propiedades fisicas y quimicas
Unicas de interésEn algunos casogxiste una tendencia a que posean una elevada
estabilidad térmica, haciéndolos excelentes candidatos en la sintesis de materiales
resistentes al calor y como ligandos en catélisis asimétrica a alta tempetfatleapresencia

de heteroatomos también puede conferir propiedades electronicas especiales en procesos
gue requieran donar o aceptar electrones. Sumado a ello, la combinacién de diferentes
0f 21 dzSa RS ©OdhpgadoNezQd3 Mmtgriales orgéanicos l@xeh candidatos
atractivos para su aplicacién en materiales para OLEDs. igual manera, compuestos
KS G SNER I NR-00Ohjupadas2 goliciclicos son de gran interés para los estudios

fundamentales de propiedades moleculares y para aplicaciones potenciales en diversos
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dispositivos electrénicos, asi como para su utilizacién como sondas fluoresé@iteien se
hace mencion solo 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 biol6gica

y su potencial farmacologico.

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 quimicagjas elcleos
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 infeccios&sal tratamiento de convulsioney procesos

inflamatorios,? entre otras.®

o cl

oA k

N
H

antiinflamatorio anticonvulsivante

N
antineoplasico r W antimalarico

Figural.2. Ejemplos seleccionados theterotricidos fusionadoson acciérterapéutica.

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 escaladsicgivn 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 problemastales como efectos indeseables o bagubilidad ¢ que solian

acarrear las moléculas naturalesediante su modificacion quimica. Una alternativa que gana

3
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terreno es la generacion 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 dinAmica molecutimicking

De esta forma, cobra aun mayor relevancia la sintesis organica como método de obtencion
de compuestos bioactivos. Si bien la extraccion de sustancias naturales ha sido el camino
tradicional para acceder a estas moléculas, la sintesis orgénica ofrece jumtcode

beneficios que no solo agilizan y facilitan el proceso, sino que también abren nuevas

posibilidades en la obtencidén de derivados y analogos con propiedades mejoradas.

Una de las principales ventajas consiste en la capacidad de disefiar y adaptar estructuras
moleculares segun las necesidades especificas, permitiendo la modificacion y optimizacion de
los compuestos para diferentes aplicaciones. La creaciébn de analogosivwadde
estructurales conduce a la obtenciéon de compuestos con propiedades mejoradas, mayor
actividad biol6gica, menor toxicidad o mayor selectividad a una diana especifica. Ademas,
este enfoque permite la produccién de cantidades mas significativas deofopuestos
deseados, lo que resuelve el problema de la disponibilidad limitada que a menudo se

encuentra en la extraccion 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
caracterizacion y garantiza una mayor reproducibilidad de los resultados en candpacan

la variabilidad inherente a los extractos naturales. Esta flexibilidad y personalizacion son
factores cruciales en la busqueda de nuevas moléculas para tratamientos médicos y

aplicaciones industriales.

1.1.2 Catdlisis heterogénea

La catdlisis es un fenobmeno fundamental en la quimica con un papel crucial en
procesos industriales y bioldgicos. 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 reaccion 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 desisafksenta
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 desgadusimizando la
formacion de subproductos indeseables. Suele tratarse, ademas, de catalizadores robustos
capaces de adaptarse a diferentes condiciones de temperatura y presién que pueden
utilizarse en mdultiples ciclos de reaccion sin perder su activaladentando la eficiencia del
proceso. No menor es la ventaja que confiere la facilidad de separacion de los productos de
la reaccién, al encontrarse el catalizador en una fase diferente a los reactivos y productos,
simplificando los pasos de purificacipmecuperaciony reduciendo tanto los costos como el

impacto ambiental del proceso.

Los beneficiosle la catélisis heterogénean términos de selectividad, eficiencia y facilidad
de separacion y el desarrollo de nuevos materiales cataljtasiscomda comprensién de
sus mecanismos de reaccion, abren ain 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 reaccion. En primer lugar,
los reactivos deben difundir desde la fase fluida hacia la superficgdlido. 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 la disponibilidad de sitios
reactivos debe ser optimizada, y esto se encuentra en intima relacion con el area superficial
del soporte y la efectividad del proceso de inclusion de la fase aetivagso 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 &rea 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 tamafos y niveles de tortuosidad, y la capatatia
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

enla optimizacién de un catalizador (Figura).

Mesoporo

Microporo

Figural.3. Soporte, ejemplo de biocarbdn genérico y caracteristicas de superficie, con algunos
grupos funcionales, y porosidad de diversos tipGepyright (2017) Elsevier Ltd.

Una vez que los reactivos se encuentran en la superficie del sdlido, ocurre leadgorgion

o fisksorcion, en que los reactivos se unen a los sitios activos. Esta etapa es esencial para la
formacién de complejos intermedios que conducen a la reacaidmiga deseada, por lo que
resulta necesario contar con un catalizador goatengaen 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 libedacitras 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 disminucion de la cantidad de

reactivos o retencion del poucto, y el catalizador se contamina y pierde actividad.
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Al momento de la reaccion 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 libe@deids productos

hacia la fase fluida. Por altimo, los productos desorbidos deben difundir desde la superficie
del sélido hacia la fase fluida circundante. Esta difusion de productos completa el ciclo de la

reaccion y permite que los productos sean tnams$ados y recolectados.

Es importante tener en cuenta que el paso mas lento sédeterminantede la velocidad
global de la reaccién. Por lo tanto, la optimizacion de cada etapa, desde la difusién de
reactivos hasta la difusion de productos, es fundamental para mejorar la eficiencia. Este
enfoque secuencial de los pasos involucrados en una reacciola superficie solida
proporciona una comprension mas profunda de los mecanismos de catalisis y permite disefiar

estrategias para mejorar la actividad y selectividad de los catalieadheterogéneos.

En reacciones de acoplamiento en sintesis organica, el empleo de catalizadores heterogéneos
resulta una alternativa atractiva, dadas las ventajas relacionadas con la economia atomica,
los principios de la quimica verde y otras cuestiones practicas y eamasinidemas, se
minimiza la contaminacién del producto con trazas de metales originadas por el empleo de
catalizadores homogéneo®,algo de extrema relevancia en la producciéon de compuestos a

ser utilizados en la industria farmacéutica.

El disefio de catalizadores heterogéneos es un area dindmica en la que convergen diferentes
disciplinas cientificas y tecnolégicas. Al combinar los conocimientos de quimica, ingenieria y
ciencia de materiales, se logra optimizar la actividad catalitica jgprareel disefio. Este
enfoque multidisciplinario permite desarrollar catalizadores heterogéneos cada vez mas
eficientes y selectivos, y optimizar los procesos para que aesum vezmas eficientes y
sostenibles. La eleccion cuidadosa del soporte, por doegl 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 mediantekCactivacion. Uno de ellos tiene com@sde una forma

de ! -alimina modificada a través de tratamiento acido. En los otros dos, el soporte es un
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biocarbon que proviene de la pirdlisis de biomasa. La biomasa en cuestién proviene de un
desecho agroindustrial muy abundante en la zona, como lo es la cascara de girasol, con lo cual
se le brinda valor agregado por dos vias al pirolizarlo. El sélidaarsués utilizado como

soporte verde y el bioil, 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 caracterizacion 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 organica han permanecido
en gran medida inalterados. Si bien la instrumentacion analitica moderna ha acelerado la
acumulacion de resultados y ha permitido trabajar con pequefas cantidades téeates,
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

purificacion.

En contraste, disciplinas como la biologia molecular y la gendmica han experimentado
cambiosparadigmaticos notables en sus metodologias. Sin embargo, la sintesis organica de
moléculas complejas ha presenciado una limitada desviacion 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 métode@so convencionales proporcionando una breve

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

Uno de estos métodos no convencionalegplementael 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 reaccion. Esto facilitadativacién de enlaces quimicos y acelera las reacciones, lo
gue ha encontrado aplicaciones en la sintesis de compuestos heterociclicos y en la activacion

de enlaces carbonrbeteroatomo.
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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 sélidke reduce el impacto ambientaton 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 utibraéxito en la
sintesis de moléculas complejas, como productos naturales y compuestos farmacéuticos, y ha

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

Otro método no convencionaluno de particular interés para nuestro trabajes el
calentamiento por microondag&l uso derradiacionmicroondasha revolucionado la sintesis
organica al permitir un calentamiento rapido y uniforme de las reacciones. Esta técnica ofrece
un control preciso sobre las condiciones de reaccion, lo que resulta en tiempos de reaccion
reducidos y una considerable mejora tes rendimientos a través de un aumento de la
selectividad. El calentamiento por microondas ha demostrado isa@a en la sintesis de
productos naturales complejos, compuestos farmacéuticos y materiales funciofaies.
metodologia cuentaon 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 oportunidadegeresantes para futuras investigaciones y

aplicaciones en esteampa

A diferencia de los métodos convencionales de calentamiento, que transmiten calor a través

de conduccion o conveccién, el calentamiento por microondas se basa en la aplicacion directa
de energia electromagnética en forma de microondas a la muestra. lradoién selectiva

de las microondas con las moléculas organicas 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 resultaa dorinacion selectiva de

productos deseados y la minimizacion de reacciones secundarias no deseadas.
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En los capitulos,23 y 4 de esta tesis, se explorarda enayor detalle la irradiaciénpor
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 dasigles

mecanismos subyacentes.

10
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1.2 Xantonas

1.2.1 Estructuras privilegiadas

Las xantonas son un grupo de compuestos con un ndcleo diBdepizona, siendo
estos dos anillos bencénicos los responsables de su versatilidad quimica al permitir la
sustitucion de sus hidrogenos por una amplia variedad de grupos funcionales (FHQu&e
han destacado en los ultimos afios debido a la extensa gama de actividades biolégicas que se
les ha adjudicado, incluyendo propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales,

113 antimicrobianas#y antihipertensivast®

Figural.4. Esqueleto xantona y numeracion.

Estas propiedades se han atribuido a@structura molecular privilegiasla un concepto
introducido por Evans y colaboradorésen referencia a fragmentos rigidos que pueden
independizarse como subunidades estructurales simples de gran afinidad por dianas
biolégicas y potencial farmacoféricd’'® Esta cualidad Unica, propia de subunidades
destacadas, seria la responsable de la interaccion selectiva con diferentes proteinas y
enzimas, tales como la proteinimasa CRK(, *°la glicoproteina de la espicula del virus SARS
CoV¥2, 20 el receptor nuclear alfa activado por el proliferador de peroxisohd1C}, %! la
enzima interconversora de angiotensina #,entre otros. No s6lo poseen una funcion
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 interaetr con dianas secundarias, y una mejorada disponibilidad

al no perderse compuesto en otras rutas metabolicas.

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 ézqaot 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 biologico diferente, y es importante
tenerlas como referencia a la hora de hacer estimaciones preliminaresjedhplo claro es

el deGarcinia mangostanaun arbol tropical originario del sudeste asiatico también conocido
como mangostan, que produce una fruta cuyo pericarpio contiene una xam@ralada

f £ I Y l-niahgostina, con reconocidas propiedades antiaries y antiinflamatoriag?

(Figural.5).

o.-mangostina

Figural.5. Estructura de una xantona destacada con multiples propiedades farmacolégicas

Desde de la perspectiva de la sintesis organica, 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 enlacesean generados. Las reacciones de
acoplamiento cruzado son quienes dirigen la formacioén de enlaces cadaoshono (&C) y
carboncheteroatomo (GX). En las mismas se accede cataliticamente, por lo general a través
de un metal de transicion, a la formacion deevos enlaces de estiipo a partir de una
especienucledfila(Nu) y una especielectréfila (E), con eliminaciéon de un fragmento que

suele de ser de naturaleza inorganica (Fidiuéa.

®—M L X _. catahzador

(Nu)  (E)

Figural.6. Esquema denareaccion 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 metélico. 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 roljstacuenta con varios
referentes en esta forma de adquisicion de productos, tales como Heck, Sdigakia,

Sonogashira, Negishi, Hiyama y Buchv¥ddtwig.2*

Por otro lado, en el acoplamiento cruzado mediartd @ctivacion, se activan los enlaces C

H delos sustratos de manera directa mediante la coordinacion con un catalizador metalico,
lo que permite su acoplamiento con el segundo sustrato. Dado que el enlace carbono
hidrogeno- tanto en alcanos, como en arileposee una reactividad muy baja asociada a la
elevada energia requerida para su ruptura, las condiciones de reaccion necesarias deberian
ser bastante agresivas. Sin embargo, el metal de transicion permite que este proceso tenga

lugar de forma mas afable.

Existen dos mecanismos fundamentales a través de los dogleda activacion de enlaces

GH. El primero de ellos implica la insercion de un enlateed el ligando de un metal de
transicion, y se conoce como mecanismo de esfera externa. El segundo mecanismo consiste
en la coordinacion del enlaceHCcon el metal, lgue da lugar a la formacién de un complejo
organometalico, denominado mecanismo de esfera interna. Los mecanismos de esfera
interna tienen lugar a través de tres procesos principales: adiciddante, metéatesis de

enlace sigma y activaci@bectrofila(Figural.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 ecoadnecoldgica al
reducir la cantidad de pasos requeridos, la cantidad y variedad de sustyaesptimiza 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]—X

M]< (M] R M] R
oh " i
H X

Adicion Metatesis de Activacion
oxidante enlace sigma electrofila

- 000

Intermediario
activo

Figural.7. Esquema ilustrativo de formas dekCactivacion.

En reacciones de acoplamiento cruzado mediardé &ctivacion 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, elzeatat 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 elpgrduncional complementario, se
coordina al complejo de metal activado. En la ultima etapa, el catalizador promueve la
formacion del enlace -C o & entre ambos sustratos, resultando en la formacion del

producto deseado (Figurh8).
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Acoplamiento cruzado tradicional

. O— X

O Ox=Orn o O-Q
- MX
C-H activacion/funcionalizacion

+ QXM
Ot — | Ow|——

Figural.8. Acoplamiento cruzado tradicional y conKCactivacion

En su gran mayoria, reacciones de este tipo proceden mediante catalisis homogénea, y en
muchos casos utilizando paladio como metal catalitico. Algunos de los probledms
comunegque surgen de reacciones de acoplamiento cruzado son la necesidad de condiciones
de reaccion bastante drasticas, asi como unafpneionalizacion de reactivos. Suele darse la
formacién de subproductos con la resignacién que implica en la optimizaciarederiomia
atomica, y en la mayoria de los casos se debe lidiar con elriegerto de ligandos o aditivos

tales como fosfinas, que son compuestos no sélo téxicos, sino también de un costo

considerable.

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

asistida por microondas (MASy 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 biol6gica de estas moléculas. Se han
desarrollado varios métodos sintéticos para la preparacion de xantonasyenda los

métodos de sintesis tradicionales y mas novedo¥os.
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()

X OH Formacién enlace C-O
X: Halogeno; catalisis
mediada por Cu, Reaccion
de tipo Ullmann
X: H, OR; acoplamiento
a) Oxidativo, SNAr

Formacién enlace C-C
R3: H; C-H activacién
R3: OH, OMe;
ciclodeshidratacion

Formacion enlace C-C
Carbonilacion

Figural.9. Esquemaetrosintético y alternativas de acceso a xantonas.

El esquema retrosintético (Figurd9) 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 tatas b)y, por otro, la dibenzofenona en ttata a).

En el primer casoa partir del> St  ypgodd &2forma mediante la acilacion
intramolecular que requiere el uso de agentes deshidratantes tales como el reactivo de Eaton,
acido polifosforico, o acido sulfurico. De forma alternativa, rgjiaes requieren una doble-C

H activacion y carbonilacién a partir del diarilétehan sido logradas con la utilizacion de
catalizadores de paladié® El cierre intramolecular que conduce a la formacié® & partir

de benzofenonas combl puede tener lugar bajo catalisis mediada por Cu, acoplamientos

oxidantes o sustitucion nucleofilica aromatica intramoleclar.

Un objetivo altamenteatractivoen estos casos da sintesisle tipoone-pot, ya que permite
simplificar la sintesis, mejorar la economia atémica y, en algunos casos, optimizar la

sostenibilidad ambiental mediante la optimizacion 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 antigiiedad, aunque de forma empirica, para la sintesisodeqgios naturales. Un
ejemplo interesante de esto es la sintesis de la aspirina, descubierta por Felix Hoffmann en
1897. Hoffmann utilizé una sintesise-pot para obtener 4cido acetilsalicilico a partir de acido

salicilico y anhidrido acético en presende acido sulfirico como catalizad®.

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

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

Existen diversas alternativas de sintesis-pot para la formacion de esqueletos xantonicos
haciendo uso de arenos sustituidos, como se observa en la Fiduiradonde destaca el
método tradicional de Grover, Shah y Shah (G&®bido a su robustez y simplicidad. GSS
(ruta 1) permite obtenerhidroxixantonas a partir de acidsalicilicay 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,ci
Z R% Me, OMe,
) OH, Cl, NH,
X: OH, O
@ ™S OH, H \
N Y: OH, F
| R,
~ R': Me, OMe, OH, (]
TfO Hal, Ph, COMe
?2) (4%)) R2: Me, OMe
X: OH
Z Y:H
Z:

| N Cl, Br
@) 7 / R‘ Me, OMe
(VID) R2%: Me, OMe

Figural.10. Sintesis ongot de xantonas.

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

bencilo o metilo y trimetilsililariltriflatos por Larock y colaboradotaga 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 anulaciontreféica

regioselectiva, que conduce a la formacion del esqueleto xantonico.

La ultima de las alternativas presentadas corresponde a la ruta propuesta por Wang y Den
31.32en la que se emplean salicilaldehidos y-ditZaloarenos en presencia de catalizadores
homogéneos dePd (ruta 3). Esta metodologia permite la anulacion directa entre los

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

Otras opciones incluyen la utilizacién de benzaldehidos-sustituidos y fenoles en
presenciade Cu y Fé%3° como catalizadores en fase homogénea y heterogénea. Esta ruta
sintética ha demostrado ser muy efectiva para la obtencion de xantonas, con altos

rendimientos y una elevada eficiencia en la formacion del enlace cantambono.

En el 2014, nuestro grupo de trabajo desarroll6 una propuesta sintética para la adquisicion
del esqueleto xanténico mediante acoplamiento catalitico utilizando nanoparticulas de cobre
depositadas sobreilica magnetizada, o maijsa, a partir de benzaldehidossstituidos y
una serie de fenoles®® Como ventaja adicional, la utilizacién da catalizador en fase
heterogénea facilita y da acceso a su recuperacion, lo que aumenta la sostenibilidad del

proceso.La propuesta de posible mecanismo de accién se puede observar en lalFidura

|  -Re B®

‘)
<] 03 o
O HOH 2
= S
3 Ce iy GNN @
™ Z

O OH
z X @Ht)l—Rz + ZH
R1_\ | | /—Rz -CUNPS
z O MagSilica

7 0 OCu
R I 1 .—Rz

= S
R1—\| |/—R2 Z 0
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Figural.11. Mecanismo deeaccion propuesto en laintesiscatalitica de xantonas utilizando
nanoparticulas de cobre sobre Maijjsa.
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Numerosos e importantes avances se han logrado en los ultimos afios en lo que la sintesis de
este tipo de compuestos refiere. Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, se optimizé
una novedosa metodologia para la obtencién del esqueleto xantona astrde catalisis
heterogéneamediante paladioy sintesis asistida por microondas que sera desarrollada en

detalle a lo largo del capituta

1.2.2 Usos enfarmacologia

El estrés oxidativo, definido como un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas de oxigendrOS$ por sus siglas einglés ReactiveOxygen Speci¢y la capacidad
antioxidante endogena del organismo, esta implicado en el desarrollo de numerosas
enfermedades cronicas, como el cancer, las enfermedades -cardiovasculares,
neurodegenerativas e inflamatorias. Las xantonas se presentan como una alternativa

interesante en el tratamiento de enfermedades crénicas relacionadas con el estrés oxidativo.
36

En estrecha relacion, la inflamacién es un proceso natural del cuerpo que se produce en
respuesta a una infeccién o lesion, pero cuando se produce de manera excesiva o cronica,
puede contribuir al desarrollo de enfermedades como la artritfs,diabetes y la
neurodegeneracion®3?que se puede observar en los casos de Alzheibea:-mangostina
previamente presentada, es uxantona con actividad antiinflamatoria que ha demostrado
efectividaden estudios de la protein@nasa activada por mitégenos (TAK1) y el factor nuclear
kappa B (NF . abrfio inhibidorade la activacion de la via TAKES .40

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

investigacion importante en la medicina moderna.

La mangiferinapor ejemplo,encontradaen la corteza y las hojas de la planta de mango
(Mangifera indicg, ha demostrado tener actividad antiviral contra virus como el VIH, el
herpes y el dengue (Figuial?). La mangiferina inhibe la replicacién viral al interrumpir la
entrada del virus en las células huésped y al suprimir la transcripcion y la traduccion de los
genes virales. Su utilidad ha sido probada frente al virus 1 herpes simplex resistente al

acicbvir (HSV1) con buenos resultadog:42
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Figural.12. Magniferina

En la era del coronavirus, los antivirales capaces de inhit@plaacion viral, interrumpir la
entrada del virus en las células huésped y bloquear la expresion 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 unaisede hidroxixantonas podrian ser candigatomo

agentes antivirales en el tratamiento del coronavirus OC43 en hum&hos.

El tratamiento de infecciones bacterianas, en cambio, se ha planteado como un desafio
prevalenteen las Ultimas décadas debido a la aparicién de resistencia a los antibi6ticos
existentes. La resistencia antimicrobiana es un fenémeno natural que ocurre cuando las
bacterias desarrollan mecanismos de defensa contra los antibi6ticos, lo que las hace meno
susceptibles a su accion. El uso excesivo e inadecuado de antibiéticos en la medicina humana
y animal, asi como en la agricultura, ha acelerado la aparieidesistencia antimicrobiana a

nivel mundial. Por lo tanto, se necesitan nuevos agentes antibacterianos para combatir las

infecciones bacterianas resistentes a los antibiéticos actuales.

Varios estudios han demostrado que algunas xantonas tienen actividad antibacteriana contra
una amplia variedad de bacterias patégengantof | -mangostina comomuchos de sus
derivados, han demostrado tener actividad antibacteriana contra bacterias como
Mycobacterium tuberculosis** Staphylococcus aureusscherichia cgliPseudomonas

aeruginosay Salmonella typhimuriunt®4é

Dentro de las patologias de mayor relevancia para las cuales adn no se tienen tratamientos
resolutivos apropiados, se encuentran diversos tipos de carcisopaina serie de
enfermedades neurodegenerativas que aparecen en mayor numero 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 desafiermanentedebido 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 ddectarlas 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 & células cancerosas. Ademas, algunas xantonas tamhmédemaostrado

inhibir la angiogénesis, o formacién de nuevos vasos sanguineos, lo que es esencial para el

crecimiento de los tumores.

Algunos de los mecanismos que han sido descifrados incluyen la inhibicion de la formacion de
estructuras Gcuadruplex(G4), 4’ asociada a ciertas enfermedades humanas tales como el
cancer. En otro estudio, se demuestra mediante anéilisigvoe in vitro la capacidad de
ciertas xantonas de degradar receptores de andrégenos de la variart& AR células de
carcinoma prostatica®® En el cancer de mama triple negativiNB(, se ha estudiado el
efecto de la -mangostina y se ha determinado por docking molecular que forma complejos
con el cluster Interferon gamma/Proteina transcripcional activadora y transductora de
sefiales 1/Homoélogo 3 de NotdiNFG/STAT1/NOTCH?S el cual tiene un rol clave en la

oncogenesiselacionadaa fibroblastos asociados a cancer en este tipo de patologia.

El envejecimiento de la poblacion ha llevado a un aumento en la prevalencia de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkins¥nEstas enfermedades son
caracterizadas por la muerte progresiva de neuronas y la pérdida de la funcién cerebral, lo

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

Se ha demostrado que algunas xantonas, tales comarlangostina, tienen efectos positivos
en la proteccion de las células neuronales y la prevencion de la neurodegeneracion en

modelosin vitroy modelos animales?
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Por ejemplo, se ha encontrado que la xantbAaangostina puede prevenir la muerte celular
inducida por la toxicidad deél-amiloide en células cerebral@3y mejorar la memoria en
modelos de ratones de Alzheimer. También se ha demostrado que otras xantonas, como la
mangiferina previamente mencionad#, 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 estgpd de enfermedades neurodegenerativas, tales como la
monoaminooxidasa A y B (MAO A y MAO B), la butirilcolinesterasa y acetilcolinesterasa
(BUChE y AChEj,siendola inhibiciéon deesta ultima el enfoque tradicional de las drogas

utilizadas en el tratamiento paliativo de la enfermedad de Alzheimer.

Aungue aun se necesita mas investigacion para comprender completamente los mecanismos
de accion de las xantonas en diferentes modelos de enfermedades neurodegenerativas y para
determinar su eficacia en ensayos clinicos, la evidencia cientifica actualesqgee estas
moléculas tienen un gran potencial terapéutico como agentes neuroprotectores

pluripotenciales.

Debido a su capacidad de accion 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 axastonas 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 tenmplicaciones importantes para la sefializacion
celular y la regulacion de la funcion 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 tige 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 clasificacion biofarmacéutica
(BCS, por sus siglas en ingB®pharmaceutical Classification Sysjepueden presentar

desafios en cuanto a su formulacion 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 absorcion en el cuerpo. Esto se debe a que la hajdidad 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 formacion de precipitadosettracto gastrointestinal, Io que puede

reducir ain mas la cantidad que se absorbe.

Uno de los ejemplos méas conocidos es el farmaco ciclosporina A, utilizado en el tratamiento
de la artritis reumatoide y el trasplante de érganos. La ciclosporina A es un farmaco muy
lipofilico y poco soluble en agua, lo que dificulta su absorcion y bmulspdad. Para
solucionar este problema, se han desarrollado diversas formulaciones de la ciclosporina A
utilizando sistemas de administracion alternativos, como la microemulsion, un sistema

coloidal de baja tension superficial, y los liposomas.

Podemos vergon relacion da familia de las xantonas en especifico, que este suele ser el caso
para muchos de ellos, tales como la magniferth&xisten muchos estudios destinados a
encontrar un modo apropiado dedministracion y distribuciopara este tipo de compuestos

gue logre sortear el obstaculo de su elevada lipofilicidad y, en consecuencia, muy baja

solubilidad para administracién de formas tradicionales.

La Clase 1l del BCS incluye farmacos con alta solubilidad y baja permeabilidad, lo cual implica
gue un farmaco es soluble en agua, pero posee una baja permeabilidad a través de las
membranas bioldgicas, como la mucosa intestinal. Esto puede limitar disgmaibilidad 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 corgless. Su baja permeabilidad a través de las
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membranas biologicas 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 formulacion, como la modificacion de la estructura quimica del farmaco para
mejorar su permeabilidad, el uso de inhibidores de {gli€oproteina pasm aumentar su
absorcion 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 biolégicas. Para mejorar su biodisponibilidad se opté por la
incorporacion del farmaco en nanoparticulas lipidicas, la formulacion éemsis de

administracion de farmacos como los geles topicos y los parches transdérmicos. La
formulacién en nanoparticulas lipidicas permite una mayor penetracion del farmaco a través
de la piel y una liberacién prolongada en el sitio de accion, lo que andgoeficacia

terapéutica del farmaco. Por otro lado, los geles topicos y los parches transdérmicos permiten
una administracion localizada del farmaco, lo que reduce su exposicion sistémica y, por lo

tanto, sus posibles efectos secundarios.

La Clase 1V incluye farmacos con baja solubilidad y permeabilidad, los farmacos de esta clase
presentan los mayores desafios en términos de formulacion y desarrollo. Debido a su baja
solubilidad y permeabilidad, estos farmacos pueden tener una absorcigriimitada en el

cuerpo. Para superar estos desafios, se pueden utilizar diversas estrategias, como la
utilizacion de sistemas de liberaciémodificados laalteraciénde la estructura quimica del
farmaco para mejorar su solubilidad y permeabilidad, y ©treetodologias de formulacion

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
sehalogrado su formulacion en microemulsiones, sistemas coloidales que contienen farmaco
disuelto en una mezcla de aceite y agua con tensioactivos para formar una emulsién estable,
y en complejos de inclusion con ciclodextrinas. Las ciclodextrinas son aligdsaciclicos
capaces de formar complejos de inclusion con coespos 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, 11l yBZ§eleden requerir un enfoque
mas cuidadoso en cuanto a su formulacion 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 seragén 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 queeratas categorias
explayadas. Esto sumado, y quizads estrechamente relacionado, a los cadogjade
biocompatibilidad y toxicidad que presentan algunos de los compuestos naturales, nos pone
en la disyuntiva de tener que encontrar una forma de adminigirealternativa 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 formulacion 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 intericacésam
altamente liposolubles se pueden administrar con un sistema de distribucion 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
cuerpg aumentandasu eficacia y reduendola cantidad administrada para obtener el efecto
terapéutico deseado. La encapsulacion en liposomas también puede reducir su toxicidad al
limitar su exposicion a los tejidos no deseados. Al encapsularlos en las vesiculas lipidicas, se
puede reducir la libecion no especifica en el ap® y mejorar su distribucion selectiva a los

tejidos afectados.

Otra ventaja importante en estos sistemas es la capacidad para controlar la liberacién. 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 sedosdesociados con su

liberacién 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 difusicila® |g
interaccién de proteinas con la membrana, la formacion de poros, la permeabilidad y la fusion

de membranas.

Diferentes membranas modelo pueden ser preparadas mediante la formacion de bicapas
lipidicas sobre superficies soélidas, la formacion de vesiculas lipidicas o la utilizacién de

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

Los liposomas son vesiculas autoensambladas compuestas de bicapas lipidicas que se utilizan
comunmente como membranas modelo en la investigacion biomédica. Se trata de sistemas
muy utiles debido a su capacidad para encapsular moléculas hidréfilas yclisoféisi 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 ddos lipidos que constituye al liposoma en cuestion cueman propiedades
Unicas, influyado en la estructura y funcionalidad del liposoma resultante permitiendo
adaptar sus caracteristicas para emular sistemas bioldgicos y disefiar vehiculos de transporte
de farmacogFigural.l13).
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Figural.13. Subclasificacion de fosfolipidos

Dentro de los grupos de fosfolipidos, encontramos una diversidad de compuestos con
funciones cruciales en la construccién de liposomas y la emulacion de sistemas bioldgicos. Las
fosfatidilcolinas (PC), como la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y la dimfiasfaiiidilcolina
(DMPC), destacan por su estabilidad y capacidad para formar estructuras, convirtiéndolas en
elementosbasicosfundamentales para emuldas membranas bioldgicaka inclusion 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.

Lasfosfatidiletanolaminas (PE), presenteesmo componentes esenciales de las membranas
celulares, aportan diversidad estructural a los liposomas, influenciando tanto su morfologia
como su capacidad de encapsulacion. Este componente ressétacialen el disefio de

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

Por otro lado, lagosfatidilserinas (PS) y los fosfatidinositoles (Pl), presesntasembranas
celulares y participando en procesos de sefializacion, permiten recrear condiciones biologicas
especificas que facilitan los estudios sobre interacciones memimanrta@ina y procesos

fisiologicos.
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Integrdndose a este conjunto, los fosfatidilgliceroles (PG), otro mulde fosfolipidos,
desempeiian un papel importante en la construccion de liposomas. Aunque suelen recibir
menos atencion que otros fosfolipidos, su presencia en membranas celulares y la capacidad
de formar liposomas cargados eléctricamente los convierteagnponentes esenciales para
replicar propiedades especificas de ciertos entornos biolégicos, como las cargas negativas

presentes en las membranas bacterianas.

Los lipidos aniénicos comopalmitoiloleoil fosfatidilglicerofPOPG), en conjunto con el lipido
palmitoiloleoil fosfatidiletanolamingPOPE) son esenciales en la construccion de liposomas
utilizados para simular membranas bacterianas. La combinacion de POPG y POPE puede
imitar la composicién cargada y asimétrica de las membranas bacterianas, proporcionando
modelos mas realistas para ediar interacciones liposommembrana bacteriana y
desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas especificamente &iast Esta aproximacion

no solo mejora la comprension de la biologia bacteriana, sino que también facilita el estudio

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

Fuera de la linea de los fosfolipidoscelesterol(QOL) desempefia un papel central en la
estabilidad y permeabilidad de las membranas. Su inclusion en liposomas modula la fluidez
de la bicapa lipidica, influyendo directamente en las propiedades de liberaciéon de farmacos y

facilitando el disefio de sistemas darnsporte de sustancias terapéuticas.

Esfingolipidos como la esfingomielifaM)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 microentzgmiol6gicos complejos.

En principio,d preparacién 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 organico, como cloroformo ¢ @terluegose
evapora para formar una pelicula delgastdrela superficie del recipientque los contiene
Finalmente, se rehidrata la pelicula lipidica egua milliQo una solucién acuos#al 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 sonificacién, que implica la
exposicion de la suspension lipidica a ondas sonoras de alta frecuareirusion, por paso
repetido de la suspension lipidica a través de una membrana porosa para forzar la formacion
de liposomas de tamario uniforme el método de congelaciédescongelacion y el método

de electroformacion, utilizando una técnica electroquimica.

Desde una perspectiva estructural, se puede clasificar a los liposomas en funcién del nimero
de capas lipidicas que contienen (Tabld).1Los liposomas unilamelares (por sus siglas en
inglés, unilamellar vesicles ULV} contienen una uUnica capa lipidica, mientras que los
liposomas multilamelares multilamellar vesicles MLV) contienen mudultiples capas
concéntricas. Los liposomas oligolamelaaigflamellarvesiclesOLY 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 vesiculasveEsé (
phaseevaporationvesicles) son un tipo de Mlfsrmadasmediante evaporacion controlada

de un disolvente orgéanico, lo que da como resultado vesiculas con una Unica bicapa lipidica
invertida. Por otro lado, las vesiculas SPiable plurilamellar vesicle$ contienen varias

capas lipidicas concéntricas y se forman a través de procesos de agitacion o extrusion
cuidadosamente controlados. Por dltimo, las MLV tradicionales, o vesiculas
micromultivesiculares, son estructuras altamente lamelammsistentesen mudltiples
vesiculas pequefias contenidas dentro de una vesicula madre, lo que las hace ideales para la

encapsulacion de diferentes cargas terapéuticas.

Deacuerdo asu tamafigse definenos liposomas pequefiosnfall unilamellarvesicles, SUV)
de unos pocos nhandmetros a unos pocos cientos de nandmetros, los liposomas medianos
(mediumsizedunilamellarvesicles, MUV) de varios cientos de handmetsdes liposomas

grandes @iant unilamellarvesicles, GUV) que puede lleganadir varios micrometros.

Es importante destacar que estas clasificaciones no son mutuamente excluyentes y que se
pueden combinar para describir con mayor precision los diferentes tipos de liposomas.
Ademas, la seleccidn de un tipo de liposoma especifico dependera de la aplpasista

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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Tablal.1. Clasificacion de los liposomas de acuerdo a su tamadsposicion de las lamelas.

Namero de ;
_ Tamanfo Propiedades
bicapas
SUV 1 Elevada proporcién de fosfolipidos en la
(20-80 nm) monocapa externa debido a su mayor
curvatura
Q 1 Elevada relacién superficlgpido
1 Bajo porcentaje de encapsulacion
Unilamelares
(formados por
una LUV
Unica bicapa)
(80 nm a >m)
1 Compartimiento interno de gran volumen
1 Elevada capacidad de encapsulacion

REV: Vesiculas de evaporacion en fase revers

MLV
(400 nm a varios

_ um) SPLV: Vesiculas estables plurilamelares
Plurilamelares

(formados por
varias bicapas) @

MLV: Liposomasiicromultivesiculares

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 lio®gomplejos, como
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la administracion de farmacos y la entrega de agentes terapéuticos, sino que también
representan una herramienta valiosa para comprender mejor la estructura y funcion de las

membranas celulares.

A partir del uso de liposomasg permite la extraccion deruamplio arreglo de propiedades

y comportamientos fisicoquimicos de bicapas lipidfeaditandola manipulaciénH 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
biolégicos reales. Sin embargo, esta ventaja debe tenerse presente a laehexaldar los
resultados, ya que puede resultar en conclusiones que desafidipddesis cuando se

extiende a pruebasm vivosi no es considerada responsablemente.

1.3.2 Modelo de membrana biolégica

Las membranas biolégicas son sistemas complejos que han atraido la atencion en
diversas disciplinas de investigacion en las Ultimas décadas. Es de particular interés a la hora
de estudiar compuestos con potencial accion antimicrobiana, tanto desde lagotikspdel
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 minimamafattadas como fuera

posible.

El desarrollo de nuevas drogas capaces de lidiar con patégenos 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 ddidlsfaina,
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 msralantes 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
memlrana 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 deElscherichia cgliuna 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 Grampos8iaphylococcus aureuson el PG
y sus derivados. Es aparente que esta composicion lipidica diferencial va a alterar las
propiedades de la membrana, tales como su estructuracion, empaquetamidatesidad,

rigidez y carga superficial, por nombrar algunas.

Las mezclas binarias de PE y PG bajo condiciones fisiologicas 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 caracteristicasagrael

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

1.3.3 Transportadores de drogas

Losdrug carrierso transportadores de drogason sistemas que permiten transportar
farmacos a través del cuerpo y dirigirlos hacia el sitio de accion deseado, protegiéndolos de
la degradacion y eliminacion temprana. Estos sistemas tienen la ventaja de aumentar la
eficacia terapéutica de los farmacoseducir sus efectos secundarios y mejorar su

farmacocinética.

La eficacia y seguridad de este tipo de sistema para la administraciéon 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 eliminacion. La carga eléctrica puede influir en su capacidad de
unirse a las células diana y atravesar las barreras bioldgicas. Su hidrofobibidaafilicidad

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 liberacion no desehdacompatibilidad con la
composicion de la membrana bioldgica de la célula diana tiene que ser tan elevada como
fuere posible para permitir al fusion y liberacion de la drdger 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 dipalmitoilfosfatidilcolireolesterol DPPE3OL) y se han
estudiado de manera experimental, de la forma propuesta en la seccién anterior, la carga

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

Sumado a estas variables analizadas ya en estudios pfé&desgstudié también la eficacia
de encapsulamiento mediante la técnica de-Usible y la estabilidad del sistema en el
tiempo utilizando calorimetria diferencial de barriddQy la distribucion del tamafio de

particula mediantddynamic Light Scatterif®LS)

Finalmente, dravés de dinAmica molecular se hace una estimacion de la potencial ubicacién
de las moléculasle efectorseleccionadas en relacion con las diferentes zonas dentro del
fosfolipido, considerando una regién 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
carbonadagorrespondientes a las colas lipidices. forma complementaria, datos sobre el
area por lipido y la movilidad de los mismos se utilizaapcorroborar informacion

experimental.

33



Disefo, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo
Capitulol: Introducion general

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivos generales

El proyecto tiene como proposito la evaluacion de sistemas nanoestructurados de potencial
utilizacion en el area biotecnoldgica y biomédiga.proponed exploracion de herramientas

de disefio racional y sintesis que permitan la construccion eficiersestianas heterociclicos
relevantes particularmente xantonas preniladas y analogos relacionados, en diversos
contextos de interés biologico. Los estudios tedriegperimentales se llevaran a cabo sobre
membranasmodelo lipidicas caracterizando las interamtes de los ligandos mediante la
alteracion en las propiedades fisicoquimicas de las membranas, a fin de evaluarlos como

potenciales agentes farmacol6gicos

1.4.2 Objetivos e specificos
Los objetivos especificos del proyecto consisten en:

I.  Sintetizar y caracterizar dibenggpironas (xantonas) y sus congéneragogenados
(acridonas y carbazolea)través de la aplicacion de metodologias convencionales y no
convencionales, que incluyen la sintesis organica asistida por microondas y la catélisis
heterogénea.

II. Inserciobn de cadenas laterales prenilos al esqueleto xantonico a través de
aproximaciones modulativas dirigidas a establecer criterios estructurales mas eficaces
para una determinada accion terapéutica.

lll.  Acceder a xantonas y analogos estructurales anfifitoasseccionesomplementaras
a las regiones hidrofdbicas e hidrofilicas deMa¢eculadipidicasde modo deque sean
capaces de incorporarse membranagipidicasmodelo en general y, en patrticular, en
membranas anidénicas de modo de evaluarlas como potenciales agentes
antibacterianos.

IV. Elucidacion estructural de los nuevos compuestos hetaciclicos mediante la
aplicacion de distintas técnicas espectroscopicas tales como IR, UV, RMN jhomo
heteronuclear {H,13C, HSQC y HMBC), EM (baja y alta resolucion).

34



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo
Capitulo 2Técnicas de obtencion del andamiaje carbazol

Capitulo 2: Tecnicas de obtencion del andamiaje carbazol

2.1 Estado del arte

Como mencionamos en el capituldroductorio, las plantas medicinales han sido
utilizadas para el tratamiento de diversas enfermedades desde la antigiiedad y siguen
desempeiiando un papel importante al momento de cubrir las necesidades basicas de salud
en paises en vias de desarroflbAln 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 anisat@Figura2.10 > 02y 2 OA Rl f 2 Ol § eni EofiS(endehgod ¢ 2 f
afan oromo), pertenece a la familia Rutaceae y se utiliza en varias partes de Africa para el
tratamiento de infecciones bacterianas y fingicas de la piel, como forinculos, tifia, candidiasis

oral y eczema?2y malaria.>®

Figura2.1d C2 02 3INF FNIF RS [/ & lyAalal 62t

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 con®a aureusy B. substilisen
comparacion con la ciprofloxaciné, y parece ser en gran medida responsable de esta

actividad medicinal tradicional (Figu2ed).
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Figura2.2. Heptazolina, producto natural de C. heptaphylla, C. harmandiana y C.
excavata.

El nucleo de la heptazolire®e encuentra constituido por un sistema de tipd-@rbazol, un
compuesto N-heterociclico ubicuo que se encuentra ampliamente distribuido tanto en

productos naturales como en productos sintéticos.

Podemos analizar el caso dléurraya koenigii(Figura2.3), conocida cominmente como
«Curry Patta (hindi), utilizada ampliamente como especia y condimento en India y otros
paises tropicales. Varias partes Me koenigiise 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 y

antidisentéricas®1:62

Figura2.3. Fotografia de M. koenigii.

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

de M. koenigii(Figura2.4). Los alcaloides de carbazol presentes en las hojas le brindan
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actividades farmacologicas como estimulantes, ténicos y agentes carminativos para tratar la

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

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 econdmict® La eliminacion y prevencion 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 el sistema Ayurvédico de mediciffa8

(L5 P,

N
H S

Mahanimbina
Figura2.4. Carbazolnatural mahanimbina aislado de lakojas de M. koenigii.

Como puede apreciarse, los carbazoles encontraddS.dreptaphyllaC. harmandiang C.
excavata asi como em. koenigij alin 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 distribucion de estos alcaloides en la naturaleza, la utilizacién
de productos sitéticos eventualmente surge como una alternativa mas prometedora en la

busqueda de compuestos con aplicaciones terapéuticas mas fispggi 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 sl para el
descubrimiento de farmacos efectivos. La sintesis quimica permite una modificacidén precisa
de la estructura molecular, lo que puede mejorar la actividad biolégica y la selectividad. Las
propiedades biologicas y fisicas de los derivados deazal pueden ser moduladas mediante

la introducciéon de grupos funcionales especificos en su estrucfird. Ademas, 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 evolucién en la adquisicion 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 GlaxoSmithKlinedécdaa del 1980

en Londres, ha demostrado ser altamente eficaz en el tratamiento de las nauseas y los
vomitos inducidos por la quimioterapia y otros tratamientos médicos para enfermedades
tales como el cancer! El ondansetrén (Figura.5) representa un hito en la convergencia
entre la quimica sintética y la medicina, destacando como la ingenieria de moléculas puede

brindar soluciones médicas precisas y avanzadas.

. L
\/

o>

Ondansetron

Figura2.5. Ondansetron, antagonista competitivo del receptor derotonina tipo 3.

La exploracion de las propiedades terapéuticas de los carbazoles abre un mundo de
posibilidades en la busqueda de soluciones médicas y tecnoldgicas. A medida que avanzamos
hacia un futuro en el que la precisién y la eficacia son esenciales, se haceelddetesidad

de abordar metodologias novedosas y mejoradas para la adquisicion del nacleo carbazol.
Estas metodologias no solo encontraran aplicaciones en la farmacologia, sino también en
areas tan diversas como las ciencias de los materiales y lagnigenionde la versatilidad de

los carbazoles puede brindar avances significativos (Figéra
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Figura2.6. El nacle®@H-carbazol y suelevanciaen distintos campos de aplicacion

aplicaciones en OLED

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 cancétel VIH,3la inflamacion/4y las infecciones por hongos y

bacterias/> "¢

Por otro lado, la unidad de carbazol desempefia un papel primordial como bloque de
02y aiNUHzOOAsyYy SEGSyaird2 Sy RANBOOAsyY 3thlls 6~ 0
como los diodos emisores de luz poliméricos (PLED&)s dispositivos emisores de luz
organicos (OLED®)y los materiales organicos de transporte de huecos (HTNBn 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 obtenciorf®
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Con el papel protagonico, las reacciones de acoplamiento cruzado catalizadas por metales de
transicion desempefian un papel crucial en la sintesis de heterociclos nitrogenados
aromaticos. En particular, la sintesis de carbazoles mediante catalizadorelsdi® pa@ sido

objeto de atencion en las ultimas dos décadas.

En la Figura.7, se ilustra el acoplamiento intramolecular NeN-diarilaminas (uta I) a través
de la formacién de enlaces@ el cual puede ser facilitado por catalizadores de paladio en
condiciones oxidantes. Asimismo, se ha informado sobre la aminacion intramolecukkt de C

de derivados de biarilo sustituidouga 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 colaboradoresestablecieron una ruta sintética para la obtencion de carbazoles a
partir de anilinas y triflatos de arilo mediante uhbarilacién seguida de un acoplamiento

biarilo oxidativo, utilizand@aladio(Il) homogéneo como catalizadaut@ I11). 8

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

precursoresrita 1V). 8

Ackermann inform6 en 2009 una alternativa que consiste en una arilacion directa y una
reaccion de aminacion secuencial entre anilinas ydihaloarenos como materiales de
partida futa V). 83 Los principales inconvenientes de esta metodologia estan relacionados con
el uso de anilinas ricas en electrones, un catalizador de paladio homogéneo no recuperable,
tiempos de reaccion prolongados (18 h) y la necesidad de fosfinas voluminosas y ricas en

electrones para que la reaccion tenga lugar.
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Figura2.7. Aproximaciones sintéticas conocidas de acceso al nacleo carbazol.

A pesar de los avanceggnificativos 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. Ademés, el uso de catalizadores
portadores de medles no recuperables puede resultar en la presencia de trazas de metales
como impurezas en el producto final, lo cual puede afectar la efectividad biol6gica 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 organi¢alagier microondas

toma protagonismo como una herramienta poderosa y fuente de energia mas verde,
reduciendo tiempos de reaccién, mejorando rendimientos y disminuyendo la formacién de
subproductos. La combinacion de catalizadores heterogéneos con MA@ aBvertido en

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

En base a resultados previos de Ackermann (2009), nuestro grupo de investagsadmollo

una alternativa de sintesis directa y respetuosa con el medio ambiente para carbazoles. Con
este proposito, se estudio la anulacion directa de anilinas yib@oarenos utilizando un
catalizador heterogéneo de paladio recuperable magnéticamente, PdNEES/m
(nanoparticulas de paladio soportadsabrebiochar o biocarbén magnético) (Figura)2 El

uso de biocarbon, proveniente de la pirdlisis de cascaras de girasm soporte ha
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demostrado ser una opcién eficiente en la formulacion de catalizadores. Ademas, la
magnetizacion de este biocarbén facilita la manipulacion y recuperacion del catalizador en

medios liquidos®*

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

Figura2.8. Nuevaaproximacionsintéticaa 9Hcarbazoles

Para evaluar el alcance de los sustratos electrofilos se estudiaron diferentes 1,2
dihalobencenos comerciales mediante la reaccion con anifiBadomo amina aromatica
modelo bajo las condiciones optimizadf®d] (15 mol %), DMSO (5 ml),@3 (3 mmol),

180 °Gy 200 W 25 minutos}.

La presente metodologia sintéticaostrd sercompatible con diferentes grupos funcionales,
incluyendo nitro, éster, nitrilo, bromo, cloro, alctmi dioxob, acilo alquilo y fenilo. La
presencia de grupos ricos en electrones en las anilinas-giiabarenos de partida, como
grupos metoXb, dioxob y metilo, proporcioné los i9-carbazoles deseados en rendimientos

de buenos a excelentes.

Por otro lado, el uso de diferentes anilinas primarias ydihaloarenoguncionalizados que
contienen grupos electroatractores, como nitrilo, nitro, éster, cloro, bromo y cetona, permitid

la formacion de Bl-carbazoles en rendimientate muy buenos excelentes

Es importante destacar que nuestro novedoso PANPs/mBC permiti6 el acddsadfzoles
sustituidos con una amplia variedad de grupos electroatractores, superando asi la limitacion

reportada por los grupos de Ackermann y W&&2
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2.2 Nueva ruta sintética

Los estudios denulacion directa catalizada por paladio (Pd) se iniciaron con la
utilizacion de anilinal@) y 1,2diclorobencenoZa) como materiales de partida. Se evalué el
rendimiento de diferentes fuentes de Pd siguiendo modificaciones en el protocolo informado

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

Debido a los tiempos de reaccion prolongados, el proceso se llevo a cabo bajo irradiacion de
microondas. Cuando el catalizador PANPs/mBC se probo, tanto en condiciones térmicas como
de microondas a 130 °C, el carba3alse obtuvo con un 16% y 25% de rendimiento,
respectivamente (Tabla.2, 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 d®dNPs/BCandujo a una baja conversién a 130 °C (entrada 4), la cual se mejoré
al someter a irradiacion de microondas a 180 °C (entrada 5). El catalizador basado en
nanoparticulas soportadas en@® 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 someteadiacion de microondas
(entrada 7). PdNPs/PbO también resulto ineficaz en las condiciones de reaccion evaluadas a
diferentes temperaturasgntradas8 y 9). Las nanoparticulas de Pd no soportadas tampoco
condujeron a la formacién del producto bajo condiciones térmieagddasl10 y 11) y sélo

se observo una baja conversion bajo irradiacion de microondas a 180tf&a11).

A continuacion, se estudio la eficiencia catalitica de varios catalizadores de Pd homogéneos.
Entre los catalizadores comerciales probados a 130 °C(PEBk generd el carbazol con
rendimientos bajosgntradal?), mientras que Pd&€MeCN) mostro actividaccataliticabaja

o nula éntrada13). Aumentar la temperatura en presencia de P@H&h), no condujo a
mejoras €ntradal4), observandose deposicion de paladio negro en la mezcla de reaccion.
Cuando se estudi6 la reacciatilizando Pd(dbak y Pd(PP$)s, se detectaron productos de
homoacoplamiento, sin evidencia de formacion del carbaaoirdas15 y 16). Cuando la

reaccion se realiz6 sin catalizador, no se observo progreso algatradal?).
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Tabla2.1. Evaluacién sisteméaticde catalizadores.
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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 baseZbla

Tabla2.2. Optimizacién de las condiciones de reaccion

N Cl PdNPs/mBC
I + - N
NH, N

Cl solvente, base
1a 2a 3a

.. sO sE. ) . . L \
B8AgEA -y G zCur U, +AEU vUAOT y T
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Se establecid6 que 1&ol % de PdANPs/mBC (16 mg de Pd), anilina (1.2 mmol)-y 1,2
dihalobenceno (1 mmol) en presencia de@3 (3 mmol) ydimetilsulfoxido(DMSOp mL) a

180 °C bajo irradiacion de microondas durante 25 minutos exhibe la raeteidad catalitica

para la sintesis directa deHXarbazol. Cabe destacar que, bajo las condiciones de reaccion
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

transormacion, y no se observaron subproductos del acoplamiento de ledilafbarenos.

A continuacion, se evaluo 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 posicgaradel 1,2diclorobenceno 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 limitacgdsnprovenientes de ste comportamiento, se
superaronmediante el usale 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 9-carbazol clausenaleno, un compuesto bioactivo, a partir de 3,4

(metilenodioxi)anilina y -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 reaccién. El catalizador se
recuperd utilizando un iman de neodimio permanente y, una vez separaday§evarias

veces con acetato de etilo. La mezcla de reaccién se lavo dos veces con solucion saturada de
NaCl y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se eliminé a presion
reducida y el Bl-carbazol deseado se purificO mediante croma#dgr en columna utilizando

slica gel 60 como adsorbente. Las estructuras de todos Hbsaghazoles sintetizados se

elucidaron en base a sus datos espectroscopicos.

Como forma de verificar el mecanismo por el cual tiene lugar la catalisis, se comenzo6 con un
estudio de la reciclabilidad del catalizador PANPs/mBC utilizando nuestro modelo de reaccion.
Se parte de la idea de que un catalizador heterogéneo debe mantas@repiedades y su
capacidad catalitica en ciclos sucesivos. Como se muestra en la Figu@asz observo una

pérdida significativa de eficiencia catalitica hasta cinco ciclos.
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Figura2.9. Reciclabilidad del catalizador.

A continuacion, se verifico la lixiviacion del metal del sist&dBPs/mBC. Después de la
separacién del solido en las condiciones de reaccion elegidas, se determind si existia presencia
de Pd en la mezcla de reaccion mediante la técnica de espectroscopia de absorcion atomica.
Se encontrd que el 0.001% del metal lixieidla solucion después del segundo ciclo, lo cual

no es considerado una cantidad significativa. Los catalizadores frescos y utilizados fueron
estudiados tanto por microscopia electronica de transmision (TEM), como por difraccion de
rayos X DRX (Figura2.10), y se encontré que no hubo cambios en la naturaleza antes y

después de la reaccion.
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Figura2.10. Patrones deDRXdel catalizador antes y luego de ser utilizado.
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Mediante TEM se confirmo6 que el tamafio de particula de los nanocristales de Pd no cambia
después de la reaccion. El tamafio medio de particula correspondiente a la muestra recién
preparada (Figurd.11a) fue de 3.5 nm, mientras que después de los ciclos cataliticos (Figura
2.11b) fue de 3.6 nm.

Figura2.11. Imagenes TEM del PANPS/mBC como: (a) muestra sin uso, (b) muestra
recuperada.

El area de superficiespecifica (SBET) del catatior fresco fue bastante elevada (163 g,

y se concluyd del analisis de la isoterma BET correspondiente (Ridi2e que existe
presencia de microy mesoporosidades como parte de su estructura. La muestra reciclada
(Figura2.12b) es bastante similar a la fresca, con una SBET de?&Y om perfil de isoterma

similar.

10+ (a) 10+ (b)

STP (em®q)

.
--.- st ¢ - L

T T T T T T T T
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0
Relative pressure (P/P,) Relative pressure (P/P,)

Figura2.12. Isotermas BET del PANPs/mBC como: (a) muestrassin(b) muestra
recuperada.
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Para evaluar la escalabilidad y la aplicacion sintética de nuestro protocolo optimizado, se llevé
a cabo una reaccion a escala de gramos del clausenaleno utilizando 1.6hgoteoi2-cloro-
4-metilbenceno y 3,4metilenodioxi)anilina. La reaccién a mayacala proporciono elt$
carbazol bioactivo con un rendimiento del 80% después de 25 minutos bajo irradiacion de

microondas (Figura.13).

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

Figura2.13. Sintesis a escala de gramo del clanakeno utilizando el catalizador
PdNPs/mBC recuperabile.

En base arecedentes de la literaturae sugierain mecanismo de reaccién plausible, como

se ilustra en la FiguraI.

El primer paso del ciclo catalitico implica la adio&mantede particulas de Pd soportadas
al enlace & del 1,2dihaloareno2, lo que conduce a la formacion del complejo intermedio
de PdA. Posteriormente, una aminaciéon de Buchwhldrtwig a través del acoplamiento
cruzado de la anilind con el intermedicA, conduciria a la formacién debmplejo de Pd,
gue seguida por la accion de una baseagsterior eliminacion reductora a partir del

intermediarioCpromoveria la formacion de la diarilamiba

En la segunda etapa dctivacion del enlace-B mediada por Ponpulsariala generacion del
complejo de diarilpaladi& Finalmente, un paso de eliminacion recuretllevaria al carbazol
deseada3 con la regeneracion del catalizador de Pd. No se puede descartar que las especies
de soporte jueguen umol importante en el ciclo catalitico. EI 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 esta mas

alla del alcancéel presente estudio.

49



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiaécasmodelo
Capitulo 2Técnicas de obtencion del andamiaje carbazol

Rz HBQC)N@QCL O e e

</ \> y ( H (E)
1
HX ‘) ’ C-H Arilacion
H \ S
P j@ A
=
nyq )/
RPC !
D e RZLN_ 7/ 2R
(A) N
1 NH, H
Aminacion de Buchwald-Hartwig 3

Figura2.14. Propuestamecanistica conducente al carbazal 3
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2.3 Materiales y métodos

A menos que se indique lo contrario, los reactivosisievieron comercialmente y se usaron

sin purificacion adicional. Los solventes se secaron y destilaron de acuerdo con el
procedimiento estandag® Las reacciones se monitorearon mediante TLC en placas de gel de
silice (60F254) visualizadas bajo luz UV y/o utilizando acido fosfomolibdico al gtarewi.

Todos los espectros de RMN H¢ y13C se registraron a temperatura ambiente en GDCI
acetonads 0 DMSQds en un espectrometro Bruker Avance ABDO. Los desplazamientos
quimicos{) se informan en ppm desde el TMS utilizando la resonancia del solvente residual.
Se utilizaron abreviaturas estdndar para denotar multiplicidades comdes®ta: s =
singulete, d = doblete, t = triplete, g = cuarteto (quartet), m = multiplete, br s = sefial ancha
(broad signal).

Los espectros IR se registraron en un espectrofotometriRFHerkinElmer Paragon 1000 en
modo ATR a temperatura ambiente.

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

Los espectros de masas (El) se obtuvieron a 70 eV en un instrumes@9OBIEGEM de
Hewlett Packard equipado con un detector de masas selectivooHP.

La pureza de los compuestos volatiles y los analisis cromatograficos se determinaron con un
CGShimadzu (GT4B) con un detector de ionizacion de llama equipado con una columna HP
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.26) utilizando Ncomo gas portador.

Los espectros de masas de alta resolucion se registraramaquipoThermo Fisher LTQ
Orbitrap XL (para El) y Finnigan MAT 95 (para ESI).

La cromatografia en columna flash se realiz6 utilizando gel de silice MN Macherey Nagel 60M
(0.0400.063 mm/236240 mesh ASTM).

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

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

Las muestras se caracterizaron mediante microscopia electronica de transmisién (TEM),
utilizando un aparato Joel 100 CX2 (Tokio, Japdén). Se midieron aproximadamente cien
particulas dgpaladiopara realizar la distribucion del tamafio de particula y obtener el tamafio
promedio de particula (d§®

Las isotermas de adsorcialesorcion de nitrdgeno 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 8a)

Preparado a partir de anilina y i¢iclorobenceno;
purificado mediante cromatografia en 3iO
(EP/ACOET:3); solido blanco; rendimiento: 150 mg
(90%, 0.90 mmol); punto de fusién: 24516 °C.

IR (KBr): 3392 @), 3049, 1625, 1449, 1327, 1240
e,

RMN de*H (300 MHz, DMS@y): 4 =7.13 (tJ=7.6
Hz, 2 H, ArH), 7.35 (= 7.6 Hz, 2 H, ArH), 7.48 {d,
= 8.1 Hz, 2 H, ArH), 8.11 (ts 8.0 Hz, 2 H, ArH),
11.26 (s, 1 H, NH).

RMN de'*C (75 MHz, DMS@): + = 110.9, 118.6,
120.2, 122.5, 125.5, 139.8.

HRMS (El):m/z [M]* calculado para £HoN:
167.0735; encontrado: 167.0738.
Los datos espectralesconcuerdan
reportados en la literature®’

1,3-dimetil-9H-carbazol 8b)

con los

Preparado a partir de 2;dimetilanilina y 1,2
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en Sidhexano/AcOE3:1); solido
blanco; rendimiento: 100 mg (81%, 0.81 mmol);
punto de fusién: 9692 °C.

IR (KBr): 3432 (¥), 3051, 2921, 1605, 1452, 1305,
1229 cnit,

RMN de'H (300 MHz, CDLH = 2.53 (dJ= 4.4 Hz,

6 H, 2 x CH3), 7.09 (s, 1 H, ArH), 2% (m, 1 H,
ArH), 7.387.45 (m, 2 H, ArH), 7.74 (s, 1 H, ArH),
7.86 (brs, 1 H, NH), 8.05 (& 7.6 Hz, 1 H, ArH).
RMN de'3C (75 MHz, CDLIN = 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 £HisN:
195.1048; encontrado: 195.1045.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturef®

con los

3-metoxi9H-carbazol 8c)

Preparado a partir de -fhetoxianilina y 1,2
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO (EPACOEt 8:2); sélido
blanco; rendimiento: 152 mg (77%, 0.77 mmol);
punto de fusién: 148150 °C.

IR (KBr): 3404 (¥), 3053, 2925, 1612, 1460, 1310,
1255, 1032 ciit.

RMN de'H (300 MHz, CDLI+ = 3.93 (s, 3 H,
OCH3), 7.05 (dd= 8.8, 2.4 Hz, 1 H, ArH.257.19
(m, 1 H, ArH), 7.34 (d= 8.8 Hz, 1 H, AjH7.41 (d,
J= 3.6 Hz, 2 H, ArH), 7.56 (& 2.4 Hz, 1 HArH),
7.91 (brs, 1 H, NH), 8.05 (& 8.0 Hz, 1 H, ArH).

RMN de'3C (75 MHz, CDd¥Eh =56.2, 103.2, 110.9,
115.2, 1115, 119.2, 120.4, 123.4, 123.9, 125.9,
134.5, 140.4, 153.9.

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

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®

con los

1-metoxi9H-carbazol 8d)

Preparado a partir de-thetoxianilina y dbromo-2-
clorobenceno; purificado medianteromatografia
en SiQ (EP/AcOE®:1); sdlido blanco; rendimiento:
163 mg (83%, 0.83 mmol); punto de fusiong B

°C.

IR (KBr): 3405 (W), 3050, 2924, 1507, 1457, 1311,
1234, 1030 cht.

RMN de!H (300 MHz, CDfl4 = 4.02 (s, 3 H,
OCH3), 6.92 (d= 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7d229 (m,

2 H, ArH), 7.4¢7.48 (m, 2 H, ArH), 7.70 (d= 8.0
Hz, 1 H, ArH), 8.07 (8= 8.0 Hz, 1 H, ArH), 8.27 (br
s, 1 H, NH).

RMN de'3C (75 MHz, CDfEh =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 GH1iNO:
197.0768; encontrado: 197.0771.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®

con los

3-metil-9H-carbazol 8e)

Preparado a partir de -etilanilina y 1,2
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO (EP/AcOEt9:1); sélido
blanco; rendimiento: 140 mg (71%, 0.71 mmol);
punto de fusion: 168171 °C.

IR (KBr): 3404 (W), 3051, 2921, 1459, 1333, 1217
cnl,

RMN detH (300 MHz, CD§El = 2.54 (s, 3 H, CH3),
7.17¢7.28 (m, 2 H, ArH), 7.32 (5 8.0 Hz, 1 H, ArH),
7.40 (d,J=3.6 Hz, 2 H, ArH), 7.89 (s, 1 H, ArH), 7.94
(brs, 1 H, NH), 8.05 (@ 7.6 Hz, 1 H, ArH).

RMN de'3C (75 MHz, CDd{Eh = 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 fHuN:
181.0814; encontrado: 181.0819.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®

2-metil-9H-carbazol 8f)

con los

Preparado a partir de-getilanilina y tbromo-2-
clorobenceno; purificado mediante cromatografia
en SiQ (EP/AcOEt 9:1); sdlido incoloro;
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rendimiento: 170 mg (80%, 0.80 mmol); punto de
fusién: 245246 °C.

IR (KBr): 3397 @#), 3052, 2921, 1652, 1511865,
1244 cril.

RMN de'H (300 MHz, CDfElt = 2.53 (s, 3 H, CH3),
7.07 (dJ=8.0Hz, 1 H, ArH), 7824 (m, 2 H, ArH),
7.35%7.42 (m, 2 H, ArH), 7.95 @ 7.9 Hz, 2 H, ArH),
8.03 (sJ=7.8 Hz, 1 H, NH).

RMN de®C (75 MHz, DMS@): + = 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 fHuN:
181.0891; encontrado: 181.0894.

Los datos espectrales concuerdan con
reportados en la literatura®

8) vy 4metil-9H-

los

2-metil-9H-carbazol

carbazol 8g)

La purificacion mediante cromatografia en columna
(EP/ACOES®:1) proporcion6 una mezcla 1:1 de 3fy
3g; rendimiento: 150 mg (83%, 0.83 mmol); sélido
amarillo.

IR (KBr): 3397 (¥), 3051, 2920, 1606, 1453, 1325
cnrl,

RMN detH (300 MHz, CD = 2.53 (s, 3 H, CH3),
2.89 (s, 3H, CH3), 7.03 J& 6.6 Hz, 1 H, ArH), 7.07
(d,J= 7.8 Hz, 1 H, ArH), 7dB48 (m, 9 H, ArH),
7.90 (br s, 1 H, NH), 7.95 (@ 8.0 Hz, 1 H, ArH),
8.04 (d,J= 7.8 Hz, 1 H, ArH), 8.08 &rl H, NH),
8.19 (dJ=7.9 Hz, 1 H, ArH).

RMN de'C (75 MHz, CDLI = 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 sefales.

11H-benzop]carbazol 8h)

Preparado a partir de -maftlamina y 1,2
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO (EP/AcCOEt9:1); sdélido
incoloro; rendimiento: 150 mg (71%, 0.71 mmol);
punto de fusién: 226227 °C.

IR (KBr): 3431 (¥), 3042, 1598, 1449, 1324, 1239
e,

RMN de'H (300 MHz, DMS@): ¢+ = 7.24 (tJ=7.5
Hz, 1 H, ArH), 7.42 (= 7.5 Hz, 1 H, ArH), 7.55t,
=7.5Hz, 1 H, ArH), 747168 (m, 3 H, Ar18.04 (d,
J=7.9 Hz, 1 H, AjH8.17 (dJ=7.9 Hz, 1 H, ArH),
8.21 (dJ=8.6 Hz, 1 H, ArH), 8.53 {& 8.3 Hz, 1 H,
ArH), 12.20 (s, 1 H, NH).

RMN det®C (75 MHz, DMS@): + = 111.7, 117.2,
119.1, 119.4, 119.6, 121.2, 121.8, 123.1, 124.5,
125.1, 125.4, 128.5, 131.8, 135.1, 138.7.

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

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®

2-fenil-9H-carbazol 8i)

con los

Preparado a partir de [1ifenil]-3-amina y 1
bromo-2-clorobenceno;  purificado  mediante
cromatografia en Si (EP/AcCOEt8:2); sdlido
incoloro; rendimiento: 168 mg (69%, 0.69 mmol);
punto de fusion: 248244 °C.

IR (KBr): 3404 @), 3040, 1600, 1459, 1331, 1273
cnl,

RMN detH (300 MHz, acetonds): + = 7.21 (, J=
8.2, 4.3 Hz, 1 H, ArH), 7@@257 (m, 6 H, ArH), 7.71
7.80 (m, 3 H, ArH), 8.14 (@ 7.7 Hz, 1 H, ArH), 8.19
(d,J=8.1 Hz, 1 H, ArH), 10.50 (s, 1 H, NH).

RMN de'®C (75 MHz, DMS@): + = 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 {gHisN:
243.0418; encontrado: 243.0420.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®®

con los

3-bromo-9H-carbazol 3j)

Preparado a partir de -Bromoanilina y 1,2
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SO (EP/AcOEt9:1); sdlido
blanco; rendimiento: 182 mg (74%, 0.74 mmol);
punto de fusion: 196196 °C.

IR (KBr): 3403 @#), 3043, 2922, 1597, 1456, 1334,
1270, 735 cr.

RMN de'H (300 MHz, acetonds): ¢+ = 7.25 (t,J=
7.5Hz, 1 H, ArH), 7.¢38.50 (m, 1 H, ArH), 7.§1.60

(m, 3 H, ArH), 8.20 (d= 7.9 Hz, 1 H, ArH), 8.34 (s,
1 H, ArH), 10.54 (s, 1 H, NH).

RMN del*C (75 MHz, acetords): 4 = 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 HsBrN:
244.9765; encontrado: 244.9767.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®®

1-(9H-carbazoi3-il)etan-1-ona Bk)

con los

Preparado a partir de-(4-aminofenil)etanl-ona y
1,2-diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en Sk (EP/AcOEt7:3); solido
amarillo; rendimiento: 143 mg (71%, 0.71 mmol);
punto de fusion: 17@178 °C.

IR (KBr): 3294 @W), 3048, 2924, 1660 (C=0), 1599,
1329, 1246, 1015 cth
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RMN de'H (300 MHz, CDIt = 2.73 (s, 3 H, GH
7.257.33 (m, 1 H, ArH), 7.42.47 (m, 3 H, ArH),
8.0%8.10 (m, 2 H, ArH), 8.50 (br s, 1 H, NH), 8.75
(d,J=1.5Hz, 1 H, ArH).

RMN de3C(75 MHz, CDgJl+ = 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 @HuNO:
197.0841; encontrado: 197.0839.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literature®?
3-carbonitrilo9H-carbazol 3l)

Preparado a partir de -dminobenzonitrilo y 1,2
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO (EP/AcOEt6:4); sélido
incoloro; rendimiento: 130 m@68%, 0.68 mmol);
punto de fusion; 188189 °C.

IR(KBr:3293@N 0 X ondT X HHHAN 06/

1326, 1242, 1127 cth

RMN de'H (300 MHz, DMS@): ¢ = 7.25 (tJ= 7.6

Hz, 1 H, ArH), 7.48 (= 7.6 Hz, 1 H, ArH), 7.57 {d,
=8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.63J¢,8.4 Hz, 1 H, ArH), 7.75
(d,J= 8.4 Hz, 1 H, ArH), 8.24 &,8.0 Hz, 1 H, ArH),
8.71 (s, 1 H, ArH), 11.81 (br s, 1 H, NH).

RMN de'®C (75 MHz, DMS@): + = 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 (El)m/z [M]* calculado para £HoN:
192.0585; encontrado: 192.0588.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®®

5H-[1,3]dioxolo[4,5b]carbazol 8m)

con los

Preparado a partir de 3;énetilenodioxo)anilina y
1,2-diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO (EP/AcOEt8:2); solido
blanco; rendimiento: 170 mg (80%, 0.80 mmol);
punto de fusion: 118121 °C.

IR (KBr): 3403 @), 3041, 2922, 1601, 1459, 1040
e,

RMN de'H (300 MHz, DMS@): 1 = 6.03 (s, 2 H,
OCH20), 7.6Z.09 (m, 2 H, ArH), 7.24 {& 7.5 Hz,

1 H, ArH), 7.40 (d= 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.62 (s, 1 H,
ArH), 7.96 (d)=7.7 Hz, 1 H, ArH), 11.08 (s, 1 H, NH).
RMN de®*C (75 MHz, DMS@): + = 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 GHiNO::
211.0633; encontrado: 211.0635.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®*

con los

3-metil-9H-carbazol 8e) vy 2metil-9H-

carbazol 8f)

La purificacion por cromatografia en columna
(EP/AcOE®:1) proporcioné una mezcla 1:1 de 3e y
3f; rendimiento: 130 mg (73%, 0.73 mmol); sélido
amarillo; obtenido como una mezcla 1:1 de
isémeros, resultando en un doble juego de sefales.
IR (KBr): 3466 @#), 3059, 2951, 2873, 1651, 1589,
1455, 1214 cml.

RMN detH (300 MHz, CD{Elt = 2.54 (s, 3 H, CH3),
2.55(s, 3H, CH3), 7.0844,7.9 Hz, 1 H, ArH), 7Q0
7.26 (m, 2 H, Ar;17.18 (s, 1 H), 7.27.34 (m, 2 H,
ArH), 7.3§7.45 (m, 3 H, ArH, y 1 H, NH residual),
7.857.90 (m, 2 H, ArH, y 1 H, NH residual), 7.96 (d,
J=7.9 Hz, 1 H, ArH), 8€BL10 (m, 2 H, ArH).

RMN de'C (75 MHz, CD{lt = 21.2, 21.9, 110.2,
110.4, 110.5, 110.7, 119.2, 119.3, 119.9, 120.0,
1202 212013 120.8, 1MMC 3.2, 123.4, 123.5,
125.2, 125.6, 127.1, 128.8, 136.0, 137.8, 139.5,
139.8, 140.1.

2.3-dimetoxi9H-carbazol 8n)

Preparado a partir de anilina y idloro4,5
dimetoxibenceno; purificado mediante
cromatografia en SO (EP/AcOEt9:1); sdlido
blanco; rendimiento: 186 mg (82%, 0.82 mmol);
punto de fusion: 186187 °C.

IR (KBr): 3332 @), 3052, 2912, 1602, 1409, 1334,
1219, 1090 cHi.

RMN detH (300 MHz, DMS@): + = 3.85 (s, 3 H,
CH3), 3.86 (s, 3 H, CH3), 7.04 (s, 1 H, ArH), 7108 (t,
=7.4Hz, 1 H, ArH), 7.26J% 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,
=7.7 Hz, 1 H, ArH), 10.98 (s, 1 H, NH).

RMN del3C (75 MHz, DMS@): + = 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 faHisNO::
227.0946; encontrado: 227.0948.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®®

con los

3-cloro-9H-carbazol 80)

Preparado a partir de -dloroanilina y 1,2
diclorobenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO (EP/AcCOEt7:3); sélido
blanco; rendimiento: 150 mg (769,76 mmol);
punto de fusion: 197198 °C.

IR (KBr): 3405 (@), 3047, 1600, 1488, 1333, 1268,
812 (@CI) cm™.
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RMN de'H (300 MHz, DMS@y): + = 7.1%7.19 (m,

1 H, ArH), 7.287.50 (m, 4 H, ArH), 8.8.22 (m, 2

H, ArH), 11.43 (br s, 1 H, NH).

RMN de'®*C (75 MHz, DMS@): + = 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 £2HsCIN:
201.0418; encontrado: 201.0422.

Los datos espectrales concuerdan con
reportados en lditeratura. &’

los

Metil-9H-carbazol3-carboxilato 8p)

Preparado a partir de anilina y metitbfomo-3-
clorobenzoato; purificado mediante cromatografia
en SiQ (EP/AcOE®B:4); sélido blanco; rendimiento:
160 mg (71%, 0.71 mmol); punto de fusion: 470
172 °C.

IR (KBr): 3409 @#), 3048, 2947, 1710 (C=0), 1590,
1497, 1327, 1286, 1244, 1119¢m

RMN detH (300 MHz, CD{El = 3.92 (s, 3 H, CH3),
7.257.29 (m, 1 H, ArH), 7.42.48 (m, 1 H, ArH),
7.58 (ddJ= 8.3, 3.5 Hz, 2 H, ArH), 8.09 (dd,8.6,

1.6 Hz, 1 H, ArH), 8.26 (d, 134,7.8 Hz, ArH), 8.82
(s, 1 H, ArH), 10.9 (br s, 1 H, NH).

RMN de'C (75 MHz, CD{Eh =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 faHiiNGe:
225.0863; encontrado: 225.0865.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturef®

con los

3-nitro-9H-carbazol 3q)

Preparado a partir de anilina y,2-dicloro-4-
nitrobenceno; purificado mediante cromatografia
en SiQ (EP/AcOEt 8:2); solido amarillo;
rendimiento: 129 mg (61%, 0.61 mmol); punto de
fusién: 21213 °C.

IR (KBr): 3412 @#1), 3067, 1643, 1488, 1459(®),
1311, 1084, 814, 724 ¢fn

RMN de'H (300 MHz, acetands): + = 7.35 (dd,J=
11.2, 3.9 Hz, 1 H, ArH), 7958 (m, 1 H, ArH),
7.61¢7.72 (m, 2 H, ArH), 8.35 (ddik 11.3,8.4,1.5
Hz, 2 H, ArH), 9.10 (dd= 1.5, 0.8 Hz, 1 H, ArH),
11.10 (s, 1 H, NH).

RMN del*C (75 MHz, acet@ads): 4 = 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 £2HsN20x:
212.0658; encontrado: 212.0655.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®®

con los

9H-pirido[2,3-blindol (3r)

Preparado a partir de -dminopiridina y metil 2
bromo-1-clorobenceno;  purificado  mediante
cromatografia en S (EP/AcOEt40:1); sélido
blanco; rendimiento: 133 mg¢79%, 0.79 mmol);
punto de fusion: 214215 °C.

IR (KBr): 3400 (¥), 3048, 1615, 1403, 1328, 1275
cmel.

RMN de'H (300 MHz, DMS@r): + = 7.1%7.25 (m,

2 H, ArH), 7.427.48 (m, 1 H, ArH), 7.51 (@ 8.0
Hz, 1 H, ArH), 8.15 (& 7.8 Hz, 1 H, ArH), 8.41 (dd,
J=4.8, 1.6 Hz, 1 H, ArH), 8.49 (dd,7.7, 1.6 Hz, 1
H, ArH), 11.80 (s, 1 H, NH).

RMN de'®C (75 MHz, DMS@): + = 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 {HoN2:
168.0766; encontrado: 168.0769.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®®

con los

3-nitro-6-metoxi-9H-carbazol 8s)

Preparado a partir dé-metoxianilina y 1,2icloro-
4-nitrobenceno; purificado mediante
cromatografia en SO (EP/AcCOEt7:3); solido
amarillo; rendimiento: 145 mg (60%, 0.60 mmol);
punto de fusion: 184183 °C.

IR (KBr): 3420 (W), 3052, 2825, 1636, 1605, 1490,
1483 (NO), 1295, 1171, 1032 ¢

RMN de'H (300 MHz, CD{I+ = 3.87 (s, 3 H,
OCHB3), 7.14 (dd= 8.5, 2.5 Hz, 1 H, ArH), 7.39Jd,
= 9.0 Hz, 1 H, ArH), 7.41 J¢,9.0 Hz, 1 H, ArH), 7.58
(d,J=2.5Hz, 1 H, ArH), 8.31 (d¢},9.0, 2.0 Hz, 1 H,
ArH, y 1 H, NH residual), 8.96 J& 2.0 Hz, 1 H,
ArH).

RMN de"C (75 MHz, CD{Eh = 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 £H1oN20s:
241.0613; encontrado: 241.0617.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literature®®
metil-6-metoxir9H-carbazol3-carboxilato
(3t)

Preparado a partir de -thetoxianilina y metié-
bromo-3-clorobenzoato; purificado  mediante

cromatografia en Sk (EP/AcOEt9:1); soélido
incoloro; rendimiento: 190 mg (77%, 0.77 mmol);
punto de fusion: 148149 °C.
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IR(KBr): 3404 (iH), 3047, 2948, 1716 (C=0), 1611,
1440, 1321, 1283, 1117, 1020 €¢m

RMN de'H (300 MHz, CDEl+ = 3.91 (s, 3 H,
OCH3), 3.97 (s, 3 H, OCHB), é6892 (m, 2 H, ArH),
8.70 (s, 1 H, ArH), 7.38 @ 8.5 Hz, 1 H, ArH), 7.98
(d,J=8.5Hz, 1 H, ArH), 8.06 (dd,8.5, 1.9 Hz, 1 H,
ArH), 8.18 (br s, 1 H, NH).

RMN de'3C (75 MHz, CDLt = 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 fsHisNGs:
255.0968; encontrado: 255.0973.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literature®’

con los

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

Preparado a partir de 3;@metilendioxo)anilina -
bromo-2-cloro-4-metilbenceno; purificado
mediante cromatografia sobre Si(EP/AcOES:2);

sélido amarillo; rendimiento: 200 mg (82%, 0.82
mmol); punto de fusién 22224 °C.

IR (KBr): 3396 @#), 3045, 2910, 2850, 1687, 1585,
1484, 1458, 1378, 1297, 1189, 1151, 1036'cm

RMN de'H (300 MHz, acetonds): 1 = 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 =8.2 Hz, 1 H,
ArH), 7.49 (s, 1 H, ArH), 7.75 (s, 1 H, ArH), 10.04 (br
s, 1 H, NH).

RMN de®*C (75 MHz, acetonds): 1 = 21.9, 92.9,
99.8, 101.8, 111.4, 116.8, 119.8, 124.5, 126.1,
128.4, 136.7, 139.3, 142.9, 148.0.

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

Los datos espectralesconcuerdan con
reportados en la literatura®*°”

los
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Capitulo 3: Tecnicas de obtencion del andamiaje acridona

3.1 Estado del arte

La obra conocida como «Los Polvos de la Condesarita por Ricardo Palma, es una
cronica de la época del decimocuarto virrey del Perl que relata la historia de la virreina
FranciscaHenriqguez de Riera. La virreina enferma de la llamada «fiebre tercigria
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 mas tarde su
bellisima y joven esposa dofia Francisca Henriquebel&Ra 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 periodica que se designa con el nombre de terciana y
gue era conocida por los incas como@mgita en el valle del Rimac (Palma,
2000).

Se narra, también, la historia del indio Pedro de Leyva, que utiliz6 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 c@rdoirse esparciera.

Los jesuitas aprendieron y guardaron el secreto de este remedio por algunos afos, utilizando

los polvos de la corteza de quina para tratar a aquellos afectados de «tesciahasiendo

gue esta preparacion se conociese con el nomlerplvos de los jesuitas

La quinina o chinchondigura3.1), nombrada asi por Carlos Linneo en honor de Francisca
Henriquez de Riera, 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

Figura3.1. Quinina, alcaloide natural con propiedades antipiréticas, antipalidicas y
analgésicas.

En 1941, al comienzo de la Segunda Guerra Mundial, una gnéssidencial en Estados
Unidos inicio las investigaciones sobre drogas para el tratamiento de la malaria con el llamado
«Proyecto Manhattan Biol6gisoSe tratd 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
guinina y estaban en peligro de caer en manos japonesas, lo que ocurrié poco después del
Pearl Harbor. Elrpgrama incluia el ensayo de compuestos quimicos con posible actividad

antimalarica 8

A

- TAKE THEIR

ATABRINE

Figura3.2. «Estos hombres no tomaron su Atebrinacartel en un campamento militar de
los Estados Unidos, durante la Segunda Guerra Mundial.
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Con la cooperacion 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 atebfiigaia3.3), se sintetizd en 1930

y se comercializd6 en 1932. Se trata de un analogo sintético de la quinina que durante la
Segunda Guerra Mundial fue declarado como el farmaco de eleccién 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 conectivopatia¥.

N._~

HN
OO0
N
Cl N
Quinacrina

Figura3.3. Quinacrina,unaacridina, 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-kEwifoacridinas,
proporciond una base solida para la sintesis de una variedad de derivados quimicos con
potencial terapéutico. Los avances en la comprension de la estruattiradadpermitieron
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 ateblasa y

acridonas resalta como los descubrimientos del pasado siguen influyendo en la investigacion
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y desarrollo de fAdrmacos en el presente, impulsando la innovacién y la exploracion continua

en el campo de la medicina y la quimica.

Las acridonas, que sassimoléculasde nuestro interés, constituyen una destacada clase de
compuestos heteroaromaticos, que se definen quimicamente como sistemas dibenzo
piridonas (ver Figura 3.4), siendo consideradas una subclase de dasidinas. Estos
compuestos poseen una estructura triciclica fusionada que estd presente en numerosos
productos naturales y sintéticos, los cuales han exhibido un amplio espectro de potencial

biomédico debido a su capacidad para interactuar con diversasnigmos de acciod!

O OH
J u L,
CHs 0

9] antiviral
or LI
COSR! ;
H o HNYS
) | : 1 |
antiinflamatorio NO,
5

6 3 antiparasitico

9 0
'
m 0 1
N NI N
K/\/NHZ - |
N
sondas fluorescentes N

S~ N~

antimalarico
NO,

neuroprotector

Figura3.4. El nucleo acridir®-ona ysus 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 antiinflamatoriog-igura 3.4). Ademés de su relevancia
biomédica, las acridonas también desempefian un papel importante como bloques de

construcciéon de semiconductores organict$;%tinturas y marcadores fluorescentesio%

107

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

sintesis del nucleo acridona se muestra eRitpura3.5.

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

acidos, amidas o cetonasaril sustituidas correspondienteBifura3.5, rutal) 10&112,

También se han empleado estrategias de formacion intramolecular de enldtesp@rtir de

2-aminobenzofenonas (rutdsy Il1). 11%115

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 (rutdV). 116

Mas recientemente, el grupo de Zhang desarroll6 un protocolo de reaccién en cascada
mediada por Cu(ll) paraaminoacetofenonas y acidos arilboronicos (rika que procede

mediante reorganizacion simultanea de los intermediarios isatira.

Se ha reportado, de igual forma, la reaccion de anulacion intramolecular de derivados del

éster del acido antranilico con arino, o sales de ariliodonio {lyaV1I). 118119

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

Ag(l) (rutav1li). 120

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

121124
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Figura3.5. Aproximaciones sintéticas conocidas de acceso al nucleo acridona.

/7 N\

Si bien los protocolos mencionados permiten la formacion exitosa de acridonas
funcionalizadas, la mayoria de estas estrategias tienen claros defectos tales como la severidad
de las condiciones de reaccion, o bien el requerimiento de sustratos de elevstio @gue

deben ser preratados. 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 construccién de moléculas complejas a través
de varios pasos, es el de aumentar la sostenibilidad de los procesos al simplificar los procesos

de separacién y purificacion, asi como la optimizacién de teyngcursos.

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

amigable con el medio ambient&>
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Varios ejemplos han mostrado que sistemas cataliticos multifuncionales pueden reducir el

numero de pasos sintéticos mediante la generacion de procesos cataliticos secuenciales
dentro de una operaciort?6?’Este tipo de procesasne-pot pueden ser llevados a cabo en

un unico recipiente sin pasos intermedios de purificacion para las diferentes reacciones que

tienen lugar, evitandose asi sintesis pausadas y brindando ventajas tanto econdmicas, como

ambientales.

En una continuacién de nuestras investigaciones llevadas a cabo en sintesis aee{jod

con catalizadores dealadiq ?81?°durante el desarrollo de este trabajo desis se present6

lo que es a la fecha y de acuerdo a nuestro conocimiento, una técnica de reaccién dominé
catalizada por un novedoso catalizador de Pd para la sintesis directa de una biblioteca de

acridonas, por irradiaciéon con microond&sgura3.6). 13°

? 0
~ X ~ ~ ~
P R Pd P R
R : N R
Y NH Br ~ ¥ N <
R o % , R
1 a-m 2a-n 3-26
Microondas
R =H, CH; X = Br, Cl R =H, CH,

Figura3.6. Nuevaaproximaciénsintéticaa acridonas

Esta aproximacion sintética implica una aminacién de Buchiwaldlvig en tandeml3%c134

con una subsecuente reaccion de acoplamiento arilico mediante ruptura de un ertthde C
aldehidos, utilizando-aminobenzaldehidos y dhaloarenos comercialmente disponibles
como materiales de partida, bajo condiciones libres de ligahd?ara este propésito, se
generd un nuevo catalizador heterogéneo constituido de nanoparticulas de Pd soportado
sobre! -alimina(PdNPs/SGAL).

La motivacion detras del trabajo que se explicara en la seccién siguiente fue el desarrollo de
un método mas amigable con el medio ambiente, de tpe-pot, que permitiera acceso

rapido y reproducible a las acridonas.
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3.2 Nueva ruta sintética

Las condiciones de reaccion para la anulacion directa catalizadaafaalio fueron
optimizadas utilizando -2minobenzaldehidos 16) y 1,2dibromobenceno Za) como
reactivos para una reaccion modelo, de tal manera de sintetizar a@{diH)-ona. La
eleccion de precursores se bas6 en el bajo costo y elevada disponibilidad comercial, en
comparacién a la mayoria de los materiales de partida reportados a la fecha para las-dibenzo
4-piridonas. En una serie de experimentos control preliminaresewlud la advidad
catalitica de diversos catalizadorespiadiobajolas condiciones de reaccion reportadas por
nuestro grupo para la formacion de enlacebl@ CC que se determinaron en el trabajo de

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

La lista y una breve descripcion de los catalizadores estudiados se puede véablagal.
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 construccion de
otras estructuras heterociclicas privilegiadas, excepto el caso de PdNPs/@&Afue

evaluado por primera vez en este trabajo.

Teniendo presente que las particulas soportadas -@hiiminasin tratamientopermitieron
adquirir el compuesto deseagdaungue con muy bajos rendimientos, nos propusimos

incorporar otras especiesobre el soporteon potenciales propiedades cataliticas.

En este contexto, se concibié la formulacion de un nuevo catalizador multifuncional, el
PdANPs/SGAL. Este catalizador presentaria sitios redox correspondientes al metal noble, junto
a otros relacionads a especies de azufre. El empleo de la catalisis multifuncional es necesario
para rutas sintéticas de varios pasos de manera de simplificar, como mencionamos
previamente, los procesos de separacion y purificacion, ademas de dar lugar a un proceso de
sintesis mas efectivo en el contexto de la quimica vefdeEs asi que PdANPs/SGAL fue
preparado por un método sencillo, soportando sobre' {alimina especies dpaladioy

azufre de tal forma de tener una muestra bifuncional.

El catalizador PANFSZEAL fue preparado soportando nanoparticulaspdgadio sobre ! -
alimina sulfatada (SGAL). Se comenzd por sulfatar la alimina comercial siguiendo un

protocolo ya reportado3’ Aproximadamente 1 g de alimina fue expuesto a impregnacion
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en solucion acuosa de (WEBQ y transcurrido el tiempo apropiado, se calcind en aire a 873K
por 4 horas. El soporte sulfatado fue embebido en una solucién acida deaP8iCiC con
agitacion magnética. Posteriormente, se agregaron una solucion al 37% de formaldehido y
solucion acuosa de NaOH al 30% a modo de llevar a pH basico, para precipitar las
nanoparticulas sobre el soporte. El sélido se filtro y lavé hasta pH neutragoardastilada,

y se sec6 a 10T por 2 horas.

Estudios preliminares mostraron que cuando el nuevo catalizador se utiliz6 &C138
formacion de la acridondeseadaenia lugar en tan soélo un 15%apla3.1, entrada 3). Un
rendimiento bastante superior, del 54%, se logré al aumentar la temperatura &80
(entrada 4), también se detectd la formacion d€(2bromofenil)amino)benzaldehid@#)

en un 12%. No hubo variacion al continuar aumentando la temperatura (entrada 5). No se
observo formacion del producto deseado al utilizar el soporte SGAL bajo las mismas
condiciones (entrada 6). A continuacion, otros nanocatalizadorgsatiliosoportados en
diferentes materialestales como PbO y biocarbgifueron evaluados(entradas 710).
PdNPs/PbO fue completamente inefectivo (entrada 7), bajos rendimientasceatearon al
utilizar PANPs/E (entrada 8), marginalmente mayores para PdNPs/BC (entrada 9) y sin
mayores diferencias para PANPs/mBC (entrada 10). Cuando la transformacién se estudio para
nanoparticulas no soportadas gmladiq se generd el producto deseado con muy bajos

rendimientos (entrada 11}38

La eficiencia catalitica de cuatro catalizadores homogéneos comerciales se probé a modo
comparativo. Ninguno de los catalizadores evaluados (entradad6)l2permitié un

incremento de la formacion de la acriedlCH)-ona bajo las condiciones de reaccién
estudiadas. El uso de Pe®s). dio lugar a rendimientos muy bajos y a la formacion de

LINE RdzOG2a RS K2Y2I| 02 LX dbloRoMizhif@RS PACREGN)Y f 2 || NBy
y Pd(OAe)no mostraron actividaes cataliticasajo las condiciones de reaccion estudiadas,

mismo resultado que se obtuvo para-Ribak y Pd(PP¥)4, para las que ademas se detecto

deposicion de paladio negro.

65



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiaécasmodelo
Capitulo3: Técnicas de obtencion del andamiagidona

Tabla3.1. Evaluacién sisteméaticde catalizadores.
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De los primeros estudios exploratorios, se con@lgye el catalizador PANPs/SGAL permitio
la adquisicidon de los mejores resultados en términos de rendimiento para la anulacion directa
que permite la formacion del esqueleto acridona. La presencia de especies de azufre, junto a

aquellas degpaladiq tendrian un rol vital en leficaciadel catalizador.

Cuando la reaccion se llevo adelante en forma tradicional en bafio de aceite’@ p80 30
minutos, se logré un rendimiento del 16% (entrada 17). Tiempos de reaccion mas prolongados
en condiciones térmicas no mostraron mejoria en los rendimientos, lo cual nos lleva a suponer
gue lairradiacion de microondas es fundamental para este tipo de anulacion directa. Ademas,
el experimento control indic6 que el catalizador galadio era necesario para esta

transformacion (entradas 6 y 18).

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

incluyen la carga del catalizador, solvente de reaccion y base utiliZEalus3.2).

Inicialmente, cuando la reaccién fue planteada utilizando 20 mol% de catalizador, no hubo
aumentos notorios de conversion evidenciados, observandose en su lugar la formacion del
producto de homoacoplamiento. Se concluye que estos bajos rendimientos oslativ
observados en la entrada 1 deTlabla3.2 se deberian a limitaciones de difusion de reactivos

y productos a través de la estructura porosa del catalizador. NPs/SGAL podeeauie
superficieespecifica elevadacon volumen de poros relativamente alto (12%/gny 0.31

cm?/g, respectivamente). Una disminucién de la carga del catalizador a 10 mol% llevaria una
difusién libre de masa para reactivos y productos que conlleva un aumento en el rendimiento
de la reaccion, sin generacion de productos de homoacoplamiento. May@®indciones

en la carga de catalizador condujeron a menores rendimientos y a la formacién de un 21% de

la diarilamina, A(2-bromofenil)amino)benzaldehido.
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Tabla3.2. Optimizacionde las condiciones de reaccion

o) o)
| Br PdNPs/SGAL Z
e 3
NH, Br solvente, base N

1a 2a ?

Entrada PdNPs/mBC (mol%, Solvente Base Rendimiento (%)
1 20r DMSO CsCQ 57
2 10¢ DMSO CsCQ 78
3 8f DMSO CsCQ 619
4 10 DMSO KCQ 51
5 10 DMSO NaQ-Bu 65
6 10 DMSO NaOH 39
7 10 DMSO NaOAc 42
8 10 DMSO KPQ 85
9 10 DMSO KsPO 7
10 10 DMSO KPQ 84
11 10 DMSO - J
12 10 DMF KsPOy 79
13 10 NMP KsPO 90
14 10 DMA KsPOy 76
15 10 DEC KPQ 65
16 10 n-BuOH KsPO 69

2 Condiciones de reacciéha (1.2 mmol),2a (1 mol), base (2 mmol), solvente (5 ml) a°Gbajo
radiacion microondas de 200 pér 30 minutos. Tiempo de reaccion monitoreado por TLCEMC!
® Rendimiento de producto aislado.

¢PdNPs/SGAL (20 mol%, 16.4 mg de Pd).

dH Z-dibfbmom Z-hiféhilo (15 %) detectado, producto de homoacoplamiento.

€ PANPs/SGAL (10 mol%, 8.2 mg de Pd).

"PdNPs/SGAL (8 mol%, 6.6 mg de Pd).

9 2-((2-bromofenil)amino)benzaldehid®a (21 %) detectado.

h La reaccion se llevé a cabo en presencikB&, (1.5 mmol).

"La reaccion se llevé a cabo en presencigB& (3 mmol).

I'La reaccion se llevo a cabo en ausencia de base.
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Se examind a continuacion la eficiencia de diferentes bases, resumidizsTebla 3.2,
entradas 48. El uso de 2 mmol deslQ; en presencia de DMSO dio lugar a los mejores
resultados para esta transformacion (entrada 8), mientras las otras bases tales go@p K
NaG-Bu, NaOH y NaOAwo lograron mejorar los rendimientos de la reaccion. 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 tambén una reaccién control sin base, para la que se observo una conversion minima
por presenciale 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 solventel &ida 2 se
muestran los resultados para solventes comi Jiddimetilformamida,N-metil-2-pirrolidona
(NMP), N.N-dimetilacetamida (DMA), dietilcarbonato (DECih-butanol (entradas 126).

Dentro de los solventes utilizados, NMRBultoser la mas efectiva para esta transformacion.

Finalmente, se evalud la incidencia de la irradiacion por microondas en el tiempo de reaccion,
a diferentes valores de potencia. Para este propdsito, se utilizé el reactoDdeblver a 180

°C, monitoreando el progreso de reaccién mediante TCGEM. La conversion total del 1,2
bromobenceno Za), pudo observarse transcurridos 20 minutos, a 200 W y°C8d0iempos

de reaccion menores llevaron a una transformacién incompleta de los reactivos, mientras que
tiempos mayores no mostraron mejorias en término de rendimiento. La irradiaciéon a 100, 250
y 300 W de potencia dio lugar a conversiones menores y/o tisntie reaccion mayores. En
base a estos resultados, se establecié que una potencia de 200 W°&€ P80 30 minutos

daria lugar a las condiciones de reaccion mas 6ptimas y eficientes para la formacion del

producto deseado.

En conclusion, los estudios colectivos han mostrado que las condiciones de reaccion optimas
para la sintesione-pot de acridin9(10H)-ona requierede 2-aminobenzaldehidol@, 1.2

mmol), 1,2-dibromobenceno Za, 1 mmol), PANPs/SGAL (10 mol%, 8.2 mg de Pd) como
catalizador, BPQ (2 mmol) y NMP (5 ml) a 18C bajo irradiacion con microondas a 200W

por 30 minutos. Estas condiciones, notoriamente, no implican el uso de aditivos, o ligandos
fosfina, ni preactivacion de los materiales de partida que se ven rgulos 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

paladiqg lo cual denota un nivellevadode selectividad para la metodologia presentada.

El alcance de la reaccion se llevo a cabo una vez determinadas las condiciones de reaccion
Optimas, utilizando diferentes 1,@halobencenos2a-d y obteniéndose rendimientos de
moderados a excelentes. Para el precursordii@dobenceno, la reaccion dio lugar a la
formacién de productos de homoacoplamiento. Sin embargo, este no fue el caso para el resto
de los dihaloarenos estudiados. El mejor reild en términos de conversion y rendimiento

se observo para el 1-@bromobencena2a), a partir del cual seontinuaron estudiando el

alcance yaslimitaciones 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 reaccion avanzé de muy buena forma ceanfnobenzaldehidos con sustientes
neutros o ricos en electrones, mientras que grupos electroatractores dieron lugar a, si bien
ligeramente inferiores, ain muy buenos rendimientos. La incorporacion de halégenos en la
estructura de la acridona, bien tolerada por este tipo de reaceésule particular interés para

sintesis de compuestos mas complejos que requieren mayor funcionalizacion.

Por otro lado, cuando la reaccion 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 lear@inobenzaldehidos derivados. Lalinéicion de
1,2-dibromo-4-metilbenceno 2g) y 2aminobenzaldehido 1@) dio lugar a una mezcla
equimolar de los dos regioisomeros correspondientes, tal como era de esperarse, lo cual
denota un bajo control de selectividad. Sin embargo, se observo un eleviadb de
regioselectividad en la anulacion directa dedr@inobenzaldehidol@) con dihalobencenos

del tipo 2bromo-1-cloro-4-metilbenceno 2e) y Xbromo-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 otroglih&oarenos asimétricamente
sustituidos, con grupos cloro, fldor, nitrilo y nitro en posicfgara, y se obtuvieron los

productos esperados con completa regioselectividad y reretitosbuenos.
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Finalmente, se generaron mediante esta metodologia una serie de acrieadgsiladas con
muy buenos rendimientos, lo que permitio extender el alcance y generalidad de este

protocolo.

Elwork-up y aislamiento del producto consistio en la adicion de acetato de etilo a la mezcla
de reaccion. El catalizador se recupero por filtracion y fue lavado con el solvente de reaccion.
El filtrado fue lavado varias veces con solucion saturada de NaCl y éoeglo sobre N&5Q
anhidro. El solvente se removio a continuaciéon mediante presion reducida en rotaevaporador
y la acridona fue purificada por cromatografia en columna utilizankitza sgel 60 como
adsorbente. La elucidacion estructural de losnpoiestos fue confirmada basada en datos
espectroscopicode RMNy FFIR

La reciclabilidad del catalizador PANPs/SGAL se evalu6 con la reaccidon modelo para la sintesis
de acridinr9(10H)-ona, bajo las condiciones de reaccion optimizadas. Los resultados se
resumen en laFigura3.7, no hubo pérdida de eficiencia catalitica transcurridos 4 ciclos
cataliticos. El aumento de rendimiento del ciclo 3 ,adidien no se considera significativo,
podria estar asociam a una reestructuracion de la superficie cataliticasameter el
catalizador a las condiciones de reaccion. Se ha cormdemntespecto de este tipo de
fendmenos, basados en la caracterizacion de la superficie catalitica bajo condiciones

operativas .42

100

87 86 87 88

I [o2] [os]
(=) o o
1 1 1

Rendimiento (%)

1%
o
1

Ciclo

Figura3.7. Reciclabilidad de PANPs/SGAL en la sintesis directcddin-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 mediBPara estadeterminacion se evalué la posibilidad de
desprendimiento de metal mediantixiviaciondel PANPs/SGAL bajo las condiciones de
reaccion.Tras la separacion del catalizador del medio de reaccion bajo las condiciones
térmicasde reaccion, el filtrado fue analizado mediante espectroscopia de absorcion atémica
y se observo tan sélo un 0.001% de paladio en solucion luego del segundo ciclo. La cantidad
de paladio en el catalizador, determinada en un 3.3%, se mantuvo constantargdode

todo el proceso de eatlio de reciclabilidad.

A pesar de que el mecanismo no se encuentra completamesttarecido basado en
resultados previos del grup8®12%y los datos extraidos de literatur#?144se propuso un
mecanismo deeaccion plausible en Iaigura3.8. Se sugiere que la reaccién tiene lugar en
dos etapas, de las cuales la primera implica la formacion de la diarilamina mediante aminacion
de BuchwaleHartwig, mientras que la segunda parte del ciclo implicaria el acoplamiento

arilico con ruptura del enlacGH del aldehido.

El Pd(0) en el catalizador PANPs/SGAL primero sufre una insercion oxidante en uno de los
enlaces del dihaluro 2, generando el complejo afd(ll) designado comd\. Este
intermediario, tras reaccionar con el derivado dehrdinobenzaldehidadl, da lugar al
complejo protonadoB por desplazamientaucledfilg tras lo cual por accién de la base se
promueve la formacién d&& Una eliminacion reductorgrodudria el intermediarioD y

restituye el paladio a su estado de oxidacion original

En la segunda etapa, €d(0) se reinsertaria en el enlace haluro de la diarilaniina
produciendo el complejo de agkladioE En presencia de la base, la ciclacion intramolecular
ocurre via ruptura del enlacel& de la funcion aldehido y convierte al intermedidien el
complejo de paladid~ Finalmente, la eliminacién reductora @eprovee la acridonacon

regeneracion simultanea del catalizador de Pd(0).
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HX-Base

Pd

(F)

acridin-9(10H)-ona

Figura3.8. Mecanismo propuesto para la formacion en tandem de acridona.

Dado que las PdNPs soportadas en alimina sulfatada mostraron mejores rendimientos que
aguellas soportadas en alimina libre de azufre, es claro que las especies de azufre soportadas
no son completamente inertes. Una caracterizacion del catalizador fueddeaacabo

medianteDRXy FFIR a finesle intentaresclareceel rol de las especies de azufre presentes.

Los patrones de difraccién de rayos Xl@frigura3.9 muestran picos correspondientes al
plano del paladio (111) en' 2= 40.5.14% Este pico fue utilizado para estimar el tamafio de
particula mediante la aproximacion de Scherrer, determinando un tamafo de cristal para el

metal de 5.9 nm.
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Capitulo 1: Figura3.9. Patron deDRXdel catalizador PANPs/SGAL.

El analisismediante TEM del catalizadoconfirma los valores de tamafio de particula de
paladio. Los resultados obtenidos concuerdan con lo estimado mediante la aproximaciéon de

Scherrer, con un valor de 6.1 nm. La microfotografia se puede observaFiguita3.10.

Figura3.10. Microfotografia TEM del catalizaddPdNPs/SGAL, con la flecha sefialando la
nanoparticula de Paladio.
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Se contindo conleandlisis mediante FIR del soporte y el catalizador, los resultados pueden
observarse en I&igura3.11. La banda asignada en 1446 toorrespondea los grupos S=0

en estado de asociacion a la alimifrégura 3.11 (a))Tras incorporar el paladio, una banda
aguda aparece a 1397 cdinque estaria relacionada a la interaccién del metal noble con las

especies de azufre soportaddsgura 3.11 (b))

Reflectancia (%)
1

(b)

1397.05

e . . . . [ . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1 . . . . 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nuamero de onda (cm-1)

Figura3.11. Espectrade FFIR de (a) soporte del catalizador (b) catalizador PANPs/SGAL.

A pesar de que el efecto exacto de esta interaccibn 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 delaxdaliz
PANPs/SGAL.

Finalmente, una isoterma de adsorcidesorcion se midié a fines de determinar el area de

superficie especifica del catalizador. Aplicando el método BET, se calculé un area dg210 m

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. EI novedoso catalizaelde ser preparado

con relativa facilidad a partir de quimicos comercialmente disponiplpaede ser reciclado

y reutilizado hasta cuatro veces sin pérdida de actividad. La caracterizacion del catalizador
muestra que el metal noble interactla con lapecies de azufre soportadas, una peculiaridad

gue estaria relacionada a la elevada eficiencia del mismo para la sintesis de acridonas.
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La aproximacion convergente presentada demostrd6 muy buena compatibilidad con reactivos
neutros, ricos y deficientes en carga electronica permitiendo el acceso a una biblioteca de
acridonas con rendimientos aceptables a excelentes a partir deliig®oareros y 2
aminobenzaldehidos como materiales de partida sencillos y comercialmente disponibles. La
transformacion en tandem, con una formacion secuerzeenlaces @l y CC, tiene lugar en

una unica operacion libre de ligandos en tan s6lo 30 minutos aiacion 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 aplicacion en el campo de la

guimica medicinal, en perfilados de estructretividad e incluso paraplicaciones sintéticas

mas amplias que requirieran el acceso al sistema acridona mediante procedimientos

eficientes en relacion a la cantidad de pasos requeridos.
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3.3 Materiales y métodos

A menos que se indique lo contrario, los reactivos se obtuvieron comercialmente y se usaron
sin purificacidn adicional. Los solventes se secarodestilaron de acuerdo con el
procedimiento estandag® Las reacciones se monitorearon mediante TLC en placas de gel de
silice (60F254) visualizadas bajo luz UV y/o utilizando acido fosfomolibdico al gtarewi.

Todos los espectros de RMN H¢ y13C se registraron a temperatura ambiente en GDCI
acetonads 0 DMSQ@ds en un espectrometro Bruker Avance ABDO. Los desplazamientos
quimicos ) se informan en partes por millon (ppm) desde el TMS utilizando la resonancia
del solvente residual. Se utilizaron abreviaturas estandar para denotar multiplicidades como
se indic6 en 2.4,

Los espectros IR se registraron en un espectrofotometrtiRFANIicolet Nexus 470/670/870 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 instrumeri8 M GEMde Hewlett
Packard equipado con un detector de masas selectiv6HR.

La pureza de los compuestos volatiles y los analisis cromatograficos se determinaron con un
CGShimadzu@G14B) con un detector de ionizacion de llama equipado con una columna HP
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.2f) utilizando Ncomo gas portador.

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

La cromatografia en columna flash se realiz6 utilizando gel de silice MN Macherey Nagel 60M
(0.0460.063 mm/236240 mesh ASTM).

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

La carga depaladiodel catalizador se determiné mediante espectrometria de absorcion
atomica en un equipo PerkinElmer AAnalyst 700.

Los patrones d®RXse determinaron con un difractometro Philips PW1710 BASED operando
a 45 kV'y 30 mA, equipado con un monocromador con radiacién de CK. 0.15406 nm).

Las isotermas de adsorcialesorcion de nitrogeno se midieron en un equipo Quantachrome
nova 1200e. Las areas de superficie especifica y volumen de poro se obtuvieron aplicando el
método BET.

Las muestras se caracterizaron mediante microscopia electrénica de transmision, utilizando
un aparato Joel 100 CX2 (Tokio, Japon). Se midieron aproximadamente cien particulas de
paladiopara realizar la distribucion del tamafio de particula y obtener el tamafio promedio
de particula (d)8®

77



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo
Capitulo3: Técnicas de obtencion del andamiagidona

Acridin9(10H)-ona @)

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

IR (KBr): 3440 @#), 2986, 1630 (C=0), 1556, 1471,
752 cmi,

RMN de'H (300 MHz, DMS@E):+ = 7.26 (tJ=7.1
Hz, 2 H, ArH), 7.54 (@ 8.1 Hz, 2 H, ArH), 7.75Jt,

= 7.1 Hz, 2 H, ArH), 8.24 (tz 7.7 Hz, 2 H, ArH),
11.75 (s, 1 H, NH).

RMN de'*C (75 MHz, DMS@): + = 117.3, 120.5,
121.0, 126.0, 133.6, 140.9, 176.8.

HRMS (El)m/z [M]* calculado para 3HoNO:
195.0684; encontrado: 195.0686.

Los datos espectrales concuerdan con
reportados en la literaturat®

4-metilacridin9(10H)-ona @)

los

Preparado a partir de-amino-3-metilbenzaldehido
(1b) y 1,2dibromobenceno Za); purificado
mediante cromatografia en SIGERACOEt9:1);
sélido amarillo; rendimiento: 167 mg (80%, 0.80
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3440 @#), 3068, 2996, 1635 (C=0), 1599,
1162, 751 crit.

RMN de!H (300 MHz, DMS@y): 4 = 2.61 (s, 3 H,
CH), 7.18 (tJ=7.4, 1 H, ArH), 7.28 @¢= 7.1, 1 H,
ArH), 7.60 (dJ= 7.0 Hz, 1 H, ArH), 7.74 (dd4,8.5,
6.9, 1.6 Hz, 1 H, ArH), 7.94Jt 8.4 Hz, 1 H, ArH),
8.13 (t,J=7.9 Hz, 1 H, ArH), 8.23 {&; 8.1 Hz, 1 H,
ArH), 10.64 (s, 1 H, NH).

RMN de®*C (75 MHz, DMS@): { = 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 @HuNO:
209.0841; encontrado: 209.0845.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®

3-metoxiacridin9(10H)-ona 6)

con los

Preparado a partir de 2-amino5-
metoxibenzaldehido 1) y 1,2dibromobenceno
(2a); purificado mediante cromatografia en $iO
(ERACOEL7:3); solido amarillo; rendimiento: 187
mg (83%, 0.83 mmol); punto de fusion: 2282 °C.

IR (KBr): 3437 (W), 1632 (C=0), 1573, 1156, 1037,
754 cnit.

RMN de!H (300 MHz, DMS@): + = 3.86 (s, 3 H,
OCH), 7.22 (t,J= 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7:3A2 (m,
1H, ArH), 7.5%7.55 (m, 2H, ArH), 7.63 (@ 2.8 Hz,

1 H, ArH), 7.75.71 (m, 1 H, ArH), 8.28 (@= 8.0
Hz, 1 H, ArH), 11.77 (s, 1 H, NH).

RMN de'®C (75 MHz, DMS@;): + = 60.3, 110.3,
122.4, 123.8, 1245, 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 faHuiNG::
225.0790; encontrado: 225.0792.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturat!®
3-metoxiacridin9(10H)-ona 6)

Preparado a partir de -amino-4-

metoxibenzaldehido 1d) y 1,2dibromobenceno
(2d); purificado mediante cromatografia en %iO
(EFACOEL7:3); solidoamarillo; rendimiento: 185
mg (82%, 0.82 mmol); punto de fusion: 2281 °C.

IR (KBr): 3435 @), 2952, 1629, 1155, 1032, 756
cnl,

RMN detH (300 MHz, DMS@y): + = 3.91 (s, 3 H,
OCH), 6.806.87 (m, 2 H, ArH), 7.25 (= 7.5 Hz, 1

H, ArH, 7.50 (tJ= 8.2 Hz, 1 H, ArH), 7.70Jt 7.6
Hz, 1 H, ArH), 8.13 (d= 8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.19 (d,
J=8.0 Hz, 1 H, ArH), 11.58 (s, 1 H, NH).

RMN del3C (75 MHz, DMS@): + = 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 faHiiNQp:
225.0790; encontrado: 225.0793.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat'®

1,2.3trimetoxiacridin9(10H)-ona (7)

con los

Preparado a  partir de -8mino2,3,4
trimetoxibenzaldehido1e) y 1,2dibromobenceno
(2d); purificado mediante cromatografia en %iO
(CHCW MeOH 9:1); soélido amarillo; rendimiento:
248 mg (87%, 0.87 mmol); punto de fusion: 462
163 °C.

IR (KBr): 3234 @W), 2823, 1629 (C=0), 1475, 1240,
1032 cnit.

RMN de'H (300 MHz, DMS@y): + = 3.81 (s, 3 H,
OCH), 3.83 (s, 3 H, OG}13.92 (s, 3 H, OG)16.76

(s, L H, ArH), 7.20 @= 7.5 Hz, 1 H, ArH), 7.42 {d,
=8.2 Hz, 1 H, ArH), 76370 (m, 1 H, ArH), 8.15 (d,
J=8.0 Hz, 1 H, ArH), 11.46 (s, 1 H, ArH).

RMN de*C (75 MHz, DMS@): + = 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 fHisNQ::
285.1001; encontrado: 285.1003.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat*®

con los
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Benzof]acridin-7(12H)-ona 8)

Preparado a partir dé-amino-2-naftaldehido {f) y
1,2-dibromobenceno Za); purificado mediante
cromatografia en SiO (EFACOEt 9:1); sdlido
amarillo; rendimiento: 179 mg (73%, 0.73 mmol);
punto de fusién > 300 °C. El derivado de acriddna
también fue sintetizado a partir de -2
aminobenzaldehido  1@) y Ibromo-2-
cloronaftaleno 2l) dando lugar a un sélido amarillo;
rendimiento: 174 mg (0.71 mmol, 71%).

IR (KBr): 3423 @¥), 3052, 1631 (C=0), 1608, 1486,
1128, 1085 cHit.

RMN detH (300 MHz, CD&Elt = 6.89 (d,J= 7.9 Hz,

1 H, ArH), 7.38 (s, 1 H, NH), 7565 (m, 3 H, ArH),
7.647.68 (m, 1 H, ArH), 7.7B80 (m, 1 H, ArH),
7.99 (dJ=8.0 Hz, 1 H, ArH), 8.22 {& 8.3 Hz, 1 H,
ArH), 8.27 (dJ= 8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.63 (& 9.0
Hz, 1 H, ArH).

RMN de3C (75 MHz, CDLIt = 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 @HiuiNO:
245.0841; encontrado: 245.0846.

Los datos espectrales concuerdan con
reportados en la literaturat*’

los

Benzop][1,10]fenantrolin7(12H)-ona Q)

Preparado a partir de -8minoquinolein7-
carbaldehido 1g) y 1,2dibromobenceno Za);
purificado mediante cromatografia en SiO
(ERACOE®:3); soélido blanco; rendimiento: 172 mg
(70%, 0.70 mmol); punto de fusién: 2213 °C.

IR (KBr): 3438 (W), 3022, 1637 (C=0), 1579 (C=N),
1084 cnil.

RMN de'H (300 MHz, DMS@): ¢+ = 7.37 (tJ=7.5
Hz, 1 H, ArH), 7.70 (@ 9.2 Hz, 1 H, ArH), 7.79 (ddd,
J=18.6, 6.9, 1.6 Hz, 1 H, ArH), 7.85 (td 8.3, 4.3
Hz, 1 H, ArH), 8.24 (& 8.4 Hz, 1 H, ArH), 8.30 (dd,
J=8.3,5.1 Hz, 2 H, ArH), 8.54 (dd,8.4, 1.7 Hz, 1
H, ArH), 9.11 (ddl= 4.1, 1.7 Hz, 1 H, ArH), 12.45 (s,
1 H, NH).

RMN de'*C (75 MHz, DMS@): + = 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 feHioN2O:
246.0866; encontrado: 246.0870.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®®

3-cloroacridin9(10H)-ona (L0)

con los

Preparado a partir d8-amino-4-clorobenzaldehido
(1h) y 1,2dibromobenceno Za); purificado

mediante cromatografia en SIJEFACOELt7:3);
sélido amarillo; rendimiento: 161 mg (70%, 0.70
mmol); punto de fusion > 300 °C.

IR (KBr): 3422 (#), 2917, 1634 (C=0), 1024, 820
(GCI), 757 crt.

RMN de'H (300 MHz, DMS@): + = 7.257.39 (m,

2 H, ArH), 7.53.63 (m, 2 H, ArH), 7.78 {t; 7.6 Hz,

1 H, ArH), 8.23 (dl= 8.6 Hz, 2 H, ArH), 11.79 (s, 1
H, NH).

RMN de'*C (75 MHz, DMS@): + = 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 literaturat®®
2-fluoracridin9(10H)-ona (11)

Preparado a partir de -amino

fluorobencilaldehido ki) y 1,2-dibromobenceno
(2d); purificado mediante cromatografia en %iO
(EFACOELt7:3); sélido amarillo; rendimiento: 175
mg (82%, 0.82 mmol); punto de fusién > 300 °C. El
derivado de acridond 1 también fue sintetizado a
partir de 2aminobenzaldehidol@) y 1,2dibromo-
4-fluorobenceno 2k) dando lugar a un sdlido
amarillo; rendimiento: 151 mg (0.71 mmol, 71%).
IR (KBr): 3445 @¥), 1630 (C=0), 1604, 1478, 754
cnrl,

RMN de'H (300 MHz, DMS@): ¢ = 7.27 (tJ= 8.0
Hz, 1 H, ArH), 7.55 (@ 8.0 Hz, 1 H, ArH), 73866
(m, 2H), 7.76 (1= 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.84 {¢; 8.0
Hz, 1 H, ArH), 8.22 (@ 8.0 Hz, 1 H, ArH), 11.94 (s,
1 H, NH).

RMN de®*C (75 MHz, DMS@): + = 109.7 (dJ=
21.9 Hz), 117.4, 119.6, 120.0 §d 7.9 Hz), 121.0
(d,J=6.6 Hz), 121.2, 122.3 (@ 25.4 Hz), 125.9,
133.6, 137.7, 140.8, 156.9 (&5 238.1 Hz), 176.1 (d,
J= 2.5 Hz).

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

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®

con los

metil 9-o0x0-9,10-dihidroacridin2-

carboxilato 12)

Preparado a partir de -dmino-3-formilbenzoato
(1)) y 1,2dibromobenceno 2Za); purificado
mediante cromatografia en SIJERACOELt8:2);
sélido blanco; rendimiento: 182 mg (72%, 0.72
mmol); punto de fusion > 300 °C.

IR (KBr): 3441 @¥), 2921, 1725 (C=0, éster), 1639
(C=0), 1023 cth
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RMN de'H (300 MHz, DMS@y): + = 3.97 (s, 3 H,
CQCH), 7.297.35 (m, 1 H, ArH), 7.56 (dis 14.7,
8.5Hz, 2 H, ArH), 7.77 (dt; 7.9, 1.2 Hz, 1 H, AxH
8.108.24 (m, 2 H, ArH), 8.85 (@ 2.4, 1 H, ArH),
12.11 (s, 1 H, NH).

RMN de'3C (75 MHz, DMS@;): + = 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 fsHioNGs:
253.0739; encontrado: 253.0742.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®

2.3-dimetoxiacridin9(10H)-ona (L.3)

con los

Preparado a partir de-aminobenzaldehidol@) y
1,2-dibromo-4,5-dimetoxibenceno Zn); purificado
mediante cromatografia en SIGEFACOELt8:2);
sélido amarillo; rendimiento: 196 mg (77%, 0.77
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3433 (#), 2912, 1630 (C=0), 1600, 1409,
1219, 1090 ciit.

RMN de'H (300 MHz, DMS@): + = 3.88 (s, 6 H,
OCH), 7.11 (s, 1 H, ArH), 7.22 I 8.0, 1 H, ArH),
7.51:7.63 (m, 3 H, ArH), 8.24 (@= 8.0, 1 H, ArH),
12.23 (s, 1 H, NH).

RMN de®*C (75 MHz, DMS@): + = 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 HisNGs:
255.0895; encontrado: 255.0897.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en lditeratura. 1*”

[1,3]Dioxolo[4,5blacridin-10(8H)-ona (14)

con los

Preparado a partir d2-aminobenzaldehidol@) y
5,6-dibromobenzofl][1,3]dioxol @m); purificado
mediante cromatografia en SIQERACOEt6:4);
sélido amarillo; rendimiento: 172 mg (72%, 0.72
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3430 @W), 2950, 1631 (C=0), 1601, 1459,
1040 cm.

RMN de'H (300 MHz, DMS@): + = 6.15 (s, 2 H,
OCHO), 6.97 (s, 1 H, ArH), 7.20J&, 7.5, 1 H, ArH),
7.497.54 (m, 2 H, ArH), 7.68 @= 7.5, 1 H, ArH),
8.19 (dJ=8.1,1 H, ArH), 11.76 (s, 1 H, NH).

RMN de®*C (75 MHz, DMS@): 1 = 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 @HoNGs:
239.0582; encontrado: 239.0584.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®

con los

2-metilacridin9(10H)-ona (L5) v
3-metilacridin9(10H)-ona (L6)

Preparado a partir de-2minobenzaldehidol@) y
1,2-dibromo-4-metilbenceno  2g);  purificado
mediante cromatografia en SIGERACOEt8:2)
dando lugar a una mezcla 1:1 d& y 16 como
mezcla de isbmeros que resulta en dobles sefales;
sélido amarillo; rendimiento: 156 mg (75%, 0.75
mmol).

IR (KBr): 3434 @W), 3041, 2985, 1633 (C=0), 1600,
1161, 751 crst.

RMN de'H (300 MHz, CD = 2.46 (s, 3 H, GH
2.50(s,3H,CGH7.05(dJ=8.1Hz, 1H),7.2432

(m, 2 H, ArH, y 1 H, NH residual), 7.341&18.8 Hz,
1H), 7.447.46 (m, 2 H, ArH, y 1 H, NH residual), 7.63
(s, L H), 7.67.70 (m, 2 H), 8.24 (s, 1 H), 8.33 (s, 1
H, ArH), 8.41 (1= 0.9, 1 H, ArH), 8.81.54 (m, 2

H, ArH).

RMN de®C (75 MHz, CDfl1 = 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-metilacridin9(10H)-ona (L5)

Preparado a partir de-2minobenzaldehidol@) y
1-bromo-2-cloro-4-metilbenceno 2f); purificado
mediante cromatografia en SIGJERFACOELt6:2);
sélido amarillo; rendimiento: 153 mg (73%, 0.73
mmol); punto de fusién > 30TC.

IR (KBr): 3437 @W), 3071, 1633 (C=0), 1601, 1159,
753 cmit.

RMN detH (300 MHz, DMS@): 4 = 2.43 (s, 3 H,
CH), 7.21 (tJ= 8.0, 1 H, ArH), 7.48 (@ 8.0, 1 H,
ArH), 7.517.59 (m, 2 H, ArH), 7.73 = 7.2, 1 H,
ArH), 8.02 (s, 1 H, ArH), 8.21 J& 8.0, 1 H, ArH),
11.73 (s, 1 H, NH).

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

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat>®

3-metilacridin9(10H)-ona (L6)

con los

Preparado a partir de-2minobenzaldehidol@) y
2-bromo-1-cloro-4-metilbenceno 2e); purificado
mediante cromatografia en SIJEFACOEt6:2);
sélido amarillo claro; rendimiento: 150 mg (72%,
0.72 mmol);punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3424 @W), 3027, 1639 (C=0), 1588, 1152,
754 cmi.
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RMN de'H (300 MHz, DMS@y): + = 2.46 (s, 3 H,
Chy), 7.06 (d)=8.3, 1 H), 7.23 8= 7.5, 1 H), 7.27
(s, 1 H), 7.50 (d=8.4, 1 H), 7.67 (m, 1 H, ArH), 8.08
(s, 1 H, ArH), 8.19 (&= 8.1, 1 H, ArH), 11.58 (s, 1 H,
NH).

RMN de'C (75 MHz, DMS@;): + = 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 @HuNO:
210.0913; encontrado: 210.0916.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat!’

3-metilacridin9(10H)-ona (L7)

con los

Preparado a partir de-aminobenzaldehidol@) y
1,2-dibromo-4-clorobenceno  Zh);  purificado
mediante cromatografia en SIGEFACOELt8:2);
sélido blanco; rendimiento: 172 mg (75%, 0.75
mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3432 (#), 2918, 1629 (C=0), 1600, 1024,
824 cni.

RMN detH (300 MHzZDMSQde): + = 7.25 (tJ= 8.0,

1 H, ArH), 7.52.76 (m, 2 H, ArH), 7.74 (s, 2 H, ArH),
8.14 (s, 1 H, ArH), 8.21 @ 8.0, 1 H, ArH), 12.04
(s, 1 H, NH).

RMN de'®C (75 MHz, DMS@): + = 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 zHsCINO:
229.0294; encontrado: 229.0297.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®

con los

9-0x0-9,10-dihidroacridin2-carbonitrilo

(18)

Preparado a partir de-aminobenzaldehidol@) y
3,4-dibromobenzonitrilo 2i); purificado mediante
cromatografia en SiO (EFACOEt 8:2); sélido
amarillo; rendimiento: 147 mg (67%, 0.67 mmol);
punto de fusion > 300 °C.
IR(KBr):3435@M 0 X HHHM
1155, 1032 ciit.

RMN detH (300 MHz, DMS@y): 4 = 7.39 (tJ= 7.5,

1 H, ArH), 7.64 (d= 8.3, 1 H, ArH), 7.69 (@ 8.8,

1 H, ArH), 7.85 (d= 7.6, 1 H, ArH), 8.06 (@ 8.7,

1 H, ArH), 8.24 (dl= 8.1, 1 H, ArH), 8.52 (s, 1 H,
ArH), 12.44 (s, 1 H, NH).

RMN detC (75 MHz, DMS@): 1 = 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 (El)m/z [M]* calculado para HsN:O:
220.0637; encontrado: 220.0640.

o/ DboX

Los datos espectrales concuerdan los

reportados en la literaturat®

2-nitroacridin9(10H)-ona (L9)

con

Preparado a partir de-dminobenzaldehidol@) y
1,2-dibromo-4-nitrobenceno  2j);  purificado
mediante cromatografia en SIJERACOEL7:3);
sélido amarillo; rendimiento: 156 mg (65%, 0.65
mmol); punto de fusion > 300 °C.

IR (KBr): 3442 @W), 3045, 1636 (C=0), 1600, 1456
(N-O), 1084 crt.

RMN de'H (300 MHz, DMS@¥): 1 = 7.167.28 (m,

1 H, ArH), 7.56 (d= 8.2 Hz, 1 H, ArH), 7.65 {d;

9.4 Hz, 1 H, ArH), 7.82 (ddi; 8.2, 7.0, 1.6 Hz, 1 H,
ArH), 8.25 (dJ= 8.2, 1 H, ArH), 8.50 (@ 9.4, 1 H,
ArH), 8.95 (dJ= 2.7, 1 H, ArH), 12.33 (s, 1 H, NH).
RMN de'®C (75 MHz, DMS@): + = 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 £HsN2O:s:
240.0535; encontrado: 240.0537.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®!

8-metil[1,3]dioxolo[4,5blacridin-10(5H)-
ona @0)

con los

Preparado a partir de-amino-5-metilbenzaldehido
(Ab) y 5,6dibromobenzofl][1,3]dioxol @m);
purificado mediante cromatografia en SiO
(EFACOEt9:1); sélido amarillorendimiento: 202
mg (80%, 0.80 mmol); punto de fusién > 300 °C.

IR (KBr): 3440 @#), 3050, 1628 (C=0), 1605, 1436,
1035 cmit,

RMN de'H (300 MHz, DMS@): 1 = 2.38 (s, 3 H,
Ch), 6.12 (s, 2 H, O@B)), 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'*C (75 MHz, DMS@): + = 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.

M HRMS (ENniizh [M]Z calcdador Fara GHiNG:

253.00739; encontrado: 253.0742.
Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®

9-metilbenzoflacridin-7(12H)-ona 1)

con los

Preparado a partir de-dmino-2-naftaldehido {f) y
1-bromo-2-cloro-4-metilbenceno 2f); purificado
mediante cromatografia en SIJEFACOEt9:1);
sélido amarillo; rendimiento: 200 mg (77%, 0.77
mmol); punto de fusion: 18487 °C.
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IR (KBr): 3443 @#), 3038, 2960, 1631 (C=0), 1594,
1261, 1028 chi.

RMN de'H (300 MHz, DMS@): + = 2.48 (s, 3 H,
CH), 7.05 (dJ=7.3 Hz, 1 H, ArH), 7.20 (s, 1 H, ArH),
7.57 (t,J=7.6 Hz, 1 H, ArH), 7.64 J&,8.3 Hz, 1 H,
ArH), 7.667.72 (m, 1 H, Ar18.11 (s, 1 H, ArH), 8.34
(d,J=8.8 Hz, 1 H, ArH), 8.46 ¢,8.2 Hz, 1 H, ArH),
8.67 (dJ=7.6 Hz, 1 H, ArH), 11.81 (s, 1 H, NH).
RMN de'®C (75 MHz, DMS@): + = 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 £gHi13NO:
259.0997; encontrado: 259.1000.

Los datos espectrales concuerdan con
reportados en la literaturat®’

los

7-metoxi9-0x0-9,10-dihidroacridin2-

carbonitrilo £2)

Preparado a partir de 2-amino5-
metoxibenzaldehidolC) y 3,4dibromobenzonitrilo
(2i); purificado mediante cromatografia en %iO
(ERACOELt8:2); sélido amarillo; rendimiento: 190
mg (76%, 0.76 mmol); punto de fusién > 300 °C.
IR(KBr:3435@0 0X HHHN O6/ bOZX
1155, 1090 cht.

RMN de'H (300 MHz, DMS@): + = 3.96 (s, 3 H,
OCH), 7.48 (dJ= 8.0 Hz, 1 H, ArH), 7.57 {d&; 8.0
Hz, 1 H, ArH), 7.63 (d= 8.0 Hz, 2 H, ArH), 8.01 (d,
J=8.8 Hz, 1 H, ArH), 8.56 (& 1.9 Hz, 1 H, ArH),
12.12 (s, 1 H, NH).

RMN de®*C (75 MHz, DMS@): = 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 fsHi1oN20z:
259.0742; encontrado: 259.0745.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat>

con los

6-metoxi2-nitroacridin9(10H)-ona £3)

Preparado a partir de -amino4-
metoxibenzaldehido 1d) y 1,2dibromo4-
nitrobenceno 2j); purificado mediante
cromatografia en SO (EFACOEt 9:1); sélido
amarillo; rendimiento: 170 mg (63%, 0.63 mmol);
punto de fusion > 300 °C.

IR (KBr): 3441 @#), 2843, 1632 (C=0), 1481, 1455
(N-O), 1062 crit.

RMN de!H (300 MHz, DMS@): + = 3.91 (s, 3 H,
OCH), 6.917.06 (M, 2 H, ArH), 7.59 (@ 9.2 Hz, 1
H, ArH), 8.14 (dl= 8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.41 (&, 8.5
Hz, 1 H, ArH), 8.93 (@ 2.5 Hz, 1 H, ArH), 12.04 (s,
1 H, NH).

RMN de3C (75 MHz, DMS@): + = 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 £aHi1oN20x:
270.0641; encontrado: 270.0643.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat>?

2-cloro-10-metilacridin9(10H)-ona @4)

con los

Preparado a -Bloro-2-
(metilamino)benzaldehido 1K) y 1,2
dibromobenceno Za); purificado mediante
cromatografia en SO (EFACOEt 6:2); solido
amarillo; rendimiento: 180 mg (74%, 0.74 mmol);
punto de fusion: 174172 °C.

IR (KBr): 3439 (#1), 3247, 2988, 1633 (C=0), 1559,
1354, 1161, 824 (Cl) cm™.

RMN de'H (300 MHz, DMS@): + = 3.81 (s, 3 H,
CH), 7.24 (tJ=7.4 Hz, 1 H, ArH), 7.37 J&,9.2 Hz,

1 H, ArH), 7.46 (d=8.8 Hz, 1 H, ArH), 7.56 (de
9.2, 2.8 Hz, 1 H, ArH), 7.70Jt 7.8 Hz, 1 H, ArH),
8.40 (d,J= 2.8 Hz, 1 H, ArH), 8.47 (dd; 8.0, 1.6
Hz, 1 H, ArH).

RMN de®®C (75 MHz, DMS@): 1 = 33.8, 114.9,
116.6, 121.6, 122.2, 123.1, 126.7, 127.1, 127.7,

partir de

M C183/8 5134M C12078, 147,30 178)9%

HRMS (El)m/z [M]* calculado para &H11CINO:
244.0524; encontrado: 244.0519.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat>

3-metoxi10-metilacridin9(10H)-ona 5)

con los

Preparado a partir de  -fetoxi2-
(metilamino)benzaldehido 1) y 1,2
dibromobenceno Za); purificado mediante
cromatografia en SO (EFACOEt 6:2); solido
amarillo claro; rendimiento: 184 mg (77%, 0.77
mmol); punto de fusion: 17476 °C.

IR (KBr): 3434 @), 1597 (C=0), 1515, 1282, 750
el

RMN de'H (300 MHz, CD{lt = 3.83 (s, 3 H, GH
3.96 (s, 3H, OGH®6.84 (dJ=2.0 Hz, 1 H, ArH), 6.88
(dd,J= 8.9, 2.2 Hz, 1 H, ArH), 7-280 (m, 1 H,
ArH), 7.47 (ddJ= 8.7, 2.8 Hz, 1 H, ArH), 7-B59
(m, 1 H, ArH), 8.50 (d= 8.9 Hz, 1 H, ArH), 8.54 (dd,
J=8.0, 1.5 Hz, 1 H, ArH),

RMN de®®*C (75 MHz, CD{Elt = 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 HiANO::
240.1019; encontrado: 240.1013.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat!?

con los
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1,2.3trimetoxi-10-metilacridin9(10H)-

ona (26

A una solucion de la acrido@§142 mg, 0.50 mmol)

en DMF anhidro a 0 °C se agreg6 lentamente NaH
(60% en aceite mineral, 0.60 mmol) bajo atmdsfera
de Nb. Concluido el burbujeo, se agrega gota a gota
CHI (140 mg, 1 mmol) a la solucién y se agita a
temperatura ambiente por 4 horas. El progreso de
la reaccion fue monitoreado por TLGCGEM. Al
completarse, la solucion se verti6 en aghalo
(300 ml) y el sdélido amarillo se recolecté por
filtracion y se secé al vacio. El crudo se purifico
mediante cromatografia en SIQCHCKMeOH
9.90,1); sélido amarillo; rendimiento: 123 mg
(85%, 0.42 mmol); punto de fusién: 434 °C.

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

RMN de'H (300 MHz, DMS@): 1 = 3.75 (s, 3 H,
CH), 3.82 (s, 3 H, OG)}13.85 (s, 3 H, OG}#.01 (s,

3 H, OCB), 6.90 (s, 1 H, ArH), 72428 (m, 1 H,
ArH), 7.767.72 (m, 2 H, ArH), 8.22 (@= 7.9 Hz, 1

H, ArH).

RMN del3C (75 MHz, DMS@): 1 = 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 Hi7NOx:
299.1158; encontrado: 299.1155.

Los datos espectrales concuerdan con
reportados en la literaturat®®

los

Sintesis directa de 1,2t8metoxi-10-
metilacridin9(10H)-ona @6)

Siguiendo el mismo protocolo general desarrollado
previamente, se preparoé la acrido2é a partir de
2,3,4trimetoxi-6-(metilamino)benzaldehidal(m) y
1,2-dibromobenceno Za); rendimiento: 221 mg
(74%, 0.74 mmol).

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

1-hidroxi-2,3-dimetoxi10-metilacridin
9(10H)-ona (Arborinina)

La solucién d&6 (145.9 mg, 0.50 mmol) en MeOH
(2 ml) y HCI concentrado (0,37 ml, 10 mmol) se
mantuvo a reflujo por 12 horas. El progreso de la
reaccion fue monitoreado por TLC GGEM Al
completarse, la solucion se vertio en aguelo y se
extrajo con CECh (3 x 10 ml). Las fases organicas
combinadas se lavaron con solucién saturada de
NaCl y luego se secaron sobre;8l@ anhidro. La
fase organica fue luego concentrada y el residuo
crudo, purificado por cromatografia en SiO
(CHCkMeOH  9.5:0,5); sélido amarillo;
rendimiento: 117 mg (82%, 0.41 mmol); punto de
fusion: 167169 °C.

IR (KBr): 3448 (&), 2931, 1638 (C=0), 1595, 1556,
1253, 1082 cHit.

RMN de'H (300 MHz, CD = 3.84 (s, 3 H, GH
3.92 (s, 3H, OGH4.01 (s, 3 H, OG}6.31 (s, 1 H,
ArH), 7.267.33 (m, 1 H, ArH), 7.51 (@ 8.7 Hz, 1
H, ArH), 7.74.76 (m, 1 H, ArH), 8.48 (@ 8.0 Hz,

1 H, ArH), 14.66 (s, 1 H, OH).

RMN de'3C (75 MHz, CDl+ = 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 feHisNO:
285.1001; encontrado: 285.1005.

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®®

con los

83



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiaécasmodelo
Capitulod: Técnicas de obtencion del andamiggtona

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, consumienadsgrasas y fumando mas que los estadounidenses,

tienen un indice de mortalidad por enfermedades cardiovasculares marcadamente menor.

Serge Renaudjuien en 1991present0 los resultados de este estudio cientifico desde la
Universidad déBurdeosdeclaré quda idea surgio debido a la cantidad de personas longevas
con las que se encontraba viviendo en el vifiddosus bis y tatarabuelos. De acuerdo a sus
palabras, era comin encontrarse con personas de 80 a 90caftobebian vino a diarid>*
Tras extender estas observaciones y presentarlas con su eguipoincluia al cardidlogo
Michel de Lorgeril y a la nutricionista Patricia Sakn determindque lasdietas ricas en
omega3 y antioxidantes muy comunesen la cocina mediterraneadarian lugar a una
disminucién enla incidenciade casos decancer, infeccion de miocardio y enfermedad

cardiovasculart®®

"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."

Figura4.1. « No hay otra droga tan eficiente (en prevenir enfermedades del coraz6n) como una
ingesta moderada de alcohob; dice el Dr. Renau#®.
Estasingularidad conocida como l&aradoja Francesgparadoxe francaig, se deberia
entonces en gran parte, al consumegular y moderadale una cantidad considerable de

polifenoles con accion 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 polifendlicos con rutas biosintéticas similares a aquellas de los
flavonoides. Algunas hierbasomoSwertia davidFranch(Gentianaceag han sido utilizadas

en el tratamiento de procesos inflamatorios y alérgicos por un largo tieElggenero Swertia

es tan rico en compuestos de tipo xantona que ha dado lugar a varias resefias sobre el tema
157159 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 explicé en ehpitulo introductorio1.2.1, las xantonaso xanten9H-onas
constituyen una unidad farmacologipavilegiadaformada por una estructura de dibenze

pirona. La arquitectura plana de esta clase de heterociclos oxigenados les otorga una amplia
variedad de actividades biol6gica®tras propiedades farmacolégicas interesantes, como la

accion antiinflamatoriagardioprotectoraantimicrobianay antitumoral(Figura4.2).

antimicrobiana

00 oo™

anticancerigena anticonvulsivante

cardioprotectora
Y ()
)
0 OW

anticolinesterasa

Figura4.2. El nuclexxantonay su relevancidioactiva.
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Al igual que para otros compuestos presentados en esta tesis, la capacidad de incorporar una
diversidad de grupos funcionales sobre bsllos bencénicos brinda a es$ estructuras
flexibilidad desde el punto de vista quimjg@ quea través de su modelado germite la
interaccion optimizada diferenciakon sistemas diana, componentsl sistema de delivery,
organos o tejidos que darian lugar a efectos indeseaéascluso entre si mismo£omo
podremos veren capitulos subsiguienteg,como es razamble esperar|a seleccion de los
grupos funcionales que actuaran como sustituyeniese un rol clave en la forma en que se

relacionara con diversas dianas biologigdsomoléculas

[Fd ElFyd2yl & LINBYATf L RI &angoStyidi WSisorigénares jodzS RS &
compuestos naturales que han demostrado una sorprendente versatilidad en cuanto a sus
propiedades farmacolégica€omo se ha explicadis derivados de xantona destacpar

sus notables actividades citotoxicas, 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 hacesgtees compuestosean aln

mas fascinantes es potencialcapacidad para abordar multiples aspectogdélogias tales

como la enfermedad de Alzheimer.

Mientras que otras sustancias pueden mostrar eficacia en un solo frente terapéutico, las
ElFyiz2yl &2 S ymahdoddaidéstztah pidr su lcapatidad de actuar de manera
simultaneacon 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, contas disfunciones del sistema colinérgisimo también otros
aspectos clave, como la inflamacién cerebral, el estrés oxagl@agregacion de oligdmeros

RS I @NI .RSf i IYAft2ARS

La importancia de este tipo de acercamiento terapéutico radicgen a la fecha, ciertas
afecciones tales como la enfermedad de Alzheimer no tienen faler@arevenciordefinitiva

0 cura, y las drogas aprobadas no tratan la etiologia de la enfermedad, sino la sintomatologia
causada por el detrimento dleneurotransmisor acetilcolina. Este tipo de tratamientos
sintomatoldgicos dan lugar a una mejoria cognitiva temporal por inhibicion de la
acetilcolinesterasay butirilcolinesterasa-un coregulador degradata-, aumentando la

disponibilidad de acetilcolina.
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Es importante, entonces, encontrar un enfoque diferente a la hora de atacar la terapéutica
que permita modular, simultdneamente, multiples blancos. De esta manera, seria posible
modificar el curso de la enfermedad por accién sobre colinesterasas, agggads |
especies reactivas de oxigeniones metdlicos; reduciendo o suprimiendo complicaciones
neurotoxicas, y se podria aumentar la eficacia de la farmacoterdfii&€n base a este
paradigma, la estrategia de ligandos multitarg&fTOL, por sus siglas en inglédultitarget
Directed Ligands busca disefiar moléculas hibridas que exhiban varias funciones
farmacoldgicasimultaneasusando dos o mas caracteristicas estructurales de compuestos
con actividad especifica y aplicAndolos a una Unica molécula para lograr efectos duales o

multiples biol6gicamente complementarios.

Una de las herramientas a disposicion a la hora de analizar la problematica desde una
perspectiva mas amplia, es la relativamente reciente hipétesis de la cascada amifdifiea

LI NGS RS fF ol aS RS |-deSloide ¢ dcunii&cials de priteiau RS LIS |
anomala en ovillos neurofibrilares en ciertas regiones del cerebro son las dos lesiones
bandera de la enfermedad de Alzheimer que provocan disfuncion sinaptica, efectos

proinflamatoriosy téxicos en células neuronales.

De acuerdo a la hipétesis de la cascada amilofBigaurad.3), por un lado, I8AChE promueve

fF I ANBS3II OA s yy AR 2BoRGPadEUs Hopas én ing)ésas unirseal sitio de
uniénanidnico periférico. Por el otro, el estrés oxidativo cumple un rol clave en la patogénesis

@ Sa dzy2 RS t23a8 YSOFYyAadY2a Y a AYLEWIdsy iSa i
SailddzRA2a &dz3a A SASS sigegalen pradendalié iBnedjnoadlicos reatiios

como cobre, zinc y hierro, generando acumulacion intracelul&@8por lo que drogas con

actividad antioxidante y quelante podrian ser de utilidad en estratdgrapéuticas a fin de
AYKAOANI St STFSO0G2 ASddNRiUisEAO2 AYyRdzOAR2 L3N I

Se busca una reformulacion del disefio de drogas con fin de encarar este paso particular en la

OF 80 R ySdzNR (s EAOI Y ASé cudntd toB éhobirhientss greSdatanLJS LI
de la medicina tradicional que registra un sin numero de xantonas naturales utilzadds
tratamiento de disfunciones neurolégicgsor décadas debido a la gran variedad de

actividades biologicas que han demostrado poseer. Algunos ejemplos son los extractos de
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diversas partes délypericum perforatumMangiferay Garcinia mangostanaempleados

sobre todo por sus propiedades antidepresivas y antioxidaht&se

En el andlisis de lkeapacidad de este tipo de compuestoara afectar las diversas facetas
relacionadas a la enfermedad, se utiliza como referencia el compbestangostinadado
gue existe una gran cantidad de informacién bibliogréfica al resp&ctive estasfacetas a
considerarmencionamosomo las de mayor relevandepresencia de ROS®yasespecies
oxidantes los procesos inflamatorios que dan lugar a las mismads, agregacion déa
proteina_ (tau) y el LIS LJ{( 7arRilBideien intima relacion colosdesérdenesnetabolicos y

desbalance de las enzimas colinesterasa y monoamino oxidasa

Acumulacién y
oligomerizacién de
BA en sistema limbico
y corteza asociativa

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

l

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 Hiverfosforilacién
actividad P P Ovillos neurofibrilares
_ anormal de
cinasa/fosfatasa l
Disfuncién sinaptica y
ENFERMEDAD DE neuronal/pérdida
neuronal

ALZHEIMER selectiva/déficit de
neurotransmisores

Figura4.3. Hipétesis de la cascada amieloicfé®

Las placas seniles consisten en depdsitos extracelulares que contienen neuritas afectadas,
OStdzt a IEAILETSE | OGUAQBIRIA & &a20NB G2R2 1! 3
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(por sus siglas en inglésmyloid Precursor ProtejAPP. A mediados de la década de 1980

&S ARSYOGATAOs fI yFddzNF £ ST ljdzNYAOlF R&E Sadl
hipotesis de la cascada amiloidea sostiegr@oncesgue el desequilibrio entre la produccion

& fF StAYAYFOAsy RS i!3x &aS3dzAR2 RS &addz I Odzy
adversos, como disfuncion sinaptica, inflamacién glial, hiperfosforilacion y la formacion de
ovillos de proteina tau. Estos evest@onducen en ultima instancia a la muerte de las

neuronas.

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

amiloidogénicdFigurad.4).

En la no amiloidogénica, la enzifaecretasaescindela proteina, liberando un fragmento

soluble llamad@APP y un fragmento C83j dzS f dzS32 Sa -kaNPBtadsd dahde2 LJ2 N.
lugar a p3 y al dominio intracelular de la ABR la via amiloidogénica, la enzimaecretasa

libera un fragmento soluble llamaddPP & St T NJ 3 Y-Sefrét@sa, £ndegpeicasp,l
escinde C99, produciendm dominio intracelulay af ~ LJS LJiekh Bu varias versiones,
incluyendd ! naki ! nHOX | LI NGANJ RSt OdzZrt aS F2N¥YI N
Il RSYt &-aBBONBIG Hatl Tz 2GNRB St SYSyid2 Of I-983etaSay St L
0 BACH, lacualD 2 Y LJA (I S-seOretaba dn Hivefsas etapas celulatés.

via no-amiloidogénica via amiloidogénica
p3 ‘, \'
0 y-secretasa a-secretasa BACE-1 y-secretasa \‘.
\ \. \
|\ U : ' Colesterol
(30 | N
] r< i '} < —) ~
? {, b ) 4
. \ \ !
> /
C83 APP L C99 //P'Y
L ——— No-raft —  Raft—

Figura4.4. Via amiloidogénica y no amiloidogénic&®
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Un metabolismo celular alterado, la excitotoxicidad y la formacién de especies reactivas de
oxigeno en esistema nervioso centraon representativos de eventos fisiopatoldgicos que
terminan llevando al estrés oxidativo, el cual es acompafiado por una serie de alteraciones
morfologicas, bioquimicas y fisiolégicas. La defensa primaria contra dafio mediado por ROS
(catalasa, superoxidiR A & Ydzi I &+ = 3t dzil GAsy LISNREARLFALI S |
tocoferol, vitamina C, urato, entre otras no enzimaticas)sestar afectada o disminuida en

condiciones patoldgicas.

Estudiosrealizads LI} NI S EI YA y I NJ {mé&ngostiBa8abréal ®2j@o nBriosd, || h
especificamente en homogenados de cerebro de ratas y fracciones P2 de sinapt@@eras,
expuestosa diversos agentes toxicasigieren un efecto antioxidante fuertéosagentes
estudiadosincluyen generadores de radicales libres, como el sulfato ferroso, agentes
excitotdxicos como el quinolinato, y toxinas mitocondriales como-r@tr8propionato, asi

como combinaciones des mismos

Se concluye a partir de los resultados obtenidos quen@angostinaposee adenasde su
poder inhibitorio de la peroxidacion lipidica bassih efectos de saturaciQuna elevada
capacidadpara atrapar radicales libres, lo que podria desempefiar un papel importante en

procesos neurotéxicos relacionados con el estrés oxidativo.

[ I -ma&@ngostina también preandriala disrupcion de la funcién mitocondrial causada por el
acido quinolinico y el &cidor8tropropidnico en las fracciones sinaptosomales P2, sugiriendo
una relacién entre el dafio lipoperoxidativo y la disfuncién mitocondrial. Esto la convierte en
un candicito prometedor para futuras investigaciones sobre su uso terapéutico en modelos

de neurodegeneracion mediada por RES.

A su vez, citoquinas como el factor de necrosis tumoral{TRF S A y (1SIND) cBuwsAindzA y |

la up-regulacion de la expresién de la molécula de adhesion celular (IGAM células
endoteliales, que da lugar a intermediarios fuertemente oxidantes y con ello, al inicio del
proceso inflamatorioEl TNR A Y ONBYSy Gl fF LINRPRdJzOOAsy RS
oxigeno tales como superoxidos, peroxidos de lipidos y 6xido nitrico; segundos mensajeros
durante la expresion de ICAMinducida por TNF & [ & f ALRLINRGSNY | & 21
reactivas dexigeno llevan a la activacion de factores de transcripcion como el factor nuclear

. Obe€& 1jdzS Sa dzy TFI Ol 2 NJ RaSestrésNdxigativd NdtivadoA 5 y R
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principalmente por peroxidod.as xantonas poseen actividad antiinflamatoria, inhibiendo la

peroxidacion lipidica microsomal y modulando la expresion de {CAbt TNP &

Al analizarse el efecto sobré&as enzimas afectadas en este tipo de enfermedad
neurodegenerativasi bien ndhay informacion de relevancia respecto dé fenangostina en

particular, las xantonascomo familiase han planteado como posibles inhibidores de la
monoaminooxidasgbutiril y acetilcolinesterasaEn un trabajo tedricdel grupo de Ji en 2006,

se llevo a cabo un estudio QSAR para determinar los modelos apropiados en la inhibicion de

la MAO A, MAO B y AGHE Yy nuestro grupo de investigacion, en 2017, llevé a chbo
evaluacionde la capacidad inhibitoride una serie de compuestos derivados de xantonas

como agentes inhibidores de la AChE y BU&hE.

9y dzy SaiddzRA2 Yt a NBOA Sy i Smangaséna paya@teriuar lads f |
YySdzNR G2 EAOARIR OF dzilalfnhibirlsi2 dgdegadion. EstoyeS mBvante RS
que, como se ha explicadd, 2 & 2 f A A seYaSdsi®naconila toxicidad celular y la
RAAYAYdzOAsy RS I Fdzy OAsy OSNKBO Nhahgosthy € | &
RSY240N» &dz OF LI OARFR LI NI NBOSNIARMNGdaaa STS

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
relacién adiferentes dianas, tales como los agregados ide En este contexto, es

Fdzy Rl YSy (Il £ SELJX 2 NI NJ-médgdstind y stigoggBreresgisder? |
representar una esperanza real en la busqueda de terapias efectivas y multifacéticas para

abordar esta enfermedad neurodegenerativa @mpleja(Figurad.5).
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Generaciony
deposicion de
péptido B-amiloide
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Inflamacion Agregacion de
neurologica ) a-sinucleina

) ‘ . Disfuncion
Estrés oxidativo L
O colinérgica

Disfuncion
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Figura4.5. h -mangostinay congénerezomo potenciabsfarmacacs pluripotenciakes

Como ya hemos destacado para otros tipodmpuestos, ishien es posible obtener estas
xantonas a partir de fuentes naturales, el tipo y posicion de los sustituyalmestedor de los
anillos se ven limitados a las cascadapuests por las vias biosintética§e propone la
sintesis organica como una herramienta que permitofidener nuevos compuestos con
diferente naturaleza estructural, ampliando la diversidad de sus actividades biologicas y
selectividad, de tal manera atenuandose la posibilidad de darse efectos adversos o

secundarios no deseados.

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

metales tOxicos6&172
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H método tradicional de obtencion de polihidroxixantonason el que se trabaj@s el
desarrollado por Grover Shah y Shghequiere la utilizaciomle acidoo-hidroxibenzoicos y
fenoles reactivos en presencia de agentes condensantes como el cloruro de zinc fundido y el

cloruro de fosforilqruta 1y Il). 71

Se utilizaron, ademas, otras dos hidroxixantonas en el desarrollo de los trabajos sobre
membranas modelo para cuya obtencionssguidel método deSuksamrarty colaboradores
en el caso d&a 1-hidroxixantona!’3y el método de Cheng y colaboradorpara la obtencion

de la 3hidroxixantonal’#

El primero consiste en la utilizacion de &cido salicilico y resomnob reactivos con ZnCl
anhidro, sometiendo a calentamiento por 6 horas, seguidordenatografia en columna con
ERFACOE{(99:1)(ruta ).

El segundo, es un protocolo en dos etapas que incluye la genedeidndbenzofenonaen

el primer paso seguilo de la ciclacion intramolecular para la obtenci@ dompuesto de
interés, que puede ser recristalizado en su forma pleadeAcOELEN lapreparacionde la
benzofenona, se utilizacido 2clorobenzoico y resorcinol en presenda ZnCGlanhidro,a

140 °C durante 2 horasTranscurrido este tiempo, y tras constatar que la reaccién se
completa,se filtra y lava con solucion saturada de Nakl&Dsolido recuperadse disuelve

en DMSO y se somete a una ciclodeshidrataeidamperaturacon NaOH a lo largo de 3
horas, al20°C. La reaccién skesactivgoor neutralizadn a pH neutro con acido sulfiriem

hielo, para luego recristalizar el compuesto parpartir de acetato de etilata V).

Finalmente, la Ultima alternativa de sintesis planteada es mediante el reactivo de Eaton,
mediante el que se puede acceder a khidroxixantona, 1,3lihidroxixantona y 1,3;6
trihidroxixantona Este métodaequierela utilizacionde acidoo-hidroxibenzoico y feneken
presenciadel reactivo de Eaton, que se componef€sy acido metansulfonicd_a reaccion

se lleva a caba 80°C durante 45 a 90 minutoka mezcla de reaccion se vuelca en agua hielo

y el filtrado se lava con solucion saturada de NaH@@a V).
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Figura4.6. Sintesis de xantonas hidroxiladas

Varios trabajogle investigacion recientgponende manifiesto una relacion directa entre la
actividad bioldgica y la existencia de grupos preniles¢8l-2-butenilo) enposiciones claves

del esqueleto dibenzo-pirona >17%178 |3 presencia de tales grupos se convierte en un
factor estructural importante para la interaccion de xantonas y analogos relacionados con
ciertos receptores biolégicos, posibilitando un incremento en la potencia y selectividad de
actividad. Esta peculiaridad a su vezpuede considerarse doblal tener en cuenta su
influencia en las propiedades fisigaimicas incluyendo interacciones lipofilicas e
hidrofilicas,asicomo también efectos estéricos en la interaccion con las dianas terapéuticas.
En base do expuestq se asarrolaron una serie deexperimentosutilizandono sélolas

hidroxixantonas mencionadasino tambiénsus derivado®-aliladosy O-prenilados.

El acceso a las xantom@gpreniladas yO-aliladas se logrpor umaeterificacionde Williamson
dirigidaal hacer reaccionar las hidroxixantonas dmomuro de prenilo y alilputilizando

KoCQ como base, epresencia deacetona anhidrag a temperatua ambiente(Figura4.7).
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Figura4.7. Sintesis deantonasO-preniladas y Galiladas.

Lashidroxixantonagyeneradasson valiosapor si mismay como compuestos intermedios

en la sintesis de productos quimicos neémplejos Si bien émétodo desarrollado poESS

29 Eaton'’®y otros de su estillhandesta@dopor su versatilidad y eficiencia en la generacién

de estas hidroxixantonas, presentan una serie de limitaciones superar desde una
perspectivanetodolégica yde alcanceMuchasalternativas se han dado a conocer a lo largo

de laultima década aunqueen generallos nuevos protocolosie sintesissuelen requerir
precursores complejos, catalizadores de elevado valor no recuperables, o el uso de ligandos

El desarrollo de un protocolo de sintesis hovedoso y mas eficieqteeriria por empezar,

deunamena cantidad depasosy de condiciones menos @hticas

En afos recientes, se ha reportado la acilacion de haluros de arilo catalizada por paladio con
benzaldehidos-8ustituidos como método de obtencién de xantonas y sus congériété¥®

199 En 2009, Peng y colaboradores reportaron una sintessstep de xantonas por
acoplamiento intermolecular de 1-@bromoarenoscon diversos salicilaldehidos en DMF a
130°C en presencia de un catalizador homogéneo #e_h)., utilizando KPQ, como base

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

de xantonasa partir de 2bromofluorobencenos y salicilaldehidos comercialmente
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disponibles utilizando Pd(OA&omo catalizador, en presencia de ligandos de tipo fosfina

(Figura4.8, ruta I). 3¢

Alternativamente, @ el 2014 nuestro grupo de investigacion desafralha estrategia
eficiente y versatil para la construccion del andamiaje xantona a través de un acoplamiento
intermolecular libre de ligandos entre benzaldehido®-sustituidos y una amplia variedad

de fenoles. Para este propoésito, se hizo uso de un catalizador heterogéneo de cobre

soportado en un material inorganico, Malg=sa Figura4.8, ruta I1). 32

Q O OH
Br
H H
R + t@ R* R’ ; R?
OH X z
X =F, Br Z = NO,, OMe, Cl

Figura4.8. Sintesis directa de xantonas a partir de benzaldehidos -eustituidos.

Tal como se ha discutido anteriormente en la sec@idn?y 1.1.3del capitulo introductorio,

una forma deoptimizareste tipo deprocesces la utilizaciéon de catalizadores de alta eficiencia

y selectividad basados en metales de transicBindesarrollo de un catalizador apropiado
permite lograr una adecuada economia atdémica, baja toxicidgaduna mayoreco-
compatibilidad, de formaal de respetatanto 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 actividad e inclusdisminuyendo sus costos,
constituye una premisa atractiva cuando se planea la generacion de pequeiias bibliotecas de

productos con andamiajeon probadas funciones terapéuticas en la industria farmacéutica.

De igual forma, la sintesis organica asistida por microondas se presenta como una
herramientapoderosa y versatil que puede ser aplicada en un amplio rango de reacciones
guimicas, con ventajas que se extienden desideso de menores tiempos de reaccidna

limitacion en la generacion de subproductos, y en forma consecuentapmento en los

96



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiaécasmodelo
Capitulod: Técnicas de obtencion del andamirgntona

rendimientos y conversionedel producto deseadolLa utilizacion combinada de MAQS
catalizadores metalicos ofrece ventajas significativas sobre métodos tradicionales, dado que
el gradienteinversode temperaturagenerado lleva a un aumento en la vida atil de los

catalizadores por eliminacién del efecto de paréd

De las propuestasestudiadas solo dosutilizan 1,2dihaloarenos y salicilaldehidasmo
materiales de partidd'*?y presentan una serie de dificultadescluyendo la necesidad de
salicilaldehidos activados con grupos electrodadagks;ados tiempos de reaccion de hasta
12 horas, y el requerimiento de uso de ligandos de tipo fosfina, aun sin conslderar

imposibilidadde recuperacion y reutilizacién de los catalizadores.

Usando estos resultados como inspiracion, se propuso un método rapido, conveniente y
alternativo para la reacciomle acoplamiento de dihaluros de arilmon salicilaldehidos
catalizada por paladio heterogéndmjo irradiacion por microondas. EI 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 biocart@mjue nos referiremos como

PANPsBC (Pd NanoParticléBioChar(Figura4.9). 140.201

(,3 @)
X X X
R1—:/ + | /_Rz — —> Ry~ -Ro
OH Br O
1 2 3-20
&
X =Br, Cl Microondas

Figura4.9. Nuevaaproximacionsintética para xantonas

97



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo
Capitulod: Técnicas de obtencion del andamirgntona

4.2 Nueva ruta sintética

Las condiciones de reaccion para la anulacion intermolecular catalizada por paladio
fueron optimizadas utilizandsalicilaldehidd1a) y 1,2dibromobencenoZa) comosustratos
modelo (Tablat.1). En una primera aproximacion, se evalué la actividad cataliticaetk
catalizadores de paladien base a las condiciones propuestas por Peng {[Pd] (5 mol%, DMF,
KoCQ, 130°C, 12 hf? Teniendo en cuenta ld&mposprolongados de reacciése considero

el uso de irradiaciopor microondas para aumentar la eficiencia del proceso.

Como se deprende del analisis deTlbla4.1, no se detectéprogresode la reaccion en
ausencia de catalizador (entrada 1).iddorporarel catalizador PANPs/B8ajo irradiacion
microondas (250 W, 13TC), el progreso de la reaccién fue evidente incluso en tiempos de
reaccion cortos de 30 minutos (entrada 2). Cuando la reaseidlevo a cabo con tratamiento
térmico tradicional, una baja proporcion del producto de interés (15%) se detecto luego de
12 horas. Se observé un aumento significativo de formacion de xar®@@haumentar la
temperatura, en el tratamiento con microondas, a 18D (entrada 3)Por otro lado, la
actividad atalitica de nanoparticulas de paladio desnudazso condiciones térmicas
(entradas 5 y 6) ndio lugar a avance en la reaccion. Cierto prog{@&86)tuvo lugar con el

mismo sistema cataliticautilizando irradiacion con microondasl50°C(entrada 6)

Otros nanocatalizadores soportados en diferentes materiales inorganicos talesAigbao
(entrada 8)y PbO (entrada 9)permitieron acceder al product®d con bajos rendimientoal
utilizar el tratamiento con microondas. En este caso, el aumento de temperatura parecié no

tener un efecto positivo en términos de conversion.

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

mientras quePdCi(PPh). mostré menorconversionde los reactivos.

El uso de catalizadores comerciales de paladio (entradds Ao derivé en una mejoria en la
generacion d& para las condiciones de reaccion estudiadasnpocacse observé generacion
de producto al utilizar otros catalizadores comerciales homogéneos tales Bd@@\9. o

PdCI(MeCN}) (entradas 12 y 13)
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Tabla4.1. Evaluacioén sistematicde catalizadores.
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A continuacién, se optimizid carga de catalizador utilizando las condiciones de irradiacion
con microondas a 250 watts de potencia y P80 Tal como se muestra en la Tahlp se

inicio el estudio con 5 mol% de PdNPs/BC, obteniéndose un 89% de rendimiento. Al disminuir
la carga a 3 mol%a reaccion procedié con la misma eficiencia y selectividad (enttada

reduccion dela 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

reaccion en términsde tiempoy rendimiento.

Una vez definidas naturaleza y carga de catalizador més apropiadas, se procedio a explorar
la incidencia de la potencia de la irradiacion microondas a valores de 100, 200, 250 y 300 W.
Para este proposito, se utilizd un reactor CBMcover a 150C. Las reacciones fueron
monitoreadas por TLC Y GEM a diferentes tiempos La conversion completa de
salicilaldehido seletectd a los 30 minutos a 250 W 150°C. Cabe sefialagque tiempos
menores de reaccion llevaron a transformaciones incompletas de los materiales de partida,
mientras que un incrementen el mismano condujoa mejoesrendimientos de reacciarLa
irradiaciébnconmicroondas a 100, 200 y 300 W de potencia llevaron a una ntamwersion

de los materiales de partida los 30 minutosle reacciongn base a esto, se determinaron

como Optimas las condiciones de 250 W de potencia y’C50

El uso de diferentes solventes, tales cofd\dimetilacetamida,N-metil-2-pirrolidonay
dimetilsulféxido no mostraron mejorias en los rendimientos. Por otro lado, el uso de
solventes menos polares como tolueno o dioxaleron lugara una conversion minimde

los materiales de partida

En forma complementaria, se hizoaiexploraciénde bases tales comkPQ, Na&CQ y
CsCQ, asi como una reaccion de control sin base que no resultdnertransformacion
apreciable de los reactivos, observandose tan sélo trazas del producto defattmas las

bases estudiada®,Q0s resulté ser la mas efeota

De tal forma, se determiné quas condiciones Optimas pala generacion de la xantorta
requieren el uso de salicilaldehido (1 mmol), -dBromobenceno (2 mmol), PANPs/BC (3
mol%, equivalente a 4 mg de Rad)mo catalizadoQ0z (2 mmol) y DMF (5 ml) a 18Cbajo

irradiacionconmicroondas a 250 W de potencia, por 30 minutos.

Es importante destacajue,bajo estas condiciones de reaccidn optimizadasfue necesaria
la presencia de fosfinas y otros aditivos o ligaplara el progreso exitoso de la reaccion.

También es de relevanc&efialarque la formacién del subproducto biarifsovenientedel

100



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiaécasmodelo
Capitulod: Técnicas de obtencion del andamirgntona

homoacoplamientalel dihaloarengrecursomo fue detectadpdenotandose la selectividad

de la metodologia para la anulacion directaldey 2a.

Para evaluar el alcance ldsustrato electéfilo, diferentes 1,Aihalobencenos se hicieron
reaccionar corbenzaldehidoXa) bajo las condiciones de reaccion optimizadastodos los
casos, los 1;#ihaloarenosprodujeron el esqueleto xantond con buenos a muy buenos
rendimientos(88% para dibromobenceno, 82% pardrbmo-2-clorobenceno y 67% para
diclorobenceng Tabla4.2). Si bienel 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.

Tabla4.2. Alcance del sustrato electréfilo en kintesisde 9Hxanten-9-ona?.

O
+ PdNPs/BC O O
OH Y K,CO3, DMF o
250 W, 150 °C
1a 2a-c 3
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La evaluacion dalcance y limitacionede la reacciorse continud exmrando a través del

uso de diferentes salicilaldehid@Babla4.3). Los resultados muestran con claridad que esta
nueva metodologia sintética es compatible con una amplia variedad de grupos funcionales
presentes en los salicilaldehidos de partid&luyendogrupos funcionales tales conmitro,
bromo, cloro, metoxo, alquilo, alquilamino yun grupo hidroxilo fendlico libre con
conversiones de buenas a excelentes. Sin embaog@ando un grupo fuertemente
electrodador como el dietilamino hidroxilofue introducido, los rendimientos disminuyeron
notoriamente.Las condiciones de reaccion mostraron una robusta tolerancia a la presencia

de grupos ricos y pobres en electroresslos 1,2dihaloarenos sustituidos simétricamente.

Finalmente, se analiz6 la quimio y regioselectividad de la metodologia sintética utilizando 1,2
dihaloarenos asimétricamente sustituidos. La anulacion intermolecular-biedro-1-cloro-
4-metilbenceno sucedi6 en forma quimio y regioselectiva, producieadamhtonad con muy
buenos rendimientos. También se observé una elevada regioselectividad para dos 1,2
dibromobencenos asimétricamente sustituidos. aarilacion de NG y 4Br 1,2
dibromobencenos ocurrid selectivamente en posicgara. Sin embargo, cumlo el 1,2
dibromo-4-metilbenceno se hizo reaccionar con salicilaldehidos funcionalizados, se identificd
una distribucién equimolar de isémerosI)lpor'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-dih#oarenos con fuertes grupos
electroatractores en su estructura, superando las limitaciones repost@da los grupos de

Peng y Wu.

Elwork-upy aislamiento a partidel producto crudo consistié en afiadir acetato de etilo a la
mezcla de reaccion. El catalizador es recuperado en esta instancia por filtracién y lavado con
el solvente. El filtrado se lava, entonces, dos veces con solucién saturada de NaCl y luego se
secasobre NaSQ anhidro. Se remueve el solvente a presion reducida y el producto se
purifica por cromatografia en columna usandaa gel 60 como adsorbente. Las estructuras

de las xantonas aisladas se confinanen base a sus datos espectroscépicos.
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Tabla4.3. Alcance de la sintesis directa de xanas funconalizadas.
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Para comprobar la reciclabilidad del catafiaa PANPs/BC, se selecciond la sintesis de la
xantona3 como reacciomodelobajo las condiciones optimizadas. Los resultagogsumen

en laFigura4.10. Tras completarse la reaccianpnitoreadapor TLC, ehanocatalizadose
sepab por filtracion y se la¥, para finalmente secar en vagjoser utilizado en una nueva
reaccion. No hubo pérdida de eficiencia catalitica visible hasta luego de 4 ciclos dla uso.
leve disminucion en la actividad catalitica del primer al cuarto ciclo es consistente con

pequefias pérdidas de masa del catalizador durante los procedimientos de lavado.

100 ~

88
8 84 82

80+

60

40 -

Rendimiento (%)

204

Ciclo

Figura4.10. Reciclabilidad de PANPs/BC en la sintesis-stie@ de la xantona 3.

El catalizador reciclado se analizé mediaBXy se determiné que no hubo cambio en el
patrén previo y posterior a la reaccion, mostrando que la naturaleza del mismo no fue
modificada bajo las caliciones de reaccidastablecidasLos patroneganto del catalizador

fresco como utilizaddueron consistentes con los valords referencia

A continuacién se evalu6 la posibilidad de que hubidséviaciondel metal a la fasacuosa

y se estudiéo mediante espectroscopia de absorcion atankicanalisis se llevo a cabo sobre
el filtrado extraidoen condicione®sperativas durante la reaccién y se encontré un 0.001% de
metal en solucién luego del segundo ciclo, con lo cual se concluysocerdste una cantidad
significativa deixiviacion Esto se ve confirmado por los datos espectroscopicos 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 biocarb6n y otros
correspondientes a las especies piadia El &rea especifica de superficie fue medida por
metodologia BT y fue dé5nv/g. Un andlisis mediante microscopia TEM se llevé a cabo para
determinar el tamafio de la nanoparticula de Pd. Se detedmina alta dispersion de
nanoparticulas esféricas sobre el BC, con un tamafio observado promedio de 2Higuma (

4.11)

Figura4.11. Microfotografia TEM de PdNPs/BC.

En base a los resultados obtenidos, se propone un posible mecanismo de reaccibigarala
4.12. El 1,2dihaloareno2 primero sufre una adicién oxidante dBhladio(0) catalizador.
Luego, el intermediariaril-paladio(Il)A reacciona con el salicilaiogenerado en condiciones
basicas, desplazando al haluro y llevando a la formacion del metBario
aril(ariloxi)paladio(l)B. SubsecuentementeB sufre una €H activaciondel enlace €4 del
aldehido dando lugar al intermediario cicliCoFinalmente, la -eliminaciénde Cseguida de

una sustitucién nucleofilicaroméaticaintramolecular da lugar a la xantona deseada.
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Figura4.12. 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 purificacion adicional. Los solventes se secaron y destilaron de acuerdo con el
procedimiento estandag® Las reacciones se monitorearon mediante TLC en placas de gel de
silice (60F254) visualizadas bajo luz UV y/o utilizando acido fosfomolibdico al 8tareni.

Todos los espectros de RMN Hé y13C se registraron a temperatura ambiente en GDCI
acetonads 0 DMSQ@ds en un espectrometro Bruker Avance ABDO. Los desplazamientos
guimicos {) se informan en partes por millon (ppm) desde el TMS utilizando la resonancia
del solvente residual. Se utilizaron abreviaturas estandar para denotar multiplicidades como
se indico en 2.4.

Los espectros IR se registraron en un espectrofotometriRPErkinElmer Paragon 100&n
modo ATRReflectancidotal Atenuadg a temperatura ambiente.

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

Los espectros de masas se obtuvieron a 70 eV en un instrumeri8 M GEMde Hewlett
Packard equipado con un detector de masas selectiveHR.

La pureza de los compuestos volatiles y los analisis cromatograficos se determinaron con un
GC Shimadzu (&k4B) con un detector de ionizacion de llama equipado con una columna HP
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.26) utilizando Ncomo gas portador.

Los espectros de masas de alta resolucion se registraramaquipoThermo Fisher LTQ
Orbitrap XL (para Bf)un Finnigen MAT 95 (para ESI)

La cromatografia en columna flash se realizé utilizando gel de silice MN Macherey Nagel 60M
(0.0400.063 mm/236240 mesh ASTM).

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

La carga depaladio del catalizador se determiné mediante espectrometria de absorcion
atomica en un equipo PerkinElmer AAnalyst 700.

Los patrones d®RXse determinaron con un difractometro Philips PW1710 BASED operando
a 45 kV 'y 30 mA, equipado con un monocromador con radiaciéon de Cx k. 0.15406 nm).

Las isotermas de adsorciaiesorcion de nitrégenca 77 Kse midieron en un equipo
Quantachrome nova 1200e. Las areas de superficie especifica y volumen de poro se
obtuvieron aplicando el método BET.

Las muestras se caracterizaron mediante microscopia electronica de transmision, utilizando
un aparato Joel 100 CX2 (Tokio, Japon). Se midieron aproximadamente cien particulas de
paladiopara realizar la distribucion del tamafio de particula y obtener el tamafio promedio
de particula (d)®
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9H-xanten9-ona(3)

Preparado a partir desalicialdehido y 1,2
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SdhexanoAcOEt2:1); sélido
blanco; rendimiento: 0 mg 88%, 088 mmol);
punto de fusién172¢173°C.

IR peliculd: 3070, 2914,2874, 1654, 14562,
RMN detH (300 MHzCDG):+ = 7.5 (t, J=6.0 Hz,
2 H, ArH), A8(d, J=6.4 Hz, 2 H, ArH), 70-7.4(m,
2H,ArH),8.33(dd, J=6.0 Hz,1.2 Hz2 H, ArH)
RMN de®*C (75 MHzCDG): + = 117.9, 121.8,
123.9,126.7,134.856.1, 171.1

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para zHOz:
197.0603, encontrado: 97.0608

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatureg>18

2-metil-9H-xanten9-ona(4)

Preparado a partir dealicilaldehidoy 2-bromo-1-
cloro-4-metilbenceno; purificado mediante
cromatografia en SedhexanoAcOE0:1); sélido
blanco; rendimiento: 70 mg 82%, 082 mmol);
punto de fusion149¢151 °C.

IR peliculd: 3062, 2915, 28711657, 145@m-2.

RMN detH (300 MHz, CDf2H =2.39(s, 3H, CH),
7.27-7.32(m, 2H,ArH),7.40(d, J=8.4Hz,1 H, ArH)
745(d,J=8.6Hz,1H, ArH)7.63(t,J=7.6 Hz,1 H,
ArH) 8.04 (s, H, ArH)8.26(d, J=8.6 Hz 1 H, ArH)
RMN de'3C (75 MHz, CD{Eh =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 (8): m/z [M + H* calculado para &H110z:
2110759 encontrado211.0764

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturag>118

2-bromo-9H-xanten9-ona(5)

Preparado a partir desalicilaldehidoy 1,2,4-
tribromobenceno; purificado mediante
cromatografia en Sdhexano/AcOEt14:1); sélido
blanco; rendimiento: 70 mg 82%, 082 mmol);
punto de fusion176¢178°C.

IR peliculd: 3075, 2919, 1663, 1454,

RMN detH (300 MHz, CDLH = 758-7.61(m, 2H,
ArH), 771(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 Hz1 H, ArH)8.42
(d,J=25Hz, 1 H, ArH)

RMN de’C (75 MHz, CDgI+ = 117.3, 118.3,
120.2, 121.8, 123.3, 124.5, 127.0, 129.4, 135.5,
137.8, 155.1, 156.276.1

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para £HsBr&:
2749708 encontrado274.9712

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturet®?

2.3-dimetoxi9H-xanten9-ona(6)

Preparado a partir dsalicilaldehidy 1,2dibromo-
4,5dimetoxbenceno; purificado mediante
cromatografia en SiO (hexano/ AcOEt 10:1);
liquido oleosancolorg rendimiento: 50 mg 63%,
0.63mmol).

IR fase solidx 3065, 2940, 2834, 1648, 1466+
RMN déetH (300 MHz, CD{EH =3.86 (s, H, OCH),
3.94 (s, #H, OCH), 6.85(s, 1H, ArH), 7.3@t, J=8.0
Hz,1H, ArH),7.38(d, J=8.0 Hz,1 H, ArH),7.60(s,
1H, ArH), 7.63 (m, 1 H, ArH), 8(87J=8.0 Hz 1 H,
ArH).

RMN de®*C (75 MHz, CDfEl4 =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 (8): m/z [M + H* calculado para 6H1304:
257.0814; encontrado257.0819.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturag>118

2-nitro-9H-xanten9-ona(7)

Preparado a partir dealicilaldehidy 1,2dibromo-
4-nitrobenceno; purificado mediante
cromatografia en Skdhexano/AcOE®R0:1); sélido
incolorg rendimiento: B0 mg 64%, 054 mmol);
punto de fusion: 153¢154 °C. El derivado de
xantona7 también fue sintetizado a partir de-5
nitrosalicilaldehido y 1;Bibromobenceno dando
lugar a un solido incolororendimiento: 160 mg
(66%, 0.66 mmal)

IR pelicul3: 3077, 1667, 1611 1452 cmt.

RMN de'H (300 MHz, CD{EH =7.757.77(m, 2 H,
ArH), 7.98(dd, J=9.2 Hz,0.3 Hz,1 H, ArH)8.01-
8.05(m, 1 H, ArHB.40-8.42(m, 1 H, ArH)3.85(dd,
J=9.1 Hz, 2.84z, 1 H, ArHP.219.22 (m, H, ArH).
RMN de3C (75 MHz, CD{l+ = 118.4, 119.9,
121.6, 121.9, 123.8, 125.327.2, 129.4, 136.1,
156.1, 159.5, 175.9

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para £HsNOx:
242.0453, encontrado242.0459.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturaZ®

2.3-dimetil-9H-xanten9-ona(8)

Preparado a partir dealicilaldehidy 1,2dibromo-
4,5dimetilbenceno; purificado mediante
cromatografia en SO (hexano/ AcOEt 10:1);
liquido oleoso incolorprendimiento: B0 mg 0%,
0.70mmol).

IR {ase solidy 3062, 2%5, 2861, 1664, 1450 cnt.
RMN detH (300 MHz, CDglt =2.35(s, 3H, CH),
2.39(s, 3H, CH), 7.237.44 (m,3 H, ArH), 7.67 (m,
1H, ArH)8.04 (s, H, ArH), 8.32dd, J=7.9Hz,1.4
Hz,1 H, ArH).
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RMN de'C (75 MHz, CD{Elt =19.4, 20.8, 118.1,
118.3, 119.9, 122,1, 123.8,26.5, 126.9, 133.3,
134.6, 145.7, 154.9, 156.3, 177.3

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para &H1:0z;
225.0916; encontrado:225.0920.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura

3-metoxi9H-xanten9-ona(9)

Preparado a partir dd-metoxisalicilaldehidy 1,2
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SekdhexanoAcOE0:1); sélido
incolorg rendimiento: 50 mg 68%, 068 mmol);
punto de fusion112¢114°C.

IR peliculd: 3068, 2960, 2843, 1660, 1455 cnrl.

RMN de'H (300 MHzCDQ): + = 392(s, 3H, OCH),
6.86 (d, J=2.3Hz, 1 H, ArH§.93(d,J= 89 Hz, 1 H,
ArH),7.347.38 (m, 1H, ArH),743(d,J=83Hz, 1

H, ArH) 7.667.70 (m, 1H, ArH), 8.21d, J= 89 Hz,
1H, ArH)8.31(d,J=7.9Hz, 1 H, ArH)

RMN de'3C (75 MHz, CD{Eh =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 (8): m/z [M + H* calculado para &Hu0:s:
227.0708, encontrado227.0713

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura®?

4-metoxi9H-xanten9-ona(10)

Preparado a partir d8-metoxisalicilaldehidy 1,2
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en Sdhexano/AcOEt2:1); sélido
incolorg rendimiento: 70 mg {7%, 077 mmol);
punto de fusion110c112°C.

IR peliculd: 3026, 2951, 284, 1660, 149 cnrl.
RMN detH (300 MHz, CD§El =4.03(s, 3H, OCH),
7.22-7.31(m,2H, ArH), B9(t, J=7.5Hz, 1 H, ArH))
7.60(d,J=84Hz, 1 H, ArHY.71-7.75(m, 1 H, ArH),
7.90(dd,J=7.9Hz,1.5 Hz1 H, ArH)8.02(d, J=7.9
Hz, 1 H, ArH)

RMN de'3C (75 MHz, CD{Eh =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 (8): m/z [M + H* calculado para &H110s:
227.0708, encontrado227.0712.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura®?

12H-bezop]xanten12-ona(11)

Preparado a partir de2-hidroxi-1-naftaldehidoy
1,2-dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en Sekdhexano/AcOE0:1); sélido
blancg rendimiento: B0 mg 2%, 072 mmol);
punto de fusién145¢147°C.

IR peliculd: 3073, 1663, 160Q 14% cnl,

RMN detH (300 MHz, CD§Elt =7.39(t, J=8.0Hz,

1 H, ArH)7.487.55 (m, 3H, ArH), 7.65.74 (m, 2
H,ArH),7.84(d,J= 80Hz, 1 H, ArH8.07(d, J=9.2
Hz, 1 H, ArHB.38(d, J=8.0Hz 1 H, ArH)

RMN de3C (75 MHz, CDfEl+ = 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, 135.753.7, 156.6,
177.5

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para £H110z:
247.0759; encontrado:247.0764.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura®

3-hidroxiF9H-xanten9-ona(12)

Preparado a partir de,4-hidroxisalicilaldehidoy
1,2-dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en S¥kJ(hexano/AcOEt2:1); sdlido
blancg rendimiento: B0 mg 60%, 060 mmol);
punto de fusion253;255°C.

IR peliculg: 3455,3073, 1667, 1601, 145, 1120
cnrl,

RMN de'H (300 MHzDMSGds): + =2.44(s,1 H,
OH), 694(dd, J=7.5Hz, 1.4Hz, 1 H, ArH), 699d, J
=7.5 Hz1.4 Hz, 1 H, ArH), 29-7.51 (m, 2 H, ArH),
7.78(td,J=7.5 Hz, 1.4z, 1 H, ArH), 94(d,J=7.5

Hz, 1 H, ArHB.158.17(m, 1 H, ArH).

RMN de®*C (75 MHzDMSGQds): + = 103.1, 1140,
118.7, 122.3, 123.9, 126.1, 128.2, 133.9, 134.5,
155.2, 158.9164.8, 175.5

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para HeOz:
213.0552, encontrado213.0557.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura2®

2-cloro-9H-xanten9-ona(13)

Preparado a partir dé-clorosalicilaldehidoy 1,2
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en SikdhexanoAcOE#O0:1); sélido
blancg rendimiento: 200 mg 86%, 086 mmol);
punto de fusion169¢171°C.

IR peliculd: 3078, 1662, 16@, 1460, 1316 cnrl.
RMN de'H (300 MHzCDG): + =7.40(ddd, J=8.1
Hz,7.2Hz,1.1 Hz1 H, ArH)7.44-7.52 (m, H, ArH),
7.67(dd,J=8.9Hz 2.6 Hz1 H, ArH)7.75 (dddJ=
8.7Hz, 7.1 Hz, 1.8 H1,H, ArH)8.30 (d J=2.6Hz,

1 H, ArH)8.33(dd, J=8.0 Hz, 1.7 HA, H, ArH)

RMN de3C (75 MHzCDGJ): + = 118.0, 119.8,
121.5, 122.7, 124.3, 126.0, 126.8, 129.7, 934.
135.2, 154.5, 156.1, 176.1

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para zHsCIQ:
2310213, encontrado2231.0217.

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura®*
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4-(dietilamino)}9H-xanten9-ona(14)

Preparado a partir dé-(dietilamino)alicilaldehido
y 1,2dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en Sighexano/AcOEROQ:1); liquido
oleoso negro rendimiento: B0 mg 65%, 055
mmol).

IR peliculg: 3067, 2960, 2880,1663, 1601, 149
e,

RMN detH (300 MHzCDG): 4+ =1.17(t, J= 72 Hz,

6 H,CH), 3.35-3.41 (m, H, CH), 6.42 (s, 1 H, ArH),
6.606.63 (m, 1 H, At), 7.197.25 (m, 1 HArH),
7.30 @,J=8.0Hz,1 H, ArH)7.527.56 (m, 1 H, ArH),
8.05(d,J=9.2Hz 1 H, ArH)3.21-8.23 (m, 1 H, ArH)
RMN de®*C (75 MHzCDG): + =11.5, 43.8, 95.1,
108.4, 110.2, 116.3, 121.3, 122.3, 125.5, 127.1,
132.5,151.8,85.1, 157.6, 174.6

HRMS (8): m/z[M + H* calculado para ZHisNQs:
268.1338 encontrado268.1343

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturas?

4-metil-9H-xanten9-ona(15)

Preparado a partir dg-metilsalicilaldehidoy 1,2
dibromobenceno; purificado mediante
cromatografia en Skhexano/AcOE#O0:1); liquido
oleoso negro rendimiento: B0 mg 6%, 069
mmol).

IR peliculd: 3071, 290, 1665, 1600, 1453 cnfl,
RMN de'H (300 MHz, CD{It =2.54(s, 3 H, CH),
7.25 (dl, J=7.6 Hz, 0 Hz,1 H, ArH)7.36 (di, J=
7.6 Hz, 7.0 HZ4 H, ArH)7.50 ¢, J=7.6 Hz,1 H,
ArH) 7.53 (d J=7.2 Hz1 H, ArH)7.70 (¢ J=7.2
Hz,1 H, ArH)8.17 (d J=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 deC (75 MHzCDG): 1 =16.0, 118.3, 121.8,
121.9, 123.6, 124.1, 126.9, 127.5, ¥84134.9,
135.9,152.6,154.7,177.8

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para &HuOz:
211.0759 encontrado211.0764

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literatura®?

2-bromo-7-cloro-9H-xanten9-ona(16)

Preparado a partir dé-clorosalicilaldehidy 1,24-
tribromobenceno; purificado mediante
cromatografia en Skdhexano/AcOEH0:1); sélido
blancg rendimiento: B0 mg 63%, 063 mmol);
punto de fusion202¢203°C.

IR peliculd: 3071, 1665, 168, 14% cnt.

RMN detH (300 MHz, CD{H =7.40(d, J=8.8 Hz,
1 H, ArH)7.46(d, J=9.0 Hz1 H, ArH)7.69(dd, J=
9.0 Hz, 2.6 H4, H, ArH)7.82 (dl, J=8.9 Hz, 2.5 Hz,
1 H, ArH)8.28 @, J=2.6 Hz,1 H, ArH)8.44 (dJ=
2.4 Hz1 H, ArH)

RMN de'C (75 MHzCDG): + = 114.6, 119.7,
120.1, 120.9, 121.6, 126.8, 128.8, 130.3, 132.7,
134.8, 152.9154.2, 174.6

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para
Ci3H/BrClQ: 3089318 encontrado:3089322

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturaZ®

2, 7-dimetil-9H-xanten9-ona(17)

Preparado a partir dés-metilsalicilaldehidoy 2-
bromo-1-cloro-4-metilbenceno; purificado
mediante cromatografia en SiQhexanoAcOEt
40:1); sélido blanco rendimiento: ¥0 mg 61%,
0.61 mmol); punto de fusién128¢130°C.

IR peliculd: 3059, 1661, 16, 1480 cnt.

RMN de*H (300 MHz, CDg}+ =2.46 (s, 6 H, Gl
7.38(d, J=85Hz,2 H, ArH) 7.52 (ddd,J= 8.6 Hz
2.3 Hz, 0.6 H2 H, ArH)8.12(dt, J=1.4 Hz,0.7 Hz,
2H, ArH)

RMN de'®C (75 MHzCDG): + =22.7,77.1, 117.8,
122.3, 126.4134.5, 136.0, 154.9, 177.8

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para 6H120z:
225.0916 encontrado225.0921

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en la literaturaZ®®

2, 7-dibromo-9H-xanten9-ona (18)

Preparado a partir deb-bromosalicilaldehidoy
1,2,4tribromobenceno;  purificado  mediante
cromatografia en SkdhexanoAcOER5:1); sélido
blancg rendimiento: B0 mg 64%, 054 mmol),
punto de fusion192¢193°C.

IR peliculd: 3059, 16®, 16(B, 1458 cnl.

RMN detH (300 MHz, CD§Elt =7.39 (d J=8.9Hz,
2H, ArH)7.81 (dJ=8.9 Hz, H, ArH) 8.428.43(m,
2 H)

RMN deC (75 MHzCDGJ): + = 117.6, 120.2,
122.9,129.5, 138.2, 155.0, 174.9

HRMS (8): m/z[M + H* calculado para £H/Br20z:
2710970 encontrado2710975

Los datos espectrales concuerdan con los
reportados en lditeratura. 2°6

2.3-dimetoxi-5-metil-9H-xanten9-ona(19)

Preparado a partir d8-metilsalicilaldehidoy 1,2-
dibromo-4,5-dimetoxbenceno; purificado
mediante cromatografia en SiQhexanoAcOEt
15:1); liquido oleoso incolorprendimiento:200mg
(73%, 073 mmol).

IR éstado solidy: 3075, 2945,2860 1665, 1601,
1454 cmtt,

RMN de'H (300 MHz, CD{E4 =2.46 6,3 H, CH),
3.92(s, 3 H, OCH 3.95 (s, 3 H, OG)16.86 (s, 1 H,
ArH), 7.167.20 (m, 1 H, ArHY.44(d,J=7.4Hz,1

110



Disefio, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiaécasmodelo
Capitulod: Técnicas de obtencion del andamiggtona

H, ArH), 7.8 (s, 1 H, ArH), 8.0 (d, J=8.0Hz,1 H,
ArH).
RMN de®C (75 MHzCDG): + =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, 158.154.4, 175.4

HRMS (8): m/z [M + H* calculado para feH110x:
2710970 encontrado2710975

Los datos espectralesconcuerdan
reportados en la literaturat®2%7

con los

2, 7-dinitro-9H-xanten9-ona (20)

Preparado a partir dé-nitrosalicilaldehidoy 1,2-
dibromo-4-nitrobenceno; purificado mediante
cromatografia en Skdhexano/AcOE8:1); sélido
amarillg rendimiento: 180 mg ©64%, 0.64 mmol);
punto de fusién232¢234°C.

IR estado sdlidy: 3058, 2917, 1667, 1605, 1463,
1345cnr?,

RMN de'H (300 MHz, CDH =7.657.69 (m, 2 H,
ArH), 8.528.56 (m, 2 H, ArH), 9.8%12 (m, 2 H,
ArH).

RMN de'C (75 MHzCDG): + = 120.1,121.2,
123.3, 129.9, 144.5, 158.6, 174.3

HRMS (8): m/z[M + H* calculado para £HsN20s:
286.0226 encontrado:286.0230

Los datos espectrales concuerdan
reportados en la literaturat®*2%7

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

Lacomprension actual de la estructura y dindmica de las membranas biologicas se
basa en un hito historico en la biologia celular. En la década de 1970, los visicieatifisos
J. Singer y G. Nicolson propusieron un modelo revolucionario conocido commshico
fluido».2%8 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 biomembrana®¥? Sin embargo, fue la propuesta de Singer y Nicolson la que se

convirtié en un punto de inflexion en la investigaciFiguras.1).

Cuatro décadas después, miodelo de SingeiNicolsonse mantiene comain elemento
constante en el capitulo de Membranas de todos los libros de Bioquimica y Biologia Celular.
Su modelo no solo simplificé una gran cantidad de observaciones experimentales y conceptos
previos de las décadas de 1950 y 1960, muchos de los @akxsan 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 comprerakerchracteristicas
intrinsecas y la dinamica de las membranas, sino que también sirve como un punto de partida

esenciaparacontinuar estudiando y comprendiendo este tipo de sistemas

Figura5.1. Modelos demembrana plasmatica d®enielli yDavson (1935), a la izquierda, y de
Singer y Nicolson (1972), a la derecha. Desde el mod@tosandwich al modelo dekmosaico
fluido».
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El conocimiento de la estructutaasicade las membranas proporciorlas cimientospara

desentrafiar comportamientos mas complejos y especificos. Las membranas, que definen la
integridad celular, no solo actian como barreras fisicas, sino que también desempefian roles
fundamentales en la sefializacion y el transporte de moléculas. Estéginpmico 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 evolucién desdd «mosaico fluide hasta el conocimiento actual de las propiedades y
comportamientos de las membranas refleja una progresion natural en nuestra comprension,
donde la estructuraprimordial 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 manipulacion 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 |hsamasnpodria
conducir al desarrollo de sistemas biomiméticos altamente eficientes o a la creacion de

membranas artificiales con funciones especializadas para aplicaciones biomédicas.

Eneste contextode la investigacion biomolecular, la velocimetria y densitometria se han
revelado comdherramientasinvaluablesa la hora de proporcionanformacién mecanica y
termodindmica que también arrojan luz sobre los misterios de las membranas, tanto
artificiales como biolégicagl® A través de estas herramientas, se desentrafian aspectos
cruciales de la respuesta de las membranas a cambios en su entorno, contribuyendo asi a una
comprension mas profunda de los fendmenos celulares y a la optimizacion de las aplicaciones

practicaseningenieriabiomolecular

Este enfoque preciso en las propiedades mecéanicas y termodinamicas ha revelado que la regla
general respecto de lagropiedades mecanicade las membranas lipidicass quela
compresibilidad de la membrana aumerdga presencia de un efectoespecto de aquellas
constituidas por el lipido purd®?'mientras que en sistemasas particularesa presencia

del efector hace a la membrana menos compresitiiEs decir, se plantea qué &fecto de
compresibilidad depende del estado de fase del ligid3°y de la proporcién en relacién al

efector.En lo que concierne abmportamiento termodinamicde la membrana, la presencia

113



Disefo, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo
Capitulo5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas
modelo

de un efectottiende adisminuir el valor de la temperatura de transicion del lipittarnando

ala membrana mas fluida.

Efectores de gran interédadas sus ampligsreconocidasirtudes terapéuticasson aquellos
pertenecientes a la familia de las xantonha xantona y sus derivados han sido objeto de
interés constante en la investigacion cientifica debido a su diversidad de propiedades

farmacoldgicas y su potencial aplicacion 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 preparacién de remedios naturales, destacando su rica herencia
terapéutica que abarca siglos. Desde su redescubrimiento en el siglo Xlahttasas han
desempefiado un papel fundamental en la busqueda de compuestos bioa&igasas de

estas moléculas se encuentran disponibles como metabolitos secundarios en plantas
superiores, tales como l&Z - yi' -mangostina, y otras pueden ser disefiagasdquiridas a

través de sintesis o semisintesis organi¢&2?? 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 hidroxixantonasen particularhan surgido como agentes antioxidantes destacados en
investigaciones recientegebido a s papel preventivo frente a enfermedades originapas

la presencia despecies reactivas de oxigeno o radicales libkesague 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
Garciniay sumando menos del 0,007 % en algunos isémeémlah -mangostina??3lo cual

no solo implica procedimientos costosos y laboriosos, sino también un perjuicio mayor desde
la perspectiva ecologic&n vistas de estas limitacionese ha explorado la via de la sintesis

como una alternativa mas ventajosa.

Estudios han revelado qadgunas de estas sustancias, tales conig3alihidroxir9H-xanten
9-ona (1,3DHX) la 3,4,6trihidroxi-9H-xanten9-ona (3,4,6 THX)y la 1,3,6trihidroxi-9H
xanten9-ona(1,3,6 THX)Figurab.2), poseen efectos antioxidantes incluso mas potentes que
las conocidas vitaminas C y¥#Estos compuestdsan sido sometidoa pruebas de actividad

antirradical para evaluarsu capacidadde eliminar radicales libres DPPE,2-difenil-1-
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picrilhidrazilg, comparandolos con sustancias estandar como la quercetina y el acido

ascorbico. Los resultados revelaron notabjgopiedades antioxidantes, sugiriendo una
correlacion entre la actividad y la posicion y el nimero de sustituyentes hidroxilo en su
estructura central. Ademas, cabe destacar que todos estos compuestos demostraron ser

efectivos y seguros en pruebas de tictadin vitro, consolidando asi su potencig

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

Figura5.2. Xantonas hidroxiladas con actividad antioxidante.

Dadasu elevada seguridad y relevancia farmacoldgica, junto awslglades terapéuticas y
su potencial para interactuar con membranas biolégicag incluso atravesarlasestas
moléculas han sido identificadas como agentes terapéutioteresantes Este tipo de
compuestos se definen, entonces, como candidatos prometedores quamstudio sobre
membranas modelo de fosfatidilcolinas, siendo estamsideradas como componentes

lipidicos mayoritarios y esenciales en la regulacién de las membranas celulares.

En trabajos previos del grupse habia estudiado la interaccion de xantonas E0#PC
mediante potencial zetazalorimetria diferencial de barridpsimulaciones computacionales,
determinando la relacion de hidroxixantonas con regiones especificas de las bicapas de

fosfatidilcolinasy la potencial disposicion de las misnfgiguras.3). 226

Se determid que las xantonas polihidroxiladas se reubicariapaasar de la fase liquido

cristalino a la fase solideristalina, mientras que la que presenta menos hidroxilos se
mantendria en la misma posiciéhodas las xantonas estudiadas aumentaron la fluidez de la
membrana con un mayor efecto por parte de la xantona polihidroxilada en la fase fluida,

mientras que para la monohidroxilada el efecto se ve mas pronunciado en la fase solido
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cristalina Con estas baseseria naturaksperar que las hidroxixantonas también alteren las

propiedades dinamicas y mecéanicas de las membranas.

sélido cristalino liquido cristalino

1,3,6-THX

- -

sélido cristalino liquido cristalino

Figura5.3. Configuracion propuesta para los sistemas DPRC

Rybary colaboradoresindicaron que la técnica deelocimetria y densitometria por

ultrasonido provéa informacién fisica mas detalladpara vesiculas en comparacion a
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meétodos tradicionales comDSCa la vez brindando evidencia del grado de compresibilidad

de la membrana?® Un beneficio extra de esta técnica, comparada con los asi llamados
métodos microscoépicos talesomo ESRresonancia paramagnética electronic&®MN o
espectroscofa 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 veeans

afectadas por perturbaciones localés’

De tal forma se evalaronlas propiedades termodinamicas y mecanicas de bicapas de DPPC
y DMPC en presencia de hidroxixantortagto desde una perspectiva experimental, como
computacional. El objetiviue contrastarmedidas de compresibilidad con medidas de fluidez

a modo de contestar el siguiente interrogantesganlos cambios en el orden estructural,

compresibilidad y fluidez correlacionadosmaneratrivial?

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 comaonen |
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 orientacion de los lipidos y a sus interretacio

La temperatura de transicion es ynunto fundamental en la dinAmica 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 fasesolido-cristalino(L ), donde la bicapa es mas rigida y ordenada.

En el otro extremo, se encuentra la fase liquidistalino (L), donde la bicapa es mas fluida

y los lipidos tienen una mayor movilidad. Ademas, existe una fase intermedia conociola com

«fase ripplex(R), que presenta ondulaciones o deformaciones en la bi¢gigpiras.4).2%8

La modulacién de estas fases es crifie@a regular la fluidez y la permeabilidad de la
membrana y desempefian 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

LR RDERE

Fase ripple Pg

Figura5.4. Esquema del comportamiento de la bicapa lipidica en sus distintos estados de fase.

El aceptado generalnelo que aefectoresrefiere, es qudos mismosse intercalan entre las
cadenas de los lipidos, induciendo un desorden estructuralagueentala fluidezy asj
disminuyela temperatura de transicigrpor debilitamiento de las interacciones metileno
metileno entre las colas hidrocarbonadaBe igual forma, este desorden aumenta la
compresibilidad de la membran&in embargo, e el caso de algunos efectores de geometria
particular y elevada hidrofobicidad tales como las xantonas estadjase presume que el

comportamiento seria mas complejo y rico que el plantepai@ael escenario general.

En los capitulos anteriores, el énfasipasoen el desarrollo de metodologias para la sintesis
de ndcleos farmacoforicos; ahora, la atencion se dirigira hacia la aplicacion de estos
compuestos ermodelosde membranaEn este capitulose exploraré&como los derivados
hidroxilados de xantona interactian con membranas modelo de DEROPEL Este enfoque

nos permitirh comprender mejor comos efectores de esta naturalepaieden afectar las
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propiedades de las membranas celulares, lo que es fundamental para entender su potencial

impacto en procesos bioldgicos y, por lo tanto, su aplicabilidad terapéticamnocimiento

y comprension de las caracteristicas mecanicas de una bicapa de lipidos no solo amplia
nuesto entendimientode las propiedades fisicoquimicas, cualidades y limitaciones de este
tipo de materiales, sino que también nos permite predecir cOmo una sustancia interactiia con
ellos y por qué permite disefiar formulaciones méas Optimasmara la administracion de
farmacos y proporcionar explicacion@slos comportamientos observados en sistemas

bioldgicosde interés

Este capitulo servird como un puente entre la sintesis de compuestos prometedores y su
evaluacion en un entorno biolégico simulado, representando un paso crucial en el camino

hacia laraduccién de la investigacién quimica en aplicaciones médicas y farmacéuticas.
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5.1.2 Materiales

1,2-Dipalmitoitsn-glicero-3-fosfocolina  (DPPC) y  1,2-Dimiristoilsn-glicero3-
fosforilcolina (DMPC) fueron gdiridos de Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, Alds
xantonas sintetizadas;aracterizadas y purificadas fueron lahitiroxixantona,1-HX and
1,3,6trihidroxixantona,1,3,6 THX La obtencionde xantonas se llevo a cabo utilizando un
enfoque sintético basado ela metodologia de Khammee y colaboradores paréa-tX y

utilizandoel reactivo de Eatopara la sintesis d&,3,6 THX

En la preparacion de lHX se parte acido salicilico y resorcinol. La reaccién se lleva a cabo
en presencia de ZniCtomo catalizador a una temperatura de aproximadamente G0
durante 6 horas. Durante esta reaccion, el acido salicilico se combina con el resorcinol en un
proceso de condensaciénon el ZnC} actuando como acido de Lewiscatalizandola
formacién de enlacesn el caso de la utilizacion del reactivo de Eaton, la reaccion se lleva a
cabo a 80°C, durante 75 minutos. Ehétodo sintético inelucra la activacién del acido
salicilico derivado mediante la formacién de su correspondiente ésfee permite la
posterior reaccion con dloroglucinol Una vez completadalas reaccones se procede a

aislar y purificar las xantonas obtenidas. Este proceso implica técnicas de separacion y

purificacion,incluyendola cromatografian columnay larecristalizacia.

El proceso implica la reaccién de &cidos salicilicos derivados y fenoles derivados para generar
las xantonas deseadakl caso de la metodologia de Khammee se utiliza, ¥rélévadas
temperaturas,'’® mientras que por la metodologia de Pillai se utiliza el reactivo de Eaton

con temperaturas y tiempos de reaccién notoriamente inferigf@¢Figuras.5).
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Q OH QO OH
ZnCl,, 170 °C

OH i O
6 horas O
OH HO 0

1-hidroxi-9H -xanten-9-ona (1-HX)

(0] OH
P205/MCSO3H
OH
80 °C, 75 min
HO OH HO OH HO (@) OH

1,3,6-trihidroxi-9H -xanten-9-ona (1,3,6-THX)

Figura5.5. Obtencion de hidroxixantonas

Los liposomas de DPRBs y DMP&As fueron preparados con una fraccion molar de
xantona de 0.3, sin considerar al solvente. La cantidagfeldor se ajusta en base a estudios
preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio que, a su vez, coinciden con los
encontrados erbibliografia.?*° Las mezclas d®MPC YDPP&onxantonas selisolvieronen

una mezcla de cloroformmetanol quefue removida por evaporacion en flujo de nitrégeno

de forma tal de obtener un film lipidico sedfl.solvente remanente sdimind mediante alto

vacio, 2 horasdicionales en uThermo Scientific Speed Vac SPDHENiIm lipidico seco se
hidraté con 3 mL de agua milliQ a 10Opor encima de la temperatura de transicién de cada
lipido yfue homogeneizado mediante ciclos de vortex. Esta combinaciéon del uso de vortex y
temperaturapermitié adquirir una poblacién polidispersa d¢LVsde concentracion final
aproximada de2.4 mg.nfr! para medidas de densidad y velocidad de ultrasonido y 3 mM para
cada experimento de potencial zeta. Antes de llevar a cabo las medidas de densidad y
velocidad de ultrasonido, la suspension acuosa de vesiagasio desgasificaionutilizando

una bombade 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)(y velocidad de ultrasonido (u), las cuales a través de un
tratamiento matemético dan lugar a valores de volumen especifico y compresibilidad
adiabatica especificd.os valores de densidadvelocidad de ultrasonidpara las distintas
muestrasfueron obtenidos en forma simultanea y automatica mediante un instrumento
comercial AntonrPaar DSA 5000Densimeter and Sound Velocity AnalyzdEstas
determinaciones fueron llevadas a cabo por enfriamiento progresivo, dado el método de
preparacién. No se observaron diferencias significativas utilizando un método de
calentamiento continuo. Ya que los valores de velocidad del sonido y densidaddeepe
fuertemente de la temperatura, esta variable se mantuvo a valores constant€s )
utilizando el método de Peltiel,as medidas fueron altamente reproducibles (superior a
+5.106 g.cnm® y +10-2 m.s?, respectivamente) y cada serie de mediciones se realizd por

triplicado.

Tal como se mencioné enitl@roduccionde este capituloals determinaciones de velocidad
de ultrasonido permiten la evaluacién de las propiedades elasticas de un medio acuoso y

suspensiones como en el caso de estas vesicitadt?34

Generalmente, la velocimetria ultrasénica provee informaciérvelocidad del sonido, mas
especificamente como incrementos en la concentraciériadaismg, 23°2%6en la forma en
guese presenta en la ecuacion 1

0 0

0 —
6 tw

Donde c es la concentracién de lipido en mg.ynlp indica la velocidad del sonido del agua
pura. A partir de datos de densidad, se extraen los valores de volumen espeRgificomo

se presenta en la ecuacion 2
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Donde "o es la densidad del agua. A partir de una combinacion de valores de volumen

especifico aparente e incremento de concentracion de velocidad del sonido, se estima la

compresibilidad adiabatica especifica del sistetia, § mediante la ecuacioa:

: Qo) ,,ﬁc-

DondengNBE LINB A Sy il St O2S¥TAOASY (ic®slddBnsided deldyda.a A o A f
El valor ded3. #representa los cambios en el volumen de compresibilidad de las vesiculas

relativo al solvente.

Para verificar los valoresedemperatura de transicion para cada uno de los diferentes
sistemas, se midi6 el potencial zeta como funcién de la temperatimara el DPPC, DPPC
XAs, DMPC y DMPXAs en unZetasizer Nano ZS9®alvern Instruments Ltd., UKl.as
determinaciones se llevaron a cabo por calentamiento progresivo de las muestras,
permitiendo que alcancen el equilibrio en cada una de las temperaturas medidas2€ada
con periodos de estabilizacién de 5 minutog16* K de temperatura constante de acuerdo

al método de Peltier). Cada serie fue analizada por triplicado.

Por otro lado, para los sistemas estudiados se realizastudios de dindmica molecular
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 meeksamntigos

experimentalepara esos mismos sistemas.

Las simulaciones de dindmica moleculadas bicapas de DPPC fueron llevadas a cabo con el
pack de simulacion de AMBER#8con campo de fuerza Lipid173° Los alaces, anguloy
torsion y parametros de Lennatibnes en Lipid1l7 fueron adquiridos de manera directa del
General Amber Force Field (GAPEomo una actualizacion de torsién y parametros de

LennardJones.

Se construyo 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 ub&dron a

la una de & otra en una organizacion de cuadradamego, 9 moléculas de lipido fueron
removidas y reemplazias porl8 moléculas de xantonas en cada monocabegtoriamente

orientadas en proximidad a las posiciones de equilibrio final a modo de disminuir los tiempos
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de simulacia. Otras simulaciones fueron llevadas a cabo en sistemas simitamesaotonas

originalmente ubicadas en medio acuoso, y tras largos tiempos de simulacion alcanzaron sus

ubicaciones de equilibrio dentro de la membrana.

La membrana de DPPC fue estabilizada a 293 K y 326, la membrana deNdPC, a 283
Ky 303 K, de manera de cubrir temperaturas que contengan el es@dto yliquido
cristaling respectivamente. Luego se solvataron cb®964 moléculas de agua TIR3P

correspondiente @ondiciones de hidratacion tota}!242

La minimizacion consistié en dos pasos, ambos a volumen constante. Primero, el solvente fue
minimizado con la membrana y xantonas fijasego, ekistema se libera para minimizarlo en

su ptalidad. Las dimensiones y densidad del sistema fueron equilibradas stabikzar la
temperatura mediante un termostato de Lange¥fd, manteniendo la membrana fija.
Finalmente todas las ligaduras se liberan y la membrana es libre de alcanzar la distancia de

equilibrio lipidelipido.

Mas corridas de calibracion de al menos 300 ns fueron llevadas a cabo para asegurar el
equilibrio apropiado de las bicapas de DPG con un paso de integracion de 2Abas
corridas, deestablecimiento del equilibrig de produccion, se condujeron bajmrediciones

de NpT ensembleon SHAKE activado para enlaces de hidrogatitizandocondiciones de

limite periddicoconel mesh de particula Ewald para el tratamiento de electrostética de largo

rango2*4y un corte de espacio real dé® A.

H andlisis de compresibilidad se ea cabo determinando el médulo de compresibilidad
isotérmico (k) 2° que se obtiene mediante la siguiente ecuacion

.. QYD a

Q —F—-

€p

Donde kges la constante de Boltzmann, T es la temperatura de simulaciongkarea media
L2 NJ f Nla¥aRaRza del area por lipido wigb el nimero de lipidos en la membrana. El
area por lipido es calculada como una propiedad de la membrana en su conjunto. Representa
el area promedio que un fosfolipido individual ocupa en una interfase, independientemente

de la presencia de un efector. Sdaub comose ve en la ecuacidn
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De forma tal de estudiar la fluidez de la membrana lipidica en respuesta a la presencia de
efectores en la bicapa, smalculéel desplazamiento medio de cuadrados bidimensionat (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 posicién deok &tomos pesados de un lipido con respecto de una posicion de referencia
en funcion del tiempo, definido conse observa en la eagion6:

[3Y (3 ) n A} A) A p A} \ Al

VYO aw w a 5 WO WwT
Donde Nes el numero total de atomosa(¥)y % representan la posicién de referencia para

cada atomo, y(t) es la posicién del &tomo a tiempo t.

La fluidez, entonces, se estalilieen relacién a valores de desplazamiento cuadratico medio
(MSD) de los lipidos en una bicapa. Un sistema méas fluido, mestaéores de MSD mayores

gue su contraparte. Estas simulaciones fueron contrastadas con ensayos experimentales
mediante analisis de potencial zeta en funcién de la temperatura, que permitieron
determinar las temperaturas de transicidbn correspondientes para los sistemas
implementados y corroboraron los resultados obtenidos de manera tedrica paradidro

de fluidez.

5.1.4 Discusion

Se estudidd velocidad de ultrasonidodensidad para las dispersiones de vesiculas de
DPPC y DMPC, con yliidroxixantonas, en funcion de la temperatura. Se calcularon valores

de volumen especifico y compresibilidad adiabética para las bicapas lipidicas.

Las medidas de densidpdrmiten calculael volumen especifico de la membrana,tanto,
la compresibilidad adiabatica especifica de acuerdo a la ecu&idws resultados de
incremento de concentracion de la velocidad de ultrasonido [u], volumen especiicp el
coeficiente decompresibilidacadiabatica especificaixk- ¢ en funcion de la temperatura se

presentan en lagigurab.6Figurab.7Figurab.8 para las diferentes dispersiones de MLVs.
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Cuando se estudia glcremento de concentracion para la velocidad del sonido, [u], podemos

ver que una disminucion 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

cadena hidrocarbonadas de los fosfolipidos.

0,06 ——DPPC
—8—DPPC-XA1
—A—DPPC-XA1,3,6

0,04

0,02

25 30
-0,02

[u] / mLg*

-0,04
-0,06
-0,08

0,1

0,12

Figura5.6. Grafico dencremento de la concentracion de velocidad de ultrasonifig versus
temperatura para una suspension aosa deMLVsde DPPCia hidroxixantonas(8 ), conuna

fraccibnmolar de0.3de DPPEL-HX(W y DPPEL,3,6 THX(z ). En trodos los casos, la desviacion
estandar fue menor al 10%ara datos correspondientes a 3 réplicas.

Una caracteristica tipica del grafico de [u] en funcion dergperatura es un minimo en el
punto en que tiene lugar la temperatura principal de transicion de fasg {%4” como se
puede apreciar en I&igura5.6, curva azulLos valores de velocidad del sonido exhiben una
caida caracteristica a la temperatura de transicion. Para el rango de temperaturas por debajo
de la T, del DPPC, es decir, parg4L °Cgl valor de[u] cae lentamente a medida que la
temperatura aumentaComo se ha mencionadacsta tendencia resultaria de una disminucién

en el orden de la bicapa, relacioread una mejoriaen la libertad conformacional de las
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidd$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 parauspensiones de vesiculas compuestas por fosfolipidos
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Como se puede observar enRaurab.6, curvas roja y verdeel 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 so6lo contienen
DPPCla esfera de hidratacion rodeando a los lipidos y xantonas tambi&wolgeriamas
compresible a medida que la temperatura aumenta, un hecho consistente con
investigaciones previas deianiky colaboradoresal estudiar fosfatidilcolinas con otros

dopantes.?1?

Esta contribucion representa una pieza de informacion sumamente atradadas que los
cambios erfu] incluyen cambios en la compresibilidad tanto de la bicapa como de la esfera
de hidratacion Un andlisis mas profundo de las propiedades mecanicas de la membrana
requiere tener en consideracion los cambios de volumen especifico de los lipgdoroaal

puede ser llevado a cabo por determinacién de la densidad de las suspensténes.

Con tales valores de densidad y empleandedaaion 2, el volumen especificaly, de las
vesiculas de DPPC fue determinado y graficado en funcion de la temperatura y puede

observarse en |&igurab.7.
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Figura5.7. Grafico devolumen especificd]/ v,] versus temperatura para una suspensionuasa de

MLVsde DPPCis hidroxixantonas(8 ), con ura fracci6nmolar de0.3de DPPEL-HX(() y DPPC
1,3,6 THX(z ). En trodos los casos, la desviacion estandar fue menor al d@% datos
correspondientes a 3 réplicas.
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Podemos, entonceslefinir que el volumen especifico tiende a aumentar con la temperatura.

Notoriamente d3 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

sélidoa liquidoacristalino.

A pesar de quéos graficos def3 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 deemperaturas. Un volumen especifico menode los
liposomas que contienen hidroxixantonas a las proporciones estudiadas, en comparacion con
membranas no modificadas, seria indicativo de una estructura de bicapa lipidica mas
compacta. Se percibe que a medida que el nimero de grupos hidroxilo en tlanxan
aumenta, el cambio era transicion de fase de los fosfolipidos se da hacia menores
temperaturas, estos resultados se expresan efdhala5.1 y secorrelacionan a resultados

obtenidos en estudios anteriore€®

Tabla5.1. Valores de temperatura de transicion obtenidos mediante las técnicas de densitometria
y velocidad del ultrasonido y potencial zeta.
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A partir de los valores da] y d3 obtenidos, se calcul6 la compresibilidad adiabatica especifica

d3. smediante la ecuaciéB y los resultados se muestran éaFigurab.8.

Para el caso del DPPC, por debajo gesSE observa que a medida que la temperatura

aumenta, también lo hace monotoénicamente en forma proporcional el valazdenhasta
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su maximo, y luego disminuye pafa41 °C. Un aumento de la compresibilidaibbatica
especifica con la temperatura es evidente para todos los sistemas, y refleja un estado de
desordenen incrementoen los liposomas, principalmente debido al comportamiento de la
fase hidrofébica de la bicapa, y al crecimiento de la compresibilidad de la esfera de

hidratacion.?12

Las curvas de dependencia dd§. # para DPPC con hidroxixantonas y aquellas
correspondientes al DPPC puro para el ess@mlo-cristaling difieren en forma y magnitud.
Enla fasdiquido-cristalirg, el valor dedz. 4¢para las vesiculas que contienen hidroxixantonas
crece lentamente. En este estado, es notable que a pesar de que las curvas dEA3PPC
difieren de aquellas que muestran el comportamiento del lipido purose@resentan
mayores diferencias entre ellas. Sin embargo, en lagékeo-cristaling DPPEL-HXmuestra

menorcompresibilidad que DPPIC3,6 THX
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1,1
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Figura5.8. Gréfico de la compresibilidad adiabatica especé#fiaparente/ k /b, versus
temperatura para unasuspension acuosa ddLVs ompuestas de DPPC sin hidroxixantor{8s),

con una fraccion molar d6.3de DPPEL-HX(W) y DPPEL,3,6 THX(z ). En trodos los casos, la
desviacion estandar fue menor al 108ara datos correspondientes a 3 réplicas.

Esto pone en evidencia el hecho de que las hidroxixantonas estan modificando el estado
estructural de las bicapas lipidicas. Especificamestims efectores inducen un estado de

orden tanto en el estadedlido-cristaling como en el estado de liquido cristalino.

129



Disefo, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo
Capitulo5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas

modelo
En estudios previosse verific6 un aumento de fluidez tras la transicion de faseLos

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@rado de movimiento. Por lo tanto, cambios

en el orden estructural no necesariamente implican de manera forzosa un cambio en la

fluidez.249

En resumen, los resultados obtenidos implican que un aumento en la proporcién de
hidroxixantonas en las vesiculas promueve un incremento en la concentracion de velocidad
del sonidofu] y una disminucion tanto del volumen especificomo de la compresibilidad

aparente especificacon lo cuase deduce quse trataiade un sistema mas rigido

El comportamiento deDMPQpuede observarse en kigurab.9 para el grafico de [wWersus
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, enlecaso de los liposomas de DMPC con y sin hidroxixantonas, los

comportamientos y valores de [u] son muy similares.
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Figura5.9. Grafico de mcremento de laconcentracion de velocidad de ultrasonidfu] versus
temperatura para una suspension aosa deMLVsde DMPC & hidroxixantonas(8 ), con una

fraccion molar dedD.3de DMPC1-HX((W)y DMPCL1,3,6 THX(z ). En trodos los casos, la desviacion
estandar fue menor al 10%ara datos correspondientes a 3 réplicas.
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Los gréaficos de volumen especific, vs. Temperatura para los liposomas de DMPC se

presentan en l&igura5.10. 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 efasesolido-cristalinacomo enfaseliquido-cristalira.
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Figura5.10. Gréfico devolumen especificy v versus temperatura para una suspensionuasa de

MLVsde DMPC & hidroxixantonas(8 ), con una fraccién molar d6.3de DMPG1-HX(() y DMPG
1,3,6 THX(z ). En trodos los casos, la desviacion estandar fue menor al d@% datos
correspondientes a 3 réplicas.

Se calculan los valores dg/rnp de lasdispersionediposomales en funcién de la temperatura
y los resultados sexponenen laFigura5.11. En el estado liquido cristalino, es notable que a
pesar de que las curvas de DMRA&s difieren respecto de las de DMPC puropaecen
presentardiferenciasnotoriasentre ellas. En la fagie sélidacristaling sin embargo, DMRC
1,3,6 THXmuestra una menor compresibilidad que DMREX Los valores de temperatura
de transicion se extrapolan de las curvasigleersusT, y se confirman luego a través de las
curvas de enfriamiento continuo en medidas de potencial Z8tambos valores con buena

concordancia se encuentran presentados emdalab. 1.
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Figura5.11. Gréfico de la compresibilidad adiabatica espec#fiaparente k /bo versus
temperatura para unasuspension acuosa ddLVs ompuestas de DMPC sin hidroxixanton@),

con una fraccién molar d6.3de DMPCG1-HX () y DMPCL1,3,6 THX(z ). En trodos los casos, la
desviacion estandar fue menor al 108ara datos correspondientes a 3 réplicas.

Otros datos de relevancipueden extraersedel graficode d3 versus temperaturason la
amplitud media de transicion nTm; el cambio devolumen a dicha temperaturgyds, y la
expansividad térmicd,m, ("m = VA T)) a k. 2°Estos parametros se pueden observar en la
Tabla5.2 tanto para las vesiculas de DPPC, como de DMPC, con y sin las diferentes

hidroxixantonas.

Podemos concluir quesi bienla temperatura de transicion principal para los liposomas
dopados disminuye en todos los casts,amplitud media de la transicibn aumenta en
concordancia con el nUmero de grupos hidroxilo en la xantona para ambos lipidos. Lo opuesto
es observado para la expansividad térmica en la transicion principal, lo cual es evidencia de la
disminucion de cooperatividad en la éade transicioren presencia de las hidroxixantonas.

La disminucion de cooperatividad durante la transicion principal para fosfolipidos en
presencia de hidroxixantonas también se ve reflejada en los mayores valoje gé m para

los MLVs purosLos valoresle h, para los liposomas sin modificar de DMPC y DPPC se
encuentran en concordancia con lo reportado previameAt@Es interesantelenotar que

las xantonas polihidroxiladas tienen un efecto depresor mayor en los liposomas de DMPC.
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Tabla5.2. Valores de temperatura de transici¢i,, amplitud media de transiciomTm, cambio de
volumen ngs, y expansividad térmica m, a la temperatura de la transicion principgdara mezclas
de DPPC y DMPC con xantonas en agua

z/i EgUy 6. - T4 T loydt gy LAy dtg

5t ¢t/ y 4 T y Wi I LI
5t tmt - woo S| woor Wy I
5t twm>dc w' Loy W PRI

5at / Ew o oy wy 11 Covgyg
5atmm - B 1o Lo Wt LY
S5atmm>odc 1’ B B A LW

A modo complementario, se incluyen los resultados de $imulaciones de dindmica
moleculat conducidas de manera tal de tener correlacion con los resultados experimentales
sobre compresibilidad y fluidez de los sistemas estudiabesacuerdo comos mismos, el
mddulode compresibilidad no presento variaciones significativas al ecantas membranas
puras y dopadas de DMPC. En el caso del DPPC, seaghsetanto 1-HX comol,3,6 THX
promueven un incremento mas significativo kieimplicando que estos sistemas son menos
compresibles que sus congéneres puros. Por ejemp®&6THXen la fasdiquido-cristalina
incrementa el médulo de compresibilidad en uf¥@para el caso del DPPC, mientras que para
el DMPC la diferencia es tan solaie.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos de manera experimental sdlurnea

cualitativa, principalmente debido a que el modulo calculado de esta forma es claramente
dependiente del tamafio del sistema y s6lo un namero finito de lipidos puede ser incluido en
las simulaciones> No se espera, entonces, que el método reproduzca valores absolutos,

sinoque permitaobservar tendencias cualitativas y comportamiento relativos.
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Para calcular el médulo de compresibilidad, el area por lipido se obtuvo para membranas

puras y dopadas. El valor constituye un indicativo de como afecta la presencia de xantonas al

volumen parcial especifico de la membrana por encima de la temperaturartgcion.

Como se muestra en Taablab.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 compacauna tendencia similar la observada través de los cambios de

volumen en la transicion principal que se muestran ehdalas.2.

Tabla5.3. Area por lipido para bicapas de DPPC y DMPC puras y dopadas, por encima de la
temperatura de transiciéncorrespondiente a 328 para las de DPPC y 3R3ara las de DMPC.
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De forma tal de estudiar la fluidez de la membrana lipidica y su respuesta a la presencia de
xantonas, los desplazamientos cuadraticos med®i3MSD)fueron calculados. L&igura
5.12 muestra que las membranas de DPPC que contidAdXo 1,3,6 THXexhiben valores
de MSD mayores comparados a aquellos de la membrana de DPPC pu823 KEste
comportamiento indica que la presencia de este tipo de efector, tendedanaentar la
fluidez la membrana. Especialmente, 133,6 THXinduce unincremento mayor. A modo
ilustrativo, solo se presentan las curvas para DPPC, ya que el DMPC muestra un

comportamiento muy similar.
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Figura5.12. Desplazamiento cuadratico medio bidimensional en funcién del tiempo para una
bicapa de DPPC puro (linea azul), DAREX(linea roja) y DPPC,3,6 THX(linea verde) a 323 K.

Para determinar la posible ubicacion de ambos tipos de moléculas de xantona dentro de las
bicapas de DMPC y DPPC, efitpura5.13 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 estudiadaskigura5.14 muestra la situacion

correspondiente para las membranas de DMPC.
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Figura5.13. Perfiles de densidad en el eje Z para el agua (linea azul), grupos carbonilos (linea
verde), grupos fosfatos (linea negra) y xantonas (linea rdjdXarriba y 1,3,6- THXabajo) en
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Figura5.14. Perfiles de densidad en el eje Z para el agua (linea azul), grupos carbonilos (linea
verde), grupos fosfatos (linea negra) y xantonas (linea rdj&jXarriba y 1,3,6- THXabajo) en
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En base a los resultados obtenidsspropone quel-HXy 1,3,6 THXseencontrariarubicadas

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 ¢éadXaambas
temperaturas, mientras que parh3,6 THXno se percibe la misma ubicacion preferencial.
Esta ultima se encuentran ubicadas sobre la region del carbonilo/fosfato en ambas fases del
DPPC, ya que son capaces de interactuar con estos gruposspuiadtante sus hidroxiso

(Figurab.15).

Figura5.15. Ubicacion de las xantonas respecto de los sistemas lipidadsHXen la bicapa de
DPPC, b),3,6 THXen la bicapa de DPPC y1;B,6 THXen la bicapa de DMPC. Las tres membranas
se encuentran en fase liquidaristalina y el tiempo de simulacion fue de 15 ns pesuilibrio.

La situacién es compleja en el caso de las membranas de DMPC. La ubicaditdteddPPC

es diferente de resultados previos de simulaciéon del gripbya 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 concentracion de xantona utilizada en este
trabajo, diferente a la utilizada en instancia pesui El nimero 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 sobed ambiente de la cadena lipidica.
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LaFigurab.16 muestra la membrana completa de DPPC, sin las moléculas de agua para mejor

visualizacion, con las xantonh8,6 THX(a)y 1-HX(b).

Figura5.16. a) 1,3,6 THXen DPPC y HyHXen DPPC en fase liquigistalina por 15 ns luego de
alcanzado el equilibrio.

5.1.5 Condusiones

En este trabajo,densitometriay velocidad de ultrasonido se combinaraon
simulaciones de dindmica moleculan el esudio de propiedades estructurales de
membranas modelo de DPPC y DMPC, con y sin efectores de tipo hidroxix&htolnjetivo
principal del estudio fue determinar la relacion entre compresibilidad y fluidez a partir del
analisis termodinamico y de respuesta mecénica de dos membranas de fosfatidilcolinas de
diferentes espesores, en presencia de xantonas que difiemezl aimero 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 funcion de la temperat@an estas técnicase observo

la disminucion de la temperatura deansicion principal y el aumento en la amplitud de la
transicion de fase. La disminucion de la temperatura de transicién, asi como de la
cooperatividad en la misma, se ha considerado un resultado indiréetla presencia del

efector en la bicapa lipidic&31,3,6 THXfue el compuesto que dismindya temperatura de
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transicionen mayor proporciémpara ambos lipidos. En el caso del DMPC, el efecto es incluso

mas notorio.

Estas consideraciones acerca defluidez han sido corroboradas por resultados de MSD
obtenidos a partir de dinamica 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 subicacion dentro de la membrana, tal como se infiere por los
resultados de dindmica molecular. Los mismos muestran que para el siBfeR&L,3,6 THX

el efector tiene la posibilidad de particionarse entre las zonas hitdrcdéé e hidrofilicas, por

lo que su presencia causa un memisturbio en la zona hidrofébican relacién asistema

DMPC1,3,6 THX

Tanto el DPPC como el DMPC mostraron un comportamiento similar respecto de sus
volimenes aparentes en presencia y ausencia del efector; en ambos casos los sistemas que
incluyen hidroxixantonas presentan valores menores respecto de los sistemas de ligido pu
Esto podria relacionarse a la existenciaetricciones de fluctuacion de volumen adicionales
para los fosfolipidos impuestas por las xantorlass valores deelocidad del sonid@on
mayorespara las membranas de DPPC que contienen xanjoeapara aquedls de DPPC

puro, mientras que la diferencia se ve menos pronunciada cuando el lipido en cuestion es el

DMPC.

Se evaluaron el incremento de concentraciéon de velocidad del sonidg gl volumen
especifico de lososfolipidos,d3, y la compresibilidacdiabéatica especifica de la bicapa
lipidica,d3- & Estelltimo constituye una propiedad mecanica considerada un parametro
macroscoépico, que se vuelve fundamental a la hora de discernir la magnitud de influencia de

la xantona en la bicapa que la rodea, dentainera alterandsus propiedades fisicas.

En los graficos correspondientadas figuragigura5.8 y Figurab.11 se pwede observar que
las respuestas mecéanicas de las membranas dopadas son diferentes a aquellas de las
membranas de lipidos puros. Las diferencibs compresibilidadson ligeramente mas
evidentes para el DPPC, especialmente en la féigaido-cristalina Las curvas de las

membranasque contienen efectoremantienen 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 disminucion de laompresibilidadadiabéticarefleja la existencia& una disminucion de
desorden en los liposomas, principalmenga la fase hidrofébica de la bicapal? El
comportamiento de compresibilidad de membranasnteniendo ambos dectores
estudiados es similar en el estado liquido cristalino, pero no en la fase sélido cristalina. En el
caso del sistema DPP@, la xantona que compacta mas notoriamente la membranales la

HX Mientras que para el sistema de DMR@&, se trata de 1&4,3,6 THX Estos resultados se
encuentran en concordancia con los obtenidos de volumen especifico y los médulos de

compresibilidad determinados por dinamica molecular.

Las diferencias entre ambos lipidos en términos de compactacién de la membrana podrian
ser explicados con los resultados de ubicacion de la xantona dentro de cada tipo diferente de
liposoma obtenido mediante simulaciones de dinamica molecular. Estos a#éssltnos
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 area diferencial entre la zona palgolar del lipido,

tanto en estado liquido como sdélido cristalino.

Un comportamiento diferente se observa para la xantona polihidroxilada, cuya ubicacion
depende del tipo de lipido que constituye la bicapa. En el caso del DMPC, la ubicacién
preferencial es por debajo de los carbonilos, de manera similarlaHld En el caso del
sistema DPPRC,3,6 THX el efector muestra la capacidad de una ubicacion mas heterogénea,
oscilando entre la zona hidrofébica debajo de los grupos carbonilo y la zona més superficial,
donde se hallan los grupos mas polares. La ubicacion diferdiedilixantona polihidroxilada

en DPPC, respecto de aqualt@DMPC, podria estar relacionada a la disposicion de los grupos

polares en ambos lipido¥*

Es notorio que, respecto de la compresibilidad, ambas xantonas presentan un
comportamiento similar incluso cuando parecen ocupar diferentes ubicaciones. Esto
permitiria concluir que la ubicacion de la molécula en la membrana no tendria un rol estelar

en laforma en que sexhiben las propiedades mecanicas para este tipo de sistemas.
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Debido a la particular estructurgeométrica de la xantona, siendo que se trata de una

moléculade ndcleo plano, su incorporacién dentro de la membrana podria estar induciendo
un empaquetamiento particularmente efectivo que incremaiala compactacion
disminuyendo la compresibilidad.Sin embargo, la intercalaciéon de la xantona entre las
cadenas lipidicas sigue alterando las interacciones metileatleno, e incluso
disrumpiéndolas, lo cual incrementaria finalmente la fluidez de la membrarde&brden

se daaun nivel de interaccion, mas que a un nivel estructural.

Resultados similares respecto de fluidez y compresibilidad fueron encontrados por el grupo
de Yoshiday colaboradores?>® quienes trabajaron con otro derivado de xantonas. De
acuerdo a ellos, la mangostina (13;#idroxi-7-metoxi2,8-bis(3metilbut-2-en-1-il)-9H-
xanten9-ona) solubilizaden bicapas de DPPC, disminuye la fluidez del grupo acilo y aumenta

la microviscosidad, dando lugar a empaguetamientos mas ensamblados de los lipidos.

Es importante tener presente, tal como menciarizhringery colaboradores?*°que el grado

de orden es una medida de la anisotf@pen 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 disminucion o incremt® en la fluidez como seria de esperar.

En resumepapesar que en térimos termodinamicos ambos efectorpsobadosdisminuyen
la temperatura de la transicidn principal para cada lipsg#ogla en paralelo la induccion de

estado de empaquetamiento mas compacto en ambos tipos de membranas.

Es de esperarse que el esqueleto planar deatdona 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 causandocierto nivel dexdesordem en las interacciones

mas que en la estructura en si, dando lugar a un aumento de fluidez y disminucion de la

temperatura de transicion.

Como nota final, una combinacion de los resultados termodinamicogscanicos para las
membranas, tanto experimentales como computacionales, han permitido resolver el

interroganteplanteado en un inicio: el orden estructural de la membrana, modificado por las
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alteraciones introducidagor el efector, no presenta una relacion 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 segun sus mecanismos de accion y astructur

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 macrolidos, como la eritromicina y azitromicina, también afectaimtasis proteica, pero

a través de un mecanismo distinto al interferir con la translocacion del ribosBristen
numerosos mecanismos de accion, y con ellos numerosos farmacos en uso actualmente,

algunos de ellos se ilustran enAmyura5.17.

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 Macro!lqos
Polimixinas Clindamicina
Linezolid
Cloranfenicol
Subunidad 30S Estreptograminas
Tetraciclinas )
Aminoglucésidos Sintesis de proteinas

Figura5.17. Mecanismos de accion de diversos antibiéticos. ImagersgetlightMed .

143



Disefo, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo

Capitulo5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas
modelo

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 bacteriasas cefalosporinas, otra clase importante, comparten similitudes
con las penicilinas al también dirigirse a la sintesis de la pared celular. Estos antibiéticos han

demostrado eficacia contra una amplia variedad de bacterias grampositivas y gramnegativas.

El uso de antibidticos que actian sobre la pared bacteriana aprovecha la vulnerabilidad
estructural Unica de las bacterias para ejercer su accion terapéuticagiéndose 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 directamelatearquitectura de la

pared bacteriana, debilitandola y volviendo a la bacteria sugseptible al estrés osmaotico.

Debido a su enfoquéienen 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 presion selectiva, propiciando el desarrollo de
resistencia bacteriana mediante mutaciones genéticas o transferencia horizontal de genes
entre otras estrategias adaptativas naturales o adquiridi@gufas.18). El uso inapropiado y

la prescripcion indebida aumentan este riesgo. La capacidad de algunas bacterias para
persistir en presencia de antibiéticos y la transferencia rapida de genes de resistencia son
preocupaciones adicionalelSste escenario destaca la necesidad de un uso responsable para
abordar la creciente amenaza de la resistencia bacterjaagesar de las extensas campanas

de concientizacién, continla siendo un problema prevalente incluso dentro del ambito

profesional
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Figura5.18. Principales mecanismos desistenciaintrinseca y adquirida en bacteriag®

La clase dantibioticos conocidos como betalactdmi¢psr su estructura quimica, enfrentan

un desaio de inactivacion debido a la aparicionetezimas llamadas betalactamasgse son
generadas como forma de resistenpiar parte de algunas bacteridsas betalactamasas son
especialmente probleméaticas porque actlan cowtigeras moleculares que cortan el anillo
betalactamico caracteristico de estos antibiéticos, desactivandolos y volviéndolos ineficaces.
La presencia de estas enzimas en bacterias confiere a losonganismos la capacidad de

resistir los efectos de los betalactamicos, 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 antibiéticos betalactamicos,
como la amoxicilina, para potenciar su accion. El acido clavulanico achioasegiuelo para

las betalactamasas: se une a estas enzimas antes de que tengan la oportunidad de desactivar
los antibioticos. Al unirse a las betalactamasas, el acido clavulanico las inhibe, preservando la
accion de los antibiéticos betalactamicos y supei@ asi la resistencia generada por estas

enzimas.

145



Disefo, sintesis y estudio de derivados de xantona sobre membrhpiascasmodelo

Capitulo5: Interaccion fisicoquimica de derivados de xantona sobre membranas lipidicas
modelo

La combinacion de acido clavulanico con antibioticos betalactamicos ha demostrado ser una

estrategia efectiva para combatir bacterias resistentes y ampliar el espectro de accion de
estos medicamentopor un largo periodo de tiempdin embargaanto esta como muchas

otras estrategias comienzan a mostrarse insuficientes, y es necesario seguir trabajando para
desarrollar nuevos farmacos con accion bactericida o bacteriostatica, manteniendo la

tecnologia un paso delante de la capacidad evolutiva de los mganismos

En este contextopk antimicrobianosle accion sobréa membranabacteriana representan

una alternativa prometedora en la lucha contra la resistergiantibiéticos La resistencia
generalizada se ha convertido en un problema de salud glét¥&f’ Se han encontrado
patdgenos resistentes contra cada clase de antibiéticos, incluyendo vancomicina y farmacos
recientemente aprobados como linezolid y daptomicina. Como resultado, el tratamiento de
infecciones causadas por patdgenos resistentes, dénterococcugesistente a vancomicina

(VRE) ytaphylococcus aureussistente a meticilina (MRSA), presenta desafios sustanciales.

258¢260

Los antimicrobianosle accién sobréa membrana?%' como los péptidos antimicrobianos
(AMP)262.263y |os peptidomiméticos sintético¥+42%5 podrianofrecer una solucién a este
problema, ya que estas moléculas actlan sobre la membrana bacteriana, que es
evolutivamente conservada yuelvedificil para las bacteriasl desarrollar resistencia. En
contraste, los antibiéticostradicionalmente utilizados interfieren con la biosintesis
bacteriana, centrandose en proteinas que son facilmente mutadas, lo que resulta en la
pérdida de reconocimiento dedsitio de acoplamiente por parte del antibiéticoy con esto

se vuelvenneficaces.

Varios estudios experimentales y de simulacion han demostrado que tanto las interacciones
hidrofobicas como electrostaticas son importantes en las interacciones de los AMP con la
membrana bacteriana2%268 Esto se debe a que la mayoria de los AMP son anfipaticos y
pueden insertar sus partes hidrofébicas en la region de la cola lipidica de la membrana
bacteriana, mientras que sus grupos catiénicos interactian con los grupos anionicos de la
cabeza. Para imitda estructura anfipatica de los AMP, basandose en diferentes andamios

hidrofobicos, se han informado varios peptidomiméticos sintéticos en la tltima década.
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Por ejemplo, utilizando un andamio de arilamida, Tyewolaboradoreshan disefiado una

serie de folddmeroantimicrobianos cationicos, como PMRO016 y PM>30063, para imitar

la interaccion de IMaganina con las membranas bacteriarf@Utilizando la porfirina como
andamio hidrofébico, Ooj colaboradoresafiadieron dos grupos catiénicos y desarrollaron
un nuevo antimicrobiano activo en la membrana; 728 con rapida eliminacion bacteriana y
excelente actividad antimicrobian&® Otros andamios hidrofébicos también se han utilizado
en el desarrollo de peptidomiméticos activos en la membrana, comd QI X't CSA13 272

y BPMTAS™

Utilizando un enfoque similar, se seleccioadasxantonas como andamaje hidrofobicq
debido a su alta afinidad por la membrai# El compuesto senodificé agregando grupos

anfifilicosde maneratal de obteneranalogos anfipatico§-igura5.19).

O OH

) UL g
SN~ o 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)

Figura5.19. Derivados anfifilicos de 1a,3,6-THX.

La eliminacion microbiana por antimicrobianos activos en la membrana es un proceso
complejo. Para patégenos Gram positivosmo MRSA, la ruptura de la membrana interna

suele ser el paso limitante de la velocid#d.

Desde un punto de vista estructural, la membrana interna bacteriana se puede descomponer
en tres fragmentos: dos regiones deupos anionicos de cabeza y una region hidrofobica, y
esta descomposicién proporciona la base para el desarrollo de una estrategia basada en

fragmentos?’4 (Figuras.20).
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Figura5.20. Posibles conformaciones de la molécula anfifilica de xantona en la membrana modelo
bacterial y esquema de sigecciones con sus respectivas zonas de interaccion.

En base a informacién y experiencias del grupo de Jianguo Li y colabordffesesstablece

la hipétesis deque unamolécula que perturba los tres fragmentos de la membrana interna

bacteriana tendra una alta actividad de membrana. Comostlpropusoun modelo de

farmacoforo tipo bola que consiste en dos brazos catidénicos y un andamio hidrofébico, que

interactian complementariamente con los dos fragmentos de grupos aniénicos de cabeza y

el fragmento de cola lipidica, respectivamente.

El andamio hidrofobico proporciona afinidad por las colas lipidicas de la membrana
bacteriana, mientras que los dos grupos cationicos interactian preferentemente con las dos
regiones de grupos aniénicos de cabeza de la membrana bacteriana. Se puede delducir
modelo que, tras la adsorcion inicial en la superficie de la hoja externa bacteriana, la molécula
adoptaria una conformacion en forma de U, con ambos grupos cationicos interactuando con

los grupos de cabeza de la hoja externa y el andamio hidrofdidcestado en la regién de

cola lipidica.
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5.2.2 Materiales

1-palmitoil-2-oleoil-snfosfatidilglicerol anionico (POPG) 1-palmitoil-2-oleail-sn
glicero-3-fodoetanolamira (POPEfueron adjuiridos deAvanti Polar Lipids Inc. (Alabaster,
AL).Las xantonas sintetizadasgracterizadas y purificadas fuerderivados de la,B,6-THX,
la cual se obtuvo mediante la metodologia de Eaton, explicada en mayor detalle en el

apartado5.1.2

Una vez obtenida la xantona 131X se procedid con una eterificacion dirigida a los
hidroxilosen posicion 3y 6, y se continué con una purificacion por columna cromatografica.
Finalmente, se llevé a cabo la aminacién sobli@leércomo se expresa en el esque(figura
5.21), y se obtuvo el compuesto final aislado mediante purificacion 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 O OH
A el 1 g el S
~N ~0 (@) o " N_- N ~""0 O o " N
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)

Figura5.21. Obtencién delerivados anfifilicos de xantona.
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Los liposomas dBOPEPOPGueron preparado®n relacion 3:1La cantidad de efectaue

se calcula para incluir en las vesiculas preformadas corresponde a una fraccion molar de 0.1.
La masade POPE y POPG pesa#adisolvd en cloroformq que luegofue removid por
evaporacion en flujo de nitrégeno de forma tal de obtener un film lipidico delcsolvente
remanente seelimindmediante alto vacio, 2 horasli@gionales en uihermoScientific Speed

Vac SPD11VEIl film lipidico seco se hidraté cahmL de agua miliQ &0 °Cy fue
homogeneizado mediante ciclos de vortela vez las vésulas & encontraron propiamente
hidratadas, se incorporé solucion del derivado de xantona 3,6DEAB1HX en DMSO de forma
tal de obtener una fraccion molar de xantona de 0.1, suponiendo incorporacion ktatal.
poblacién polidispersa deILVscon xantona tendria una concentracion final aproximada de

3.5 mM para cada experimento de potencial zeta.

5.2.3 Métodos

Las caracteristicas de carga superfipata los sistemas POPEOPG y POFEOPGEXA
se estudiaron mediantpotencial zeta como funcion de la temperatura endetasizer Nano
ZS90 (Malvern Instruments Ltd., UK).as determinaciones se llevaron a cabo por
calentamientoprogresivo de las muestras, permitiendo que alcancen el equilibrio en cada
una de las temperaturas medidas, caZfdCcon periodos de estabilizacién de 5 minutos (a
+10! K de temperatura constante de acuerdo al método de Peltier). Cada seranélizada
por triplicado.La metodologia utilizada para las medidas es la misma que la que se puede ver

en el apartadd.1.3

5.2.4 Discusion

Los resultados obtenidos al momento estan orientados al andlisis del potencial zeta
de la membrana microbiana al interaccionar ebderivado de xantonanfifilicadenominado
3,6DEAB1HJES un sistema que aun esta en estudio, en relacion a las diferentes proporciones

de xantonaagregada y a la influencia del medio fisiolégico en la interacciémetbrana.

La principal diferencia entre las caracteristicas fisicoquimicas de la membrana bacteriana y la
membrana de mamiferos radica en sus gruposalgeza, siendo los primeros anionicos y los

altimos zwitteridnicos. Los fragmentos catidnicos del modelo de farmacéforo pueden
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interactuar selectivamente con los grupos de cabeza anionicos a través de interacciones

electrostéticas y, por lo tanto, pueden ser cruciales tanto para la actividad antimicrobiana

como para la selectividad.

Se comenz6 entonces analizando la superficie de la membrana en relacion a la carga

superficial mediante potencial zeta.

Dado que el DMSO es el solvente vehiculo utilizado en el agregado de xantona a la membrana
POPEPOPG, se obtuvieron, en principio, medidas de potencial zeta para la mezcla lipidica con
y sin DMSO agregado. Los resultados se muestranrFéguea5.22.

40 -

POPE-POPG 3:1 DMSO
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Figura5.22. Potencial zeta de los sistemas POGPEPG 3:1 con y sin agregado del vehiculo DMSO

Se observa el DMSO afecta el potencial de membramaplohaciéndolo menos negativo,

sino que también desplaza levemente la temperatura de transicion de la vesicula lipidica,
disminuyéndola aproximadamente de 20°C a 19°C. Ademas, la transicion se vuelve mas
evidente en presencia de DMSO. Esto demuestra que s&epoga de DMSO no es inerte a la
membrana y que su influencia deberia tenerse en cuenta al momento del analisis de resultado

en presencia de xantonas.
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En cuanto a las interacciones DMB8®mbrana, muchos articulos de investigacion recientes

275.27%han indicado que la unién y permeacién de moléculas anfifilicas pequefias, como DMSO,
a través de la membrana lipidica conducen a la alteracion de la estructura de la membrana y

sus propiedades fisicas.

El DMSO es un solvente aprético que tiene la capacidad de inducir la fusion y diferenciacion
celular, ademas de mejorar la permeabilidad de las membranas lipidicas. Mediante
simulaciones moleculares, ba demostrad@’®que el DMSO puede inducir poros de agua en
bicapas de giialmitoil 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 lafusion 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
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Figura5.23. Comportamiento de la rembrana de PORBOPG en presencia del efector.
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La Figura5.23 muestra que, en presencia deerivado anfifilico de xantonal 10%, la

membrana modifica su potencial hacia potenciales menores, que seria el comienzo de lo
esperable en cuanto a la afectacion superficial. Evidencia también que la proporcién de
efector agrega@ aun no es suficiente como para que la membranavea 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 investigacion es prematuro obtener una conclusién, pero los

estudios estan encaminados a obtener resultados relevantes.

Estan siendo estudiadas las propiedades mecéanicas de la membrana en interaccién
con 3,6DEAB1HX, especificamente en lo que se refiere a volumen aparente, compresibilidad
adiabatica y elasticidad, a través del modulo volumétride. igual forma, otro de los
derivados de xantona mencionados en el apartada2serd probado a fines comparativos
en el mismo contexto.En presencia de la xantona, la interfaz hidrofékagoa se
desestabilizaria e iria acompafiada de un cambio drastico en las propiedades elasticas de la

membrana bacterian&’’

Esta previsto analisis por TEM y finalmente ensayos in vivo. Dado que es dificil
investigar las conformacionesransmembrana mediante experimentos biofisicos, las
simulaciones de dinamica molecular proporcionan una herramienta ideal para explorar tales

caracteristicas, opcion a implementar proximamente.
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Capitulo 6: Derivados O-prenilados de xantona en liposomas
de DPPCy COL

6.1 Introduccion

En los capitulos previose hanexplorado 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 contextde sistemas liposomales, nos desafia a adoptar perspectivas

novedosas.

Los liposomas, nanoparticulagas en lipidos, desempefian un papel fundamental en la
ingenieria de sistemas de liberacién de farmacti8.Su versatilidad para encapsular
medicamentos hidrofilicos e hidrofébicos, asi como su biodegradabilidad y capacidad de
adaptarse a diferentes tamafos, los convierten en candidatos ideales para aplicaciones
terapéuticas. Sin embargo, la inestabilidad &igicimica, especialmente en términos de

integridad estructural y rigidez de la membrana, puede comprometer su utifdae°

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 incorporacion de colesterchembitapas
lipidicas aumenta la cohesién de la membrana al conferir rigi#féZ2 En la investigacion de
la estabilidad liposomal, la evaluacion de la integridad esta estrechamente relacionada con

su elasticidad y, por lo tanto, con las propiedades mecénicas de los liposomas.

La elasticidad de un liposonmes decirsu capacidad para recuperar su forma original después
de deformarse, es crucial para el éxito en la entrega de medicameiitdsa 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 #mmoEste interés se impulsa
por las notables habilidades demostradas por ciertas entidades lsakgiomo los glébulos
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 y
densidades de empaquetamiento en diferentes regiones. Estas heterogeneidades provienen
de la naturaleza dindmica 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 organizacion de los lipidos dentro de la membrana. En sistemas
complejos como las bicapas lipidicas, donde ninguna regién Unica es reprased&ttodo,

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
mecanicas de los liposomas, una comprension integral de estgsedades requiere la

investigacion de la deformacién de la membrana en diversas direcciShes.

Dada esta complejidad, evaluar propiedades mecanicas 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 opcionea para
determinar la rigidez liposomaDeterminar este médulo 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 observaziditaenente
significativa durante el proceso de tecnologia farmacéutica al que se somete el sistema

liposomal.

Tradicionalmente, la evaluacién di& integridad de un transportador como factor
fundamental para su estabilida# realizanediantetécnicas com@otencial zetagispersion
dinAmica de luz y calorimetria diferencial de barriéim. el desarrollo de este trabajoe s
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 eeraievaluacion de

los cambios en las propiedades fisicas de toda la bié&78’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 DPRColesterol. El bioefector es el @metilbut-2-en-1-il)oxi}9H-xantenc
9-ona (3PX), un derivado de xanto@gprenilado(Figurab.1).

O

OO/\)\

Figura6.1. Derivado Oprenilado,3PX

La razén de esta&leccion radica en la experiencia de nuestro grupo con este tipo de
bioefector. En un trabajo experimental y computacional anterior de este grtfgé® se
describid la interaccion de las xantonas con regiones especificas de bicapas de fosfatidilcolina.
Esos estudios revelaron una influencia sustancial de estas xantonas en las propiedades
mecanicas y termodindmicas de dichas membranas, sugiriendo que efgotos podrian

atribuirse a la estructura plana de la xantopfa.

Las xantonas constituyen una farmacoéforo bien conocido compuesto por un armazon de
dibenzo! -pirona, que esta presente en productos naturales y puede sintetizarse
organicamente. A esta familia de compuestos se le atribuye un amplio rango de potenciales
terapéuticos,?'%222 principalmente atribuidos a las numerosas posibilidades de sustitucion
Sy t2a lyAatfz2a oSyOSyA@iaa. ljdzS Ftl yljdsSHy Sf
Como ya se ha comentado, para los derivados de xantona prenigdba informado un
efecto antitumoral como resultado de su impacto en la reduccion de la fibronectina
pericelular. 267 Se han observado efectos inhibitorios de enzimas, como los de la
esfingomielinasa acid#®2®°y las topoisomerasa®® con sefializacion relacionada con la
apoptosis. Al igual que muchos compuestos fendlicos, las xantonas son conocidas por sus
propiedades antioxidantes, que han conferido propiedades hepatoprotect@Pasy

antiinflamatorias?®? a esta familia de compuestos. También se les atribuyen propiedades
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antidiabéticas?®RSo6 A R2 | &ddz OF LI OARLF R LI NI YAAIKIAZIA N& fhl
glucosidasa. Su efecto antimicrobiano de amplio espectro se puede atribuir a sustituciones
en los anillos del nucleo de xantona, lo que les permite actuar como agentes antiéaaseri

2% antiflngicos?®®y antimalaricos?°6

Debido a su baja solubilidad en medios acuosos, las xantonas enfrentan limitaciones en
aplicaciones farmaceéuticas. Para abordar este desafio planteado por moléculas pequefas
altamente hidrofébicas como las xantonas, exploramos el potencial de los liposomas
transportadores.El analisisque se llevo a cabee centra en comprender cOGmo un grupo
seleccionado de xantonas, xantor@gpreniladas, interactia con un tipo de fosfatidilcolina

en presencia de colesterol, dado su efecto estabilizador conocido ¢ipagoma.?78294300

Esta investigacion examina las alteraciones en las propiedades fisicoquimicas de la bicapa
liposomal inducidas por los efectores de xantdmashallazgogle esta investigacioafrecen
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 evaluacion de su impacto en membranas
modelo, llegamos ahora a la vanguardia de la investigacion con una herramienta Unica: el
modulo de elasticidad volumétrica. Este capitulo busziescubrir una técnica desde una
perspectiva diferente, asi comexplorar nuevas dimensiones en la investigacion de la

estabilidad liposomal.
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6.2 Materiales

La 1,3dihidroxt9H-xanten9-ona (,3-DHX y el 1,3,6trihidroxi-9H-xanten9-ona
(1,3,6 THX se sintetizaron mediante el protocolo de Grover, Shah y Sh8k.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 progeekoreaccion se monitorizGediante
TLCLa mezcla de reaccion se vertié luego sobre hielo triturado y se agité durante 2 horas.
Posteriormente, se recogio el solido y se lavé con una solucién acuosa saturada de WaHCO
agua antes de secarlo con 488 anhidro. Las xantonas hidroxiladas se utilizaron en

reacciones posteriores sin purificacion adicional.

La 3hidroxi9H-xanten9-ona (3HX) sesintetiz6 mediante una técnica en dos pasos

informadapor Chery colaboradores!’#

Se preparo ((Zlorofenil)(2,4dihidroxifenil)metanona mediante la adicion de cloruro de zinc
anhidro (545,2 mg, 4 mmol) a una mezcla de aciatobenzoico (156,6 mg, 1 mmol) y
resorcinol (165,7 mg, 1,5 mmol) y luego se agitdé a 150°C durante 3 horamzch de
reaccién se verti6 sobre una solucibn acuosa saturada de Nalftf@GOy se agit6d
vigorosamente. Después de 2 horas, se lavo el soélido con agua destilada y se dejé secar
durante la noche. La ciclizacion de lagl@ofenil)(2,4dihidroxifenil)metanona para obtener
3-hidroxi9H-xanten9-ona se llevo a cabo en DMSO con NaOH (2 equivalentes) como base,
agitando y afiadiendo porciones durante las primeras 3 horas a 80°C. Después de un total de
4 horas de agitacion, con la ultima hora a 120°C, la mezcla de reaccion se vertio slabre hi
triturado acidificado con $6Q y se fitro el sélido, se lavé con agua hasta alcanzar un pH

neutro y luego se recristalizé a partir AeOEt

Las hidroxantonas (1 mmol)preparadas segun el esquema mostrado eifrigura6.2, se
KAOASNRY NBIFIOOA2YI NI O2y ONRYdz2ZNE RS LINBYyAf 2

reportado por Qiry colaboradorepara una eterificacion de Williamson dirigid&t
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0,

1,3-dihidroxi-9H -xanten-9-ona
(1,3-DHX)

OH

chlz, POC13

R OH HO oH 65 °C,4-8horas e) OH
HO ) OH

1,3,6-trihidroxi-9H-xanten-9-ona
(1,3,6-THX)

OH Cl O

0
1) ZnCl,
@f%” ‘ o X
ol HO 150 °C, 3 h HO OH
Cl O

0
2) NaOH, DMSO
80°C,3h-120°C, 1 h o OH

HO OH

3-hidroxi-9H -xanten-9-ona
(3-HX)

Figura6.2. Sintesis de hidroxixantonas

Las xantonas O-preniladas se obtuvieron de acuerdo ssquematiza en la figura, a
temperatura ambiente en acetona seca, en presencia Mi&¥(172,7 mg, 1,25 mmol) y Ki

(10 mg) durante 8 a 24 horas. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia en
columna, eluyendo corEPACOELt(15:1). Se obtuvieron -g3-metilbut-2-en-1-il)oxi}9H-
xanten9-ona (3PX), -hidroxi3-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi}9H-xanten9-ona (1H3PX) y-1
hidroxi3,6-bis((3metilbut-2-en-1-il)oxi}9H-xanten9-ona (1H3,6DPX) con rendimientos del

73 al 87%, como se muestra erFigurab.3.
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1H3,6DPX
Condiciones de reaccién: ’

Bromuro de prenilo, K,CO4

Acetona, Kl, temp. amb., 8-24 h
=H, OH

R2=H, OH

R3 = Prenilo

Figura6.3. O-prenilacion de hidroxixantonas

Se prepararon liposomas de DPRAs con unxisde 0.3, donde Xses la fraccion molar de
xantonas en las mezclas de liposomas, utilizando la técnica descrita en un trabajo attterior.

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 DP8QLcon una fraccion molar de colesterol de 0.3,
utilizando la misma técnica se continué 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 magrefrcia en la
literatura, asegura la estabilidad liposomal y promueve condiciones 6ptimas para la liberaciéon

del farmaco30%304

Se prepararon liposomas de DPBQL-3PX con ungé.de 0.3 en relacion al DPPC y upaxX
de 0.3 en relacion a la mezcla de lipidbas peliculas de DPBEX y DPRQOL-3PX se
disolvieron tanto en agua miQ) (pH 5.5)omo enbuffer HEPES (10 mM, pH 7.4).
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6.3 Métodos

[ A RSYAARIFRSa 0 0 &u)sktdelermd8dn RildultidRéeaRedi@ R S €
utilizando un instrumento comercial de densidad y velocidad del sofdeéosimetro y
analizador de velocidad del sonido AriBaar 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 sonidfu], los volimenes parciales especificos aparedtgsla compresibilidad
adiabatica especificad. # se calcularon de acuerdo con el trabajo de Rylar

colaboradoreg10

La compresibilidad adiabatica especifica del lipido se calcula mediante los incrementos de
concentracion de velocidad del sonido, volumen parcial especifico aparente y compresibilidad

adiabatica del solventg o) mediante3°>.

fy [

Finalmente, el mddulo deompresibilidad volumétrico se obtiene al calcular la inversa de la

compresibilidad adiabética aparente del lipido:

El método de potencial zeta permite la determinacién de las caracteristicasamdg
superficial y fluidez, tal como se describe en trabajos previos del gféfdel potencial Zeta

6y 0 @& fI O2yRdzOGAGARI R RS DPREGLY DPPERIXASYe & RS
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 mediciGees
registré un punto cada 2°C con un periodo de estabilizaciéon de 5 minutos a una temperatura
constante antes de realizar la medicidi.tamafo de partula 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 encapsulamiefiiE) se llevdo a cabo la preparaci@
hidratacion de los liposomas, seguido de una centrifugacion vy liofilizacion del sobrenadante
sobre el que se determind la concentracion de xantona no incorporada de acuerdo a la
metodologia descripta pddzoyemy colaboradores®. Se utilizé una centrifuga Sigma 2K15

a 8000 rpm por 60 minutos a 5°C, un liofilizador RifietB4 y un espectrofotometro UVis

Cary 60 a300nm,conun 5 LJG A Y2 RS (S NI Asgahdr Barritlo piéwiel206Sa RS
600 nm).

Los valores de concentracion fueron extraidos de la curva de calibrado obtenida a partir de
soluciones de concentracion creciente del compuesto de interés, al determinarse la
absorbancia de la muestra retomada en el mismo solvente, considerando que idadant

encapsulada y la fraccion libre suman el total utilizado de dopante, de acuerdo con la

ecuacion:

Eficacia de encapsulacion (%)=

Laintegridad y potencial pérdida del compuesta el ifempo se estudié preparando siete
muestras de acuerdo al mismo protocolo, los tiempos de incubacién fueron
consecutivamente de 1 a 7 dias, y cada muestra fue centrifugada y su sobrenadante,
liofilizado. El sélido remanente fue retomado en cloroformo y lgsvaron a cabo las

mediciones de acuerdo al protocalpie sedetallé anteriormente.

Las medidas decalorimetria se realaon 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 25y
50 °C, a una velocidad de calentanto de 0.5°C por minutd.a disrupcion de la integridad

de los liposomas se evalué tras incubar a 3las@ispersiones de MLV, y se analizaron a lo
largo de un periodo dé dias.Los datos reportados son el promedio de tres lotes diferentes

de cada mudsa.
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