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RESUMEN
Se sintetizaron 9 derivados de lawsona mediante sintesis a temperatura ambiente, sintesis
asistida por microondas y sintesis asistida por ultrasonido utilizando la punta ultrasonica y el
bafo ultrasonico; obteniendo asi mejores rendimientos en la sintesis a temperatura ambiente

los cuales van del 37% al 94%, mientras que en las otras técnicas los rendimientos fueron del

0 al 95%.

La sintesis asistida por microondas present6 productos en polvo mas finos y aterciopelados,
pero con mayores impurezas y menores rendimientos que fueron desde un 0% hasta 89%

para la 2,4-FNQ y 3,4-FNQ respectivamente.

La sintesis asistida por punta ultrasonica requirié de menos tiempos de reaccion siendo de 2
minutos en promedio, pero los productos se obtuvieron con mayor cantidad de impurezas en
comparacion con la temperatura ambiente y el bafio ultrasonico. Los rendimientos fueron del

0% al 91% para 2,4-FNQ y 3-FNQ respectivamente.

Los rendimientos para la sintesis asistida por bafio ultrasénico fueron de 0% a 95% para 2,4-
FNQ y ANQ respectivamente y se obtuvieron con menor cantidad de impurezas en

comparacion con la sintesis asistida por punta ultrasonica y por microondas.

La sintesis a temperatura ambiente fue la que mas tiempos de reaccion requirid ya que estos
fueron de un promedio de 29 horas de reaccion, pero los productos fueron con menos
impurezas en comparacion con las otras sintesis y los rendimientos fueron de 37% hasta 94%

para 2,4-FNQ y 2-FNQ respectivamente.

Finalmente, los estudios bioldgicos indican que los compuestos ANQ, 2-FNQ, 3-FNQ y 4-
FNQ muestran una proliferacion celular en la linea celular HPrEC y a su vez una disminucion
celular en la linea celular PC3. Los compuestos sintetizados muestran la ventaja de no
destruir las células HPrEC hasta una concentracion de 50 pM. A diferencia del farmaco

Paclisan que genera una destruccion en ambas lineas celulares a partir de 12.5 uM.

Palabras clave: naftoquinona, lawsona, cancer, Paclisan



ABSTRACT
9 lawone derivatives were synthesized by room temperature synthesis, microwave assisted
synthesis, and ultrasonic assisted synthesis using the ultrasonic tip and ultrasonic bath; thus
obtaining better yields in the synthesis at room temperature which range from 37% to 94%,

while in the other techniques the yields were from 0 to 95%.

Microwave-assisted synthesis presented finer and velvety powdered products, but with
higher impurities and lower yields that ranged from 0% to 89% for 2,4-FNQ and 3,4-FNQ

respectively.

The synthesis assisted by ultrasonic tip required less reaction times, being 2 minutes on
average, but the products were obtained with a higher amount of impurities compared to
room temperature and the ultrasonic bath. Yields were 0% to 91% for 2,4-FNQ and 3-FNQ

respectively.

The yields for the synthesis assisted by ultrasonic bath were from 0% to 95% for 2,4-FNQ
and ANQ respectively and were obtained with fewer impurities in comparison with the

synthesis assisted by ultrasonic tip and by microwaves.

The synthesis at room temperature was the one that required the most reaction times since
these were an average of 29 hours of reaction, but the products were with fewer impurities
compared to the other syntheses and the yields were from 37% to 94% for 2,4-FNQ and 2-
FNQ respectively.

Finally, biological studies indicate that the ANQ, 2-FNQ, 3-FNQ and 4-FNQ compounds
show cell proliferation in the HPrEC cell line and in turn a cell decrease in the PC3 cell line.
The synthesized compounds show the advantage of not killing HPrEC cells up to a
concentration of 50 uM. A difference from the drug Paclisan that generates destruction in

both cell lines from 12.5 uM.

Key words: lawsone, naphthoquinone, cancer, Paclisan
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1. INTRODUCCION
Las naftoquinonas son productos y pigmentos naturales que tienen como caracteristica
estructural poseer dos grupos carbonilo en el anillo del naftaleno, donde deriva su nombre
comun. La distribucion de las naftoquinonas es amplia, ya que se han aislado de plantas,
hongos, bacterias e inclusive de animales. Las naftoquinonas son pigmentos naturales que se
encuentran en la naturaleza y que ademas tienen importantes actividades bioldgicas como
antibacteriana, antifiingica, antiviral, antimaldrica, insecticida entre otras (Lopez-Lopez et
al., 2017; Intermolecular & Oxidativa, 2016) ademas de ser compuestos altamente reactivos
debido a sus propiedades de oxido-reduccion y acido-base que permiten interactuar con
objetivos biologicos formando enlaces covalentes, enlaces de hidrégeno y como agentes de

transferencia de electrones (Leyva et al., 2017)

Un importante derivado de éstas, es la lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), pigmento que
se extrae de los tallos y las hojas secas de la henna, Lawsonia inermis L., Lythraceae, €l cual
se utiliza en cosméticos como tinte y es procedente de Oriente Medio, la India y norte de
Africa (Lopez et al., 2017). El uso de este pigmento data de miles de afios y sigue siendo
popular en los paises islamicos desde Marruecos hasta India, motivado por sus rituales
tradicionales y religiosos. En la antigiiedad, la henna era usada para tefiir la cola de los
caballos y como tinte color rojizo de tejidos de lana y de seda. Las personas aun lo aplican
en el pelo, en las palmas de las manos, en la planta de los pies y en las ufias, figura 1, en el

occidente suele ser usado para tatuajes semipermanentes (Alvarez J. et al., 2012).

Figura 1. Tatuaje de henna.



Leffler y Hathaway fueron los primeros en reportar la sintesis del compuesto 3-(aminometil)-
2-hidroxi-1,4-naftoquinona por reaccion de condensacion de la lawsona, un aldehido no

enolizable y una amina primaria o secundaria (Garcia et al., 2015), esquema 1.

@) O H /©
NH
OH 2 O HN
' O‘ O
5 EtOH EtOH OH

agitacién 24hrs. @)
Lawsona Anilina Aldehido Base de Mannich de Lawsona

+

Esquema 1. Base de Mannich de Lawsona.

Se ha reportado que derivados de la 1,4-naftoquinona poseen actividades anticancerigenas (
Loépez-Lopez et al., 2017), por lo cual la sintesis de Mannich también se ha explorado en la
quimica medicinal ya que provee productos con un nuevo enlace carbono-carbono y una
unién B-amino a la 1,4-naftoquinona, lo cual le confiere una mayor actividad bioldgica como

se ha reportado para los derivados aminados que sustituyen al anillo.

El cancer ocurre cuando hay un crecimiento incontrolado en las células de cualquier parte
del cuerpo humano, éstas pueden convertirse en cancerosas y expandirse a diversas partes
superando asi a las células sanas lo que ocasiona que al cuerpo se le dificulte funcionar

adecuadamente.

Existen 2 categorias principales de cancer, el tipo hematoldgicos donde se afecta los globulos
sanguineos como es el caso de la leucemia, el linfoma y el mieloma multiple; y de tumor
solido donde se puede desarrollar en cualquier 6rgano, tejido o parte del cuerpo; los mas

comunes son el de seno, prostata, pulmon y el colorrectal.

Las células cancerosas se desarrollan a raiz de multiples cambios en la genética. El estilo de
vida y los genes que heredamos de nuestros padres, asi como la exposicion a ciertos
compuestos cancerigenos en el entorno, contribuyen a la aparicion y crecimiento anomalo de

estas cé€lulas. (Unidos, 2020.)

En México el cancer ocupa la tercera posicion en causa de muerte con un 12%, siendo los

principales el de pulmon (7.6%), mama (5.4%), cervicouterino (4.7%), colorectal (4.6%),



prostata (6.3%), pancreas (4.1%), leucemia (4.2%), estomago (6.2%), higado (6.0%) y otros
(28.8%) (INEGI, 2018).

En el caso del cancer de prostata algunas opciones de tratamiento incluyen: la

hormonoterapia, quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia.

Como se puede observar, el cancer de prostata es una afeccion que incrementa los casos y
muertes afio con afo, por lo cual; la necesidad de encontrar nuevas metodologias que nos
ayuden a combatir dicha enfermedad posee gran relevancia. Por ello; la sintesis de derivados
de una molécula que tiene propiedades anticancerigenas es de suma importancia, como lo

son los derivados de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona.

Normalmente las reacciones organicas se llevan a cabo utilizando la transferencia de calor
mediante bafios de aceite o de arena, los cuales presentan la desventaja de que pueden llevarse
a cabo en un tiempo muy prolongado y/o puede ocurrir un sobrecalentamiento en el cual se

puede descomponer nuestro producto de interés.

Por otra parte, esta la sintesis mediante microondas y mediante ultrasonido; las cuales ayudan
a reducir el tiempo de reacciéon pasando de horas a minutos, ademas incrementa los
rendimientos del producto deseado, esto se puede lograr gracias a que permite el control de
las condiciones especificas de la reaccion como la temperatura, presion y tiempo.

(Leadbeater et al., 2003)



2. MARCO TEORICO

2.1 Reaccion de Mannich

Carl Mannich establecio a principios del siglo XIX el alcance sintético de una
aminometilacion de compuestos carbonilicos con formaldehido y una amina secundaria. Hoy
en dia se ha convertido en una de las herramientas sintéticas mas versatiles para la
construccion de compuestos nitrogenados y enlaces C-C. Ademads de ser una reaccion con

una economia atémica alta.

El esquema representa de manera general la reaccion de Mannich en su variante mas eficaz
desde el punto de vista de la economia de atomos; ésta implica la reaccidon entre un compuesto
donador (carbonilo), una amina secundaria y un aceptor (aldehido) para dar el

correspondiente derivado 3-aminocarbonilico.

El mecanismo de la reaccion estd basado en la adicion nucledfila del tautdémero endlico del
compuesto carbonilico dador y la sal de iminio resultante de la combinacion del aldehido
aceptor con la amina secundaria. Ambas especies, nucledfilo y electréfilo, se encuentran en
concentraciones muy bajas en el equilibrio por lo que, en ausencia de un catalizador la
reaccion requiere tipicamente condiciones enérgicas y tiempos prolongados. (Carlos & Gonz,

2010)

Producto de Mannich

Esquema 2. Representacion general de la reaccion de Mannich



2.2 Sintesis asistida por microondas
La sintesis asistida por microondas ha tenido gran relevancia en la sintesis de nuevos

compuestos ya que acelera las reacciones quimicas, debido a efectos térmicos.

Las microondas se pueden definir como ondas electromagnéticas, las cuales tienen un rango
de longitud de onda comprendido entre 1 y 0.001m (una frecuencia desde 300MHz hasta
300GHz) (Cisneros et al., 2021.)

A diferencia del calentamiento convencional, la radiacion de microondas se basa en la
capacidad de una sustancia para absorber las microondas y convertirlas en calor, de esta
manera, la sustancia se calienta desde el interior minimizando asi, la probabilidad de
descomposicion de productos, solventes y reactivos, debido a que el calor es uniforme. A
este fendmeno se le conoce como calentamiento dieléctrico el cual atraviesa las paredes del

reactor quimico y calienta solamente los reactivos y el solvente,

La radiaciéon de microondas tiene la propiedad de transferir energia directamente a los
reactantes, provocando el supercalentamiento instantineo que promueve las
transformaciones quimicas en menor tiempo comparado al observado en las metodologias

que involucran transferencia de calor. (Hernandez et al., 2011.)

2.3 Sintesis asistida por ultrasonido
La sonoquimica es la rama cientifica que estudia la capacidad de la energia transportada por
las ondas sonoras para provocar y acelerar las reacciones quimicas generando asi, la aparicion
de pequefias burbujas en el interior, las cuales producen un aumento en la presion y en la
temperatura la cual puede alcanzar miles de grados Celsius, lo cual genera un gran cambio

en la estructura quimica del compuesto de interés (Conesa, 1980).

La sintesis por ultrasonido es una técnica rapida, limpia y amigable con el medio ambiente
(Rojas et al., 2019). La irradicacion con ultrasonido se ha aplicado a la quimica medicinal y
la sintesis de nuevas moléculas desde que se ha reportado que los tiempos de reaccion se ven
disminuidos drasticamente de dias, horas hasta minutos. Ademas, la radiacion de ultrasonido
ofrece un menor costo, rendimientos elevados, mayor pureza, lo que engloba un trabajo
simple comparado con los métodos convencionales con bajos rendimientos, largos tiempos

de reaccion, pureza disminuida (Mohammadi & Zohreh, 2019).



2.4 Lineas celulares cancer de prostata
La linea celular PC-3 es una linea celular epitelial iniciada a partir de una metastasis osea
humana de un adenocarcinoma prostatico de grado IV. Estas células producen una cantidad
baja de fosfatasa acida y presentan actividad testosterona-5-a-reductasa. Las células PC3 no
responden a andrégenos, glucocorticoides, ni a los factores de crecimiento epidérmico (EGF)

o fibroblastico (FGF) (Saez et al., 2005)

La linea celular HPrEC, se trata de una linea primaria de células epiteliales de prostata
humanas, las cuales fueron aisladas de un donador de préstata, y son usadas en control para

estudios de cancer de prostata (https://www.atcc.org/products/pcs-440-010).




3. ANTECEDENTES
Previas investigaciones utilizando naftoquinonas para la inhibicion de células cancerigenas
han sido publicadas, demostrando asi, las ventajas de realizar modificaciones a la molécula

principal. Ejemplos de ello son:

El anillo de la 1,4-naftoquinona ha sido investigado por diversos grupos debido a que
muestran actividades farmacolodgicas entre ellas la antibacteriana, antiviral, antiparasitaria y
anticancerigena. Algunos reportes recientes de moléculas con actividad anticancerigena son
los derivados 2-acetil-3-aminofenil-1,4-naftoquinona (1 y 2) , los cuales sintetizaron y
probaron frente a las lineas celulares DU-145 y MCF-7 de prostata y cancer de mama (Rios
et al., 2020). (Gholivand et al., 2022) prueban el derivado fosforamida (4) con buenos
resultados contra el cancer de mama. Otros derivados con resultado prometedores son los
presentados por Dogan et al., (2021) con estructura triazol, los cuales, ademas poseen
actividad antibacteriana (5-8). Mahalapbutr y colaboradores describieron tres series sintéticas
con estructuras 2-fenilamino-1,4-naftoquinona probadas contra el céncer de higado

(Mabhalapbutr et al., 2022). Ver Figura 2.
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Figura 2. Derivados de 1,4-naftoquinona con actividad anticancerigena.



4. JUSTIFICACION
El cancer representa un problema de salud a nivel mundial, aun con los avances tecnoldgicos
de diagndstico temprano y cirugias exitosas, la necesidad de encontrar nuevas moléculas con
propiedades anticancerigena que ofrezcan menos efectos adversos siempre es una necesidad
de primera linea y el cancer de prostata no es la excepcion. En el presente proyecto se plantea
la sintesis de nuevos derivados de la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona con estructura base de
Mannich a partir de anilinas fluoradas y benzaldehido, utilizando como fuentes alternativas
de activacion el ultrasonido y las microondas. Ademas, se realizara una evaluacion preliminar

de la actividad contra la linea celular PC3 de cancer de prostata.

5. HIPOTESIS
Los nuevos derivados sintetizados de bases de Mannich de naftoquinona mediante
tecnologias verdes de ultrasonido y microondas presentaran efecto sobre las lineas celulares

PC3 de cancer de prostata.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Sintetizar derivados nitrogenados de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona con estructura bases de
Mannich a partir de anilinas fluoradas y benzaldehido mediante ultrasonido y microondas.

Probar el efecto de los compuestos sintetizados contra las lineas celulares PC3 y HPrEC.

6.2 Objetivos especificos:
1) Sintetizar nueve bases de Mannich derivadas de la lawsona empleando la Sintesis
Asistida por Ultrasonido (SAU) y la Sintesis Asistida por Microondas (SAM)
2) Caracterizar los compuestos sintetizados mediante espectroscopia de infrarrojo, Uv-
Vis, Resonancia Magnética Nuclear de 'H y masas.
3) Realizar la prueba bioldgica de inhibicion contra las lineas celulares PC3 de cancer

de prostata y la linea de células epiteliales humanas de prostata HPrEC.



7. METODOLOGIA

7.1 Materiales y métodos

A menos que se indique lo contrario, el material de vidrio se seco previamente con ayuda de

la estufa a 40 °C durante 12 horas. Los reactivos se adquirieron de la casa comercial Sigma

Aldrich, y se utilizaron sin purificacion previa. En la tabla 1 se muestra la sustitucion de las

anilinas fluoradas empleadas.

Tabla 1. Anilinas utilizadas en la sintesis de derivados de lawsona

Estructura Nombre Estructura Nombre
NH, Anilina NH, 2,4-difluoroanilina
i i F
F
NH, 2-fluoroanilina NH, 2,5-difluoroanilina
F
NH, 3-fluoroanilina NH, 2,6-difluoroanilina
i F. i F
F
NH, 4-fluoroanilina NH, 2,3,4,5,6-
F F pentafluoroanilina
F F
F F
NH, 3,4-difluoroanilina
F
F
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7.2 Sintesis quimica

7.2.1 Sintesis a temperatura ambiente (STA)

En un matraz balén de 50 mL equipado con agitador magnético, se adicionaron 2.5 mmol,
de 2-hidroxinaftaleno-1,4-diona (lawsona) y 2.75 mmol de la anilina correspondiente
disolviéndolos en 7.5 mL de etanol (EtOH). La reaccion se llevo a cabo mediante temperatura
ambiente durante 10 minutos y agitacion constante. Posteriormente se afiadieron 3.0 mmol
de benzaldehido y se continu6 con la agitacion hasta completar 24 horas. El crudo de reaccion
se filtr6 a vacio con etanol frio para ayudar a la precipitacion del producto.

En el caso de la sintesis del derivado con 2,4-difluoroanilina la reaccion se dejo durante 48

horas.

7.2.2 Sintesis asistida por microondas (SAM)

La sintesis se realiz6 bajo las condiciones de 50 °C y 600 W durante 5 min en un equipo de
microonda CEM Mars 6. En un vial para microondas de cuarzo, se adicionaron 2.5 mmol, de
lawsona, 3.0 mmol de benzaldehido y 2.75 mmol de anilina disolviéndolos en 7.5 mL de
etanol. La reaccion se llevo a cabo durante 5 minutos y agitacion constante. El crudo de

reaccion se filtré a vacio con EtOH frio para ayudar a la precipitacion del producto.

En el caso del derivado con 4-fluoroanilina la reaccion se dejé durante 20 minutos y con
agitacion constante. En los derivados con 2,4-difluoroanilina; 2,5- difluoroanilina; 2,6-
difluoroanilina y 2,3,4,5,6-pentafluoroanilina la reaccion se dejo durante 15 minutos y

agitacion constante.

7.2.3 Sintesis asistida por ultrasonido (SAU)

e Punta ultrasonica
En un vaso de precipitados de 50 mL equipado con agitador magnético, se adicionaron 2.5
mmol de lawsona y 2.75 mmol de anilina correspondiente disolviéndolos en 7.5 mL de EtOH.
La reaccion se llevo a cabo durante 20 segundos. Posteriormente se afadieron 3.0 mmol de
benzaldehido; continuando la reaccion hasta cumplir 80 segundos. El crudo de reaccion fue

filtrado a vacio con EtOH frio para ayudar a la precipitacion del producto.
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En el caso del derivado con 2,4-difluoroanilina la reaccion se dejo durante 5 minutos.

e Bario ultrasonico

En un matraz balon de 50 mL se adicionaron 2.5 mmol, de lawsona y 2.75 mmol de anilina
correspondiente disolviéndolos en 7.5 mL de EtOH, la mezcla de reaccion se sumergid en un
bafio de ultrasonido (Branson modelo 1800) por 1 minuto. Posteriormente se afiadieron 3.0
mmol de benzaldehido, continuando la sonicacion hasta cumplir 5 minutos. El crudo de

reaccion se filtré a vacio con EtOH frio para ayudar a la precipitacion del producto.

En el caso del derivado con 2,4-difluoroanilina la reaccion se dejo durante 60 minutos. Se
repitio este ciclo 3 veces y se dejo enfriando 24 horas, posteriormente se volvid a poner la

reaccion durante 60 minutos se enfrié 30 minutos y finalmente se filtro.

7.3 Caracterizacion

7.3.1 Cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina se realizo en placas de gel de silice sobre soporte de aluminio
(0.25 mm), utilizando hexano y acetato de etilo como eluyentes en diferentes mezclas.

Utilizando 60/40 como mezcla 6ptima.

7.3.2 Punto de fusion
Para la determinacion de los puntos de fusién de los compuestos sélidos sintetizados, se

utilizé un aparato FISHER-JHONES. En el cual se coloc6 una pequefia cantidad de muestra
entre dos cubreobjetos, los cuales se colocaron en la placa de fusion. La muestra fue calentada
de manera gradual y monitoreada empleando un termdémetro con margen de 0-400 °C.
finalmente se registrd el rango de temperatura en el cual se observo un cambio de estado
solido a liquido.

7.3.3 Ultravioleta-visible
Se prepararon soluciones 3x10~° M en EtOH partiendo de 1 mg de muestra. Posteriormente

se midieron en celdas de cuarzo de paso Optico de 10 mm de grosor para su andlisis en un

12



espectrofotometro UV-2401 PC de la marca SHIMADZU, el experimento se realizd a
temperatura ambiente.

7.3.4 Espectroscopia de Infrarrojo
Para la caracterizacion de los derivados se utilizo un espectrofotometro FTIR NEXUS 470
de la marca THERMO-NICOLET, utilizando reflectancia total atenuada (ATR) de diamante

acoplado. Resolucion 4 cm™, 16 scans.

7.3.5 Resonancia Magnética Nuclear
Se utiliz6 el equipo Bruker Avance 400, operando a 500 MHz, las muestras se realizaron

utilizando DMSO-ds como solvente.

7.3.6 Espectrometria de masas
Los espectros se obtuvieron mediante el equipo AGILENT 6890-5975 GC-MS con inyector

automatico. La técnica de ionizacién empleada fue impacto electronico.

7.3.7 Estudio preliminar biologico

Se evaluara la citotoxicidad de los compuestos sintetizados en lineas celulares de prostata
sanas (HPrEC PCS-440-010™) y cancerosas (PC-3, CRL-1435). Las células seran cultivadas
en monocapa en medio RPMI 1640 y FI12K respectivamente, suplementadas con suero
bovino fetal al 10% y antibioticos al 1%, incubadas a 37 °C con atmoésfera controlada de CO»
al 5%, en cajas de cultivo celular. Si el crecimiento de las células es del 80% o mayor, seran
desprendidas con tripsina (0.05%) y contadas con azul de tripano para su posterior siembra

en placas de 96 pozos durante 24 h.

Los compuestos seran diluidos en DMSO puro y estéril a diferentes concentraciones,
realizando diluciones seriadas con medio suplementado. Se empleara Paclisan® (paclitaxel)
como control positivo de muerte con las mismas concentraciones mencionadas

anteriormente.

Para remover las células muertas y/o que no se adhirieron a la placa se realizaran lavados con

PMS, posteriormente se incubaran con 200 pL de las soluciones con las concentraciones
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correspondientes. Los sobrenadantes serdn retirados y colocados en una nueva placa de 96

pozos.

La viabilidad celular se evaluara por el ensayo MTS (CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega), donde las células metabolicamente activas
tienen la capacidad de reducir la sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio en presencia de metosulfato de fenazina (PMS), para generar un
compuesto de formazan soluble. Se empleardn como control positivo de la lisis celular el
Triton-1X y DMSO. La reduccion del MTS se analizaran en el lector de microplatos de
absorbancia SpectraMax ABS con una Amix de 490 nm. El experimento se realizard por

triplicado.

7.4 Caracterizacion espectroscopica

7.4.1 Infrarrojo

Las bandas de absorcion caracteristicas de la Lawsona se presentaron a 3166 cm-' debido al
estiramiento del enlace O-H, a 3058 cm-' se observa la vibraciéon correspondiente al
estiramiento C-H, alrededor de los 2000 cm-! se observa la vibracion correspondiente a los
sobretonos que provienen de los anillos aromaticos, a 1637 cm-! se encuentra el estiramiento
de C=0, a 1570 cm™! la vibracion correspondiente al enlace C=C del anillo aromético y en

990 cm! 1a del enlace C-O; el espectro correspondiente se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Espectro IR de la lawsona.

En la figura 4 se muestra el espectro IR del compuesto 2-FNQ, en donde se puede ver el
cambio en la vibracion correspondiente a la formacion de la imina en la cual se observa una
banda delgada y grande en 3342 cm™! correspondiente al estiramiento N-H, posteriormente
en 1657 cm’! se observa el estiramiento C=0, en 1517 cm! la vibracion correspondiente al
enlace C=C del anillo aromatico, en 1251 cm™! la vibracion C-N y en 1010 cm™! la del enlace

C-0O.

15



F
0
O HN
L0
80 le}
|_
o
R 604 3342 1010
N-H C-0
1517
1657 <
40 - =0 1251
C-N
20

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
ndmero de onda (cm™)

Figura 4. Espectro IR de 2-FNQ

En la tabla 6 se muestran las principales bandas de infrarrojo para los compuestos sintetizados

y su asignacion al grupo funcional y tipo de vibracion.

Tabla 2. Bandas de absorcion IR

Compuesto Bandas de absorcion en IR (cm™) Tipo de vibracion
ANQ 3315 wvibracion N-H, 1669 vibracion | Estiramiento, estiramiento,
C=0, 1536 vibracion C=C aromatico, | estiramiento, estiramiento,

1255 vibracion C-N, 979 vibraciéon C-O. | estiramiento.

Ver espectro en A-I

2-FNQ 3342 wvibracion N-H, 1657 vibracion | Estiramiento, estiramiento,
C=0, 1517 vibracion C=C aromatico, | estiramiento, estiramiento,
estiramiento
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1251 vibracion C-N, 1010 vibracion C-O.
Ver espectro en A-II

3-FNQ

3328 wvibracion N-H, 1663 vibracion
C=0, 1515 vibraciéon C=C aromatico,
1253 vibracion C-N, 1010 vibracion C-O.

Ver espectro en A-III

Estiramiento,
estiramiento,

estiramiento

estiramiento,

estiramiento,

4-FNQ

3325 wvibracion N-H, 1664 vibracion
C=0, 1506 vibracion C=C aromatico,
1227 vibracion C-N, 1009 vibracion C-O.
Ver espectro en A-IV

Estiramiento,
estiramiento,

estiramiento

estiramiento,

estiramiento,

3,4-FNQ

3353 wvibracion N-H, 1656 vibracion
C=0, 1530 vibracion C=C aromatico,
1255 vibracion C-N, 1046 vibracion C-O.

Ver espectro en A-V

Estiramiento,
estiramiento,

estiramiento

estiramiento,

estiramiento,

2,4-FNQ

3164 vibraciéon del enlace O-H, 3080

vibraciéon  correspondiente a  C-H,
alrededor de los 2000 se observa la
vibracion  correspondiente a  los
sobretonos que provienen de los anillos
aromaticos, a 1641 vibracion del C=0, a
1579 vibracion del enlace C=C del anillo
aromatico y en 990 vibracion del enlace

C-0. Ver espectro en A-VI

Estiramiento,
estiramiento,

estiramiento

estiramiento,

estiramiento,

2,5-FNQ

3356 wvibracion N-H, 1661 vibracion
C=0, 1524 vibracion C=C aromatico,
1254 vibracion C-N, 1013 vibracion C-O.

Ver espectro en A-VII

Estiramiento,
estiramiento,

estiramiento

estiramiento,

estiramiento,
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2,6-FNQ 3356 wvibracion N-H, 1670 vibracion | Estiramiento, estiramiento,
C=0, 1489 vibracion C=C aromatico, | estiramiento, estiramiento,
1277 vibracion C-N, 1017 vibracion C-O. | estiramiento

Ver espectro en A-VIII

P-FNQ 3328 wvibracion N-H, 1637 wvibracion | Estiramiento, estiramiento,
C=0, 1516 vibracion C=C aromatico, | estiramiento, estiramiento,
1263 vibracion C-N, 982 vibracion C-O. | estiramiento

Ver espectro en A-IX

7.4.2 UV-Vis

En la figura 8 se muestra el espectro UV-vis de ANQ en donde se puede observar las bandas
mas caracteristicas de la molécula las cuales son a longitudes de onda de 205.2 nm que
corresponde a una transicion electronica de n---> o* generada por el grupo funcional Ar-OH,
seguido de la transicion de n-—> 7* a una longitud de onda de 247.7 nm generada por la enona

y finalmente se observa la transicion electronica n-=> n* de la cetona a una longitud de onda

de 275.9 nm

205.2 /@
O HN
LG

0]

1.4

1.2

1.0 4 275.9

0
<
5 0.8+
0.6 +
0.4 1
0.2 T | T |
200 300 400

nm

Figura 5. Espectro UV-Vis de ANQ
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En la tabla 7 se muestran las principales transiciones electronicas para los compuestos

sintetizados.

Tabla 3. Transiciones electronicas de los compuestos sintetizados.

Compuesto nm Transicion electronica Grupo funcional
205.2 n--->o%, Ar-OH;
NGO
ANQ 247.7 [1---->1%; o ’
2759 n---> r* )J\
2-FNQ 208.3 n--->o%, Ar-OH;
NN
220 [1---->m%; o ’
278.1 n---> 1* )J\
3-FNQ 206.4 n--->o%, Ar-OH;
NP
2359 IM---->1%; o ;
275.2 n---> 1* )J\
4-FNQ 205 n--->o%, Ar-OH;
NP
220.9 [1---->m%; o ;
275.2 n---> 1* )J\
2,4-FNQ /WO _
217.8 [1---->%; o ;
279.4 n---> 1* )J\
2,5-FNQ 205.7 n--->c%*, Ar-OH;
O
278.9 n--> 1* PN

19




7.4.3 Resonancia Magnética Nuclear

En la figura 6 se muestra el espectro de RMN de ANQ en donde se puede observar las bandas
mas caracteristicas de la molécula, presentando asi lo siguiente: 'HNMR § 10.01(s, 1H), 7.93
(m, J =8.8,2.0 Hz, 2H), 7.80 - 7.70 ( m, 2H), 7.16 (t,J =2.88 Hz, 5H), 6.88 ( m, 5H),
3.45 (d, J=6.96 Hz, 1H), 2.49 (s, 1H).
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jﬁﬁ Lso
g 4%' x‘:‘u)ﬁ =
4 I [ - | 3 e
2

s R
2~ o T 9
] ] 5 B

]

789 Lis

T T T T T T T T T T T T T T
128 1.5 1o s 10 95 a.n 8.5 B0 r5 £.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 46 a5 340 2.5 240 1.5 1.0 0.5 a0

Figura 6. Espectro RMN de ANQ.

En la figura 7 se muestra el espectro de RMN de 2-FNQ en donde se puede observar las
bandas més caracteristicas de la molécula, presentando asi lo siguiente: 'HNMR , & 8.12-
8.01 (m, 2H), 7.70 (m, 2H), 7.54 (m, 1H), 7.28 ( m, 1H), 6.93 ( m, 2H), 6.82 (m, 2H), 6.69
(m, 1H), 6.19 (s, 1H), 5.32 (s, 1H).
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Figura 7. Espectro de RMN de 2-FNQ

En la tabla 8 se muestran las asignaciones de los desplazamientos de RMN, la integracion y

la multiplicidad de las sefiales.

Tabla 4. Recopilacion de senales de espectros de RMN

Compuesto

d (ppm)

Integracion. (H)

Multiplicidad

ANQ

10.01

1

7.93

7.80 -7.70

7.16

6.88

3.45

2.49

2-FNQ

8.08

7.70

7.54

7.28

6.93

6.82

6.69

6.19

5.32

— == (NN == (NN ==

«|3|BIEBIE|=~&|B|»|~B|~|B|B|=

N
[



4-FNQ

10.0

791

7.75

7.51

7.32

7.15

7.05

6.90

2,4-FNQ

8.5

8.05

7.72

7.33

7.25

6.78

6.72

2,5-FNQ

8.10

7.77

7.26

6.89

6.50

6.27

3,4-FNQ

10.0

7.78

7.76

6.53

6.49

6.42

6.34

3.44

2.49

— = = (= (= AN N =N == [ =[N === N[NNI = NN DN —

wlw|BIBIBB|B|lv=BIBIBIBIE|~IB|&|»|B|B|«|B|B|~|B|~B &

7.4.4 Espectrometria de Masas
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Figura 9. Rompimientos correspondientes al espectro de masas de ANQ.
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7.4.5 Prueba bioldgica
Como linea celular de control se utilizo la HPrEC, la cual es una linea de células epiteliales

normales de prdstata humano. Como se puede observar en la figura 12 el farmaco paclisan
se usé como control positivo y se puede observar como la viabilidad celular disminuye
conforme aumenta la concentracion de 6.25 a 50 uM. Cuando las células se sometieron a una
incubacion con los compuestos mono-sustituidos por flaor en diferente posicion (2-F, 3-F y
4-F) se observa que la viabilidad a altas concentraciones no se ve disminuida. Todo ello a 24
horas de incubacion. Para la linea celular PC-3 de cancer de prostata la viabilidad celular se
observa disminuida hasta un aproximada de 80% con los cuatro compuestos ensayados,

figura 14.

En la figura 15, se observa que al aumentar el rango de concentraciones de ensayo de los
derivados ensayados se ve afectada la viabilidad de la linea HPrEC en especial a altas
concentraciones como 200 uM, lo cual es mas notorio en el derivado anilino no sustituido y
en el 2-fluoroanilino, en donde la viabilidad esta por debajo del 10%. En comparacion el
derivado 3-fluroanilino presente un porcentaje de viabilidad cercano al 40% a 200 uM y
aumenta a 80% con 100 uM. Para las células PC-3 en la figura 16, vemos que conforme
aumenta la concentracion del derivado de 1 a 200 uM, la viabilidad celular disminuye en

todos los casos, observandose el mayor efecto para el compuesto 2-fluroanilino derivado.
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Figura 12. Viabilidad celular de HPrEC por los derivados ANQ 2-FNQ,3-FNQ
y 4-FNQ.
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Figura 13. Viabilidad celular de PC-3 por los derivados ANQ 2-FNQ,3-FNQ
y 4-FNQ.
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Figura 14. Viabilidad celular de HPrEC por los derivados ANQ 2-FNQ,3-
FNQ y 4-FNQ de 1 a 200 uM de concentracion.
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Figura 15. Viabilidad celular de PC-3 por los derivados ANQ 2-
FNQ,3-FNQ y 4-FNQ de 1 a2 200 uM de concentracion.
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8. CONCLUSIONES

Se sintetizaron 9 derivados de lawsona mediante sintesis a temperatura ambiente, sintesis
asistida por microondas y sintesis asistida por ultrasonido utilizando la punta ultrasonica y el
bafio ultrasonico; obteniendo asi mejores rendimientos en la sintesis a temperatura ambiente
los cuales van del 37% al 94%, mientras que en las otras técnicas los rendimientos fueron del
0 al 90%. Ademas de que los compuestos obtenidos a temperatura ambiente resultaron con

menores impurezas que en las otras técnicas utilizadas.

Por otra parte, la linea celular HPrEC demostré tener una proliferacion celular por parte de
los compuestos sintetizados y en la linea celular PC-3 disminuyo6 su viabilidad celular,

dependiendo de la dosis de los 4 derivados de Mannich ensayados.

Asi mismo, se compard con el farmaco Paclisan, el cual demostré tener una disminucion en
la viabilidad celular en ambas lineas celulares, lo cual da pauta a una gran diversidad de
compuestos que podrian ser utilizados en lineas celulares ya que demuestran que pueden

cuidar de las células buenas y solo destruir a las células malas con las dosis adecuadas.
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PERSPECTIVAS

Una vez sintetizados los compuestos, se espera:

e Realizar una complejacion con metales como Ni, Cu y Zn, lo cual podria mejorar la
respuesta bioldgica.

e Realizar un estudio para la sintesis de microondas, modificando el tiempo, potencia
y temperatura para asi encontrar las condiciones 6ptimas de sintesis

e Continuar con el ensayo bioldgico completo de los derivados como de sus
productos complejados y observar si existe una modificacion en la viabilidad

celular.
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APENDICE

El siguiente Apéndice muestra los espectros de espectroscopia de infrarrojo, UV-Vis,
Resonancia Magnética Nuclear de 'H Y "*C, y espectrometria de masas para la

caracterizacion de los productos obtenidos.
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Espectros de UV-vis
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Espectros de RMN 'H
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A-XIX
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Espectros de masas

A-XXII
100 i
Y J @
0 HMW
wd
s L U
OH
64 Q
5=
40 4
44z
1 A58
X~
185
-
- 183
| A5 g8
10 \
Lo bhetsp B stelblociblon e b
Can i ' a0 530 ' 620
mz
@/@ HN” :
0 H,N
H H—C®
H _
OH
miz = 183 x
m/z =356 O m/z = 165
0 HN” : HN :
)@K i
© H
m/z =182

m/z =338 O



A-XXIl1

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM F
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS
Acq. Data Name: 2-FNQ
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:0..1)
Dr Cuevas Gabriel / Operador Javier Perez @) HN
Intensity (%)
100— ~200
90 - OH
B 0
80
70
60 —
50
40 —
30
20
i 201
10
o 42 " A i L. " L Itl
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400
m/z
F
F
® HN HN
O  HN
H ®
H
H
OH miz = 201 miz = 200

miz =374 O

45




A-XXIV

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Acq. Data Name: 3-FNQ Experimen)|
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:1..1) Instrument
Dr Cuevas Gabriel / Operador Javier Perez 0 HN lonization
Intensity (%)
100+

N CL ¢

T
250 300 350 400

4 00
oo 7O

m/z = 201 m/z =200

miz =374 O

OH

m/z=354 O

46



A-XXV

F
INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS
Acq. Data Name: 4-FNa 0 HN
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:1..1)
Dr Cuevas Gabriel / Operador Javier Perez
Intensity (%)
100 — 200
T OH
90 — 0
80 —
70
60
50
- 354
40 -
30
263
20 374
. 201
10 —
T v T v T T F v T T T v v T v T v
200 300 400
m/z
(0] H2N
®
OH m/z = 201 m/z =200
miz =374 O
®
o HoN 0o H 0
® H
@
OH OH OH,
miz=354 O (e} O
m/z = 263



A-XXVI

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM F
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS
Acq. Data Name: 2,4-FNQ
Creation Parameters: Average(MS[1] Time:2..2) 0 HN
Dr Cuevas Gabriel / Operador Javier Perez
Intensity (%)
90 OH
4 o}
80
70 4
60
50 +
40
| 354
30 4 336
] 200 263
20
4 219
1’75
10 l \
....,,.‘.',...:‘.,..'..'l.1." e
200 300 400
m/z
F F
F F F FOF
@
(o} HoN HN
2 HN HN
H
H "
H H
m/iz =219
OH miz = 218 miz = 200
m/z = 392
o 0 0 H

F
®
j@ OH> OH
® - o iz = 263
o e miz = 175 m/z 0

seae

miz=372 O

m/z = 263
m/z = 354

m/z = 336

48



