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RESUMEN

Por sus propiedades fisicoquimicas Unicas los nanotubos de carbono (CNT) se han
aplicado en diversas areas de la ciencia. En la quimica medicinal se han empleado
como sistemas de acarreo de farmacos (DDS), los cuales mejoran el perfil

farmacocinético de compuestos terapéuticos.

Primero, se llevé a cabo la sintesis de derivados 3-cloro-2-aminoé&cido-
1,4.naftoquinona y 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona por calentamiento
convencional y utilizando fuentes alternas de energia como el ultrasonido y las
microondas. Estos derivados fueron caracterizados mediante técnicas

espectroscopicas como espectroscopia de UV-Vis, IR y de RMN.

Posteriormente, se realizo la funcionalizacion de nanotubos de carbono de mutiples
capas (MWCNT) mediante sales de aril diazonio para el acoplamiento de los
derivados de naftoquinona. La funcionalizacién y el acoplamiento fueron seguidos
mediante espectroscopia UV-Vis y analisis termogravimétrico (TGA). Aspectos
como el grado de funcionalizacion y la carga de los derivados de naftoquinona a los

nanotubos son discutidos.

Palabras clave: DDS, naftoquinonas, MWCNT, microondas, ultrasonido,

aminoacidos, acidos aminibenzoicos.



ABSTRACT

Carbon nanotubes (CNTs) have been widely applicated in many areas of science,
this due their unique physicochemical propierties. In medicinal chemistry, among
other applications, CNTs are employed as drug delivery systems (DDS) wich

improve the pharmacokinetic profile of therapeutic molecules.

Firstly the synthesis of derivatives 3-chloro-2-aminoacid-1,4-napththoquinones and
3-chloro-2-carboxyphenylamino-1,4-naphthoquinone was carried out by termal
heating and alternative sources of energy like ultrasound or microwave radiation.
These derivatives were characterizated by spectroscopic methods like UV-Vis, IR
or NMR.

Next, a functionalization of multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) by aryl
diazonium salts was performed for further coupling of naphthoquinone derivatives.
Functionalization and coupling were monitored by UV-Vis spectrocopy and
thermogravimetric analysis (TGA). Topics, like the degree of functionalization and

the load of naphthoquinone derivatives was discused.

Keywords: DDS, naphthoquinones, MWCNT, microwaves, ultrasound, aminoacids,

aminibenzoic acids.
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1. Introduccién

¢, Coémo funciona el mundo?, una pregunta que todo ser humano se ha hecho alguna
vez en la vida, ya sea desde el punto de vista natural, social o cultural. El querer
saber el porqué de las cosas da paso al conocimiento, y a su vez, estos
conocimientos pueden librarnos de algunas dificultades de la vida. Existen diversos
tipos de conocimiento que pueden ser clasificados de muchas maneras, pero solo
me enfocaré en el conocimiento cientifico. La RAE define la palabra ciencia como
un “conjunto de conocimientos obtenidos mediante la observacion y el
razonamiento, sisteméticamente estructurados y de los que se deducen principios
y leyes generales con capacidad predictiva y comprobables experimentalmente”.
La rigurosidad del método y la posibilidad de poder reproducir experimentalmente
un hecho cientifico es lo que ha convertido a la ciencia en el tipo de conocimiento
gue mas ha aportado al desarrollo de las sociedades. Desde un punto de vista
clasico el conocimiento que genera la ciencia es un fin en si mismo y hay quienes
ven placer en el saber o en compartir el saber. Pero es evidente que solo saber de
dinamica, materiales 0 matematicas no dieron paso a la creacion de los aviones y

otras maquinas voladoras.

Actualmente y debido a los problemas mundiales, los gobiernos y uniones de
paises a través de organismos cientificos han decidido darle prioridad a la ciencia
aplicada ante la ciencia basica. No solo eso, ahora la investigacion esta relacionada
con el desarrollo tecnologico y la innovacién. Algunos cientificos estan en
desacuerdo con esta postura, aludiendo a la pérdida de la libertad de elegir el objeto
de investigacion, que es la esencia de la ciencia y orillandolos a generar ciencia de
acuerdo a programas basados en problematicas nacionales o regionales. Grandes
personajes de la historia de la ciencia pensaban y piensan que el conocimiento
cientifico es el principal motor del desarrollo y aunque algunos ocultaban sus
hallazgos con esmero, otros trataban de hacer accesible la ciencia al publico en

general.



Tomando nuevamente las problematicas actuales como referencia, la ciencia
moderna nos direcciona a tratarlas con un enfoque multidisciplinario, muchas veces
conjugando ciencias naturales y ciencias sociales. Haciendo conciencia de esto, no
es de extrafiarse que en las dltimas décadas se hayan “creado” nuevas disciplinas
cientificas, como la biologia molecular, o la nanotecnologia; ciencias que se
complementan por conocimientos de dos 0 mas areas diferentes pero que a su vez
generan conocimiento totalmente nuevo. Es por eso en la época actual un cientifico
con competencias de distintas disciplinas podria ser mejor valorado en una
organizacién que uno con competencias genéricas pues se buscan formar grupos

de investigacion multidisciplinarios.

Asi pues, este proyecto fue formado explorando las areas de la quimica organica y
la nanotecnologia. La sinergia de estas disciplinas puede imaginarse como la doble
hélice del DNA cada una potenciando a la otra para llegar mas alld y obtener nuevos
conocimientos que pueden ser aplicados para solucionar grandes problemas.

La quimica orgéanica es la herramienta fundamental para el estudio de los productos
naturales. Los metabolitos primarios son los compuestos quimicos que permiten a
los seres vivos llevar a cabo las funciones que permiten su supervivencia y
desarrollo, es decir su metabolismo. Estos son las biomoléculas conocidas como
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Los metabolitos secundarios
se derivan de los primeros y su funcién es mas especifica de acuerdo a la especie
de ser vivo que los produzca, se puede considerar que son productos para la
adaptacion de un organismo a su ecosistemal. Los metabolitos secundarios,
comunmente llamados productos naturales se pueden producir por tres
intermediarios biosintéticos principales: el acetil-CoA, el acido shikimico y el acido
mevalénico?. La importancia de los productos naturales es crucial en el mundo
moderno, pues de ellos se obtienen diversos compuestos de uso comun, por
ejemplo, los perfumes, pesticidas, pigmentos, saborizantes, pero sobre todo su
importancia se deriva en que muchos metabolitos secundarios son usados con fines
terapéuticos, es decir, tienen propiedades biolégicas que ayudan a contrarrestar

diversas patologias en el ser humano, como lo es el cancer.



La nanotecnologia se define como la creacion de materiales funcionales,
dispositivos y sistemas a través del control de la materia en la escala nanométrica
(1-100 nm), y la explotacion de nuevos fendmenos y propiedades a esa escala.
Ciertamente, la escala nhanométrica ya existia antes de que el hombre la definiera
e incluso algunas sociedades de la antigiiedad ya aprovechaban los beneficios de
la nanoescala presuntamente sin ser consciente de ello. El desarrollo de la
microscopia de alta resolucion fue de vital importancia para el establecimiento de
esta ciencia, mostrandonos morfologias ocultas a la resolucion del ojo humano o
del microscopio Optico. Debido a las propiedades y caracteristicas de los
nanomateriales rapidamente fueron introducidos en diversas é&reas del
conocimiento, teniendo aplicacion en electronica, 6ptica, energias renovables,
remocidn de contaminante, sensores y medicina. En esta Ultima éarea, los
nanomateriales se emplean para diagndstico, terapia, materiales protésicos e

ingenieria de tejidos3.

2. Antecedentes

2.1. Naftoquinonas
Las quinonas son moléculas de origen natural. Su estructura quimica esta
relacionada con el benceno y sus correspondientes policiclos de dos y tres
miembros, pero con la peculiaridad de poseer dos grupos carbonilo en uno de los
anillos bencénicos. Se clasifican en benzoquinonas, naftoquinonas y antraquinonas
de acuerdo al numero de anillos. Estos grupos carbonilos se encuentran
principalmente en las posiciones “1,4”, aunque existen en la naturaleza quinonas
con grupos carbonilo en la posicion “1,2”, como se muestra en la Figura 2.1. Este
trabajo se centrara en estudiar derivados de la 1,4-naftoquinona. Estos compuestos
estan presentes en un gran nimero de seres vivos, como hongos*, bacterias® y
algunos animales como erizos de mar® o escarabajos’; aunque las plantas
superiores son los organismos que poseen una mayor diversidad de estas
moléculas. Sus funciones como metabolitos varian entre cada reino; por ejemplo,
algunos hongos filamentosos sintetizan derivados quindnicos que dan color a sus
cuerpos y se piensa que les brindan proteccién contra la luz ultravioleta, la

desecacion y los insectos®. También, los aracnidos del orden de los opiliones



secretan ciertas naftoquinonas como mecanismo de defensa contra depredadores®.
Como se mencioné antes, las plantas dan un uso mas amplio a estos metabolitos,
sintetizandolos por diversas rutas: las rutas del benzoato de o-succinil (OSB), la del
acido 4-hidroxibenzoéico (4-HBA)/geranil difosfato(GPP) y la del homogentisato
(HGA)/ acido mevaldnico son rutas derivadas del ciclo de &cido shikimico, donde
este acido brinda uno de los dos anillos del nucleo naftoquindnico, por otra parte,
en la ruta del acetato-polimalonato ocurren condensaciones sucesivas hasta llegar
a la formacion de distintas naftoquinonas'® Thompson y otros cientificos se
encargaron de recopilar diversas naftoquinonas de origen natural en un volumen,
donde también se habla de su biogénesis hasta la identificacion de este grupo de

compuestos mediante técnicas espectroscopicas!t.

PO

Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona
] o]
b ' * I i _0
0
1,4-naftoquinona 1,2-naftoquinona

Figura 2.1. a) Clasificacion de las quinonas. b) isémeros de la naftoquinona.

Las naftoquinonas han sido utilizadas por la humanidad como pigmentos para la
piel (Lawsona) o el cabello (Juglona). Por sus propiedades antibacteriales!? y
antifingicas!?>'2 se han empleado también como plaguicidas. Desde la antigiiedad
eran parte de la medicina tradicional China como tratamiento para diversas
enfermedades, entre ellas el cancer!4. Debido a la diversidad de estos metabolitos,
especialmente los extraidos de las plantas, es que se estos compuestos se han
convertido en estructuras claves en la quimica medicinal. Actualmente existen

diversos farmacos que contienen el fragmento naftoquinona en su ndcleo, como el



antineoplasico mitoxantrona y el antitumoral/antibiotico estreptonigrina, ambos

plasmados en la Figura 2.2.
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Figura 2.2. Ejemplos de farmacos con el nucleo quinona.

2.1.1. Propiedades fisicoquimicas de las naftoquinonas.
Las naftoquinonas son sélidos de diversos colores (amarillos, anaranjado, rojo o
morado) con puntos de fusion superiores a los 100°C. Muchos derivados naturales
0 sintéticos pueden formar enlaces por puentes de hidrogeno de manera
intermolecular o intramolecular; derivados sintéticos del tipo aminofenil pueden
incluso formar puentes de hidrégenos trifurcados si el fragmento aminofenil posee
sustituyentes electrodonadores'®, como se refleja en la Figura 2.3. Estas
interacciones son pieza clave para la actividad terapéutica de algunos derivados.
Ademas, las naftoquinonas son insolubles en agua y ligeramente solubles en
solventes poco polares apréticos, como el cloroformo o el dioxano. Debido a su
estructura dicarbonilica a-f insaturada las naftoquinonas son moléculas
electrofilicas y pueden llevar a cabo reacciones de adicion nucleofilica del tipo 1,2
o condensaciones de Michael con nucledfilos como aminas y compuestos de azufre
(Figura 2.4); propiedad, que en sistemas biolégicos hace que estra estructura sea
muy rectiva frente a biomoléculas, como las proteinas o acidos nucleicos?'®.
Ademas, si contienen grupos -OH también presentaran propiedades acido-base, e
incluso compuestos naturales como la juglona y lawsona han sido propuestos como

indicadores acido-base?’.
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Figura 2.3. a) Puentes de hidrégeno intramoleculares, b) intermoleculares y c)
trifurcado.

Los sistemas quindnicos se caracterizan por participar en procesos de Oxido-
reduccion, aceptando uno o dos electrones para formar el radical anion o
hidroquinona respectivamente como se muestra en el Esquema 2.1. Estos
intermediarios generalmente son mas reactivos que la especie inicial.
Subsecuentemente, estos compuestos pueden ser reoxidados, dando lugar a
especies reactiva de oxigeno ROS®. Este mecanismo ocasiona la actividad

bioldgica de los compuestos quindnicos.
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Figura 2.4. Estructuras de resonancia de la 1,4-naftoquinona.

El microambiente bioldgico en el gue se encuentra la naftoquinona dara paso al tipo
de reduccion que sufrira la molécula, por ejemplo, la reduccion de 1 electrén, se da
en ambientes aerdbicos, formando el anion radical semiquinona, este proceso es
mediado principalmente por las enzimas citocromo P450 reductasas'®. La
reduccion de 2 electrones, por el contrario, se manifiesta en ambientes anaerobios,
de la cual resulta la especie hidroquinona, esta transformacién la realiza
principalmente, la enzima NADPH: quinona oxidoreductasa 1 (NAO1)%°.
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Esquema 2.1. Esquema general de lareduccion por 1 o 2 electrones de las
naftoquinonas.

2.1.2. Naftoquinonas como agentes anticancerigenos y antitumorales
Las propiedades fisicoquimicas de las naftoquinonas hacen que sea una estructura
ideal para la creacion de derivados farmacoldgicos mas potentes y especificos.
Como se menciond anteriormente, las naftoquinonas poseen actividad
anticancerigena y antitumoral, entre otras. Las principales causas de esta actividad
son el estrés oxidativo provocado por ROS, debido a los ciclos de oxidacion y
reduccion en el medio fisiol6gico y la arilacién de biomoléculas!®. Los compuestos
con al menos un grupo fendlico o hidroxilo son ponentes inhibidores de la
topoisomerasa [°1. Distintas naftoquinonas de origen natural poseen estas
propiedades anticancerigenas, ejemplos de ellas son la juglona, lawsona (Figura

2.3), shikonina, lapachol y B-lapachona que se pueden observar en la Figura 2.5.
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Figura 2.5. Estructuras de: a) shikonina, b) lapachol y ¢) B-lapachona.
Zhang et al??, estudiaron la actividad de la juglona en células cancerigenas de
endometrio Ishikawa, dentro de sus hallazgos se encontré que el principal
mecanismo de accion es la generacién de ROS; la juglona puede interrumpir el ciclo
celular en la fase S y aunque, las rutas apoptoéticas son extrinsecas e intrinsecas,

la ruta principal es la mitocondrial. Liang y colaboraldores?® extrajeron juglona y



otros derivados del pericarpio de la especie Juglans Sigillata, estos compuestos
presentaron toxicidad moderada en las lineas celulares HT-29 y MCF-7. En un
estudio empleando derivados sintéticos de juglona en levaduras y las lineas
celulares SkBr3, MCF-7 y HEL, Anaissi-Alfonso et al** hallaron que los derivados
de juglona con un grupo amino en la posicion 2 o 3 interrumpen la funcion
mitocondrial, por otro lado, el mecanismo de los derivados sin el grupo amino puede
atribuirse a su potencial electrofilico. Zhang?® y su equipo, sintetizaron derivados de
juglona O-sustituidos con triazoles, obteniendo alta inhibicion en las lineas celulares
de cancer de pulmén NCI-H322 y A549 con derivados que poseian sustituyentes
electroatractores en el nicleo triazélico. Finalmente, Polonik?® y colaboradores
sintetizaron derivados glicosilados de juglona para determinar su actividad
antitumoral in vivo en ratones CBA ante el carcinoma de ascitis de Ehrlich. La
actividad antitumoral de estos derivados fue evaluada en términos de tiempo de
vida promedio (ALT) y expresado como el incremento realitvo de ALT con respecto
a un control, resultando hasta en un aumento mayor al 200% en el tiempo de vida

promedio frente a un grupo de control sin tratamiento.

De acuerdo con los datos de Anaissi-Alfonso?4, el mecanismo de accién de los
distintos derivados de lawsona y B-lapachona es la generacion de ROS
directamente en la mitocondria, ocasionando la apoptosis. Es importante mencionar
que los compuestos derivados de la B-lapachona tuvieron alta citotoxicidad (0.6-1.9
UM ICso0) en las lineas celulares estudiadas. De hecho, la B-lapachona genera un
atraso en las fases Gi y/o S del ciclo celular antes de inducir a la necrosis en
distintas lineas celulares?’. Da Silva y colaboradores?® sintetizaron derivados de B-
lapachona portando el fragmento fenil-triazol, estos compuestos poseen una alta
actividad inhibitoria en lineas celulares HL-60, MDA-MB435, HCT-8 y SF295 (ICso
1.01-1.88; 1.20-1.99; 1.24-2.42 y 1.55-3.01 uM respectivamente). El grupo de
Krestchmer?® obtuvo derivados de shikonina de la planta Onosma Paniculata que
fueron puestos a pruebas en distintas lineas celulares de melanoma, gioblastoma,
fibroblastos, leucemia linfoblastica y cancer de colon; los investigadores también
observaron un incremento en la actividad de la de las caspasas 3 y 7, marcadores
de la apoptosis celular. Han et al®® curiosamente lograron introducir un grupo

succinimida en la posicion 8 del ndcleo de naftoquinona, algunos de estos



derivados tuvieron gran potencia inhibitoria en lineas celulares cancerigenas MCF-
7, LNCaP, HepG2, A549, SKOV3; el mecanismo principal de accion es la
generacion de ROS. De los reportes anteriores, las evidencias coincidian en que la
presencia de grupos —OH en la estructura de naftoquinona es importante para la
actividad anticancerigena de estos compuestos, y que la presenciade CI, N,Ou S

en el sistema quindnico mejora sus propiedades inhibitorias.

2.1.3. Derivados N-naftoquinonil aminoacidos y a4cidos N-
naftoquinonil aminobenzoicos

Las 2-aminofenil-1,4-naftoquinonas son un grupo de compuestos sintéticos de gran
relevancia en las Ultimas dos décadas, ya sea como pigmentos®® o como
compuestos con actividad biol6gica®?. Estos derivados sintéticos han ampliado el
horizonte de posibilidades en cuanto al tipo de estructuras; algunos farmacos
antineoplasicos comerciales como la actinomicina y la estreptonigrina3® poseen un
fragmento 2-amino-1,4-naftoquinona, de donde se derivan el grupo de compuestos
2-aminofenil-1,4-naftoquinona. Son dos las vias por las cuales se sintetizan las 2-
aminofenil-naftoquinonas, la primera es por medio de una adicion de Michael, es
decir, la adicion de un nucledfilo a un sitio deficiente de electrones. Las 1,4-
naftoquinonas poseen dos sitios reactivos y existe la posibilidad de producir
subproductos de adicion 1,2 (iminoquinonas) que reducen el rendimiento del
producto esperado. Otra alternativa es la implementacién de naftoquinonas
halogenadas, generalmente con Cl o Br en las posiciones 2 y 3, para lograr una
reaccion Sn2, donde un atomo del haldgeno es reemplazado por el nucledfilo que

realiza el ataque, en este caso, una amina aromatica.

Los inconvenientes principales de estas sintesis fueron los largos tiempos de
reaccion y la generacion de productos secundarios, que llevaban a obtener bajos
rendimientos del compuesto objetivo, por ejemplo, al utilizar anilinas con
sustituyentes electroatractores®*. Una primera alternativa fue el uso de
catalizadores como el Cu(OAc):2 (acetato de cobre) disuelto en acido acético.3®
Ademas, los catalizadores del tipo acido de Lewis han demostrado ser bastante
eficientes en la sintesis de la 2-aminofenil-1,4-naftoquinona y 2-aminofenil-3-cloro-

1,4-naftoquinona empleando EtOH como solvente.3¢ De acuerdo con Leyva et al®’



compuestos como CeCls y FeCls son los catalizadores que ofrecen mejores
rendimientos, incluso con anilinas con sustituyentes electroatractores (—F o NO2).
La fuente de energia de activacion de una reaccion quimica también influye en el
rendimiento de esta. Recientemente se han usado microondas®® y ultrasonido®®
para asistir la sintesis de derivados 2-aminofenil-1,4-naftoquinona y 2-aminofenil-3-
cloro-1,4-naftoquinona. Si bien la sintesis por microondas puede reducir los tiempos
de reaccion de 4 horas a unos cuantos minutos, sus rendimientos no superan a las
sintesis llevadas a cabo con calentamiento convencional®. Por otra parte, la
sintesis de derivados de Lawsona con bases de Mannich utilizando ultrasonido
sirve como ejemplo en la reduccion de tiempos de sintesis, de 15 horas utilizando
una fuente de calor convencional a 15 minutos con ultrasonido, obteniendo
rendimientos entre el 80-94%4. Leyva y colaboradores demostraron que se pueden
obtener mejores rendimientos utilizando US como fuente de activacion en lugar de
calor. De hecho, pudieron sintetizar de manera sencilla derivados 2-fenilamino-1,4-
naftoquinona y 2-fenilamino-3-cloro-1,4-naftoquinona sin utilizar catalizador. En
este caso se propuso la formacio de un complejo bimulecular EDA, en donde la
anilina es el donador de electrones y la naftoquinona es un aceptor. Este

intermediario es favorecido en la radiacion de US#2,

Anteriormente se explicO que las naftoquinonas son degradadas por la enzima
citocromo P450 reductasas y otras flavoenzimas (en reducciones de 1 electrén, que
promueven la formacién del anién radical semiquinona y a su vez pueden dar paso
a las ROS) y la NADPH: naftoquinona-oxidoreductasa 1 en reducciones de 2
electrones, para después inactivarse mediante glucuronidacion o bien convertirse
en un intermediario alquilante*. Por ejemplo, la citotoxicidad de la B-lapachona a
bajas concentraciones en lineas celulares que expresan NQO1 se debe en mayor
proporcion a los ciclos redox que desgastan el NADH y NADPH, dejando sin fuente
de energia a las células**. Ademas de estas enzimas, se ha reportado que los
derivados de naftoquinona pueden actuar con proteinas especificas que sefializan
las rutas de apoptosis. Se ha reportado que las piranonaftoquinonas son inhibidoras
de la 2,3-indolamina dioxigenasa (IDO), una enzima que cataliza los primeros pasos
de la sintesis de NAD en la ruta de la quinurenina®. Sin embargo, las amino-

naftoquinonas también han sido reportadas como moléculas afines a distintas
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dianas terapéuticas relacionadas con el cancer; recientemente se ha reportado?®
que la 2-piperidil-3-cloro-5,8-dihidroxi-1,4-naftoquinona es un inhibidor antagénico
de la proteina GPR55 la cual es altamente expresada en el cancer de mama triple
negativo. La 2-(4-nitro)fenilamino-3-cloro-1,4-naftoquinona resulté ser un inhibidor
de la 20S proteasa superior al farmaco aprobado por la FDA, PI-083%'. Las 20S
proteasas son el nlcleo catalitico del sistema ubiquitina-proteasoma, encargado de
la degradacién de proteinas y pieza clave en procesos como la oncogénesis, la
inflamacion o la autoinmunidad?®. Las 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona
resultaron ser inhibidores de las proteinas MKK7 y Cdc25%°. La primera enzima esta
relacionada con la apoptosis y la segunda tiene un papel importante en la
progresion de las etapas del ciclo celular.

Los derivados de naftoquinonas-aminoacido fueron reportados por Rahimipour et
al®® como una alternativa que combina las propiedades redox de las naftoquinonas,
con la facilidad de los aminoacidos de formar péptidos, los cuales podrian ser
usados para unirse a receptores especificos de células cancerigenas, se confirmo
ademas que estos compuestos pueden formar el anién radical semiquinona®! y el
radical hidroxilo (*OH). Estos “N-quinonil-aminoacidos” pueden ser transformados
a azalactonas de 6 miembros®® y aunque su actividad para formar ROS no fue
evaluada es posible que esta se pierda debido a la transformacion de los
fragmentos carbonilicos de la estructura original. También es posible sintetizar
derivados de naftoquinonas-aminoacido con un espaciador vinilico entre los
componentes de la estructura® formando primeramente una enaminona
continuando con una reaccion de transaminacion usando cualquier aminoacido o
éster de aminoacido. Katritzky y colaboradores sintetizaron derivados
naftoquinona-dipéptido por medio de un benzotriazol acoplado con ayuda de N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DDC)>*. Por otra parte, el equipo de Troshkova®® utiliz6
distintos w-aminoacidos para unirlos a la hexafluoro-1,4-naftoquinona,
posteriormente hicieron modificaciones en el grupo carboxilico por medio de un
cloruro de acilo generado in situ que resultoé en la obtencion de esteres y amidas e
incluso una lactama. Otro aspecto sobresaliente de este reporte es que ciertos
compuestos tuvieron una alta inhibicién de las lineas tumorales RPMI 8226, MCF-
7y HEP (ICso, 2.2- 6.8 pL; 1.4-3.7 pL y 2.0-7.8 pL respectivamente).
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Recientemente, Marastoni et al*® disefiaron derivados de la 2,3-dicloro-1,4-
naftoquinona con aminoacidos que resultaron ser inhibidores del proteasoma 20S,
siguiendo una estructura patrén planteada por Lawrence*. Finalmente, las 3-metil-
4-metoxicarbonilisoquinolin-5,8-quinonas también reaccionan con metil esteres de
aminoéacidos en medio basico rindiendo productos regioisbmeros en las posiciones
6 y 7, derivados seleccionados de estos compuestos tuvieron alta actividad
inhibitoria en lineas celulares AGS, SK-MES-1, J82, T24, DU-145 y MCF-7
obteniendo indices de selectividad mayores a farmacos anticancerigenos

comerciales como el etopdsido, tamoxifen y 5-fluorouracilo®’.

2.2.Nanotubos de carbono

2.2.1. Estructura y morfologia
Cada elemento de la tabla periédica es Unico en su tipo, pero el carbono es sin
duda uno de los elementos mas interesantes que existen. El carbono se puede
considerar el esqueleto de las moléculas organicas. Su capacidad de formar
enlaces con otros elementos metalicos o no metalicos lo vuele relevante para
aplicaciones cientifico-tecnolégicas. El carbono ademas posee diversos alotropos
con caracteristicas particulares, los mas conocidos son el carb6n amorfo, el grafito
y el diamante. La dureza del diamante se atribuye a los enlaces sp?, configurados
espacialmente en los vértices de un tetraedro, formando una red cristalina muy
rigida, ademas, el diamante es un material aislante y brillante. El grafito por su parte,
es un material conductor, relativamente suave y opaco, presenta una configuracion
sp? en la cual cada atomo de carbono esta unido a otros 3 &tomos mas, dando paso
a un “mosaico” hexagonal en un plano, con nubles de electrones (orbitales p)
perpendiculares a dicho plano, haciendo que cada uno de estos mosaicos se
sobrepongan hasta formar grandes estructuras debido a la energia de sus
interacciones de apilamiento - 1. Pero ademas de los al6tropos de carbono
mencionados anteriormente existen también los fullerenos®®, los nanotubos de
carbono (CNT)®9, el grafeno® y otros menos conocidos como los nanohorns®! o los
puntos cuanticos de carbono (C-dots)®2. Los nanoalétropos del carbono pueden

clasificarse de acuerdo a su dimensionalidad, entonces, el fullereno y los C-dots
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estaria en la clasificacion 0D; los CNT y nanohorns estan considerados como
materiales 1D y el grafeno consecuentemente, es un material 2D. Tedricamente los
CNT pueden considerarse como una o varias ldminas de atomos de carbono unidos
por enlaces sp? (grafeno) pero enrollados a manera de tubo. El interés de los
cientificos en dar una aplicacion a los nanoalétropos del carbono como los CNT se

debe a sus sobresalientes propiedades mecanicas y eléctricas.

Los CNT son nanoestructuras con dos dimensiones confinadas (1D), por lo cual
tienen una relaciéon de aspecto sin igual, que supera 10,000:1%3. Una manera de
clasificar a los CNT es mediante el nimero de capas que los conforma, si es una
sola capa o pared se conocen como nanotubos de carbono de una capa (SWCNT),
después de dos o0 méas capas son conocidos como nanotubos de carbono de
multiples capas (MWCNT), los SWCNT tienen un diametro entre 0.4-2.0 nm,
mientras que el diametro de los MWCNT varia entre unos cuantos a decenas de
nanémetros y el espacio entra cada capa es de 0.34 nm®. Las propiedades
fisicoquimicas de cada nanotubo pueden variar dependiendo de su numero de
capas, diametro, longitud y quiralidad®®, es decir, la manera en la que estan
enrollados. El vector de enrollamiento es definido por C = na1 + maz, donde a1 y az
son los vectores basicos de la red hexagonal, y n y m nimeros enteros. Hay tres
posibles configuraciones del vector de enrollamiento: armchair, zigzag y quiral. Los
CNT del tipo armchair se caracterizan tener valores de n y m iguales (n=m) con
angulos de enrollamiento igual a 0, los CNT zigzag tienen valores de m =0y n
cualquier nimero entero®, su angulo de enrollamiento es de 30° y los nanotubos
quirales son conocidos por tener valores n # m con angulos de enrollamiento <30°¢°.
Estas tres configuraciones de la topologia de los CNT se aprecian mejor en la
Figura 2.6 y el Anexo 1, donde se observan patrones caracteristicos en las orillas
de los CNT y en la helicidad de la red de grafeno. Dependiendo de su estructura,
los CNT se comportan como metales o como semiconductores. Los CNT del tipo
armchair presentan propiedades metalicas®’, mientras que los nanotubos quirales®®
y zigzag® pueden ser metdlicos si |[n-m| es divisible entre 3, de lo contrario sus
propiedades eléctricas seran las de un semiconductor. Las paredes de los MWCNT

presentan una alternancia entre nanotubos metalicos y semiconductores’®.
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Figura 2.6. Esquema del angulo de enrollamiento de un CNT quiral (10,7), ademas se
muestran los patrones de los CNT zigzag y armchair.

2.2.2. Propiedades fisicas
Diversos autores han citado a los CNT como un material Unico por las propiedades
gue se le atribuyen, cada tipo de nanotubos tendra propiedades que los diferencien.
En cuanto a propiedades mecanicas, los CNT pueden estirarse hasta 280% y
reducir su didmetro hasta 15 veces su tamarfio, de 12 a 0.8 nm’%. Por esto es
considerado como el material mas fuerte en la direccién axial’?, el médulo de Young
de los CNT varia entre cada reporte, dependiendo de la metodologia que seguida
y del tipo de material analizado, se han obtenido valores de 1.8 TPa’3 0 1.3 TPa’*
para los MWCNT, ademas de que pueden doblarse en angulos agudos sin ninguna
fractura estructural’®; mientras que para los SWCNT se han reportado valores del
modulo de Young de 1.22 a 1.26 TPa’®"’ y de manera tedrica se ha calculado que
podria llegar hasta 1.8 TPa’® y que poseen propiedades mecanicas no lineales
como flexibilidad, pandeo y resistencia a la fractura’®2, estas caracteristicas hacen
a los CNT aplicables para la fabricacion de materiales compuestos, como matrices

poliméricas con CNT para mejorar sus propiedades mecanicas®?.

Respecto a sus propiedades eléctricas, estas estan ligadas a la quiralidad y

diametro de la molécula y son gravemente modificadas por la presencia de
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defectos, vacancias e impurezas®?®* los SWCNT tienen propiedades eléctricas
mejor aprovechables que los MWCNT, esto se debe principalmente a que las
interacciones entre las paredes de los MWCNT no son uniformes y distribuyen la
corriente eléctrica en cada nanotubo de manera individual, en los SWCNT, la
distribucion de la corriente es uniforme®. La resistividad de los MWCNT se ha
calculado alrededor de 3 x 10° Q cm®38’ mientras que los SWCNT presentan
resistividades entre 10° a 104 Q cm’68889% |a movilidad del electrén de los SWCNT
esta por arriba de 10* cm/(V s) y pueden mantener una densidad de corriente
eléctrica cerca de 4 x 10° A/lcm?, lo cual es 3 érdenes de magnitud mas grande que
las logradas con conductores como cobre o aluminio®. Los CNT semiconductores
poseen un band gap entre los 0.2 y 0.9 eV®. Las propiedades eléctricas y
electrénicas han dado paso uso de CNT como interruptores en transistores y otras
tecnologias electronicas®, también se han empleado como biosensores y para la

generacion de rayos X929,

Entre otras propiedades, los CNT poseen una alta conductividad térmica: se han
reportado conductividades de 3,000 W/m K para los MWCNT?®4, por otro lado, se
han reportado SWCNT con conductividades de 3,500 W/m K%, Cabe mencionar
que esta conductividad térmica decrece cuando los CNT se encuentran en
paquetes o embebidos en una matriz, por ejemplo, se han medido conductividades
térmicas para peliculas que contienen CNTs en un rango de 0.1 a mas de 700 W/m
K. Finalmente, Las absorciones o6pticas de los CNT abarcan ondas

electromagnéticas del lejano ultravioleta hasta lejano infrarrojo®’.

2.2.3. Interacciones no covalentes y funcionalizacion quimica
En condiciones normales los CNT son estables fisica y quimicamente. Debido a
sus interacciones supramoleculares (interacciones de apilamiento 1r-11) son dificiles
de dispersar en muchos solventes, formando aglomerados y finalmente
precipitando. Para afrontar este reto, se han propuesto dos enfoques para mejorar
la dispersabilidad de los CNT, ambos consisten en decorar la superficie del

nanotubo con una variedad de grupos funcionales, moléculas, biomoléculas o
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nanoparticulas, con la diferencia que estos ligandos pueden estar unidos a CNT

por medio de interacciones supramoléculares o mediante un enlace covalente.

Diversos autores emplean un enfoque no covalente porque asi la estructura de los
CNT no se ve comprometida, y junto a esto, sus propiedades Unicas. La gran area
superficial de los CNT es una propiedad que ha sido explotada para la
inmovilizacién de nanoparticulas metdlicas, 6xidos metalicos o semiconductores®®
que pueden ser usados en sistemas cataliticos, supercapacitores y baterias. Los
investigadores también han aprovechado la caracteristica red aromatica de los CNT
para adsorber moléculas arométicas pequefias mediante interacciones de
apilamiento m-11. Por ejemplo, un derivado del pireno (un compuesto aromético
policiclico) que contiene un fragmento metilamino ha sido adsorbido a las paredes
de los MWNT, de tal manera que los grupos amino alrededor de su superficie
permitieron la nucleacién de nanoparticulas de oro® logrando que los CNT sean
dispersables en soluciones acuosas. Otra manera de lograr la dispersabilidad de
los CNT es por medio de los surfactantes y sus interacciones hidrofobicas con los
nanotubos, surfactantes como el dodecil sulfonato de sodio (SDS) o el Triton X-100
pueden formar dispersiones estables de SWCNT!, sin embargo, los surfactantes
con fragmentos aromaticos como el triton X-100 o el dodecil bencen sulfonato de
sodio (SDBS) ofrecen un mejor desempefio por la sinergia entre las interacciones
hidrofébicas y las de apilamiento -9, El uso de polimeros para asistir
dispersiones de CNT es una practica ampliamente aceptada debido a que estas
moléculas son muy grandes y, por ende, tienen un mayor contacto con la superficie
de los CNTs!%?, Una gran variedad de polimeros iénicos y no idnicos son capaces
de estabilizar dispersiones de CNTs!931%4 aun asi, la eficiencia de su dispersion no
es significativamente superior a la de los surfactantes, pero también incrementa si
el polimero tiene fragmentos aromaticos en su estructura, como en el
polivinilpirrolidona (PVP). Una aplicaciéon curiosa empleando polimeros es la
encapsulaciéon de los CNT en micelas, Kang y Taton'% utilizaron poliestireno-b-
acido poliacrilico (PS-b-PAA) para estabilizar SWCNT en solventes polares,
después agregaron agua y una diamina alifatica, que asistida con 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) se acopldé a los grupos carboxilicos del

primer polimero para formar la micela, este concepto es importante ya que es
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posible modificar los extremos finales de los polimeros que se adhirieren a los
nanotubos para afadir distintas moléculas o biomoléculas.

El enfoque covalente transforma la red hexagonal de los CNT, cambiado la
hibridacion de los enlaces sp2 a sps y consecuentemente modificando sus
propiedades fisicas. Un primer acercamiento a este enfoque es a través de
tratamientos oxidativos 4&cidos. Generalmente se utiliza una mezcla de
HNO3/H2S04 en reflujol®”. Ademas de eliminar las impurezas (carbono amorfo o
catalizadores metalicos) este tipo de tratamientos generan defectos en la superficie
de los CNTs y proveen sitios altamente oxidados con grupos epoéxido, éter,
carbonilo y carboxilos, ademéas, acortan la longitud de los nanotubos de 100 a 300
nm0810% | a adiciébn de grupos polares por este tratamiento hace posible su
dispersién en soluciones acuosas sin necesidad de polimeros o surfactantes''. Los
grupos carboxilos pueden ser subsecuentemente modificados por reacciones de
esterificacion!!!, amidacion''? o acilaciéon'*?, para adicionar polimeros, farmacos,
cromoforos o biomoléculas a los nanotubos. Otra manera de formar enlaces
covalentes con los CNTs es la adicion de radicales organicos o diendfilos a los
enlaces C=C a su superficiel'*. Con respecto al uso de los radicales, las sales de
arildiazonio son el intermediario mas usado'!®>'6- Son preparadas a partir de una
anilina y un nitrito, el cual en medio acido genera el catidon nitrosonio,
posteriormente, este cation es liberado en forma de nitrégeno molecular y el cation
fenilo es rapidamente estabilizado por los electrones 11 de la superficie de los CNTs.
Ménard-Moyon y colaboradores!'’ lograron hacer una triple funcionalizacién one
pot empleando sales de arildiazonio con distintos grupos protectores que podian
ser activados bajo condiciones especificas. Otros intermediarios con mecanismos
similares de adicion son el peréxido de benzoilo''® y la tirosina!®. La otra manera
de modificar la superficie de los CNTs es a través de la cicloadicion, los enlaces
dobles del sistema grafitico pueden actuar como dipolarofilos en cicloadiciones con
dipolos 1,3. El ejemplo mas claro es el uso de iluros de azometino'?°, este
intermediario se forma a partir de la condensacion de un derivado de la sarcosina
(un aminoacido) y un aldehido, que conjugandose con los enlaces dobles de los
nanotubos forma anillos de pirrolidina en su superficie. Otras reacciones de

cicloadicion que pueden funcionalizar las paredes de los CNTs son las reacciones
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[2+1] y [2+2] con nitrenos??! y arinos!??. El tipo de nanotubo, asi como en enfoque
de modificacion dictaré el grado de funcionalizacién de sus paredes, por ejemplo,
Quintana y Prato'?® compararon el grado de funcionalizacién de SWCNT y MWCNT
por medio de las reacciones con sales de arildiazonio y de cicloadicion dipolar 1,3,
de acuerdo a sus resultados, la carga de la molécula timina fue mayor en las
reacciones con sales de arildiazonio, y a su vez, mayor en los MWCNT con respecto
a los SWCNT, ademés, al ser dispersados en diclorometano (DCM), los MWCNT
formaban superestructuras helicoidales debido a las interacciones por puentes de
hidrogeno de la molécula timina unida a los MWCNT funcionalizados. Este enfoque
de modificacién covalente también sirve para decorar CNTs con cromoforos,
farmacos, biomoléculas o polimeros!?41?>, No hay duda que decorar la pared de los
nanotubos con moléculas polares mejorara la dispersabilidad en solventes como
etanol (EtOH) y N,N-dimetil formamida (DMF) pero también se puede conseguir la
superhidrofobicidad conjugando los nanotubos con las moléculas necesarias, como
el compuesto perfluorooctadecil trietoxisilano?6. Todo dependera de la aplicacién

y el entorno en el que se desarrollaran los CNTSs.

2.2.4. Nanotubos de carbono en sistemas bioldgicos y sistemas de
acarreo de farmacos (DDS)

Desde su descubrimiento, los nanotubos de carbono estuvieron en la mira de los
investigadores para explotar su potencial. Como se explicé anteriormente, el
problema de la dispersabilidad de los CNTs puede ser eliminado por medio de la
oxidacion de los nanotubos, con la adicion covalente y no covalente de polimeros,
moléculas polares o biomoléculas como carbohidratos??’, proteinas'?® o acidos
nucleicos'?®, que también permiten dispersar a los nanotubos en soluciones
acuosas. Sin embargo, aun existe preocupacién en la implementacion de los CNTs
en sistemas bioldgicos. Se han realizado muchos estudios evaluando la toxicidad y
las patologias que pudieran desarrollarse con la exposicion prolongada de los
CNTs. Kobayashi et al*3° hicieron una revision de varios articulos que evaltan la
toxicidad pulmonar y reproductiva de SWCNT y MWCNT pristinos (p-SWCNT vy p-
MWCNT) o purificados a través de distintas vias de exposicion y en diferentes

cepas de ratones, los resultados indican que la exposicion a CNTs induce
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inflamacion prolongada, fibrosis, cancer de pulmén y dafio a los genes. También
presentan alta biopersistencia al ser inhalados. Ademas de esto, al ser inyectados
de manera intravenosa e intraperitoneal pueden conducir a malformaciones fetales,
pérdida del feto y retraso en el nacimiento de la primera camada. Es importante
recalcar que en estos estudios solo se usaron CNTSs pristinos y purificados, donde
los CNTs purificados y de menor longitud tuvieron una menor citotoxicidad que los
nanotubos mas grandes y sin purificar. Mamidi®! opina que pudieran existir
inconsistencias en los resultados de las evaluaciones de toxicidad de los CNTs
debido variables como el tipo de sintesis de nanotubos, la dosis administrada o el

tipo de colorante para medir la viabilidad celular.

Estudios in vitro usando células bronquiales epiteliales sugieren que las principales
alteraciones durante la exposicion a SWCNT pristinos son la sinergia de citoquinas,
la produccién de acido nitrico y la citotoxicidad de las células alveolares®®?. El
equipo de Lacerda'®? realizé un estudio in vivo para evaluar la excrecion de
MWCNT pristinos y funcionalizados mediante cicloadicion dipolar 1,3. Los
hallazgos mediante espectroscopia electronica de transmision (TEM) indicaron que
los MWCNT funcionalizados tenian un diametro entre 20-30 nm y una longitud de
0.5 a 2 um, y solo pudieron ser filtrados en el riidbn porque atravesaban
individualmente el sistema de filtracion glomerular de manera perpendicular a este
y se excretaban en la orina. Esta eliminacion solo se puede lograr silos CNTs estan
completamente individualizados, ya que los p-MWCNT se aglomeraban en dentro
del riidn impidiendo el paso a través del sistema de filtracion. Esto nos indica que

la funcionalizacion de los CNTs es un paso importante para su aplicacion in vivo.

Liu y colaboradores'3# evaluaron ratones BALB/c la circulacion y la retencién a largo
plazo de SWCNT funcionalizados con poli etilenglicol-fosfolipido (PL-PEG) de
cadena lineal y ramificada por medio de interacciones no covalentes, inyectaron
dispersiones de SWCNT-PL-PEG con diferentes cantidades de polimero en
ratones, de acuerdo a sus resultados los SWCNT con cadenas de polimeros con
mayor peso molecular tienen un mayor tiempo de retencién en la sangre, que puede
aumentar de 1.5 a 5 horas cuando se aumenta la masa del polimero de 2 a 5 kDa,
pero si el polimero es de cadena ramificada los nanotubos pueden permanecer en

circulacion hasta por 15 horas. También se analizé la biodisponibilidad de los
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SWCNT-PL-PEG por medio de espectroscopia Raman, los érganos con una mayor
concentracion de nanotubos fueron el higado y el bazo, por lo que se puede
especular que el nanomaterial puede ser eliminado principalmente por la via biliar;
esta biodisponibilidad disminuia a medida que aumentaba el peso molecular del
PEG, pero el mejor desempefio se logré con el PEG de cadena ramificada. De la
misma manera, la depuraciéon completa de los SWCNT-PL-PEG del sistema se
observé en los nanotubos con cadena polimérica ramificada. El equipo de Liu'®
también experimento in vivo con SWCNT-PL-PEG con la diferencia que al final de
la cadena polimérica agregaron el tripéptido conocido como arginina, glicina y acido
aspartico (RGD), el cual posee afinidad por los receptores integrina avfs
expresados en algunas células tumorales'®é. Al igual que en reporte anterior, la
biodisponibilidad de los SWCNT-PL-PEG fue mayor en el higado y bazo pero muy
poca en el tumor, sin embargo, al funcionalizar el CNT con RGD aumenté la
biodisponibilidad en el tejido tumoral y disminuyé en los demas 6rganos, tampoco
se observé ningun efecto negativo a la salud de los ratones expuestos a los
complejos SWCNT-PL-PEG-RGD después de varios meses.

Con la informacion anterior acerca de las cualidades de los CNTs y las maneras de
incorporarlos a ambientes biolégicos podemos establecer que estos materiales son
perfectos para emplearlos como sistemas de acarreo de farmacos (DDS), los
cuales se encargan mejorar el perfil farmacocinético de una molécula terapéutica y
reducir sus efectos secundarios, llevandola al sitio especifico donde se necesita por
medio de ligandos especificos o por la naturaleza del vector. Los CNTs como DDS
han sido empleados junto a farmacos antimicrobianos®®’, antinflamatorios
esteroideos y no esteroideos!3®13® o antihipertensivos!4®, no obstante, muchos
reportes y revisiones se han enfocado en su uso como agentes contra el cancer!4-
145 Esto se debe a que las nanoparticulas, entre ellas los nanotubos de carbono
experimentan el efecto de permeabilidad y retenciéon mejorada (EPR), esto significa
gue los CNTs tienden a acumularse en el tejido tumoral debido a la contraccion de
los vasos linfaticos y sanguineos, debido al crecimiento del tumor. Esta arquitectura
vascular irregular incrementa la resistencia al flujo sanguineo e incrementa la
permeabilidad'#® lo cual es fundamental para transportar farmacos con actividad

anticancerigena o antitumoral al sitio especifico. Otro factor importante es la
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morfologia de los CNTs, la forma de aguja de estos materiales permite la
penetracion de la membrana celular y su acumulacién en el interior de la célula,
este mecanismo es independiente de la funcionalizaciéon del nanotubo!4’, sin
embargo, la endocitosis dependiente de energia es el mecanismo de internalizacion
mas apoyado por los investigadores y ocurre por distintas rutas. La acumulacion
intracelular de los CNTs es independiente de su longitud solo para nanotubos con
longitudes menores a 1 um**€. Finalmente, la caracteristica primordial de los CNTs
es unidimensionalidad. Su excepcional radio de aspecto (<10,000) y gran area
superficial les proporciona una gran capacidad de carga de una variedad ilimitada
de moléculas, biomoléculas, nanoparticulas mediante interacciones covalentes y
no covalentes. La funcionalizacién y decoracion de los nanotubos solo tiene como

limite la imaginacién y pericia del investigador.

Se han realizado diversos estudios in vitro e in vivo para evaluar la eficiencia de los
CNTs en la entrega de farmacos, porcentaje de inhibicién de células cancerigenas
y reducciéon en la masa tumoral. Compuestos como el cisplatino!*°, doxetacel
(DTX)1°0:151 " daunorrubicina (Dau)'®?> o doxorrubicina (DOX)*®31%8 y productos
naturales como la cumarina'®® han sido anclados de manera covalente y no
covalente a SWCNT y MWCNT. La doxorrubicina ha sido el farmaco mas utilizado
en estas pruebas bioldgicas, ya que en si mismo es un cromoéforo y puede emitir
luz en un rango de 650-710 nm, siendo util en microscopia confocal y de
fluorescencia. Ali-Bouceta y su equipo®3 fueron pioneros en la adsorciéon de DOX
a MWCNT dispersos en Pluronic F127 (un surfactante no iénico) para evaluarlo en
cultivos de la linea celular cancerigena MCF-7 empleando la metodologia de la sal
de tretrazolio (MTT), de los resultados se obtuvo que los SWCNT-DOX redujeron
el porcentaje de viabilidad celular hasta un 60% en comparacion con DOX disuelto
en agua y en el surfactante, que fue alrededor de un 80%. Heinster et al'®4, Li'% et
al, Liu'™® et al y Chen'®® et al, ademas de DOX, afadieron un ligando de
reconocimiento del microambiente cancerigeno a SWCNT y MWCNT oxidados (ox-
SWCNT y ox-MWCNT) recubiertos o no con polimero. Heinster y colaboradores
emplearon albumina de suero bovino (BSA) como enlazador multifuncional entre
fluoresceina, un anticuerpo monoclonal y los nanotubos de carbono. Este DDS fue

evaluado en células cancerigenas WiDr, el anticuerpo reconoce el antigeno
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carcinoembrionario, un marcador tumoral para corroborar la metastasis en cancer
de colon. Los resultados obtenidos por microscopia confocal sugieren que DOX se
internalizé en la membrana nuclear dejando a los SWCNT el citoplasma, sin
embargo, no se tienen datos si la inhibicion celular disminuyo. Li y su grupo se
enfrentaron al problema de la farmacorresistencia empleando un antigeno
glicoproteina-P fluorescente a ox-SWCNT-DOX. Las pruebas in vitro se realizaron
con las células leucémicas K562R, las cuales expresan a glicoproteina-P, una vez
qgue se incubaron los nanotubos en las células K562R usaron una radiacion de
infrarrojo cercano para estimular la liberacion de DOX en el microambiente celular.
La cantidad de DOX cargada en el SWCNT fue de 40 pm/ml de SWCNT. De
acuerdo con el ensayo XTS, la viabilidad celular al implementar los complejos
SWCNT-AGP-DOX fue alrededor del 40% a las 24 h, y disminuy6 a 30% a las 72
h, por su parte, DOX libre tuvo un porcentaje de viabilidad de 60 al 70% que se
mantuvo durante las 72 h de exposicion. Liu et al emplearon PL-PEG al cual
decoraron con el péptido RGD para recubrir ox-SWCNT y evaluarlos en
gioblastomas U87MG, aun asi, de acuerdo con el ensayo MTS, DOX libre tuvo un
ICso similar al sistema SWCNT-DOX-RGD: 2 uyM y 3uM respectivamente. Cheng
junto a su equipo cambiaron al enfoque covalente al unir DOX con SWCNT-PEG-
NH2 usando un enlazador hidrazona, alegando que es un enlace mas sensible al
microambiente acido de los lisosomas y, por lo tanto, mejorara la eficiencia de
liberacion del farmaco; las pruebas in vitro se realizaron en un cultivo de carcinoma
hepatocelular HepG2. De acuerdo con los resultados obtenidos, la capacidad de
carga de los SWCNT-HBA-DOX fue del 220% en comparacion con el 160% de los
derivados SCWNT-DOX, esto lo atribuyen a que ademas del DOX agregado
covalentemente, también se adsorbieron estas moléculas por interacciones de
apilamiento T-11, ademas en imagenes obtenidas con microscopia confocal
muestran una mayor intensidad de la fluorescencia en las células incubadas con
SWCNT-HBA-DOX, lo que nos indica que en efecto hay una mayor liberacion del
farmaco en comparacion con los SWCNT-DOX, finalmente la ICso para los SWCNT-
HBA-DOX y SWCNT-DOX fue de 4.8 uM y 7.4 pM respectivamente. Chen y su
equipo fueron mas alla al fabricar CNTs magnéticos e introducir nanoparticulas de

Fes04 dentro de la estructura, ademas fueron recubiertos con poliestirensulfonato
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de sodio; con fines de monitoreo por imagen, los nanotubos también fueron
decorados con puntos cuanticos recubiertos con SiO2 (HQD), que a su vez estaban
decorados con el polimero poliallamina (PAH), estos fueron adsorbidos por
interacciones electrostaticas a la pared de los CNTs, también decoraron estos
complejos con transferrina (Trf) como ligando de reconocimiento para las pruebas
in vitro con células HelLa, que sobreexpresan receptores de Trf. Las propiedades
magnéticas resultaron Utiles para su aplicacion y la fluorescencia de los HQD no
fue mermada por los componentes de composito. El porcentaje de carga de DOX
en este DDS fue alrededor del 110%. De acuerdo con las imagenes del microscopio
de fluorescencia, la internalizacién de los CNTs de debio a la presencia de Trf, ya
que no hubo fluorescencia en otra muestra con una linea celular que no expresaba
el receptor Trf, ademas la presencia de un campo magnético externo mejoraba la
intensidad de la fluorescencia. De acuerdo con el ensayo MTT, reportaron un
porcentaje de viabilidad celular a las 24 horas de administracién de 50 y 60% para
los DOX-FesOs@CNT-HDQ-Trf expuestos y no a un campo magnético
respectivamente, sin embargo, la viabilidad se redujo alrededor de un 30% para

ambos casos después de 72 horas.

El equipo de Kam logré anclar RNA pequefio de interferencia (SIRNA) a SWCNT-
PL-PEG, mediante enlaces disulfuro. Este es un tipo de ARN que interfiere con la
expresion de un gen especifico, en su reporte, Kam utilizé un siRNA que interfiere
con la expresion de la proteina lamina A/C, la cual esta presente en la membrana
nuclear. Los resultados de las pruebas in vitro en células HeLa demostraron que el
derivado SWCNT-PL-PEG-siRNA se internaliza correctamente en la célula v,
ademas se observo una menor intensidad en la fluorescencia de la membrana
comparada con un control. Taghdist et al tomaron este concepto para adsorber de
manera no covalente el aptamero sgc8c (DNA de cadena sencilla) y el farmaco
daunorrubicina (Dau). Este aptamero es afin a la proteina tirosin cinasa-7 (PTK),
un biomarcador de células leucémicas. Las lineas celulares evaluadas fueron Molt-
4y U266, la primera expresa PTK7, pero la segunda no. Los resultados del ensayo
MTT indican que tanto Dau como el sistema SWCNT-Dau-Aptadmero tuvieron un
porcentaje de viabilidad alrededor del 40% en células de leucemia linfoblastica

aguda Molt-4, a diferencia con las células de mieloma U266, donde Dau tuvo 40%

23



de viabilidad, pero el DDS 80%, indicando la selectividad del aptamero empleado.
También se han realizado experimentos in vivo para evaluar la eficacia de los CNTs
como acarreadores de farmacos. Birdhe y colaboradores enlazaron
covalentemente cisplatino y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) a ox-
SWCNT. Los investigadores crecieron tumores de la linea celular NH12 en ratones
desnudos atimicos y después inyectaron SWCNT-Cis y SWCNT-Cis-EGF, los
complejos que contenian EGF pudieron contener significativamente el crecimiento
del tumor, mientras que los SWCNT-Cis no inhibieron en absoluto el crecimiento,
ademas, los SWCNT-Cis-EGF tuvieron una mayor biodisponibilidad en el tumor que
los SWCNT-Cis, aunque también se internalizaron pequefias cantidades de

nanotubos en el bazo, pulmones, higado, rifiones y corazén.

Finalmente, el farmaco docetaxel también ha sido unido a SWCNT y MWNT de
manera covalente y no covalente. Raza junto a su equipo unieron DTX a ox-
MWCNT, que ademas de tener gran actividad in vitro contra lineas celulares MCF-
7y MDA-MB (ICso: 5 pg/mL contra 28 pg/mL de DTX solo y 6 pg/mL contra 15
png/mL de DTX solo respectivamente), su evaluacién farmacocinética in vivo indico
gue existe una mayor concentracion de MWCNT-DTX en el plasma sanguineo que
el farmaco solo, todos estos experimentos se llevaron a cabo coadministrando una
cierta cantidad de piperina (extraida de pimienta negra), pues existen reportes de
qgue incrementa la biodisponibilidad y permeabilidad de algunos farmacos por la
inhibicion de enzimas responsables del metabolismo de éstos, como los citocromos
P450%%°, Wang y colaboradores unieron DTX de manera no covalente a SWCNT
recubiertos con PVP y PEG con terminaciones del tipo maleimida donde anclaron
el péptido RGD, los estudios in vivo en ratones BALB/c sefalaron que la
biodisponibilidad de los SWCNT-NGR-DTX fue mayor para el tumor y el higado,
comparando con DTX solo que se distribuyd en mayores proporciones en el bazo,
pulmones y rifiones que en el tumor. Por otra parte, la tasa de inhibicion del sistema
SWCNT-NGR-DTX aumenta significativamente bajo una radiacion laser de 808 nm.
Estudios en el volumen de tumores fueron llevados a cabo, y aunque el sistema
SWCNT-NGR-DTX pudo controlar el crecimiento tumoral, la terapia con radiacion
infrarroja tuvo mejores resultados llegando a disminuir el volumen del tumor con

respecto al tamafo inicial.
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3. Justificacion

El uso de sistemas acarreadores nanoestructurados de farmacos para mejorar las
propiedades farmacocinéticas de moléculas terapéuticas es un &area de
investigacion que ha tomado fuerza en la quimica medicinal. La capacidad de estos
acarreadores de entregar el farmaco donde se necesita trae beneficios como la
reduccién de la concentracion del farmaco, alta selectividad, disminucion de efectos
secundarios y evitar la resistencia a los farmacos. Por esto, es importante sintetizar
y evaluar distintos tipos de sistemas de transporte empleando los conocimientos de
la nanotecnologia. El uso de CNT’s funcionalizados como sistemas de acarreo de
farmacos presenta algunas ventajas sobre otros sistemas al tratar enfermedades
como el cancer. Su morfologia permite la acumulacién de este material en tejido
tumoral, ademas de penetrar la membrana celular por multiples mecanismos. Otra
caracteristica importante es la versatilidad para afiadir ligandos especificos para el

direccionamiento del acarreador o para su monitoreo por imagen.

Por otro lado, la sintesis de compuestos con actividad biolégica es de suma
importancia para la comunidad cientifica. Las naftoquinonas son una de las familias
de moléculas mas estudiadas en cuanto a extracciones, sintesis y propiedades
terapéuticas. El uso de metodologias alternativas al calentamiento convencional
también es un tema que ha tenido realce en los ultimos afos, pues muchas veces
se obtienen mejores rendimientos y menores tiempos de reaccion utilizando estas

nuevas metodologias.

4. Hipotesis

El uso de fuentes de energia alterna, como la radiacion de microondas y las ondas
ultrasénicas mejoraran el rendimiento y disminuiran el tiempo de las reacciones de
la  2,3-dicloro-1,4-naftoquoninona con distintos aminoacidos y &cidos

aminobenzoicos.

La funcionalizacion de MWCNT mediante la arilacion de sales de diazonio permitira
la unién de los derivados de naftoquinona mediante un enlace peptidico mejorando
su dispersibilidad en soluciones acuosas y haciendola capaz de actuar como un

sistema de acarreo de farmacos.
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El grado de union de los derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona a
los nanotubos de carbono funcionalizados dependerd de la posicion del grupo

carboxilico en la molécula.

5. Objetivos
5.1.0bjetivo general

Sintetizar diversos complejos 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona@f-
MWCNT

5.2.0bjetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar derivados del tipo 3-cloro-2-aminoéacido-1,4-
naftoquinona y 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona

e Funcionalizar y caracterizar nanotubos de carbono de multiples capas
MWCNT

6. Materiales y métodos

A continuacion, se enlistan los reactivos y solventes utilizados en el trabajo
experimental. Los fundamentos de los métodos de sintesis, asi como de las
técnicas de caracterizacion. También se describen los protocolos para la obtencién

de cada serie de compuestos y la funcionalizacion/acoplamiento de los MWCNT.

6.1.Reactivos y solventes

Tabla 6. 1. Reactivos y solventes empleados

Reactivo Marca Pureza
2,3-dicloro-1,4-naftoquinona Sigma-Aldrich 298%
Glicina Sigma-Aldrich =298%
Alanina Sigma-Aldrich >98%
Metionina Sigma-Aldrich 298%
Asparagina Sigma-Aldrich >98%
Histidina Sigma-Aldrich 299%
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Fenilalanina Merck 298%
Tirosina Merck 298%
Acido 4-aminobenzoico Sigma-Aldrich =>99%
Acido 3-aminobenzoico Sigma-Aldrich >98%
Acido 2-aminobenzoico Sigma-Aldrich 298%
Etanol Jalmek 299.5%
Metanol Jalmek 299.5%
Diclorometano Jalmek 299.5%
Acetona Jalmek 299.5%
Agua Destilada - -
Hidroxido de Potasio Fermont >97.7
Acido Clorhidrico J.T. Baker 36.5-38%
Acido acético Fermont >99.7
MWCNT Nanoamor >98.0%
4-[(N-Boc)aminometillanilina Sigma-Aldrich =97.0%
Nitrito de Isoamilo Thermo-Scientific >97.0%
Dimetil Formamida Sigma-Aldrich >299.8%
N-hidroxisuccinimida Sigma-Aldrich >98%
1-etil-3-(3- Sigma-Aldrich >98%
dimetilaminopropil)carbodiimida
Dioxano Fermont 299.0%
Test Kaiser Sigma-Aldrich -

6.2.Métodos de sintesis

6.2.1. Sintesis asistida por ultrasonido
El uso de ultrasonido (US) como método alternativo para suministrar energia a las
reacciones quimicas ha aumentado en los Ultimos afios. Esto se debe a las ventajas
que posee, como la reduccion de tiempos de reaccion, el uso de agua como
solvente o la capacidad de llevar a cabo reacciones en fase heterogénea.
Generalmente los equipos de ultrasonido se encuentran en dos presentaciones:

bafios ultrasénicos y sondas o puntas. En los bafios ultrasénicos las ondas de
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sonido viajan en el seno de un fluido (generalmente agua) en el que esta inmerso
el material que contiene los reactivos. Por su parte, la sonda ultrasénica incide las
ondas directamente al solvente donde se encuentran los reactivos. El rango de
frecuencia de las ondas de ultrasonido esta entre 20 kHz y 5 MHz. El incremento
de la reactividad de las reacciones quimicas asistidas por ultrasonido se debe a la
formacién y colapso de microburbujas en un medio liquido, fenébmeno conocido
como cavitacion'®:,

La propagacion de las ondas de ultrasonido en una matriz liquida se lleva a cabo
en ciclos de compresion y expansion de burbujas, que al llegar a un tamafio
inestable colapsan resultando en la disipacién de energia al medio, favoreciendo
las reacciones. Debido a la turbulencia creada por la circulacion del liquido durante
al proceso de cavitacion la tasa de transferencia de masa incrementat®?.

El aceleramiento de las reacciones también se debe a la formacion de puntos
calientes en el seno del liquido. Estos puntos calientes, muy localizados, pueden
alcanzar temperaturas hasta de 5000 °C y presiones de 500 atmosferas con
velocidades de enfriamiento extremadamente rapidas3. El ultrasonido es benéfico
para acelerar reacciones quimicas, mejorar rendimientos, disminuir los tiempos de
reaccion, asi como incrementar la selectividad de las reacciones.

Muchas veces las reacciones se llevan a cabo en fase heterogénea liquido-liquido,
debido a que un reactivo en soluble en solventes polares y el otro en solventes no
polares, la sintesis asistida por ultrasonido permite mejorar los resultados de este
tipo de reacciones. La cavitacion generada propicia la formacién de emulsiones y
simultdneamente el contacto entre los distintos reactivos, dando lugar a la
formacion del producto deseado!®*

En este trabajo de investigacion se utilizé6 una sonda marca Ultrasonic Processors
VCX 750 a 20 KHz, y una potencia de 750 W. Con una temperatura maxima en el
medio de 60 °C.

6.2.2. Sintesis asistida por microondas
Las microondas son parte de la radiacion electromagnética en el rango de
frecuencia de 0.3 a 300 GHz, correspondiente a longitudes de ondade 1 cmal m.

En el espectro electromagnético se encuentran entre la radiaciéon infrarroja y las
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ondas de radio. Todos los equipos de microondas, ya sean domésticos o para
reacciones quimicas operan a una frecuencia de 2.45 GHz, esta energia es muy

baja para romper los enlaces de las moléculas organicas'®.

La quimica de las reacciones asistidas por microondas se basa en el calentamiento
eficiente de materiales por medio de efectos de calentamiento dieléctrico de
microondas'®%166, Este calentamiento depende de la habilidad de una sustancia en
especifico para absorber energia de microondas y convertirla en calor.

El componente eléctrico del campo electromagnético de las microondas causa el
calentamiento por dos mecanismos principales: polarizacién dipolar y conduccion
i6nica. Para que una sustancia sea capaz de generar calor cuando es irradiada con
microondas debe tener un momento dipolar. Cuando los dipolos de una muestra
son expuestos a frecuencias de microondas, éstos se alinean con el campo
eléctrico aplicado. Como el campo eléctrico oscila, el campo del dipolo busca
realinearse con él, y en el proceso, se pierde energia en forma de calor a través de
friccibn molecular y pérdida dieléctrica. La cantidad de calor generado por este
proceso esta directamente relacionada con la habilidad de la sustancia para
alinearse con la frecuencia del campo aplicado. El segundo principal mecanismo
de calentamiento es la conduccion idnica. Durante la conduccion idnica, particulas
con carga disueltas en una muestra oscilan bajo la influencia del campo de
microondas y colisionan con moléculas adyacentes o atomos. Estas colisiones
causan agitacion o movimiento, creando calor. El principio de conductividad es un
efecto més fuerte que el mecanismo de la rotacion dipolar con respecto a la

capacidad de generar calor65166,

Comparandolo con el método el calentamiento por microondas, el calentamiento
conductivo con una fuente de calor externa es un método lento y poco eficiente
para la transferencia de energia al sistema, ya que depende de corrientes de
conveccion y de la conductividad térmica de distintos materiales, lo que resulta que
el contenedor de la reaccién esté mas caliente que la mezcla de reaccion. En
contraste, la irradiacién por microondas produce un calentamiento interno eficiente

por los mecanismos mencionados anteriormente®’.
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El equipo empleado en este trabajo de investigacion fue un reactor de microondas
CEM Discover monomodal. Las condiciones de reaccién fueron 50 W de potencia

para alcanzar temperaturas de 65 °C.

6.3. Técnicas y métodos de caracterizacion de derivados de naftoquinona

6.3.1. Técnicas cromatograficas

La cromatografia es una técnica que permite separar componentes de una mezcla
debido a la influencia de dos efectos contrarios; por una parte, la retencion de una
fase estacionaria y, por otro lado, el desplazamiento ejercido por una fase movilt6e,
La mezcla se deposita sobre la fase estacionaria y la fase mévil atraviesa el sistema
desplazando los componentes de la mezcla a distinta velocidad, dependiendo de la
magnitud de sus interacciones con ambas fases. La cromatografia tiene distintas
aplicaciones, entre ellas, se puede monitorear el progreso de una reaccion quimica
por medio de cromatografia en capa fina (CCF) o se pueden separar y purificar los
componentes de una mezcla empleando la cromatografia en columna. La CCF se
realizd en cromatofolios de aluminio con una capa de silice 60gypsum F2ss4, que
fueron reveladas en una lampara con longitudes de onda de 245-365 nm. Para las
purificaciones por cromatografia en columna se emple6 gel de silice 60 (0.063-
0.200 mm) marca Merck.

6.3.2. Espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-Vis)
La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) se basa en la interaccion de la
materia con la radiacion electromagnética con longitudes de onda entre 200-800
nm. Cuando las moléculas absorben energia a estas longitudes de onda, sus
electrones pasan de un estado de minima energia (estado basal) a uno de mayor
energia (estado excitado). Estas transiciones electronicas en el UV-Vis son Utiles
cuando se tienen sistemas aromaticos y conjugados ya que proporciona una idea

de la estructura de la molécula que esta siendo analizada.

Las transiciones que resultan de la absorcion de radiacidén electromagnética en esta

region del espectro (UV-Vis) son transiciones entre niveles electrénicos de energia.
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Cuando una molécula absorbe energia, un electron es promovido de un orbital
ocupado a uno no ocupado de mayor potencial de energia®®. Todos los espectros
UV-vis se obtuvieron con un espectrofotometro UV-Vis marca Carry 60, con celdas

de cuarzo de paso optico de 5 mm.

6.3.3. Espectroscopia de infrarrojo (IR)
La espectroscopia de infrarrojo es una de las técnicas mas empleadas en la
identificacion de compuestos en la quimica organica. En esta técnica se utilizan los
fotones infrarrojos del espectro electromagnético de longitud de onda que va de 2.5
a 25 um y corresponde a la porcion vibracional del espectro de la region infrarroja.
La energia correspondiente a estas longitudes de onda es capaz de excitar los
estados vibracionales de los enlaces de las moléculas. Estas transiciones
vibracionales corresponden a distintas energias, y las moléculas absorben
radiacion infrarroja solo a ciertas longitudes de onda (o numeros de onda) que
dependen de la masa de los a&tomos unidos y de la rigidez del enlace'®®17°, Gracias
a esta particularidad es posible conocer los grupos funcionales y ciertas
caracteristicas de una molécula analizada. Los espectros IR de los compuestos
sintetizados fueron obtenidos en un espectrofotometro de transformada de Fourier
marca Thermo Scientific, modelo Nicolet iS10 con el aditivo ATR y operado con el

programa computacional OMNIC.

6.3.4. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)
Respecto a las técnicas de caracterizacion espectroscopica en quimica organica,
la resonancia magnética nuclear es la herramienta mas poderosa con la que se
cuenta para elucidar estructuras organicas. La RMN se emplea para estudiar una
gran variedad de nucleos, incluyendo el *H, 13C, *°N, *°F y 31P. sirve para determinar
el nimero de atomos magnéticamente distintos en una estructura y la naturaleza
del ambiente en el que se encuentran. Esta técnica se basa en el cambio del spin
magnético de un nucleo de masa o numero atdmico impar al estar expuesto a un
campo magneético externo, los ndcleos se diferencian entre ellos por el grado de

desproteccion que ejercen sobre ellos sus electrones y los atomos aledafios. Estos
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factores proporcionan informacion como el numero de sefiales diferentes; que
indican el nimero de nucleos de la molécula, la cantidad de desproteccién de cada
nucleo, la intensidad de las sefiales y los patrones de desdoblamiento que puedan

presentarsel69.170

6.4.Sintesis de derivados de naftoquinona

6.4.1. Sintesis de derivados 3-c|oro-2-aminoacido-1,4-naftoquinona

(6]
(6]
Cl EtOH/H,0
HoN KOH, pH 9-10
+ OH —mM
ReflUjO

Cl R
(e}
1

2a-g 3a-g
Esquema 6. 1 Sintesis de derivados con aminoacidos. Cadenas laterales de los
aminoacidos: 2a) R=H (glicina); 2b) R=CHz (alanina); 2c) R=CH2CONH: (asparagina); 2d)

R=C:2H4SCHs (metionina); 2e) R=CH2C3N2H3s (histidina); 2f) R=CH2-Ce¢Hs (fenilalanina); 29)
R=CH2-CsH4OH (tirosina).

6.4.1.1. Reaccién por calentamiento convencional
En un matraz de bola de 100 ml se afiadieron de 1.5 a 2.0 mmoles de aminoacido
se colocaron en 30 ml de una mezcla etanol/agua 4:1 y se basifico con una solucién
de KOH 3N hasta llegar a un pH entre 9 y 10. La disolucion fue calentada por 20
minutos a reflujo y a continuacion se afiadio 1 mmol de 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona
y se dejo reaccionar por 6 horas. Al finalizar este tiempo, se afiadié HCI 1N hasta
gue se formara un precipitado, el cual fue filtrado con filtros Whatman No. 6. El
producto fue purificado por cromatografia en columna empleando como eluyente

diclorometano y aumentando gradualmente la polaridad con metanol.

6.4.1.2. Reaccion asistida por ultrasonido
Para la sintesis por ultrasonido se colocaron de 1.5 a 2.0 mmoles de aminoacido
en 50 ml de una mezcla etanol-agua 4:1 en un vaso de precipitado y se basifico con

una solucion de KOH 3N hasta llegar a un pH entre 9 y 10. La disolucion fue
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irradiada con una sonda ultrasénica por 5 minutos y a continuacién se afadié 1
mmol de 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona y se dejo reaccionar por 4 horas con
intervalos de 30 segundos ON/OFF. Al finalizar este tiempo. se afiadio HCI 1N hasta
que se formara un precipitado el cual fue filtrado con filtros Whatman No. 6. El
producto fue purificado por cromatografia en columna empleando como eluyente

diclorometano y aumentando gradualmente la polaridad con metanol.

6.4.1.3. Reaccion asistida por microondas
Para la sintesis asistida por microondas se partié de la metodologia propuesta por
Rivera-Avalos® con algunas modificaciones. De 1.5 a 2.0 mmoles de aminoéacido
se colocaron en 30 ml de una mezcla etanol-agua 4:1 en un matraz de bola y se
basificé con una solucién de KOH 3N hasta llegar a un pH entre 9y 10. La disolucion
fue irradiada con microondas por 10 minutos a 50 W y 65 °C, a continuacion, se
afadio 1 mmol de 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona y se dejé reaccionar por 1 hora a la
misma temperatura y potencia. Al finalizar este tiempo, se afiadio HCI 1N hasta que
se formara un precipitado el cual fue filtrado con filtros Whatman No. 6. El producto
fue purificado por cromatografia en columna empleando como eluyente

diclorometano y aumentando gradualmente la polaridad con metanol.

6.4.2. Sintesis de derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-
naftoquinona

O (0]

cl HoN EtOH H

KOH, pH 8
—_—
+ / reflujo
us
c \ /\COOH MW c COOH
o

1 2h-j 3h+j

Esquema 6.2. Sintesis de derivados con &cidos aminobenzoicos. 2h) para-COOH; 2i)
meta-COOH; 2j) orto-COOH.
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6.4.2.1. Reaccién por calentamiento convencional
Para la sintesis de derivados con &cido amino benzoico se coloc6 en un matraz
bola 1.5 mmol de &cido aminobenzoico, se afiadieron 30 ml de etanol y se agreg6
una solucion de KOH 3N hasta llevar la mezcla a un pH de 8; la solucion se llevo a
reflujo por 20 minutos. Posterior a ese tiempo se agregé 1 mmol de 2,3-dicloro
naftoquinona y se dejo reaccionar durante seis horas. El progreso de la reaccion
fue monitoreado por cromatografia de capa fina (CCF). Posteriormente, a la mezcla
de reaccion se le agregdé HCI 1N hasta que se formo un precipitado, el cual fue
filtrado. Los productos fueron purificados mediante recristalizacion; para los

derivados 3h-i se uso acido acético y para el derivado 3j cloroformo.

6.4.2.2. Reaccidn asistida por ultrasonido
Para la sintesis de derivados con acido amino benzoico se colocé en un vaso de
precipitado de 250 ml de 1.2 a 1.5 mmol de acido aminobenzoico, se agregaron 50
ml de etanol y se agregd una solucion de KOH 3N hasta llevar la mezcla a un pH
de 8; la solucién se calenté en una sonda ultrasonica por 5 minutos. Posterior a ese
tiempo se agregdé 1 mmol de 2,3-dicloro naftoquinona y se dejé reaccionar durante
4 horas con intervalos de 30 segundos ON/OFF. El progreso de la reaccion fue
monitoreado por cromatografia de capa fina (CCF). Posteriormente, a la mezcla de
reaccion se le agregd HCI 1N hasta que se formo un precipitado el cual fue filtrado.
Los productos fueron purificados mediante recristalizacion; para los derivados 3h-i

se uso 4cido acético y para el derivado 3j cloroformo.

6.4.2.3. Reaccidn asistida por microondas
Para el caso de la sintesis asistida por microondas se colocé en un matraz bola de
100 ml de 1.5 mmol de acido aminobenzoico, se agregaron 30 ml de etanol y se
agrego una solucién de KOH 3N hasta llevar la mezcla a un pH de 8; la solucion se
irradi6 con microondas por 10 minutos a una potencia de 50 W y 65 °C de
temperatura. Posterior a ese tiempo se agregdé 1 mmol de 2,3-dicloro naftoquinona
y se dejo reaccionar una hora con la misma temperatura y potencia. El progreso de

la reaccion fue monitoreado por cromatografia de capa fina (CCF). Posteriormente,
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a la mezcla de reaccion se le agregé HCI 1N hasta que se formé un precipitado el
cudl fue filtrado. Los productos fueron purificados mediante recristalizacion; para
los derivados 3h-i se usé acido acético y para el derivado 3j cloroformo.

6.5.Funcionalizacion y acoplamiento de derivados 3-cloro-2-
carboxifenilamino-1,4-naftoquinona

La funcionalizacién se llevo a cabo mediante una arilacion por sales de diazonio de
acuerdo a la metodologia de Quintana!?®. En un matraz bola se colocaron 25 mg
de MWCNT vy se dispersaron en 75 ml de agua destilada mediante un bafio
ultrasénico por 20 minutos. Posteriormente, se afadieron 1.5 equivalentes de 4-
[(N-Boc)aminometillanilina y de nitrito de isoamilo. La mezcla se calent6 a 80 °C
por 24 horas. Finalmente, los -MWCNT fueron filtrados al vacio, lavados con DMF

y MeOH, y secados al vacio durante 24 horas.

2) HCI, Dioxano
3) 3h-j, NHS, EDC

Boc

3h-j@F-MWCNTj

Esquema 6.3. Reaccion general para obtener los nanotubos funcionalizados y enlazados

con derivados 2-cloro-3-(carboxifenilamino)-1,4-naftoquinona 3h-j.

Para eliminar el grupo protector BOC los f-MWCNT se dispersaron en una solucién
de HCI 3M en dioxano a 25 °C por 24 horas, estos fueron filtrados y lavados con
agua destilada y metanol para posteriormente ser secados al vacio por 24 horas.
Se cuantificdé la cantidad de grupos amino primarios mediante el test Kaiser
tomando una alicuota de 0.1 mg de f-MWCNT desprotegidos. Esto sirvid para

calcular la cantidad de derivados 3h-j empleados para el acoplamiento.

Para la unién de los derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona se

colocaron en un matraz con atmosfera de nitrégeno 5 ml de DMF, 1.5 equivalentes
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de 3h-j, 1 equivalente de NHS y 1 equivalente de EDC durante 1 hora. Esta mezcla
se agreg6 a un matraz con nanotubos dispersos en DMF y se afiadié 20 uL de TEA
como base. La reaccion fue llevada a 65 °C por 48 horas. Finalmente, los nanotubos

fueron filtrados al vacio y lavados con DMF y metanol.

6.6. Técnicas de caracterizacion de complejos 3-cloro-2-
carboxifenilamino-1,4-naftoquinona@f-MWCNT

6.6.1. Kit para test Kaiser
La prueba de Kaiser es un método de analisis cuantitativo para conocer la cantidad
de grupos amino libres en un analito. En un inicio se empleaba para la sintesis de
péptidos, pero hoy en dia también es utilizado en la funcionalizacion de materiales.
El kit esta compuesto de tres soluciones; fenol al 80% en etanol (solucién 1), KCN
en H20/piridina (solucion 2) y nihidrina al 6% en etanol (solucién 3). El principio del
método esta basado en la reaccion de la nihidrina con los grupos amino primarios
libres, pues la mezcla cambia a un color azul intenso, debido a la formacion del
producto conocido como azul de Ruhemanns’t. De acuerdo al método se afiaden
a un vial que contenga 0.2 mg de la muestra de nanotubos, 75 pl de la solucién 1,
100 pl de la solucién 2 y 75ul, posteriormente se sonican los viales para dispersar
la muestra y se calientan a 120 °C durante 5 minutos. Luego se dejan enfriar a
temperatura ambiente para después afiadir 4750 ul de una mezcla de EtOH/H20 al
60%. La mezcla se centrifuga a 1500 rpm durante 15 minutos. Finalmente se
obtiene la absorbancia del sobrenadante en un espectrometro de UV-Vis a 570 nm.
Este protocolo se hizo por triplicado para cada muestra a analizar Para calcular la

cantidad de grupos amino en cada muestra se utiliza la siguiente Ecuacion:

[AbSmuestra—AbSplanco]Xdilucion (ml)x 106 (6 1)
Coeficiente de extincionxpesomyestra (Mg) '

Carga de grupos NH, libres (umol/g) =

El volumen de las diluciones fue de 5 ml y el coeficiente de extincion de la mezcla
EtOH/H20 al 60% es de 15,000 mLsmol* cm™ El blanco fue preparado de la misma
manera, pero sin los MWCNTSs. El resultado se expresa en umoles de grupos amino

por gramo de material.
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6.6.2. Analisis termogravimétrico (TGA)
El principio del andlisis termogravimétrico es el estudio del cambio de masa de una
muestra bajo condiciones programadas. EL TGA es empleado principalmente para
entender ciertos eventos térmicos, como absorcion, adsorcion, desorcion,
vaporizacién, sublimacion, descomposicion, oxidacién y reduccion. Los factores
que influyen en el cambio de masa incluyen: peso y volumen de la muestra a
analizar, forma fisica de la muestra, forma y naturaleza del contenedor de la
muestra, naturaleza de la atmosfera durante el andlisis y la tasa de calentamiento

o enfriamientol’%

7. Resultados y discusion
7.1.Naftoquinonas

7.1.1. Sintesis de 3-cloro-2-aminoacido-1,4-naftoquinonay 3-cloro-2-
carboxifenilamino-1,4-naftoquinona

La obtencion de &cidos 3-cloro-2-aminoacido-1,4-naftoquinona y 3-cloro-2-
carboxifenilamino-1,4-naftoquinona se llevé a cabo por la sustitucion nucleofilica
entre un atomo de cloro de la 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (2,3-DCNQ) y un grupo
amino (-NH2) de un &cido aminobenzoico o un aminoé&cido, el mecanismo Sn2
propuesto se puede visualizar en el Esquema 7.1. Este tipo de reacciones no
pueden llevarse a cabo con un catalizador del tipo acido de Lewis, ya que
compuestos, como el tricloruro de cerio pueden formar complejos facilmente con
acidos aminobenzoicos y aminoacidos!’41’>, Como parte fundamental de la
guimica moderna se sintetizaron estos derivados de naftoquinona con fuentes de
energia alternativas al calentamiento convencional, para comparar distintos

parametros como tiempos de reaccion y rendimientos.
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Esquema 7.1. Mecanismo general Sn2 para la obtencion de derivados 2-amino,3-cloro-
1,4-naftoquinona.

La Tabla 7.1 compara los rendimientos de las tres metodologias usadas para la
sintesis de estos derivados.

Tabla 7.1. Rendimientos de los derivados 3-cloro-2-aminoacido-1,4-naftoquinonay 3-

cloro-2-carboxifenilaminol,4-naftoquinona.

Método de activacion Punto
. . de
Cddigo Sustituyente i -
Calentam_|ento Ultrasonido | Microondas | fusion
convencional °C)
.'O'.
3a HZN\)J\ 38.8 59.7 59.4 168-170
OH
:0:
3b \H}\éH 24.2 47.9 52.4 227-229
* NH,
HeH
3c N 31.7 50.2 48.2 207
Hel “NH,
HoH
3d /\/\)}\ 34.6 27.0 25.2 185-188
:NH,
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ZT

NH,

3e < | on 7.3 5.7 3.5 140-143
\

3f GH 28.1 79.2 56.7 175-177

NH,

39 OH 14.8 11.2 57.9 132-134

HO

—
3h HN4®—< 78.0 79.4 76.8 361-363

0t
3i \Q)}\ 79.4 80.7 78.1 313-316
3] @/”\ 67.5 71.3 69.5 231-233

Tanto los aminoacidos como acidos aminobenzoicos pueden comportarse como

zwitteriones en solucién acuosas’®, lo que imposibilita el ataque nucleofilico del
par de electrones del nitrdgeno hacia el atomo de cloro de la 2,3-DCNQ, de ahi la
necesidad de afiadir una base a la mezcla de reaccion. Se han usado distintas
bases para la preparacion de estos compuestos como KOH, TEA, NaHCOs3, AcONa
0 CaCQ03%9:5257.177 Sin embargo, después de un andlisis de esta reaccion utilizando
diversas bases, Rivera-Avalos et al.®8 reportaron que los mejores rendimientos al

preparar derivados aminoacido de naftoquinona utiliando KOHA y TEA.

Como se puede observar de la Tabla 7.1 los rendimientos de los derivados 3-cloro-
2-aminoacido-1,4-naftoquinona por medio del calentamiento convencional son
moderados, con valores entre 24% - 38%, a excepcion de los compuestos 3e y 3g,
que tuvieron rendimientos de 7.3% y 14.8% respectivamente y seran discutidos
después; al emplear ondas ultrasdnicas y de microondas para llevar a cabo la
reaccion los rendimientos de los derivados 3a-d y 3f aumentan entre 27% - 79% y

25% -59% respectivamente. La Figura 7.1 retoma los rendimientos de una manera
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visual. Se puede apreciar que el compuesto 3f, sintetizado mediante ultrasonido fue
el que se obtuvo con mejor rendimiento. En promedio, las sintesis asistidas por US
y MW tuvieron un desempefio similar, moderadamente mejor que la sintesis
mediante calentamiento convencional. Los compuestos con menores rendimientos
(3e y 3g) se caracterizan por tener sustituyentes imidazol y fenol, estas
caracteristicas en su estructura pueden ser el principal motivo de sus rendimientos
pobres.

Rendimientos derivados naftoquinona-aminoacido

80

60

40

20

Rendimiento (%)

3a 3b 3c 3d 3e 3f 30

H Calentamiento convencional mUltrasonido  ®Microondas

Figura 7.1. Grafico de barras de rendimientos mediante distintas metodologias de los
derivados 3-cloro-2-aminoacido-1,4-naftoquinona.

Retomando la naturaleza zwitterionica de los aminoacidos, estos pueden coexistir
en equilibro con otras especies polares derivadas de la misma molécula en
soluciones acuosas, este equilibrio depende del pH de la solucién. La ley de accién
de masas establece que existe una relacion fija entre la concentracion de los
reactivos y productos y su coeficiente estequiométrico. Esta relacion es conocida
como constante de equilibrio, en términos de equilibrio acido-base, esta constante
es conocida como constante de disociacion. Si consideramos un aminoacido como

un &cido diprético podemos expresar las constantes de disociacion de la siguiente
manera:
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H,A = H* + HA™ (7.1)

_ HHHAT] (7.2)
T [HA]
HA- 2 H* + A*” (7.3)
_ [HY][A*] (7.4)
fo = AT

La fraccién de la concentracion de cada especie en solucion es representada por

las siguientes ecuaciones:

L [H,A] B [H*]? (7.5)
HeA T [HyAl + [HAT] + [A%7] ~ [HY]? + [H)Kas + Kax Koo
o [HA™] B [H*1Kq1 (7.6)
HA™ T [HyAl + [HAT] + [A%7] 7 [HY]? + [H*]Kas + K1 Koo

[AZ_] KalKaZ (77)

Ap,a = [HZA] + [HA—] + [AZ—] = [H+]2 + [H+]Ka1 + KalKaZ

Finalmente, la concentracion analitica total puede expresarse como la suma de las

concentraciones de las especies en solucién.
C = [H,A] + [HA™] + [A%7] (7.8)

Como la concentracion analitica total es un parametro conocido, podemos calcular
las fracciones de concentracién de cada especie al relacionarlas en funcion a sus
constantes de disociacién acida y a la concentracion de protones de la solucion.
Con estos valores podemos generar diagramas de distribucion de especies
quimicas, los cuales indican cudl especie predomina en la solucién mientras varia

su pH.

La Figura 7.2 muestra el diagrama de distribucion de especies del aminoacido
glicina (2a). La curva azul corresponde al aminoacido completamente protonado, la
curva verde al zwitterion y la curva roja a la especie con el grupo amino
desprotonado. Como se pude observar, el ion dipolar es la especie predominante
en casi todo el diagrama a excepcion de la regién basica de la escala de pH. Este

patrén de distribucion ocurre de manera casi idéntica en los aminoacidos 2b-d y 2f.
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Esto se debe a que poseen una constante de disociacion acida similar. La Tabla
7.2 resume los pKa de los aminoacidos empleados en este trabajo.

log [C]

Figura 7.2. Diagrama de distribucién de especies del aminoacido glicina (2a).

Tabla 7.2. Constantes de disociacion &cida de los aminoacidos 2a-g.

Aminoacido clave P.M. (g/mol) pKai pKaz pKaz Ref.
Glicina 2a 75.07 2.37 9.6 [178]
Alanina 2b 89.09 2.34 9.69 [178]

Metionina 2c 149.21 2.28 9.21 [178]
Asparagina 2d 132.12 2.02 8.8 [178]
Histidina 2e 155.15 1.82 6.00 9.17  [179]

Fenilalanina 2f 165.19 1.83 9.13 [178]

Tirosina 29 181.19 2.2 913  10.07 [179]

De la Tabla 7.2 el valor de pKai corresponde a la desprotonacion del grupo
carboxilico y el pKaz a la desprotonacion del grupo amonio. En la misma tabla se
destacan los aminoacidos 2e y 2g, pues poseen un pKas, atribuido a la
desprotonaciéon de la amina secundaria del grupo imidazol de la histidina y a la
desprotonacion del grupo fendlico de la tirosina respectivamente. Es posible que la
existencia de esta tercera desprotonacién influya en los bajos rendimientos de sus
derivados correspondientes. Las Figuras 7.3 y 7.4 nos muestran el diagrama de

distribucion de especies de los aminoacidos 2e y 29.
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Figura 7.3. Diagrama de distribucién de especies del aminoéacido histidina (2e).
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Figura 7.4. Diagrama de distribucién de especies del aminoéacido tirosina (29).

Las Figuras 7.3 y 7.4 muestran diagramas diferentes al de la Figura 7.2 debido a
la introduccion de una nueva especie quimica sefialada con la curva amarilla. Con
respecto al aminoacido histidina (2e), podemos observar que la especie con el
grupo amino desprotonado (curva amarilla) se hace presente a partir de un pH de

10, como las reacciones fueron llevadas a pH entre 9 y 10 existe una clara
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competencia entre esta especie y la que tiene el grupo imidazol desprotonado. Para
el amino&cido tirosina (2g) el rango de pH de la especie relevante para la sintesis
es tan solo entre 9 y 10, aun asi, las especies zwitterionicas y con el grupo fendlico
desprotonado también se encuentran en concentraciones considerables, sin
embargo, los bajos rendimientos de la sintesis de 3g por medio de calentamiento
convencional y ultrasonido se pueden deber a un mal ajuste del pH, ya que en la

sintesis asistida por microondas se obtuvo un rendimiento moderado.

Otra posible explicacion a los bajos rendimientos de los derivados 3e y 3g son las
interacciones intra e intermoleculares entre las estructuras de los aminoacidos que
los conforman. Los amino&cidos histidina y tirosina, ambos poseen sistemas
aromaticos en su cadena lateral, lo que propicia interacciones de apilamiento Tr-Tr.
Ademas, es conocido que los acidos carboxilicos pueden formar dimeros estables
en solucién. La Figura 7.5 ejemplifica algunas de estas posibles interacciones para
el aminoacido tirosina. Con respecto a la histidina, existe la posibilidad de formar
una estructura biciclica por medio de interacciones intramoleculares, como se
puede observar en la Figura 7.6. Estas interacciones podrian ser tan fuertes que
se necesitaria una mayor energia para que las moléculas puedan moverse

libremente e interactuar con la 2,3-DCNQ.

HO

NH,

OH

NH,

o

Figura 7.5. Interacciones intermoléculares del aminoéacido tirosina (2g).

44



Figura 7.6. Interacciones intramoléculares del aminoacido histidina (2e)

Figurka y colaboradores'®® realizaron la sintesis de derivados naftoquinona-
aminodcidos, formando en primer lugar una sal de aminodacido y potasio y después
la agregaron a una disolucién caliente de 2,3-DCNQ en etanol. Al analizar la pureza
de estos derivados mediante TGA notaron que existia una impureza en la muestra,
la cual atribuyeron al subproducto 2-etoxi-3-cloro-1,4-naftoquinona, debido a esto,
modificaron la metodologia empleando una mezcla DMSO/H20 como solvente,
obteniendo rendimientos entre 51%-55%, ademas en los estudios
termogravimeétricos observaron solo un producto. Si bien es posible la formacion
del subproducto mediante solvdlisis (mecanismo Sn1), sobre todo por las
condiciones basicas, el método de purificacibn que usaron (recristalizacién en
etanol) no parecia ser el adecuado, tomando en cuenta que ellos indican que la

solubilidad de este subproducto es similar a la de los compuestos objetivos.

Si bien, no se ha elucidado un mecanismo concreto para la sintesis de estos
compuestos, Delarmelina et al'®! realizaron estudios tedricos sobre la sustitucion
nucleofilica de la 2,3-DCNQ con nucledfilos difuncionales con nitrégeno, oxigeno y
azufre, entre sus distintos hallazgos, observaron que el mecanismo de sustitucion
puede llevarse a cabo en una sola etapa sin la necesidad de un intermediario

tetraédrico.

Para los derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona, los rendimientos
se obtuvieron entre 60% y 80%. La Figura 7.7 representa por medio de barras los
rendimientos de estos derivados por las distintas fuentes de activacion. No existe

una diferencia significativa con respecto al rendimiento de cada derivado entre las
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tres metodologias usadas, sin embargo, el producto obtenido en menor cantidad
fue el que contiene el fragmento &cido orto-aminobenzoico (2j), probablemente por
impedimento estérico entre la amina nucledfila y el sustituyente carboxilico. Esta
hipétesis concuerda con los trabajos de Cardenas®*, quien analiz6 los rendimientos
de diversos compuestos tipo 2-fenilamina-3-cloro-1,4-naftoquinona con
sustituyentes electrodonadores, electroactractores y halogenados, de sus
resultados concluy6 que los mejores rendimientos se obtenian con anilinas con
sustituyentes electrodonadores y disminuian con anilinas con sustituyentes
electroactractores (como los grupos carboxilicos) y con sustituyentes en la posicion
orto con respecto al grupo amino de la anilina. Como comparacion, los rendimientos

que él obtuvo con anilinas con sustituyentes electrodonadores fue entre 86% y 99%.

Rendimientos naftoquinona-acido aminobenzoico
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Figura 7.7. Grafico de barras de rendimientos mediante distintas metodologias de los
derivados naftoquinona-acido aminobenzoico.

Con respecto a las especies quimicas del acido aminobenzoico en solucion,
podemos observar en la Figura 7.8, correspondiente al &cido m-aminobenzoico (3i)
gue la especie dipolar predomina a pH acidos, mientras que la forma con el grupo
amino desprotonado esta presente en mayor concentracion a pH mayor a 5, esta
tendencia es la misma para los derivados para (3h) y orto (3j). Por lo tanto, la
variabilidad de especies en solucion no parece ser un factor que afecte los

rendimientos de los productos. Esto puede ser atribuido a la naturaleza
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electroatractora de grupo carboxilico y al impedimento estérico de los grupos en

posicién orto.

log [C]

-10

-12

Figura 7.8. Diagrama de distribucién de especies del acido m-aminobenzoico (2i).

7.1.2. Caracterizaciéon de derivados de naftoquinona
Todos los derivados sintetizados en este trabajo fueron caracterizados por
espectroscopia IR, UV-Vis y punto de fusion. Los derivados 3e y 3g-j fueron
caracterizados también mediante espectroscopia de RMN de 'H y '3C. Los datos
espectroscopicos de los demas derivados fueron tomados de la literatura. Los
espectros de los derivados 3-cloro-2-aminoacido-1,4-naftoquinona (3a-g) son en
general muy similares, como se puede apreciar en la Figura 7.9, estos derivados
presentan absorciones a longitudes de onda muy cercanas o iguales: transiciones
benzenoides m—1™* entre 235 y 245 nm, transiciones quindnicas m—1* de 275 nm,
transiciones n—1* del grupo amino de 340 nm y las transiciones n—m* de
transferencia de carga intramolecular (CT) de 470 a 480 nm. Las Unicas diferencias
notables son las absorciones de alta energia que pueden atribuirse a las
transiciones n—1* y m—m* correspondientes a los sustituyentes aromaticos de los
aminodcidos o a los pares libres de electrones de los derivados con cadena lateral

como asparagina (3d), histidina (3e) o tirosina (39).
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Figura 7.9. Espectros UV-Vis en metanol de algunos derivados 3-cloro-2-aminoacido-
1,4-naftoquinona.

Con respecto a los derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona (3h-j),
al ser del grupo de las cloro fenilamino naftoquinona (CPAN), el anillo aromético del
fragmento acido aminobenzoico interactia con toda la estructura generando
absorciones a distintas longitudes de onda entre cada una de las tres estructuras.
Tomando como punto de partida los datos de las absorciones de la 2-cloro-3-
fenilamino-1,4-naftoquinona de Céardenas3* (banda A1: 230 nm; banda A2: 276 nm;
banda As: 322 nm; banda As: 480 nm), podemos compararlas con las de los

derivados 3h-j que se presentan en la Figura 7.10.

La primera banda, correspondiente a las transiciones aromaticas m—m* donde
observamos un corrimiento batocromico de 5 nm de los derivados con el grupo
carboxilico en la posicion orto y para (3h y 3j) con respecto a la molécula base, este
valor es atribuido a la naturaleza electroatractora de los grupos carbonilos de su
estructura, por el contrario, el derivado 3i, con el grupo carboxilico en la posicion
meta tiene un corrimiento hipsocrémico de 10 nm, este comportamiento puede ser
explicado mediante las estructuras de resonancia (Figura 7.11), donde el par de
electrones del grupo amino no puede llegar al grupo carbonilo del acido carboxilico
y permanece dentro del anillo aromatico, a diferencia de sus isomeros 3h y 3j,
donde el oxigeno carbonilico logra abstraer el par de electrones circundante, sin
embargo, es posible que el derivado 3j no pueda llegar a establecer sus estructuras

de resonancia debido al impedimento estérico de su naturaleza orto.
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La segunda banda, que pertenece a las transiciones carbonilicas m—m* presenta
un corrimiento batocromico de 4 a 10 nandmetros. A pesar de ser un elemento
electroatractor, el fragmento carboxilico posee enlaces 1T con electrones excitables
que pudieran ser la causa de la batocromia, ademas, se puede observar que la
intensidad de la absorcion disminuye a medida que el grupo carboxilico se acerca

al grupo amino (para>meta>orto).

La tercera banda, identificada como las transiciones n—1* de los elementos con
pares de electrones libres dentro de la molécula también tiene un corrimiento
batocromico de 13 a 18 nm en los derivados 3h-i, este incremento en la longitud de
onda puede atribuirse al aumento de pares de electrones libres con respecto a la
2-cloro-3-aminofenil-1,4-naftoquinona, sin embargo, el compuesto 3j carece de

esta banda o bien, su intensidad es muy débil para ser identificada.

Finalmente, la cuarta banda, que corresponde a las transiciones de transferencia
de carga entre el 4cido aminobenzoico y la naftoquinona permanece a la misma
intensidad en el derivado con el grupo carboxilico en para (3h), pero disminuye 5
nm cuando dicho grupo se encuentra en la posicion meta (3i), lo que podria
esperarse al ser un sustituyente electroatractor, no obstante, el derivado 3j, que
tiene el grupo —COOH en la posicidn orto presenta un corrimiento batocrémico de
25 nm, que puede ser ocasionado por la proximidad del sustituyente al fragmento

naftoquinona.
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Figura 7.10. Espectros UV-Vis en metanol de los derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-
1,4-naftoquinona.
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Figura 7.11. Estructuras de resonancia de los derivados 3h-j.

La Tabla 7.3 resume las absorciones principales de toda la serie sintetizada, la
principal diferencia entre los valores de los derivados naftoquinona-aminoacidos
(3a-g) y los de los derivados naftoquinona- acido aminobenzoico (3h-j) radica en
gue estos Ultimos poseen un sustituyente aromatico directamente unido al nucleo

naftoquindnico, mientras que los primeros podrian entrar en la categoria de aminas
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alifaticas, y aunque los derivados 3e-g poseen fragmentos aromaticos, estos

permanecen aislados sin manera alguna de interacturar con el sistema quinonico.

Tabla 7.3. Valores en nanémetros de las principales absorciones de UV-Vis de los
derivados 3a-j en metanol.

Banda A Banda A, Banda A; Banda A4
Compuesto
mom* mom* n—Tr* n—1* (CT)
3a 240 275 340 470
3b 235 275 340 475
3c 240 275 340 470
3d 235 275 340 470
3e 235 275 340 470
3f 235 275 340 475
39 245 275 340 480
3h 235 290 340 480
3i 220 280 335 475
3] 235 285 - 505

Los derivados sintetizados también fueron caracterizados mediante espectroscopia
IR, esta herramienta es util para la identificar grupos funcionales en moléculas
organicas, lo cual nos puede dar una idea si logramos obtener el producto
esperado. Las absorciones esperadas son los estiramientos de los enlaces N-H, C-
N, C=C y C=0. Ya se mencion6 que los aminoacidos generalmente se comportan
como como zwitteriones, por lo tanto, en un espectro de IR no observaremos las
bandas de absorcion caracteristicas de sus grupos amino o acido carboxilico de
estos compuestos, mas bien, se observara una banda muy amplia entre 3300-2600
cm?, que corresponde al estiramiento del grupo amino protonado, acompariando a
esta absorcién, también aparecera una banda alrededor de 2100 cm, ademas de
las bandas de estiramiento asimétrico y simétrico del grupo carboxilato cerca de
1600 cm™ y 1400 cm* respectivamente. Lo anterior se refleja en la Figura 7.12,
donde el espectro del amino&cido fenilalanina (2f) se hace notar por su amplia
banda de absorcion entre 3121 y 2962 cm correspondiente al traslape de las
sefales del grupo amino protonado y los hidrogenos alifaticos y aromaticos de la
misma estructura. Del espectro de la 2,3-DCNQ (1) se aprecia un pico intenso
alrededor de 1680 cm™ correspondiente al estiramiento de los grupos carbonilos de
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la naftoquinona y dos picos en 1586 y 1557 cm™ que indican la presencia del
sistema aromatico. Finalmente, el producto 3f puede ser identificado con una banda
de absorcién caracteristica de una amina secundaria alrededor de 3300 cmY,
mientras que las bandas quinoides y benzoides se recorren a 1675 cm™, 1598 y
1559 cm respectivamente. Los otros compuestos de esta familia 3a-g poseen

bandas similares.
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Figura 7.12. Espectros de IR de los compuestos 1 (color azul), 2f (color morado) y 3f
(color rojo).

Los espectros de IR de los derivados 3h-j también se caracterizan por poseer
absorciones quinoides entre 1677 y 1666 cm™, benzoides entre 1595-1587 cm™ y
1574-1564 cm™ y bandas de estiramiento N-H secundario entre 3295 y 3375 cm™,
curiosamente el espectro de IR del derivado 3j, con el grupo carboxilico en posicion
orto carece de este rasgo, este fendmeno puede atribuirse a la formacién de un
puente de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo y el hidrégeno de la amina (ver
la estructura del compuesto 3j en la Figura 7.9). Las diferencias entre los espectros

de los reactivos y el producto 3i pueden compararse en la Figura 7.13.
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Figura 7.13. Espectros de IR de los compuestos 1 (color azul), 2i (color morado) y 3i
(color rojo).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una de las herramientas
mas poderosas para la caracterizacion e identificacion de compuestos organicos.
La técnica se basa en la identificacion de nucleos atémicos sometidos a un campo
magnético, donde cada nudcleo se ve afectado por su entorno quimico. Los nucleos
mas comunes en compuestos organicos son el *H y el 3C. Los espectros de RMN
'H de los derivados de naftoquinona tienen un patrén caracteristico correspondiente
a sus protones aromaticos. Estos protones estan sefialados con las letras A-D en
la Figura 7.14 y tienen un desplazamiento quimico entre 8.23-7.72 ppm, siendo los
protones Ay D los mas desprotegidos por el efecto electronegativo de los grupos
carbonilos quinénicos, generalmente estos protones presentan un desdoblamiento
tipo doble de dobles (dd), los protones B y C por su parte, pueden observarse con
un patron de desdoblamiento del tipo triples de dobles (td). El protén de la amina
se observa a un desplazamiento entre 7.53 y 6.55 ppm, este proton es susceptible

a la cadena lateral del aminoacido, mostrandose a campo bajo cuando el
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sustituyente contiene un grupo aromatico. El protén del grupo carboxilico tiene un

desplazamiento alrededor de 13 ppm, sin embargo, no siempre es observable.

O O

Cl

O

Figura 7.14. Estructura general de los derivados 3-cloro-2-aminoécido-1,4-
naftoquinona.

Los espectros de RMN 'H de los derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-
naftoquinona también presentan un pico alrededor de 13 ppm que corresponde al
proton &cido de la molécula, la posicion de este sustituyente parece influir en el
grado de desproteccion del nicleo, ya que a medida que el fragmento carboxilico
se acerca al grupo amino la sefial del proton acido se recorre a campo bajo. Por
otra parte, la sefial del protdn del grupo amino es desplazada a campo bajo (entre
9.4-10.0 ppm) a comparacion con los derivados 3a-g, posiblemente por el efecto
del sustituyente unido al anillo aromatico, esta hipétesis concuerda con los
resultados de la tesis de Cardenas34, donde afiadié grupos nitro en la posicién 2 y
4 al fragmento fenilamino de una 3-cloro-2-fenilammino-1,4-naftoquinona,

resultando en un desplazamiento quimico de 10 ppm en el proton de la amina.

Los picos de los protones aromaticos del fragmento naftoquinonico son ligeramente
desplazados a campo bajo, con valores entre 7.88-8.07 ppm para los protones Ay
D y valores entre 7.83-7.85 para los protones B y C. La Figura 7.15 muestra el
espectro del derivado 3h, donde se puede apreciar a campo bajo el protén &cido,
seguido del protén de la amina, ademas del caracteristico par de dobletes de un
anillo aromatico sustituido en para y entre ambos picos, un multiplete

correspondiente a los protones del sistema quinénico.
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Figura 7.15. Espectro de RMN 1H del compuesto 3-cloro-2-(4-carboxi)fenilamino-1,-4-
naftoquinona.

7.2.Funcionalizacion de MWCNT
Como se menciond anteriormente, la funcionalizacion se llevd a cabo mediante la
adicion de sales de aril diazonio. En el Esquema 7.2 se propone el mecanismo de

funcionalizacién de los MWCNT.
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Esquema 7.2. Mecanismo de reaccion para la funcionalizacion de MWCNT mediante
sales de aril diazonio.



El mecanismo comienza con la formacion de ion nitrosonio (O=N*) a partir del nitrito
de isoamilo; a continuacion, el par de electrones de la anilina ataca al ion nitrosonio
resultando en una nitrosamina, la cual se convierte en el ion benzediazonio.
Finalmente, una molécula de nitrégeno se disocia del compuesto transformandolo
en un cation arilo*®? que es estabilizado por la nube de electrones 1 que rodean la
superficie de los MWCNT, formando un enlace covalente. A continuacién, se
elimind el grupo protector BOC, mediante tratamiento acido y posteriormente se
enjuago el material con agua destilada y metanol. El lavado de los nanotubos es un
paso importante, pues los residuos de los reactivos para la funcionalizacion pueden

interferir en las lecturas de los espectros de UV-Vis posteriores.

7.2.1. Caracterizacion de f-MWCNT
Para establecer las cantidades a usar de los derivados 3-cloro-2-carboxifenilamino-
1,4-naftoquinona (3h-j) para su acoplamiento a los f-MWCNT es necesario conocer
la cantidad de grupos amino en la superficie del nanotubo modificado. Para esto se
realizé el test Kaiser, donde los f-MWCNT rindieron una absorbancia de 0.4551 y
el blanco una absorbancia de 0.0342 u.a., empleando la Ecuacién 1 obtenemos el
valor de los grupos —NH: libres, el cual es 685.5 umol/g. Este resultado es
comparable con los resultados de Ménard-Moyon*!” de 680 umol/g para SWCNT y
de Quintana!®® con valores de 756 pmol/g para short thin-MWCNT, ambas

reacciones llevadas a cabo en agua.

Los termogramas de los p-MWCNT, ox-MWCNT y f-MWCNT son presentados en
la Figura 7.16, donde se observa la curva correspondiente a los MWCNT
funcionalizados presenta una mayor disminucion en su porcentaje de masa. La
diferencia del porcentaje de la masa entre el inicio y el final del experimento es de
18.1% vy 22.7% para los ox-MWCNT y -MWCNT, respectivamente. Por lo tanto, se
puede calcular que el porcentaje de la masa de atribuido a la funcionalizacién de
los nanotubos es de 4.6%.
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Figura 7.16. Termogramas de los p-MWCNT, ox-MWCNT y f-MWCNT.

7.3.Acoplamiento de 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona@f-
MWCNT

El acoplamiento de los derivados naftoquinona-carboxifenilamino 3h-j fue llevado a
cabo por una reaccion peptidica asistida por NHS y EDC, realizada bajo una
atmosfera de nitrégeno. EI mecanismo general del acoplamiento se muestra en el
Esquema 7.3. El primer paso de este mecanismo es la formacion de un
intermediario O-acilisourea entre el grupo carboxilico de la naftoquinona y el EDC,
este intermediario es inestable, por lo que el uso de NHS es indicado para formar
un amino-ester semiestable. Finalmente, los grupos amino de los -MWCNT atacan
al grupo carbonilo de este intermediario para formar el enlace peptitico entre las

naftoquinonas y los nanotubos de carbono.
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EDC

3h@f-MWCNT

Esquema 7.3. Reaccion de acoplamiento entre el derivado de naftoquinona 3h vy f-
MWCNT

De acuerdo con los datos obtenidos por el test Kaiser después del acoplamiento,
los valores de los grupos —NH:2 libres fueron de 45.6, 53.0 y 74.7 ymol/g para los
derivados 3h@f-MWCNT, 3i@f-MWCNT y 3j@f-MWCNT respectivamente,
comparados con los f-MWCNT de partida. Una gran diferencia entre la absorcion
de UV-Vis a570 nm de los f-MWCNT y los productos finales 3h-j@f-MWCNT puede
observarse en el espectro de UV-Vis de la Figura 7.17. Ademas, se inserté una
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fotografia con los viales donde se realizé el test Kaiser, en la cual se aprecia la
coloracién azul intensa de la muestra con los grupos amino libres a la izquierda y
consecuentemente los complejos después del acoplamiento de las naftoquinonas.
Con estos resultados podemos obtener la cantidad de grupos naftoquinona
anclados a los f-MWCNT por la diferencia de los resultados del test Kaiser antes y
después del acoplamiento de las naftoquinonas. Estos valores se encuentran
plasmados en la Tabla 7.4.

0.7
——f-MWCNT
0.6 ——3h@f-MWCNT
——3i@f-MWCNT
05 ——3j@f-MWCNT
<
=204
©
©
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Figura 7.17. Espectros de UV-Vis de la prueba Kaiser para los f-MWCNT y 3h-j@f-
MWCNT.

Por su parte, los termogramas correspondientes a los complejos 3h-j@f-MWCNT
(Figura 7.18) nos dan un mejor panorama del grado de acoplamiento de cada
derivado de naftoquinona a los f-MWCNT. De acuerdo con lannazzo®®®, las
moléculas de agua adsorbidas en la superficie de los nanotubos se evaporan
alrededor de 150 °C. Tomando en cuenta esto, la diferencia del porcentaje de masa
al término de los andlisis termogravimétricos es de 62.9%, 46.2% y 39.5% para 3h-
j@f-MWCNT respectivamente. La divergencia entre los porcentajes de pérdida de

peso se puede atribuir al grado de acoplamiento de los compuestos 3h-j. Ya que
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los derivados de naftoquinona estan unidos a los nanotubos por medio del grupo
carboxilico, la posicién de este juega un papel clave: mientras que el derivado 3h
tiene el grupo —COOH en posicién para al grupo amino enlazado al fragmento
quindnico, el derivado 3j tiene este grupo funcional en la posicién orto, lo que
propicia cierto impedimento estérico a la hora del acoplamiento. Con estos datos
podemos obtener también el porcentaje aproximado del peso correspondiente a los
derivados naftoquinénicos anclados a los nanotubos, esto se puede calcular por la
diferencia entre los complejos 3h-j@f-MWCNT vy los -MWCNT, restando también
el porcentaje correspondiente a los grupos arilo de la funcionalizaciéon. La Tabla 7.4

también incluye estos datos.
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Figura 7.18. Termogramas de los complejos f-MWCNT y 3h-j@f-MWCNT

Tabla 7.4. Porcentajes de pérdida de masa a 150 y 800 °C y cantidad de grupos
naftoquinona de los complejos 3h-j@f-MWCNT.

Grupos NQ Grupos NQ

Muestra A%m (150 °C) A%m (800 °C) (%m) (um/g)
f-MWCNT 1.0 23.7 - -
3h@f-MWCNT 15 64.4 35.6 639.8
3i@f-MWCNT 15 47.7 18.9 632.2
3j@f-MWCNT 11 40.6 12.2 610.8
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8. Conclusiones

La sintesis de derivados 3-cloro-2-aminoacido-1,4-naftoquinona se y 3-cloro-2-
carboxifenilamino naftoquinona fueron llevadas a cabo de manera satisfactoria por
tres metodologias distintas, incluyendo fuentes de energia alternas como el
ultrasonido y las microondas. Los rendimientos de la primera familia (3a-g) de
compuestos fueron de moderados a buenos a excepcion del derivado 3e con el
aminoécido histidina. El bajo rendimiento de este derivado puede ser atribuido a un

mal ajuste del pH de la solucién.

Los rendimientos de la familia 3h-j tuvieron una distribucibn mas uniforme, sin
embargo, el derivado 3i con el sustituyente carboxilico en la posicion meta fue el
que tuvo los mejores rendimientos. También se comprob6é que los métodos
alternativos de sintesis son superiores al calentamiento convencional, mejorando

ligeramente los rendimientos al mismo tiempo que reducen los tiempos de reaccion.

Los MWCNT fueron debidamente funcionalizados mediante la reaccion con sales
de aril diazonio de acuerdo con la informacion obtenida del test Kaiser y de los
analisis termogravimétricos con una cantidad de grupos amino libres de 685.5
pmol/g, donde el porcentaje de masa correspondiente a la funcionalizacion

representa el 4.6% de la masa de los f-MWCNT.

La unién de los derivados 3h-j también se llevé a cabo de manera satisfactoria
como lo indican los resultados del test Kaiser y los TGAs. Se puede observar una
tendencia en la cantidad de moléculas de naftoquinona conjugadas a los -MWCNT,
disminuyendo a medida que el grupo carboxilico del compuesto se acerca al grupo
amino. El principal motivo de esta tendencia puede ser atribuido al impedimento

estérico que el fragmento naftoquinona a la hora del acoplamiento.
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9. Caracterizacién Espectroscoépica

9.1. Caracterizacion del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-

acético

o)

0

H

PN
OH

Cl

Sdlido color naranja con punto de fusion de 168-170 °C.

Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion

Longitud de onda A

(nm)
mom C=0y C=C 240y 275
aromatico
n—1r* N-H 340
n—1* C=0 (CT) 470

Vibraciones en el espectro de IR.

Tipo de vibracién

Nimero de onda (cm™?)

Estiramiento N-H secundaria
Estiramiento C=0
Estiramiento C=C aromatico
Flexién en plano N-H secundaria
Estiramiento C-N amina secundaria
Flexiéon C-CO-C
Estiramiento C-O
Flexién en el plano =C-H aromético
Estiramiento C-ClI

3284.81
1676.45
1591.49 y 1439.39
1556.79
1330.8
1291.15
1268.49
1226.23
1127.5

IH NMR (300 MHz, DMSO-de) &: 12.95 (s, 1H), 7.98 (dd, J = 7.4/1.4 Hz, 2H), 7.84
(td, J = 7.5/1.4 Hz, 1H), 7.75 (td, J = 7.5/1.4 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 6.3 Hz, 1H, NH),

4.39 (d, J = 6.6 Hz, 2H) ppm.
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9.2. Caracterizacion del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-
propandico

o) 0]

N
Q‘ OH
Cl

(0]
Salido color rojo-naranja con punto de fusion de 227-229 °C
Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion Longitud de onda A

(nm)
Tt C=0y C=C 235y 275
aromatico
n—1* N-H 340
n—1* C=0 (CT) 475
Vibraciones en el espectro de IR
Tipo de vibracion Namero de onda (cm™)
Estiramiento N-H secundaria 3279.45
Estiramiento C-H sp?3 2855.0
Estiramiento C=0 1675.92
Estiramiento C=C aromatico 1595.14 y 1449.24
Flexion en plano N-H secundaria 1559.32
Estiramiento C-N amina secundaria 1326.17
Flexion C-CO-C 1290.57
Estiramiento C-O 1269.04
Flexion en el plano =C-H aromatico 1226.55
Estiramiento C-CI 1120.36

IH NMR (400 MHz, Metanol-de) &: 7.96 (dd, J = 7.5/3.8 Hz, 2H), 7.72 (td, J =
7.5/1.3 Hz, 1H), 7.63 (td, J = 7.6/1.2 Hz, 1H), 7.21 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.96 (q, J =
6.8 Hz, 1H), 1.54 (d J = 6.8 Hz, 3H) ppm.

EMAR (m/Z): Valor esperado: 280.0332
Valor encontrado [M + H]*: 280.0387
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9.3. Caracterizacion del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-4-
(tiometil)butandico

0 0
H
N
O‘ OH
Cl
(0] S
~

Sdlido color rojo con punto de fusién de 185-188 °C.
Transiciones en el espectro de absorcién UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion Longitud de onda A

(nm)
mom C=0y C=C 240y 275
aromatico
n—1* N-H 340
n—1* C=0 (CT) 470
Vibraciones en el espectro de IR
Tipo de vibracion Nimero de onda (cm™?)
Estiramiento N-H secundaria 3282.02
Estiramiento C-H sp?® 2915.51
Estiramiento C=0 1675.58
Estiramiento C=C aromatico 1593.25
Flexién en plano N-H secundaria 1558.86
Estiramiento C-N amina secundaria 1330.56
Flexion C-CO-C 1287.62
Estiramiento C-O 1275.15
Flexién en el plano =C-H aromético 1222.12
Estiramiento C-ClI 1132.61

1HNMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.23 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 8.09 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
8.02 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 5.06 (g, J = 5.9 Hz, 1H),
2.87-2.70 (M, 2H), 2.49-2.40 (m,1H), 2.27 (s, 3H), 1.51-1.46 (m, 1H) ppm.

EMAR (m/Z): Valor esperado: 340.0366
Valor encontrado [M + H]*: 340.0401
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9.4. Caracterizacion del acido 4-amino-2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-
ilamino)-4-oxobutandico

o) o)
H
N
OH
o)
cl
o] NH,

Salido color rojo con punto de fusion de 207 °C.
Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion Longitud de onda A

(nm)
Tt C=0y C=C 235y 275
aromatico
n—1* N-H 340
n—1* C=0 (CT) 470
Vibraciones en el espectro IR
Tipo de vibracion Namero de onda (cm™)
Estiramientos N-H secundaria 3442.70
Estiramiento N-H amida primaria 3280.90y 3195.51
Estiramiento C-H sp3 2935.54
Estiramiento C=0 1675.58
Estiramiento C=C aromatico 1593.25
Flexion en plano N-H secundaria 1558.86
Estiramiento C-N amina secundaria 1330.56
Flexion C-CO-C 1287.62
Estiramiento C-O 1275.15
Flexion en el plano =C-H aromatico 1222.12
Estiramiento C-Cl 1132.61

H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8: 7.94 (dd, J = 7.9/4.5 Hz, 2H), 7.81 (t, J = 6.1 Hz,
1H), 7.72 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 5.00-4.81 (m,
1H), 2.70-2.54 (m, 2H) ppm.

EMAR (m/Z): Valor esperado: 345.0254
Valor encontrado [M + Na]*: 345.0287
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9.5. Caracterizacion del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-3-
(1H-imidazo-5-il)propandico

O O

ZT

OH

Cl =
N

O HN\/

Solido color rojo con punto de fusion de 140-143 °C.
Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicién Longitud de onda A

(hm)
Tt C=0y C=C 235y 275
aromatico
n—1* N-H 340
n—1* C=0 (CT) 470
Vibraciones en el espectro de IR
Tipo de vibracién NUmero de onda (cm™)
Estiramiento N-H sg_cundarla y O-H 3441.14-3211.76
carboxilico
Estiramiento C-H sp?® 2923.52
Estiramiento C=0 1670.00
Estiramiento C=C aromatico 1587.73
Flexién en plano N-H secundaria 1539.86
Estiramiento C-N amina secundaria 1329.41
Flexion C-CO-C 1299.65
Estiramiento C-O 1271.93
Flexién en el plano =C-H aromético 1228.55
Estiramiento C-Cl 1129.41

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) &: 7.93 (d, J = 7.62 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 7.56 Hz,
1H), 7.72 (t, J = 7.52 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.48, 1H) ppm.
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9.6. Caracterizacion del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-3-
fenilpropandico

@) 0]

O‘ OH
Cl

O

ZT

Salido color rojo-naranja con punto de fusion de 175-177 °C.
Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion Longitud de onda A

(nm)
Tt C=0y C=C 235y 275
aromatico
n—1* N-H 340
n—1* C=0 (CT) 475
Vibraciones en el espectro de IR
Tipo de vibracion Namero de onda (cm™)
Estiramiento N-H secundaria 3300.02
Estiramiento C-H Ar y sp® 3076.47 y 2923.52
Estiramiento C=0 1675.58
Estiramiento C=C aromatico 1582.35
Flexién en plano N-H secundaria 1559.51
Estiramiento C-N amina secundaria 1323.52
Flexion C-CO-C 1294.11
Estiramiento C-O 1266.84
Flexién en el plano =C-H aromético 1223.84
Estiramiento C-ClI 1120.71

IHNMR (300 MHz, DMSO-ds) &: 7.94 (dd, J = 9.0/2.09 Hz, 2H), 7.81 (td, J =
7.5/1.5 Hz, 1H), 7.73 (td, J = 7.5/1.5 Hz, 1H), 7.29-7.15 (m, 5H), 6.68 (d, J = 4.3
Hz, 1H), 5.32 (q, J = 6.2 Hz, 1H), 3.25 (dd, J = 5.7/2.8 Hz,1H) ppm.

EMA (m/Z): Valor encontrado [M + H]*: 355.0



9.7.Caracterizacion del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-3-(4-

hidroxifenil)propandico

o]

ZT

OH

OH

Salido color rojo obscuro con punto de fusiéon de 132-134 °C.

Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion

Longitud de onda A

(nm)
Tt C=0y C=C 225y 275
aromatico
n—Tr* N-H 340
n—Tr* C=0 (CT) 480

Vibraciones en el espectro de IR

Tipo de vibracién

Namero de onda (cm™)

Estiramiento N-H secundaria
Estiramiento C-H sp?3
Estiramiento C=0
Estiramiento C=C aromatico
Flexion en plano N-H secundaria
Estiramiento C-N amina secundaria
Flexién C-CO-C
Estiramiento C-O
Flexion en el plano =C-H aromatico
Estiramiento C-CI

3281.80
2911.76
1675.74
1590.70
1557.02
1323.52
1287.16
1266.56
1266.56
1099.91

1H NMR (500 MHz, DMSO-dse) &: 9.35 (s, 1H), 7.97 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.82 (t, J =
6.7 Hz, 1H), 7.79-7.67 (m, 2H), 7.01 (dd, J = 8.3/5.1 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.54 Hz,
1H), 6.66 (dd, J = 8.7/2.6 Hz, 1H), 6.50 d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.17-3-07 (m, 2H) ppm.

68



9.8. Caracterizacion del acido 4-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-
benzoico

(0] OH
Salido color naranja brillante con punto de fusion de 361-363 °C.
Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion Longitud de onda A

(nm)
Tt C=0y C=C 235y 290
aromatico
n—1* N-H 340
n—1* C=0 (CT) 480
Vibraciones en el espectro de IR
Tipo de vibracion Namero de onda (cm™)
Estiramiento N-H secundaria 3281.80
Estiramiento C-H aromatico 3082.75
Estiramiento C=0 1666.88
Estiramiento C=C aromatico 1593.67
Flexion en plano N-H secundaria 1574.43
Estiramiento C-N amina secundaria 1331.48
Flexién C-CO-C 1285.76
Estiramiento C-O 1257.38
Estiramiento C-CI 1109.59

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 12.71 (s, 1H), 9.51 (s, 1H), 8.05 (d, J = 7.6 Hz,
2H), 7.91-7-81 (m, 4H), 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 2H) ppm.

EM (m/Z): Valor esperado: 327.73
Valor encontrado [M + H]*: 328.0



9.9. Caracterizacion del acido 3-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-
benzoico

ZT

OH

Cl

Salido color rojo con punto de fusion de 313-316 °C.
Transiciones en el espectro de absorcion UV-Vis en metanol.

Tipo de transicién Longitud de onda A

(nm)
Tt C=0y C=C 220y 280
aromatico
n—1* N-H 335
n—1* C=0 (CT) 475
Vibraciones en el espectro de IR
Tipo de vibracion Numero de onda (cm™)
Estiramiento N-H secundaria 3275.99
Estiramiento C-H aromatico 3076.47
Estiramiento C=0 1672.18
Estiramiento C=C aromatico 1587.20
Flexion en plano N-H secundaria 1568.57
Estiramiento C-N amina secundaria 1333.27
Flexién C-CO-C 1285.52
Estiramiento C-O 1254.90
Estiramiento C-Cl 1115.00

1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 13.02 (s, 1H), 9.43 (s, 1H), 8.05 (d, J = 7.6 Hz,
2H), 7.88 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.82 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.72-7.67 (m, 2H), 7.44 (1, J =
7.7 Hz, 1H), 7.40-7.35 (m, 1H) ppm.

EM (m/Z): Valor esperado: 327.73
Valor encontrado [M + H]*: 329.0
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9.10. Caracterizacién del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-
il)Jamino)-benzoico

o)
H
I I N
Cl

o)

Solido color naranja con punto de fusion de 231-233 °C.
Transiciones en el espectro de absorcién UV-Vis en metanol.

Tipo de transicion Longitud de onda A

(hm)
T C=0y C=C 235y 285
aromatico
n—1* N-H -
n—1* C=0 (CT) 505
Vibraciones en el espectro de IR
Tipo de vibracion NUmero de onda (cm™)
Estiramientos N-H §§cundar|a y C-H 3935 29-3024.80
aromatico
Estiramiento C=0 1677.01
Estiramiento C=C aromatico 1595.20
Flexion en plano N-H secundaria 1564.22
Estiramiento C-N amina secundaria 1323.22
Flexion C-CO-C 1286.54
Estiramiento C-O 1256.63
Estiramiento C-Cl 1129.78

!H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 13.52 (s, 1H), 10.07 (s, 1H), 8.07 (t, J = 6.56 Hz,
2H), 7.95-7.82 (m, 4H), 7.55 (td, J = 7.8/1.64 Hz, 1H), 7.16 (t, J = 7.58 1H), 7.01
(d, J =8.19 Hz, 1H) ppm.
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11. Glosario

2,3-DCNQ: 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona
Acetil-CoA: acetil coenzima A

ATR: reflexion total atenuada

BOC: tert-butiloxicarbonilo

BSA: albumina de sero bovino

CaCOs: carbonato de calcio

CCF: cromatografia en capa fina

C-dots: puntos cuanticos de carbono

CNT: nanotubos de carbono

COOH: grupo carboxilico

CT: transferencia de cerga

Dau: daunorrubicina

DDC: N,N-diciclohexilcarbodiimida

DDS: sistema de acarreo de farmacos

DMF: N,N-dimetil formamida

DMSO: dimetil sulfoxido

DNA: &cido desoxirribonucleico

DOX: doxorrubicina

DTX: doxetacel

EDA: complejo electro donor aceptor

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
EPR: efecto de permeabilidad y retencion mejorada
EtOH: etanol

FDA: food and drugs administration

f-MWCNT: nanotubos de carbono de multiples capas funcionalizados
HCI acido clorhidrico

HQD: puntos cuanticos recubiertos

IR: infrarrojo

kHz, MHz, GHz: kilohertz, megahertz, gigahertz
KOH: hidréxido de potasio

MeOH: metanol
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MTT, MTS: sal de tetrazolio

MW: microondas

MWCNT: nanotubos de carboo de multiples capas
NAD(P)H: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NAD: nicotinamida adenina dinucleotido

NaHCOs: bicarbonato de sodio

NH2z: grupo amino

NHS: N-hidroxisuccinimida

OH: grupo hidroxilo

Ox-MWCNT: nanotubos de multiples capas oxidados
PL-PEG: polietilenglicol-fosfolipido

p-SWCNT y p-MWCNT: nanotubos de carbono de una capa y de multiples
capas pristinos

RGD: arginina, glicina y acido aspartico

RMN: resonancia magnética nuclear

RNA: acido ribonucleico

ROS: especies reactivas de oxigeno

SsiRNA: RNA pequeiio de interferencia

Sn2: sustitucion nucleofilica de segundo orden
SWCNT: nanotubos de carbono de una capa

TEA: trietilamina

TGA: analisis termogravimétrico

TPa: terapascal

Trf: transferina

US: ultrasonido

UV-Vis: ultravioleta-visible

A: longitud de onda
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12. Anexo 1. Simulaciones de CNTs

Figura A.2. Vista longitudinal y axial de un nanotubo armchair (7,10).

Figura A.3. Vista longitudinal y axial de un nanotubo zigzag (7,10).
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13. Anexo 2. Espectros de UV-Vis
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Figura A.4. Espectro UV-Vis del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-acético (3a).
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Figura A.5. Espectro UV-Vis del &cido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-propandico (3b).
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Figura A.6. Espectro UV-Vis del 4cido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-4-(tiometil)butandico
(3¢).
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Figura A.7. Espectro UV-Vis del acido 4-amino-2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-4-
oxobutandico (3d) .
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Figura A.8. Espectro UV-Vis del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-3-(1H-imidazo-5-
il)propandico (3e).
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Figura A.9. Espectro UV-Vis del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-3-fenilpropandico
(3f).
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Figura A.10. Espectro UV-Vis del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-3-(4-
hidroxifenil)propandico (3g).
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Figura A.11. Espectro UV-Vis del &cido 4-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-benzadico (3h).
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Figura A.12. Espectro UV-Vis del acido 3-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-benzadico (3i).
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Figura A.13. Espectro UV-Vis del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-benzadico (3j).
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14. Anexo 3. Espectros de IR
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Figura A.14. Espectro IR del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-acético (3a).
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15. Anexo 4. Espectros de RMN *H

05 —

8Eb ",
0y
5L
£S5
5L
ELL
£
SLL
Ll
BLL
8L
197

—e

¥8°0
]

-hﬁ:

19
3:04
L]
o8°L
a8’ L

-
=]
96°L
(6L o
66°L
66°L —

IH NMR (300 MHz, DMSO-d;) &

5N
SLLy
S
BLL
BLL
18
8¢
£8°L
FEL
98°L
98'¢ -\
96
6L
66°L L
66°L

6T

10

11

12

13

14

15

16

17

Figura A.24. Espectro NMR *H del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-ilJamino)-acético (3a).
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Figura A.28. Espectro NMR *H del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-ilJamino)-3-(1H-imidazo-5-
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16. Anexo 5. Espectros de RMN 13C
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Figura A.34. Espectro NMR 3C del &cido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-ilJamino)-propandico (3b).
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Figura A.35. Espectro NMR *3C del acido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-4-
(tiometil)butandico (3c).
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Figura A.36. Espectro NMR *3C del &cido 4-amino-2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)Jamino)-4-
oxobutandico (3d).
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Figura A.37. Espectro NMR *3C del &cido 2-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-ilJamino)-3-(1H-imidazo-5-
il)propandico (3e).
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Figura A.38. Espectro NMR 3C del &cido 4-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-benzdico (3h).
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Figura A.39. Espectro NMR *3C del &cido 3-((3-cloro-1,4-naftoquinon-2-il)amino)-benzoéico (3i).
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