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Resumen.  
 

La mitocondria ha emergido como un promisorio blanco para eliminar 

selectivamente  células tumorales en función de sus alteraciones bioquímicas y 

funcionales respecto a sus contrapartes no-tumorales, abriendo la posibilidad 

de obtener nuevas moléculas que desestabilicen la mitocondria tumoral para 

producir muerte celular selectiva en dichas células. En esta tesis, se 

sintetizaron 6 sales de fosfónio derivadas de la 5,8-dihidroxi-4,4-dimetilnaftalen-

1(4H)-ona unidos al catión lipofílico trifenilfosfonio con diversos largos de 

cadena alquílica separando ambos grupos. Uno de ellos, el compuesto D4, 

exhibió un efecto anti-tumoral selectivo, produciendo detención de la progresión 

del ciclo celular en la fase G1,  e induciendo muerte celular en células de 

cáncer de mama humano. 

Es reconocido que la unión de un catión trifenilfosfonio a compuestos puede 

otorgar una acumulación orgánulo-especifica en la mitocondria dependiendo 

del potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm), produciendo una alteración 

selectiva de parámetros funcionales mitocondriales. Consistente con esto, el 

compuesto D4  produjo un aumento de la respiración en presencia de 

oligomicina, disminución de la respiración asociada a la síntesis de ATP, caída 

el ∆Ψm y una disminución de los niveles intracelulares de ATP en células 

tumorales MDA-MB-231 y MDA-MB-468. Estos resultados sugieren que  una 

crisis bioenergética  podría ser la causante del efecto antiproliferativo producido 

por D4. 

En conjunto nuestros resultados sugieren que el compuesto D4, es un 

promisorio compuesto líder con acción mitocondrial que puede ser utilizado 

para el diseño de nuevos derivados con un mejorado perfil de selectividad 

hacia células malignas.  
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Summary  
 

Mitochondria has emerged as a promising target to selectively kill cancer cells 

base on the many existing biochemical differences between cancer and normal 

cell mitochondria. The possibility of developing new molecules that could 

selectively produce mitochondrial destabilization in cancer cells has become 

very attractive. Here, we chemically synthetized a series of six phosphonium 

salts derivates of the 5,8-dihydroxy-4,4-dimethylnaphthalen-1(4H)-one using 

short and long alkyl chains to link the hydroquinone moiety with the lipophilic 

cation. From the synthetized compounds only compound D4 showed selective 

antitumor activity against triple negative breast cancer cells, by producing cell 

cycle arrest in G1 phase and by causing apoptotic cell death, without significant 

effects on normal MCF10A cells.  

It’s well documented that triphenylphosphonium salts could be used as an 

organelle specific directing groups, because this kind of molecules selectively 

accumulate within mitochondria driven by the mitochondrial membrane 

potential. Thus, accumulation of this molecules could selectively affect 

mitochondrial functional parameters. As predicted, compound D4 consistently 

produces an increase on the “proton leak driven respiration”, and a strong 

decrease in the “ATP-linked respiration”. This phenomenon was associated with 

a drop in the mitochondrial membrane potential (∆Ψm) and a decrease in the 

intracellular ATP levels in two triple negative breast cancer cell lines (MDA-MB-

231 and MDA-MB-468) without affecting MCF10A normal cells at the studied 

concentrations. 

Taken together our results suggest that compound D4 is a promising lead 

compound with mitochondrial action that could be used for the design of new 

derivates with the aim of improving the selectivity against cancer cells.  

 



x 
 

Resumen gráfico. 

 

 

Figura 1. Resumen gráfico del efecto biológico del compuesto D4.  
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1. Introducción  
 

1.1  Epidemiología del cáncer en Chile. 

El cáncer es una de las patologías con mayor relevancia epidemiológica en el 

mundo, concitando en torno a sí, no solo el deterioro y probablemente la 

muerte de quien lo padece sino que también el deterioro psicológico de toda la 

esfera social de la persona afectada por el cáncer, siendo por eso una 

patología que traspasa los márgenes de la medicina.   

En Chile, el cáncer es la segunda causa de muerte más frecuente solo detrás 

de las enfermedades cardiovasculares, al desglosar por género, el tipo de 

cáncer que más afecta a las mujeres chilenas es el cáncer de mama, seguido 

por el cáncer de vesícula biliar .En el caso de los hombres, el cáncer gástrico, 

seguido del cáncer de próstata1 son los de mayor incidencia en Chile. Es ahí  

donde nace la necesidad de generar investigación científica respecto a 

patologías que están impactando la vida de tantas y tantos chilenos. La 

búsqueda de nuevos fármacos es una forma de generar conocimiento y 

cooperar en la construcción de nuevas alternativas terapéuticas contra el 

cáncer. 

1.2  La mitocondria como blanco farmacológico en 

el cáncer. 
 

La mitocondria es la fuente de energía y fábrica biosintética  a nivel celular, en 

este orgánulo confluyen diversos efectores moleculares capaces de 

condicionar el destino de la célula; por otra parte la mitocondria en condiciones 

tumorales  es capaz de modificar funciones celulares por medio de la 

señalización retrograda hacia el citosol, también se ha visto que la mitocondria 

tumoral altera su función biosintética para propiciar la proliferación celular 

descontrolada 2.   Cada vez se documenta más la participación mitocondrial en 

diversas patologías siendo el cáncer una de ellas. Recientemente se ha 

descrito que procesos como  la metástasis, están comandados por fenómenos 
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mitocondriales relacionados con la producción de especies reactivas de 

oxigeno por parte de la cadena transportadora de electrones promueven la 

invasión y colonización de otros órganos estableciendo tumores secundarios3, 

también por otra parte, la mitocondria tumoral participa en la evasión de la 

apoptosis en algunas líneas celulares tumorales4. Además, modificaciones en 

la morfología mitocondrial, como la excesiva fisión mitocondrial, han sido 

descritas como un fenotipo pro-tumorogénico5. Esta gran participación de la 

mitocondria durante la tumorigénesis la ha convertido en un promisorio blanco 

farmacológico para el desarrollo de moléculas que produzcan algún tipo de 

desestabilización mitocondrial como estrategia anti-tumoral. Uno de los grupos 

de moléculas más promisorios para estos fines son compuestos que incorporan 

cationes lipofílicos deslocalizados, debido a su acumulación mitocondrial 

selectiva6. 

1.3 Compuestos que incorporan cationes 

trifenilfosfónio: una opción para desarrollo de 

fármacos antitumorales selectivos. 
 

 La incorporación del catión trifenilfosfónio ha sido ampliamente utilizada como 

estrategia para dirigir moléculas de interés a la mitocondria7. Esto es posible 

gracias a que la mitocondria, como compartimiento subcelular, está 

caracterizada por poseer una diferencia de potencial de membrana mitocondrial 

(∆Ψm) de entre -150 a -180 mV, siendo el orgánulo más negativamente 

cargado en la célula, debido a esto, está favorecida la entrada de una carga 

positiva a la mitocondria; pero no cualquier carga positiva es capaz de 

incorporarse en la mitocondria ya que las membranas de este orgánulo son 

relativamente impermeables a moléculas cargadas. En este sentido una carga 

localizada sobre un átomo puntual no es capaz de incorporarse en la 

mitocondria. Los cationes lipofílicos como el ion trifenilfosfónio, por el contrario, 

al poseer carga eléctrica deslocalizada en los tres anillos aromáticos, que están 

covalentemente unidos al fósforo, son capaces de atravesar membranas y de 

incorporarse en la mitocondria mediado por el ∆Ψm6.  
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Hay dos etapas en el proceso de acumulación celular de los cationes lipofílicos 

deslocalizados; la primera es la acumulación intracelular mediada por el 

potencial de membrana plasmática (∆Ψp), que conlleva a concentraciones 

intracelulares 10 veces mayores que las extracelulares, y posteriormente la 

acumulación mitocondrial mediada por ∆Ψm generándose concentraciones de 

entre 100 y 500 veces mayores. Se estima que cada 60mV de diferencia de 

potencial la acumulación de estos compuestos se aumenta por factor de 108. 

Los alquiltrifenilfosfónio se incorporan rápidamente a las mitocondrias in vivo, 

diversos experimentos con ratones donde se les inyecta por vía intravenosa 

cadenas alquílicas de mayor o menor largo muestran que se encuentran 

incorporados en los tejidos y particularmente en las mitocondrias en tiempos 

tan cortos como 5 min, también hay un determinado patrón de acumulación 

selectiva en algunos tejidos como el hígado o los riñones del animal9. 

Después de caracterizar la incorporación mitocondrial de estas moléculas, se 

estudiaron los efectos del largo de cadena alquílica con que se une el catión 

trifenilfosfónio con al núcleo activo que se está estudiando. En el caso de 

mitoQ, se encontró que las cadenas no afectan la actividad antioxidante pero sí 

afectan su acumulación ya que las cadenas más largas  presentan mayores 

interacciones con las membranas celulares10.   

Recientemente se ha descrito el impacto funcional del catión trifenilfosfonio en 

la mitocondria. La mayoría de los antioxidantes mitocondriales conocidos 

pueden inhibir la respiración celular a concentraciones de 1 µM en células 

MES-13 (riñón de ratón), de la misma forma los cationes alquiltrifenilfosfonio de 

cadenas largas, como deciltrifenilfosfonio, producen el mismo efecto. Sin 

embargo, eso no ocurre con derivados de cadenas cortas como el 

butiltrifenilfosfonio11. Del mismo modo, se ha descrito en células C2C12 

(mioblastos de ratón) que las cadenas largas unidas al catión lipofílico tienen 

propiedades inhibitorias sobre la respiración celular y también aumentan la 

respiración mitocondrial no asociada a la síntesis de ATP12. Por otra parte 

también se han reportado otros efectos de estas moléculas como alterar la 
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homeostasis del calcio mitocondrial13; así como también se han observado 

efectos sobre el ciclo de Krebs por parte de metiltrifenilfosfonio 14. 

El desarrollo de fármacos con este tipo de compuestos ha avanzado muy 

rápido desde la introducción de las primeras moléculas por MP. Murphy y V. 

Skulachev, quienes han liderado el diseño y evaluación biológica de los 

llamados “antioxidantes mitocondriales”. De forma interesante, la molécula 

SKQ1 está aprobada por la agencia rusa de regulación de drogas 

(ROSZDRAVDNADZOR) para su uso humano en la patología ocular conocida 

como degeneración macular, bajo el nombre comercial de Visomitin 15.  

Las terapias citoprotectoras caracterizadas por llevar a la mitocondria 

moléculas  antioxidantes  fueron las precursoras del desarrollo de este tipo de 

drogas.  Posteriormente al emerger la mitocondria como un promisorio blanco 

farmacológico contra el cáncer surge la idea de llevar moléculas que pudieran 

tener un efecto citotóxico selectivo mediado por su acumulación en la 

mitocondria tumoral16. En esta línea, diversas moléculas anti-tumorales han 

sido descritas con promisorios resultados en experimentos in vivo como por 

ejemplo: Mito-chlor, derivado de clorambucil17, mitochromanol18, mito-cp19, 

mito-ves20. Mecanísticamente este tipo de compuestos provocan daño 

mitocondrial, ya sea por iniciar estrés redox, o por dañar el DNA mitocondrial, 

afectando especialmente líneas tumorales multirresistentes a drogas. Como por 

ejemplo un derivado mitocondrial de doxorrubicina que  revierte la resistencia 

de la línea celular MDA-MB-435 a la droga original21.  

También se han generado derivados mitocondriotrópicos de flavonoides como 

la quercetina o el resveratrol, los cuales han mostrado una cierta toxicidad 

selectiva hacia células de rápida proliferación, lo cual se ha justificado 

mecanísticamente  por la generación de ROS en el caso del derivado de 

resveratrol 22–25. 

El enfoque de la selectividad de las moléculas con destinación mitocondrial, en 

el contexto del cáncer, está dado por la acumulación selectiva en la mitocondria 

tumoral, teniendo esta premisa como fundamento, se han publicado numerosos 
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artículos que han descrito que las células de cáncer tienen un ∆Ψm más 

negativo que sus contrapartes no tumorales4,16,26,27, también se ha descrito que 

el potencial de membrana plasmática es mayor en células tumorales28. De 

acuerdo a estos antecedentes las células de cáncer estarían más propensas a 

acumular  moléculas de cationes lipofílicos y, por tanto, a quedar más 

expuestas a los efectos tóxicos que su incorporación genera.     

1.4 El Cáncer de mama triple-negativo. 
 

El cáncer de mama puede ser dividido en tres subgrupos con distintas 

prognosis clínicas; el primero está caracterizado por la expresión de receptores 

tales como, receptor de estrógeno (ER), receptor de progesterona (PR), 

denominándosele cáncer de mama respondiente a hormonas. El segundo 

grupo está caracterizado por  poseer una amplificación del receptor HER-

2/Neu, denominándose cáncer de mama respondiente a herceptina. El tercer 

grupo corresponden a aquellos que tiene ausencia de expresión de ninguno de 

los receptores antes mencionados, denominándose: "cáncer de mama triple 

negativos"29. 

El cáncer de mama triple negativo es responsable del 15% de los canceres, sin 

embargo este porcentaje más bien bajo no deja ver la verdadera trascendencia 

de este tipo de patología ya que este 15% corresponde a los casos con peores 

prognosis clínicas, de hecho el promedio de sobrevida de una mujer 

diagnosticada con cáncer de mama metastásico triple negativo es de 13 

meses, y de ser mayor a este plazo este tipo de cáncer está asociado con las 

recurrencias más agresivas, este cuadro configura que hasta el día de hoy 

prácticamente todas las mujeres diagnosticadas con cáncer triple negativo 

metastásico mueran de esta enfermedad30.   

Pese a que varias moléculas están bajo estudios30, aún es necesario estudiar 

nuevas moléculas que sean capaces de inhibir la proliferación y eliminar este 

tipo de cáncer. 
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1.5  La Idea.  
 

Considerando la situación chilena respecto al cáncer de mama y la evidencia 

en literatura del uso de los cationes lipofílicos como agentes antitumorales, se 

decide sintetizar una serie de derivados del núcleo hidroquinona descrito 

previamente por nuestro grupo31, unidos al catión lipofílico trifenilfosfónio, 

utilizando cadenas alquílicas cortas (4 carbonos) y largas (8 y 9 carbonos), con 

el objeto de establecer una relación  estructura-actividad antiproliferativa de 

esta nueva serie de moléculas con potencial acción mitocondrial sobre dos las 

líneas celulares de cáncer de mama triple negativo metastásico MDA-MB-231 y 

MDA-MB-468.    

Para este fin nuestro laboratorio dispone de una ruta sintética ya explorada 

para la obtención de estas moléculas32, el inconveniente de dicha ruta es que 

brinda bajos rendimientos y posee dos etapas sintéticas con duración 

prolongada, la primera de ellas es la reacción de reordenamiento de Fries la 

cual nos permite obtener los acil-derivados de hidroquinonas, teniendo un 

tiempo de reacción de 48 horas. La segunda etapa limitante de la ruta es la 

sustitución nucleofílica de reemplazo del átomo de bromo por la trifenilfosfina 

en la formación de sales de fosfónio; esta etapa tiene una duración de 7 días. 

La excesiva duración de ambas etapas, genera gastos por conceptos de 

calefacción, consumo de agua para refrigeración y utilización excesiva de 

equipamiento, además genera peligro por estar mucho tiempo en un ambiente 

sin supervisión de personal capacitado ya que una reacción cuyo tiempo está 

en el orden de días, obligatoriamente debe quedar sin supervisión por las 

noches o días no hábiles, lo que aumenta la probabilidad de accidentes. Por lo 

expuesto nos proponemos prioritariamente optimizar la ruta sintética, 

priorizando la obtención de mejores tiempos de reacción para ambas etapas.       
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2.  Hipótesis 

 

Los derivados de la  5,8-dihidroxi-4,4-dimetilnaftalen-1(4H)-ona unidos al catión 

trifenilfosfonio producen alteraciones de las funciones mitocondriales y poseen 

efecto anti-proliferativo selectivo en células de cáncer de mama humano triple 

negativo metastásico. 

3.  Objetivo General 

 

1. Sintetizar una serie de sales de trifenilfosfonio, derivadas de 5,8-dihidroxi-

4,4-dimetilnaftalen-1(4H)-ona, usando síntesis orgánica asistida por radiación 

de microondas, con objeto de optimizar los tiempos de síntesis. 

2. Estudiar el efecto de su incorporación sobre la mitocondria y evaluar el 

efecto anti-proliferativo en un modelo de cáncer de mama triple negativo 

metastásico. 

 

4. Objetivos específicos  
 

1. Sintetizar y caracterizar una serie de 6 sales de trifenilfosfonio 

derivadas de 5,8-dihidroxi-4,4-dimetilnaftalen-1(4H)-ona, 

caracterizándolas usando 13C-NMR y 1H-NMR. 

2. Optimizar la reacción de reordenamiento de Fries en cuanto al tiempo 

de reacción usando síntesis orgánica asistida por microondas. 

3. Optimizar la reacción SN2 para la formación de las sales de fosfonio 

utilizando síntesis orgánica asistida por microondas.  

4. Evaluar el efecto sobre la proliferación de células normales de mama 

MCF10A y células de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231, 

MDA-MB-468. 

5.  Seleccionar el compuesto con efecto antiproliferativo selectivo hacia 

células tumorales y evaluar su efecto sobre parámetros bioenergéticos 

mitocondriales. 
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5 Métodos 

 

La parte química de esta tesis fue realizada en dependencias de la Facultad de 

Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. La parte 

biológica de esta tesis se realizó en el Instituto de Ciencias Biomédicas de la 

Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.  

5.1 Análisis de espectros y caracterización de los productos de síntesis. 

 

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 1H-RMN  y 13C-RMN fueron 

obtenidos a 300,13 y 75,45 MHz respectivamente, en un  espesctroscopio 

Bruker AVANCE DRX 300. Los puntos de fusión fueron determinados mediante 

un aparato digital de medición de punto de fusión Electrothermal A9200. 

5.2  Métodos de la parte biológica. 

  

  5.2.1 Cultivos celulares.   

  Todas las líneas celulares se obtuvieron de la “American Tissue 

Culture Collection” (ATCC). Las líneas celulares de cáncer de mama se 

cultivaron en medio DMEM alto en glucosa (MDA-MB-231, MDA-MB-468) 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100 IU/mL de penicilina y 100 

µg/mL de estreptomicina. La línea celular epitelial de mama MCF10A se cultivó 

en medio DMEM-F12 suplementado con suero fetal de caballo al 5%, 3,5 

mg/mL de insulina, 100 IU/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina. 

Todas las líneas celulares utilizadas se cultivaron en su respectivo medio de 

cultivo en una atmósfera húmeda (37°C y 5% de CO2). 

 

5.2.2  Ensayo de MTT. 

 

  Ensayo colorimétrico dependiente de la actividad metabólica de 

las células que se utiliza como un indicador del número de células viables, 

donde el MTT se reduce a formazán, un compuesto de color púrpura. Se 

sembraron 1x104 células/100 µL en placas de 96-pocillos y se incubaron por 
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24horas. Posteriormente, se estimuló con concentraciones crecientes de cada 

compuesto para evaluar el efecto sobre la proliferación a 48 horas para cada 

línea celular. Después de completado el tiempo, las células se lavaron con PBS 

y posteriormente se agregó a cada pocillo una solución de MTT (0,5 mg/mL), 

incubándose a 37°C por 2 horas. Los cristales de formazán se disolvieron por 

adición de DMSO. La absorbancia se midió a 570 nm en un espectrofotómetro 

de placas. 

 

5.2.3  Determinación de la muerte celular. 

 

  La muerte celular se determinó mediante el kit AnexinV-FitC PI 

abcam de acuerdo a las instrucciones del fabricante; utilizando Citometría de 

flujo para su cuantificación. Las células fueron cultivadas en medio completo, 

sembradas en placas de 12-pocillos a razón de 5x104 células por pocillo para 

cada línea celular; posteriormente son estimuladas con el compuesto D4  por 48 

horas. Una vez transcurrido el tiempo de estímulo el medio de cultivo de cada 

pocillo es traspasado a un tubo descartable de centrifuga de 2ml, para 

preservar las células muertas no adheridas para el experimento, las células 

adheridas son recuperadas mediante el uso de tripsina y agregadas al tubo 

descartable de centrifuga que contiene el respectivo medio de cultivo 

proveniente de cada pocillo, se centrifugan a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C.  El 

sobrenadante fue descartado y las muestras fueron procesadas de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante.  Los dot plots de citometría son generados 

usando el programa Weasel™.  

5.2.4  Mediciones del metabolismo celular en tiempo real. 

 

   Se sembraron 2x104 células en placas de 96-pocillos (Seahorse, 

Bioscience) dependiendo de la línea celular 12 h antes del ensayo en medio 

completo o células mantenidas por más de 72 h en deprivación de glucosa 

según corresponda. Luego, se lavó 3 veces cada pocillo con medio 

condicionado sin suero fetal bovino y bicarbonato de sodio (pH 7,4) y se dejó 
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por 1 h en incubadora sin CO2 a 37°C. Durante ese tiempo, se prepararon 

oligomicina, FCCP y antimicina más rotenona las cuales se inyectaron en los 

puertos A, B, y C, respectivamente en las concentraciones previamente 

ajustadas para cada línea celular. El metabolismo mitocondrial fue evaluado 

midiendo el consumo de oxígeno, expresado como OCR (Oxygen Consumption 

Rate) y también se determinó la acidificación extracelular haciendo uso del 

parámetro ECAR (extracellular acidification rate). En la figura 2  se observa una 

gráfica representativa del resultado obtenido por el equipo SeaHorse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.5  Determinación de los niveles intracelulares de ATP. 

 

  Los niveles intracelulares de ATP se determinaron usando el kit 

CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega) según las 

instrucciones del fabricante: Se sembraron 1x104 células/100 µL en placas de 

96 pocillos. Después se retiró el medio por inversión, las células se lavaron dos 

veces con PBS y se resuspendieron en 20 µL de PBS + 20 µL de buffer de 

reacción. La bioluminiscencia se determinó según el protocolo descrito en la 

literatura33.  

 

 

Figura 2. Parámetros medidos de la respiración mitocondrial. Figura 
extraída del manual de uso de XF Cell Mito Stress Test Kit (Seahorse Agilent) 
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5.2.6  Medición de ∆Ψm. 

 

El potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) fue medido mediante el uso de 

la sonda fluorescente TMRM (tetrametilrodamina) a una concentración de 5nM. 

Las células crecidas en medio completo fueron sembradas en placas de 12-

pocillos.Al día siguiente fueron estimuladas con el compuesto seleccionado por 

3 y 6 horas según corresponda.  Finalizado el tiempo de estímulo, se retiró el 

sobrenadante y fueron cargados cada pocillo con 200 µL de una solución de 5 

nM de TMRM a 37°C por 30 min. Posteriormente las células fueron 

tripsinizadas, centrifugadas y resuspendidas en 200µL de PBS en tubos FACS 

e inmediatamente se leyó la fluorescencia mediante citometría.       

 

5.2.7   Medición de proporción TMRM/NAO 

 

La medición de la razón TMRM/NAO fue realizada mediante el marcaje 

simultáneo con dos sondas fluorescentes con destinación mitocondrial; la 

primera TMRM, descrita anteriormente, y la segunda  10-nonyl acridine orange 

(NAO) que da cuenta de la masa mitocondrial. Las células fueron sembradas 

en placas de 12-pocillos por 24 horas, posteriormente el medio de cultivo fue 

reemplazado por 200µL de una solución que contiene TMRM 5nM y NAO 

100nM, incubándose por 25 minutos. Una vez finalizado este tiempo, las 

celulas fueron tripsinizadas, centrifugadas y resuspendidas en 200 µL de PBS 

para ser depositado en tubos FACS y leído por citometría. 

5.2.8   Análisis de la progresión del ciclo celular. 

 

Las células cultivadas en medio completo fueron sembradas en placas de 12-

pocillos por 24 horas. Luego, fueron estimuladas por el compuesto 

seleccionado por las siguientes 48 horas. Una vez finalizado este tiempo, el 

medio de cultivo y células adheridas fueron colectados mediante previo lavado 

con PB y centrifugación en un tubos descartables de centrifuga de 2 mL, a 

2500 rpm por 5 minutos a 4°C. Al pellet resultante se le agregó 600 µL de 

metanol a 4°C gota a gota, bajo agitación constante. Las muestras fueron 
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almacenadas a 4°C por 48 horas para garantizar la permeabilización. El día de 

la lectura las muestras son centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C, se 

descartó el sobrenadante, resuspendiendo las células en la solución de ensayo 

que contenía: 50 µg/mL de PI, 200 µg/mL de RNAasa y 0,1% de tritón X-100; 

incubándose por 30 minutos a 37°C en la oscuridad. Luego, fueron traspasadas 

a tubos FACS y leídas por citometría. Los resultados fueron generados usando 

el programa Weasel y representados como el porcentaje de la población en 

cada fase del ciclo celular.  

 

5.3 Expresión de resultados y análisis estadístico.  

  Los datos experimentales se presentan como el promedio ± error 

estándar de la media (SEM) de tres o más experimentos independientes, según 

sea indicado como (n). Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el 

programa GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA). El análisis 

de t de Student se utilizó para establecer diferencias significativas de las 

respuestas entre dos grupos, utilizando un p < 0,05. El análisis de ANOVA de 

una vía se utilizó para establecer las diferencias significativas entre más de dos 

grupos utilizando un p < 0,05. El análisis post-test de Dunnet se utilizó para 

comparar diferencias entre los grupos y el control. El análisis de ANOVA de dos 

vías se utilizó para establecer las diferencias significativas entre más de dos 

grupos y dos variables independientes utilizando un p < 0,05. El análisis post-

test de Tukey se utilizó para comparar diferencias entre todos los grupos. 
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6  Resultados  

 

6.1   Resultados Parte I: Síntesis y caracterización química de los 

nuevos productos. 
 

El calentamiento convencional con placa calefactora o baño termo regulado es 

la técnica de calentamiento más usada en química, su principal ventaja es que 

no requiere gran equipamiento, y su fundamento básico es transmitir energía 

térmica a la reacción desde una fuente generadora de calor. En el caso del 

calentamiento por microondas el calor no es transmitido desde una fuente 

generadora de calor sino que es generado por las moléculas que componen el 

sistema de reacción en función de su constante dieléctrica, principalmente por 

dos mecanismos; el primero y más importante es la rotación dipolar y se 

caracteriza por la liberación de energía en forma de calor por las moléculas al 

tratar de alinear sus dipolos en función de un campo eléctrico de una 

frecuencia conocida. El segundo dice relación con el aumento de la energía 

cinética de las moléculas dipolares y/o iónicas al moverse en función del campo 

electromagnético, este aumento de energía cinética genera mayor cantidad de 

choques entre las moléculas siendo esta energía disipada en forma de calor.  

Estos dos mecanismos hacen que una reacción calentada por microondas esté 

caracterizada por una mayor eficiencia en la generación y distribución del calor, 

pudiendo gracias a esto mejorar los rendimientos o tiempos de una reacción en 

relación a una realizada con calentamiento convencional34. 
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     6.1.1  Optimización de la síntesis de  bromoacilhidroquinonas 

utilizando microondas. 
 

Previamente se ha estudiado en nuestro grupo de investigación, la obtención 

de acilhidroquinonas utilizando las condiciones que se muestran en el esquema 

132, Esta metodología consta en una primera etapa de un reordenamiento de 

Fries seguido por una sustitución nucleofílica con trifenilfosfina.  

 

Esquema  1. Obtención de acilhidroquinonas 

Con el objetivo de optimizar los resultados, en relación a los rendimientos y los 

tiempos de reacción utilizados, se realizó un estudio comparativo incorporando 

irradiación con microondas. Los resultados obtenidos se muestran en  la tabla 1 

 

Tabla 1. Reordenamiento de Fries para la obtención de bromoacilhidroquinonas 

utilizando calentamiento convencional o irradiación con microondas 

Compuesto R n %rend., 
convencional 

%rend., 
microondas 

B1 H 3 29,3 23,4 
B2 H 7 23,7 19,4 
B3 H 8 32,5 21,4 
B4 Me 3 - 20,6 
B5 Me 7 - 20,0 
B6 Me 8 - 19,5 

 

De la tabla 1, se puede concluir que, aunque los rendimientos son similares, es 

posible disminuir drásticamente el tiempo de reacción al utilizar microondas en 
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lugar de calentamiento convencional. Utilizando las condiciones mejoradas, se 

sintetizaron las nuevas bromoacilhidroquinonas B4 - B6, obteniendo resultados 

similares. 

6.1.2   Obtención de las hidroquinonas bicíclicas, a       partir 

de las bromoacilhidroquinonas 

 

Tabla 2.  Metodología general para la obtención de las hidroquinonas 

bicíclicas  C1-C6.  

1) Ag2O en DCM,  90 min. 2) adición sobre 4-(2-metil-1-propen-1-il) morfolina en diclorometano se deja 

reaccionar por 12 horas. 3) hidrolisis ácida en etanol a reflujo por 3 horas. 

 

Compuesto R n % rendimiento 

C1 H 3 22,0 
C2 H 7 23,0 
C3 H 8 24,0 
C4 Me 3 21,5 
C5 Me 7 24,4 
C6 Me 8 46,7 
 

La formación de sales de fosfonio ocurre a través de un mecanismo de 

sustitución nucleofílica bimolecular. Existen variadas condiciones de reacción 

reportadas en la literatura, el primero es el utilizado previamente en nuestro 

laboratorio de síntesis32, el cual se basa en hacer la reacción del derivado 

bromado con trifenilfosfína en un solvente como tolueno, por un tiempo de 1 

semana, aprovechando el desplazamiento de la reacción debido a la 

precipitación del producto iónico desde un solvente apolar incapaz de 

mantenerle en solución. Este mismo enfoque es el utilizado en otros trabajos 

donde se hace la reacción de derivados halogenados con trifenilfosfína en THF 

anhidro para la formación de sales de fosfónio en tiempos menores, del orden 

de 5 horas35. También  se ha utilizado acetonitrilo y un exceso de trifenilfosfína 
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con objeto de favorecer el desplazamiento de la reacción a la formación de los 

productos calentando reflujo por 10 minutos36. Otro enfoque muy interesante 

que desconocíamos al hacer la parte sintética de la investigación es el uso de 

la propia trifenilfosfína como solvente para la reacción ya que por su bajo punto 

de fusión (80°C) al ser calentada con el derivado halogenado, pasa a cumplir el 

rol de solvente; posterior a eso tras 48 horas de reacción la mezcla solida es 

disuelta en diclorometano, y agregada sobre éter de petróleo, produciéndose la 

precipitación inmediata de la sal de fosfonio formada37. 

Para el desarrollo de nuestra ruta sintética nos quedamos con el segundo 

enfoque descrito e identificamos sus beneficios y falencias;  el principal 

beneficio es que gracias al bajo punto de ebullición del acetonitrilo, es 

sumamente fácil retirarlo del crudo de reacción una vez transcurrida esta.  

Siguiendo la misma línea el bajo punto de ebullición de este solvente es su 

principal desventaja ya que no permite alcanzar altas temperaturas de 

calentamiento lo que podría estar demorando la reacción.  

La literatura nos dice que es posible lograr la sustitución del átomo de bromo 

por trifenilfosfina utilizando radiación de microondas, de este modo decidimos 

utilizar esta metodología.  El reactor de microondas permite realizar la reacción 

en un tubo sellado regulando la presión, de esta manera la mezcla de reacción 

puede alcanzar temperaturas mayores  que el punto de ebullición de la 

solución, con esto en mente se decidió hacer la reacción en un tubo sellado a 

130 °C en CH3CN como solvente y utilizando un exceso de trifenilfosfína.   
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6.1.3    Obtención de sales de fosfonio de las 

hidroquinonas bicíclicas usando microondas. 

    

Tabla 3. Obtención de sales de fosfonio de hidroquinonas bicíclicas 

Compuesto R n % rendimiento 

D1 H 3 22,0 
D2 H 7 29,0 
D3 H 8 33,3 
D4 Me 3 36,5 
D5 Me 7 35,4 
D6 Me 8 36,0 
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6.1.4   Procedimientos experimentales químicos.  

 

Método general para la Acilación de Fries asistida por microondas. 

 

  Se agrega 1 equivalente de hidroquinona, 1,5 equivalentes de ácido 

carboxílico y 4ml de trifluoruro de boro dihidratado (BF3 x H2O) en un tubo de 

reacción. Se irradia con microondas con una potencia de 150W, durante 25 min 

a 120°C. Finalizada la reacción se agregan lentamente 20 mL de H2O, y una 

vez que deja de burbujear, se extrae con acetato de etilo. Posteriormente el 

extracto se lava con H2O y es secado con Na2SO4  anhidro. El extracto seco se 

filtra, y el solvente es eliminado por evaporación a presión reducida. El crudo 

de reacción es purificado por cromatografía en columna usando una mezcla de 

acetato de etilo/hexano como eluyente. 

6-bromo-1-(2,5-dihidroxi-3,4-dimetilfenil)hexan-1-ona (B4). 

  

Se hace reaccionar 1g (7,23mmol) de 2,3-dimetilhidroquinona con 2,11g 

(10,8mmol) de  ácido-6-bromohexanoico, obteniéndose 470 mg de B4 

(1,5mmol, 20,61 % de rendimiento). 1H-RMN (300,13 MHz,) δ (CDCl3): 1,58-

1,47 (m,2H); 1,76 (q, J = 7,2Hz, 2H); 1,91(q, J = 7,2 Hz, 2H); 2,20(s, 3H, Me); 

2,23(s, 3H, Me); 2,92(t, J = 7,, 2H, COCH2); 3,43(t, J = 6,7 Hz, 2H, CH2Br); 

4,7(s, 1H, 5-OH); 7,01(s, 1H, 6-H); 12,40(s, 1H, 2-OH). 13C-RMN δ (CDCl3): 

11,60; 13,05; 23,63; 27,83; 32,54; 33,59; 37,96; 111,23; 115,91; 127,17; 134,12; 

145,43; 155,37; 205,51. Sólido café pálido; punto de fusión: 122,5 - 124,9 °C. 
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10-bromo-1-(2,5-dihidroxy-3,4-dimetilfenil)decan-1-ona (B5). 

 

 

Se hace reaccionar 700 mg (5,1 mmoles) de 2,3-dimetilhidroquinona con 

1,987g (7,59 mmoles) de  ácido-10-bromodecanoico, obteniéndose   350 mg 

(0,942 mmol, 20% de rendimiento) B5. 1H-RMN δ (CDCl3): 1,44-1,27(m, 10H); 

1,72(q, J = 7,35Hz, 2H); 1,85(q, J = 6,87 Hz, 2H,); 2,20(s, 3H, Me); 2,23(s, 3H, 

Me); 2,89(t, J = 7,35Hz, 2H, CH2CO); 3,41 (t, J = 6,87Hz, 2H, CH2-Br); 4,58(s, 

1H, 5’-OH); 7,03(s, 1H, 6’-H); 12,46(s, 1H, 2’-OH). 13C-RMN δ(CDCl3): 11,60; 

13,03; 24,71; 28,12; 28,70; 29,25; 29,27; 29,30; 32,79; 34,09; 38,28; 111,39; 

115,97; 133,95; 145,38; 155,39; 206,16. Sólido café claro; punto de fusión: 89,6 

- 91,5 °C 

11-bromo-1-(2,5-dihidroxi-3,4-dimetilfenil)undecan-1-ona. (B6) 

 

 

Se hace reaccionar 700mg (5,1mmol) de 2,3-dimetilhidroquinona con 2,015g 

(7,6mmol) de  ácido-11-bromoundecanoico, obteniéndose 380 mg (0,9mmol) 

de B6, rendimiento del proceso: 19,46%.  1H-RMN δ (CDCl3): 1,48-1,27(m, 

12H); 1,71(q, J = 7,4Hz, 2H); 1,85(q, J = 7,0 Hz, 2H); 2,20(s, 3H, Me); 2,23(s, 

3H, Me); 2,89(t, J = 7,4 Hz, 2H, CH2CO); 3,41(t, J = 6,9, 2H, CH2Br); 4,59(s, 

1H, 2-OH); 7,03(s, 1H, 6-H); 12,46(s, 1H, 5-OH). 13C-RMN δ(CDCl3): 11,60; 

13,03; 24,74; 28,15; 28,73; 29,31; 29,35; 29,38; 32,82; 34,11; 38,31; 111,40; 

133,97; 145,39; 155,38; 206,21. Sólido café claro; punto de fusión: 88,2 - 90,6 

°C 
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6-bromo-1-(2,5-dihidroxifenil)hexan-1-ona (B1).32 

 

Se hace reaccionar 700mg (6,36 mmol) de hidroquinona con 1,86g (9,53 mmol) 

de  ácido-6-bromohexanoico, obteniéndose   350 mg (0,942mmol) de B1, 

rendimiento del proceso: 23,4%. 1.80 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 1.91 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 

2.95 (t, J = 7.1 Hz, 2H),3.42 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 4.84 (s, 1H), 6.88 (d, J = 8.9 

Hz,1H), 7.01 (dd, J1 = 3 Hz; J2 = 8.9 Hz, 1H), 11.9 (s, 1H). 

10-bromo-1-(2,5-didroxifenil)decan-1-ona (B2).32 

 

Se hace reaccionar 700mg (6,35 mmol) de hidroquinona con 2,24 g (9,53 

mmol) de  ácido-6-bromohexanoico, obteniéndose   419 mg (1,22mmol) de B1, 

rendimiento del proceso: 19,38%. 1H-NMR δ:  1.20-1.47 (m, 10H), 1.70 (q, J = 

7.1 Hz, 2H), 1.83 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 2.89 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.39 (t, J = 6.7 Hz, 

2H), 5.44 (s, 1H), 6.86 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.00 (dd, J1 = 3.0 Hz, J2 = 8.9 Hz, 1H), 

7.20 (d, J = 3 Hz, 1H), 12.01 (s, 1H). 

11-bromo-1-(2,5-dihidroxifenil)undecan-1-ona (B3).32 

 

Se hace reaccionar 700mg (6,36 mmol) de hidroquinona con 2,53g (9,53 mmol) 

de  ácido-6-bromoundecanoico, obteniéndose   486mg (1,36mmol) de B3, 

rendimiento del proceso: 21,43%.1H-NMR  δ: 1.26-1.47 (m, 12H), 1.72 (q, J = 7.0 
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Hz, 2H), 1.84 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 2.90 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 3.40 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 

4.70 (s, 1H), 6.88 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.01 (dd, J1 =3.0 Hz, J2 = 8.9 Hz, 1H), 7.20 

(d, J = 3 Hz, 1H), 11.94 (s, 1H). 

Método general para la obtención de Nafto-Hidroquinonas.  

       

1) Oxidación de la acilhidroquinona:  

Un equivalente de hidroquinona y tres equivalentes de Ag2O en 20 mL de 

DCM se dejan reaccionar con agitación a temperatura ambiente por 1,5 h. 

Luego se traspasa a un embudo de decantación de 100 mL, al cual se le ha 

agregado un tapón de algodón para filtrar las partículas sólidas de Ag2O.  

2) Con el sistema descrito la solución conteniendo la acilquinona se agrega 

gota a gota sobre una solución de 4-(2-metil-1-propen-1-il)morfolina en 

DCM, la cual se mantiene, con agitación magnética, en un matraz en 

hielo. El proceso completo de adición dura aproximadamente 30 min, la 

reacción se torna de un tono rojo-anaranjado,  la mezcla de reacción se 

deja toda la noche.  Posteriormente, el solvente se evapora a presión 

reducida.  

3) El residuo se disuelve en 15 ml de EtOH y se agrega una gota de ácido 

clorhídrico concentrado para generar el medio ácido. La mezcla se 

calienta a reflujo por 3 h, tornándose de un color amarillo intenso.  Una 

vez finalizada la reacción, la mezcla se vierte sobre un vaso de 

precipitado de 100 mL con 50 ml de hielo, formándose un precipitado 

amarillo, el cual se filtra al vacío. El crudo de reacción es purificado por 

cromatografía en columna usando una mezcla de acetato de etilo 

hexano  como eluyente. 
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2-(4-bromobutil)-5,8-dihidroxi-4,4,6,7-tetrametilnaftalen-1(4H)-ona (C4). 

 

Se hace reaccionar 400mg (1,26 mmol) de B4 con 896 mg (3,78mmol) de Ag2O 

en DCM, luego se agrega, sobre 266 mg  (1,8 mmol) de 4-(2-metilprop-1-en-1-

il) morfolina. Posteriormente se agrega HCl concentrado se calienta a reflujo y 

finalmente se purifica por columna obteniéndose C4 100 mg (0,35mmol, 21,45 

% de rendimiento). 1H RMN δ (CDCl3):  1,59(s, 6H, 2XMe); 1,75-1,66(m, 2H); 

1,85(q, J = 7,4 Hz, 2H); 2,23(s, 3H, Me); 2,26(s, 3H, Me); 2,42(t, J = 7,4 Hz, 

2H); 3,59(t, J = 6,5, 2H, CH2Br); 4,42(s, 1H, 5-OH), 6,59(s, 1H, 3-H); 13,39(s, 

1H, 8-H).13C-NMR  (CDCl3): 11,64; 13,06; 25,50; 25,50; 25,78; 25,78; 27,05; 

28,26; 28,37; 29,72; 32,31; 32,48; 33,68; 37,37; 44,94; 112,74; 123,34; 131,31; 

131,69; 133,01; 133,05; 143,38; 155,19; 156,59; 190,49. Sólido amarillo; punto 

de fusión: 114,1 - 116,5 °C 

2-(8-bromooctil)-5,8-dihidroxi-4,4,6,7-tetrametilnaftalen-1(4H)-ona (C5). 

 

Se hace reaccionar 300mg (0,73 mmol) de B5 con 504 mg (2,18mmol) de Ag2O 

en DCM, luego se agrega sobre 155 mg  (1,09 mmol) de 4-(2-metilprop-1-en-1-

il) morfolina. Posteriormente se agrega HCl concentrado se calienta a reflujo y 

finalmente se purifica por columna obteniéndose 75 mg (0,2mmol, 24,42 % de 

rendimiento) de C5. 1H RMN б(CDCl3): 1,40-1,26(m, 8H); 1,48-1,40(m, 2H); 

1,55-1,48(m, 2H); 1,59(s, 6H); 2,23(s, 3H, Me);  2,25(s, 3H, Me); 2,38(t, J = 

7,1Hz, 2H), 3,41(t, J = 6,87 Hz, 2H, CH2Br), 4,41(s, 1H, 5-OH); 6,56(s, 1H, 3-

H); 13,46(s, 1H, 8-OH). 13C-NMR б (CDCl3): 11,64; 13,03; 25,53; 26,87; 28,38; 

28,73; 28,86; 29,05; 29,24; 29,24; 29,26; 29,29; 29,86; 32,64; 32,81; 34,08; 
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37,30; 45,21; 112,85; 123,26; 131,19; 131,80; 133,56; 143,37; 155,17; 156,32; 

191,18. Sólido amarillo; punto de fusión: 75,3 - 76,9 °C. 

2-(9-bromononil)-5,8-dihidroxi-4,4,6,7-tetrametilnaftalen-1(4H)-ona (C6). 

 

 

Se hace reaccionar 300mg (0,79 mmol) de B6 con 541 mg (2,37mmol) de Ag2O 

en DCM, luego se gotea, sobre 167,33 mg  (1,185 mmol) de 4-(2-metilprop-1-

en-1-il) morfolina en DCM, una vez transcurrido el paso anterior se hidroliza en 

EtOH, y se purifica por columna obteniéndose 158 mg (0,3546mmol) de C6; 

rendimiento del proceso: 46,70%.1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,39-

1,26(M, 10H); 1,48-1,39(M, 2H); 1,56-1,48(m, 2H); 1,59(s, 6H); 2,23(s, 3H); 

2,25(s, 3H); 2,38(t, J = 6,87Hz, 2H);  3,54(t, J = 6,54Hz, 2H); 4,41(s, 1H); 

6,56(s, 1H); 13,46(s, 1H). 13C-NMR б (CDCl3): 11,64; 13,03; 25,53; 26,89; 

28,18; 28,40; 28,75; 28,88; 29,05; 29,31; 29,31; 29,35; 29,35; 29,40; 29,42; 

29,86; 32,65; 32,84; 32,84; 34,09; 37,29; 45,22; 112,85; 123,26; 131,16; 

131,80; 133,67; 143,36; 155,17; 156,38; 191,18. Sólido amarillo; punto de 

fusión: 63,3 - 64,4 °C. 

 

2-(4-bromobutil)-5,8-dihidroxi-4,4-dimetilnaftalen-1(4H)-ona (C1). 

 

Se hace reaccionar 500mg (1,74 mmol) de B1 con 1,2 g (5,224mmol) de Ag2O 

en DCM, luego se gotea sobre 247 mg  (1,755 mmol) de 4-(2-metilprop-1-en-1-

il) morfolina en DCM, una vez transcurrido el paso anterior se hidroliza en 

EtOH, y se purifica por columna obteniéndose 130 mg (0,3866mmol) de C1; 

rendimiento del proceso: 22,03% 1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 

1,60(s,6H); 1,77-1,64(m, 2H); 1,93-1,78(m, 2H); 2,42(t, J = 7,43, 2H); 3,59(t, J = 
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6,60Hz, 2H); 4,84(s, 1H); 6,64 (s, 1H); 6,78(d, J = 8,87Hz, 1H); 6,90(d, J = 8,80, 

1H), 12,95(s, 1H). 13C-NMR б (CDCl3): 25,05; 25,78; 27,05; 28,23; 28,34; 

29,71; 32,30; 32,46; 33,65; 37,64; 44,91; 115,55; 124;05; 133,04; 134,52; 

146,43; 146,43; 156,35; 156,35; 157,28; 157,28; 191,18. Sólido anaranjado; 

punto de fusión: 119,8 - 121,1 °C. 

2-(8-bromooctil)-5,8-dihidroxi-4,4-dimetilnaftalen-1(4H)-ona (C2). 

 

 

Se hace reaccionar 365 mg (1,063 mmol) de B2 con 778 mg (3,35mmol) de 

Ag2O en DCM, luego se gotea sobre 225,51 mg  (1,594 mmol) de 4-(2-

metilprop-1-en-1-il) morfolina en DCM, una vez transcurrido el paso anterior se 

hidroliza en EtOH, y se purifica por columna obteniéndose 105 mg (0,265mmol) 

de C2; rendimiento del proceso: 23,0%.1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 

1,40-1,27(m,8H); 1,48-1,40(m,2H); 1,56-1,48(m, 2H); 1,60(s, 3H); 2,38(t, J = 

6,74Hz, 2H); 3,41(t, J = 6,87Hz, 2H); 5,01(s, 1H); 6,62(s, 1H); 6,77(d, J = 

8,80Hz, 1H); 6,90(d, J = 8,80, 1H); 13,03(s, 1H). 13C-NMR б (DMSO-CDCl3): 

25,18; 26,86; 28,15; 28,37; 28,72; 28,84; 29,01; 29,24; 32,62; 32,80; 34,08; 

37,54; 45,21; 115,50; 115,68; 123,75; 133,80; 134,96; 145,27; 156,92; 191,27. 

Sólido amarillo; punto de fusión: 82,5 - 84,6 °C. 

2-(9-bromononil)-5,8-dihidroxi-4,4-dimetilnaftalen-1(4H)-ona (C3). 

 

 

Se hace reaccionar 400 mg (1,12 mmol) de B3 con 778 mg (3,35mmol) de 

Ag2O en DCM, luego se gotea sobre 237 mg  (1,679 mmol) de 4-(2-metilprop-

1-en-1-il) morfolina en DCM, una vez transcurrido el paso anterior se hidroliza 

en EtOH, y se purifica por columna obteniéndose 110 mg (0,268mmol) de C3; 
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rendimiento del proceso: 24,01%. 1H-NMR (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm:  1,38-

1,24(m,10H); 1,46-1,38(m,2H); 1,56-1,48(m,  2H); 2,38(t, J = 6,74Hz, 2H); 

3,41(t, J = 6,87, 2H); 5,01(s, 1H); 6,61(s, 1H); 6,77(d, J = 8,8Hz, 1H); 6,89(d, J 

= 8,8Hz, 1H); 13,04(s, 1H). 13C-NMR б (CDCl3): 25,16; 26,88; 28,01; 28,17; 

28,39; 28,39; 28,75; 28,87; 29,01; 29,01; 29,33; 29,39; 29,42; 32,64; 32,83; 

34,11; 37,56; 45,23; 115,52; 115,67; 123,76; 133,83; 134,99; 145,35; 156,99; 

191,32. Sólido amarillo; punto de fusión: 86,5- 88,1 °C. 

Método general para la obtención de sales de fosfonio derivadas de 

hidroquinonas bicíclicas.     

La sustitución nucleofílica del átomo de bromo de la cadena lateral por la 

trifenilfosfina se realiza haciendo reaccionar 1 equivalente de Nafto-

Hidroquinona con 2 equivalentes de trifenilfosfina en 3mL de MeCN, todo se 

mezcla en un tubo de vidrio que soporta presión que provee el fabricante del 

reactor de microondas. La reacción transcurre a 130°C bajo presión, el tiempo 

de reacción es de 30 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo se evapora el 

solvente de reacción quedando un remanente de aspecto viscoso y amarillo 

fuerte.  El crudo de reacción es purificado por cromatografía en placa 

preparativa, usando una mezcla de acetato de etilo, hexano, diclorometano y 

metanol como eluyente. 

Bromuro de (4-(5,8-dihidroxi-4,4,6,7-tetrametil-1-oxo-1,4-dihidronaftalen-2-

il)butill)trifenilfosfonio (D4). 

 

Se hace reaccionar 65 (0,17mmol) de C4 con 90mg (0,34mmol) de 

trifenilfosfína en 3mL de CH3CN a 130°C en a 150W en un tubo sellado para 

microondas; obteniéndose 39mg (0,062mmol) de D4; 36,47% de rendimiento.  



26 
 

1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,45 (s, 6H); 1,72-1,55(m ,2H); 1,86 (q, J 

= 7,22 Hz, 1H); 2,15 (s, 3H); 2,32 (s, 3H); 3,68-3,61 (m, 2H); 5,93 (s, 1H); 6,59 

(s, 1H); 7,70-7,59 (m, 6H); 7,83-7,69 (m, 9H); 13,27(s, 1H). 13C-NMR б 

(CDCl3): 11,58; 14,48; 25,54; 27,57; 29,25; 29,46; 37,67; 53,47; 112,30; 117,56; 

118,70; 122,73; 130,45; 130,61; 131,83; 133,43; 133,56; 133,67; 133,67; 

135,12; 135,15; 136,91; 144,66; 154,86; 158,25; 191,17. Sólido amarillo-

anaranjado;  Punto de fusión: 180°C (d). 

Bromuro de (8-(5,8-dihidroxi-4,4,6,7-tetrametil-1-oxo-1,4-dihidronaftalen-2-

il)octil)trifenilfosfonio (D5). 

 

Se hace reaccionar 62,9mg (0,148mmol) de C5 con 80mg (0,280mmol) de 

trifenilfosfína en 3mL de CH3CN a 130°C en a 150W en un tubo sellado para 

microondas; obteniéndose 36mg (0,052mmol) de D5; 35,51 % de rendimiento. 

1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,33-1,19 (m, 8H); 1,50-1,39(m, 2H); 1,58 

(s, 6H); 1,83-1,67(m, 2H); 2,18(s, 3H); 2,28(s, 3H); 2,31(t, J = 7,22Hz, 2H); 

3,81-3,64(m, 2H); 4,98 (s, 1H); 7,75-7,65(m, 6H); 7,89-7,75(m, 9H); 13,45(s, 

1H). 13C-NMR б (CDCl3): 11,50; 13,61; 22,40; 22,52; 22,59; 23,07; 25,54; 

25,60; 25,68; 28,19; 28,77; 28,94; 29,00; 29,71; 30,15; 30,35; 37,42; 112,74; 

117,80; 118,94; 123,01; 130,43; 130,60; 133,61; 133,75; 135,01; 135,05; 

143,75; 156,84; 191,30. Sólido amarillo intenso;  punto de fusión: 100°C (d). 
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Bromuro de (9-(5,8-dihidroxi-4,4,6,7-tetrametil-1-oxo-1,4-dihidronaftalen-2-

il)nonil)trifenilfosfonio (D6). 

 

 

Se hace reaccionar 64,5mg (0,147mmol) de C6 con 78mg (0,294mmol) de 

trifenilfosfína en 3mL de CH3CN a 130°C en a 150W en un tubo sellado para 

microondas; obteniéndose 36mg (0,052mmol) de D6; 36,01% de rendimiento.  

1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,32-1,09(m, 10H); 1,45(q, J = 6,45Hz, 

2H); 1,56(s, 6H); 2,06-1,75(m, 2H); 2,13(s, 3H); 2,40-2,26(m, 5H); 3,75-3,57(m, 

2H); 6,52(s, 1H); 7,74-7,65(m, 6H); 7,87-7,74(m, 9H); 13,46(s, 1H). 13C-NMR б 

(CDCl3): 11,57; 14,20; 22,20; 22,53; 22,58; 22,67; 22,86; 22,86; 25,68; 28,17; 

28,89; 28,94; 28,95; 29,08; 30,17; 30,37; 37,55; 112,61; 117,71; 118,86; 122,73; 

130,46; 130,63; 133,51; 133,64; 135,09; 144,45; 154,91; 157,07; 191,41. Sólido 

amarillo intenso;  punto de fusión: 180°C (d). 

 

Bromuro de (4-(5,8-dihidroxi-4,4-dimetil-1-oxo-1,4-dihidronaftalen-2-

il)butil)trifenilfosfonio (D1). 

 

 

Se hace reaccionar 70mg (0,21 mmol) de C1 con 110mg (0,412mmol) de 

trifenilfosfína en 3mL de CH3CN a 130°C en a 150W en un tubo sellado para 

microondas; obteniéndose 27mg (0,044mmol) de D1; 21,95% de rendimiento.   

1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,51(s, 6H); 1,68(q, J = 7,22Hz, 2H); 

1,88(q, J = 7,22Hz, 2H); 2,32(t, J = 7,22Hz, 2H); 3,74-3,58(m, 2H); 6,70(s, 1H); 
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6,70(d, J = 8,94Hz, 1H); 7,16(d, J = 8,94Hz, 1H); 7,74-7,68(m, 6H); 7,85-

7,74(m, 9H); 8,5(s, 1H); 12,68(s, 1H). 13C-NMR б (CDCl3):24,74; 27,47; 33,28; 

37,68; 115,29; 117,31; 118,45; 124,45; 130,44; 130,60; 133,45; 135,22; 135,25; 

134;13; 147,30; 155,67; 158,51; 191,22. Sólido amarillo-anaranjado; Punto de 

fusión: 170°C (d). 

 

Bromuro de (8-(5,8-dihidroxi-4,4-dimetil-1-oxo-1,4-dihidronaftalen-2-

il)octil)trifenilfosfonio (D2). 

 

Se hace reaccionar 75mg (0,189 mmol) de C2 con 100mg (0,38mmol) de 

trifenilfosfína en 3mL de CH3CN a 130°C en a 150W en un tubo sellado para 

microondas; obteniéndose 36mg (0,055mmol) de D2; 29,03% de rendimiento.  

1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,22-1,07(m, 8H); 1,37-1,26(m, 2H); 1,51-

1,39(m, 8H);2,17(t, J = 7,29, 2H); 3,36-3,15(m, 2H); 6,45(s, 1H); 6,53(d, J = 

8,59, 1H); 6,95(d, J = 8,59, 1H); 7,79-7,50(m, 15H); 8,45(s, 1H); 12,69 (s, 1H). 

13C-NMR б (CDCl3): 22,11; 22,22; 22,29; 24,80; 28,16; 28,40; 28,50; 28,67; 

28,82; 30,16; 30,16; 30,40; 32,76; 37,46; 115,09; 117,20; 118,33; 124,00; 

130,43; 130,60; 133,32; 135,29; 147,18; 155,55; 157,32; 191,32. Sólido 

amarillo intenso; punto de fusión: 100°C (d). 
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Bromuro de (9-(5,8-dihidroxi-4,4-dimetil-1-oxo-1,4-dihidronaftalen-2-

il)nonil)trifenilfosfonio (D3). 

 

Se hace reaccionar 70mg (0,170mmol) de C3 con 90mg (0,34mmol) de 

trifenilfosfína en 3mL de CH3CN a 130°C en a 150W en un tubo sellado para 

microondas; obteniéndose 38mg (0,057mmol) de D3; 33,3% de rendimiento.   

1H-RMN (300,13 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,24-1,06(m, 10H); 1,55-1,42(m, 8H); 

1,73-1,61(m, 2H); 2,31(t, J = 7,01Hz, 2H); 3,53-3,37(m, 2H); 6,50(d, J = 8,80Hz, 

1H); 6,53(s, 1H); 7,63(d, J = 8,80Hz, 1H); 7,85-7,65(m, 15H); 12,58 (s, 1H). 13C-

NMR б (CDCl3): 22,11; 22,22; 22,29; 24,84; 28,16; 28,40; 28,50; 28,67; 28,82; 

30,16; 30,16; 30,40; 32,77; 37,46; 115,09; 117,20; 118,33; 124,01; 130,43; 

130,60; 133,32; 135,29; 147,17; 155,55; 157,36; 191,35. Sólido amarillo 

intenso; punto de fusión: 100°C (d). 
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6.2  Resultados parte II: Evaluación biológica de los productos 

sintetizados. 
 

6.2.1   Tamizado  de los compuestos sintetizados según su 

efecto sobre la proliferación celular.  
 

Como primera etapa de la parte biológica de la investigación, se estudió el 

efecto antiproliferativo de las sales de fosfonio sintetizadas.  Esta etapa 

consiste en la realización de ensayos de  MTT a 48 horas, con estimulo de 

nuestros compuestos a diferentes concentraciones, para conocer sus valores 

de IC50 (Tabla 4), una vez obtenidos se comparan estos valores en células 

tumorales MDA-MB-231 y MDA-MB-468, respecto al control con células 

normales  MCF10A obteniéndose el índice de selectividad (figura 3) que 

corresponde al cociente entre el IC50 MCF10A y el IC50 de cada línea tumoral. 

El valor IS nos entrega una primera aproximación experimental de la 

selectividad de cada molécula. Entre más alto el valor de IS más selectivo el 

compuesto en estudio; para esta etapa fijamos en que el mínimo valor de IS 

para clasificar un compuesto  como promisorio es de IS=2.   

Tabla 4.  Valores de IC50 de proliferación más desviación estándar, obtenidos 

de ensayos de MTT, para cada compuesto en las tres líneas celulares en las 

que se estudiaron. Cada valor de IC50 fue obtenido de una curva con 

concentraciones crecientes de compuesto a estudiar (n=3), los datos se 

expresan en concentración micromolar. 

Línea 

celular 

IC50 D1 IC50 D2 IC50 D3 IC50 D4 IC50 D5 IC50 D6 

MCF10A  3,56 ± 

0,2 

1,56 ± 

0,273 

1,46 ± 

0,142 

2,61± 

0,41 

1,5± 

0,321 

1,67± 

0,213 

MDA-MB-

231 

3,01± 

0,12 

1,49 ± 

0,17 

1,56 ± 

0,134 

1,17± 

0,431 

1,1± 

0,213 

1,4 ± 

0,2 

MDA-MB-

468 

2,2 ± 

0,377 

1,35 ± 

0,51 

1,23 ± 

0,291  

0,97 ± 

0,07 

0,9 ± 

0,154 

0,86 ± 

0,1 
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Figura 3. Valores de IS para cada molécula estudiada. 

 

Como resultado de esta etapa, el compuesto D4 fue seleccionado como el 

compuesto más promisorio de la serie de sales de fosfonio, por tener el IS más 

alto, superando el valor de corte de IS=2.   

 

 

 

 

 

 



32 
 

6.2.2 Caracterización del efecto anti proliferativo del 

compuesto D4.  

 

Recientemente se han descrito efectos tóxicos de las cadenas alquílicas largas 

unidas a TPP+, por lo cual es importante usar como control la fracción alquil-

fosfonio del compuesto D4 por separado, para cerciorarnos de que el efecto 

sobre la proliferación de células tumorales, depende de la estructura total del 

compuesto D4, y no de un efecto inespecífico de la fracción molecular de 

alquiltrifenilfosfonio. En nuestro caso, se estudió el efecto de D4, del bromuro 

de butiltrifenilfosfonio y de la hidroquinona DMHQ (figura 4). 

 

Figura 4. El efecto del compuesto D4 sobre la proliferación de células 
tumorales MDA-MB-231 y MDA-MB-468 es una propiedad emergente de la 
molécula. A) Estructuras químicas de los compuestos DMHQ, BUTIL-TPP+ y 
D4.   B) Curvas de proliferación a 48h para cada compuesto en células MDA-
MB-231.    C) Curvas de proliferación a 48h para cada compuesto en células 
MDA-MB-468. Cada  curva tiene concentraciones crecientes de compuesto 
estudiado, cada punto de la  curva representa valores promedio para tres 
experimentos independientes (n=3) de ensayo MTT a 48h. Los resultados 
representan el promedio de tres experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, 
**=p < 0.01, ***=p < 0.001. 
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Previamente nuestro grupo ha descrito hidroquinonas análogas a DMHQ, cuyo 

efecto anti proliferativo se debe a una inhibición del complejo I mitocondrial que 

provoca la detención del ciclo celular en la fase G2/M38. Con estos 

antecedentes, se hace obligatorio evaluar el efecto del compuesto D4 sobre el 

ciclo celular a concentraciones en las cuales se manifiesta el efecto en la 

proliferación de las células tumorales MDA-MB-231 y MDA-MB-468 (figura 5). 

 

Figura 5. El compuesto D4 afecta selectivamente la distribución del ciclo 
celular de células tumorales MDA-MB-321 y MDA-MB-468, aumentando el 
peak sub-G1 y produciendo detención del ciclo celular en la fase G1. A) 
Efecto de D4 sobre el ciclo celular de células normales MCF10A.  B) Efecto del 
compuesto D4 sobre el ciclo celular células de cáncer de mama MDA-MB-468 y 
C) MDA-MB-231.  Las células son cultivadas en placas de 12 pocillos a razón 
de 5x104 células por pocillo y procesadas para cuantificar cantidad de ADN 
mediante el uso de yoduro de propidio (PI) mediante FACS. Los resultados 
representan el promedio de tres experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, 
**=p < 0.01, ***=p < 0.001.  
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El aumento del peak  de sub-G1, producido por el compuesto podría deberse a 

que una determinada población de células, estimuladas con el compuesto D4, 

están experimentando una muerte apoptótica tardía, ya que la porción sub-G1 

representa a células con un contenido de DNA menor al de la población 

definida como G139 40. Durante el proceso de muerte celular programada, la 

maquinaria celular se encarga de degradar el DNA, lo que podría corresponder 

a lo observado en los experimentos anteriores.  De acuerdo a esto se decidió 

evaluar el efecto del compuesto D4 sobre la muerte  celular en los modelos 

celulares utilizados en el objetivo anterior; utilizando la técnica de cuantificación 

de la translocación de fosfatidil serina mediante el kit anexinV-fitC abcam 

(figura 6).  
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Figura 6.  El compuesto D4 induce apoptosis en células de cáncer de 
mama MDA-MB-468, y MDA-MB-231; sin efectos significativos sobre 
células normales de mama MCF10A. A) Cuantificación  efecto del compuesto 
D4 sobre la muerte celular en células MCF10A.  B)  Cuantificación de la 
apoptosis inducida por el compuesto D4 en células de cáncer de mama MDA-
MB-231 y C) MDA-MB-468.  Las células fueron expuestas a compuesto D4 o 
DMSO (Control) por 48h. Los resultados representan el promedio de tres 
experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001. 
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Figura 7 A) Datos representativos del experimento de doble marcaje 
AnexinV-fitC® versus PI abcam para 48hrs de estímulo con compuesto D4 
en células normales y tumorales. Las células son cultivadas en placas de 12 
pocillos a razón de 5x104 células por pocillo; una vez adheridas son 
estimuladas con compuesto D4 o DMSO por 48h y procesados usando FACS. 
Los resultados representan el resultado de un experimento, realizado en 
triplicado para su cuantificación; los dot-plots fueron generados usando 
Weassel®. 
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En resumen, podemos señalar que el efecto del compuesto D4 sobre células de 

cáncer MDA-MB-231 y MDA-MB-468, tiene dos componentes la primera es la 

detención del ciclo celular en fase G1 lo cual impide que esas células sigan 

proliferando, y por otra parte una inducción de apoptosis. La existencia de 

ambos fenómenos en un estímulo de 48h, nos otorga una ventaja comparativa 

sobre compuestos que solo detienen el ciclo celular o solo tienen efecto 

citotóxico inespecífico. 

Una explicación plausible de la selectividad observada, a las concentraciones 

estudiadas, puede deberse a una selectividad en la incorporación de la 

molécula en las células tumorales.  Como ya se comentó en secciones 

anteriores la acumulación de compuestos de la familia de D4, depende del 

potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm), y este parámetro depende de 

muchos factores como: el tipo celular, el estado metabólico y el ciclo celular 

entre otros41,42. En publicaciones recientes se ha mostrado que algunas líneas 

celulares de cáncer con fenotipos más agresivos tienen potenciales ∆Ψm más 

altos que sus contrapartes normales4,26,27. 

Por lo tanto se procedió a hacer un experimento que nos permitiera evaluar y 

comparar las condiciones basales de ∆Ψm, entre las líneas celulares elegidas 

para la evaluación biológica del compuesto. Así, se comparó la incorporación 

de tetrametilrodamina (TMRM), una sonda fluorescente que se incorpora en 

forma dependiente de ∆Ψm, en las tres líneas celulares. Para descartar 

posibles diferencias producidas por la presencia de diferente masa mitocondrial 

entre las líneas celulares, se utilizó conjuntamente la sonda fluorescente NAO, 

la cual se une a las mitocondrias en una forma potencial-independiente (se une 

a las cardiolipinas de la membrana mitocondrial). Con esto descartamos el 

efecto masa teniendo una aproximación más certera de cuál de las líneas 

celulares posee un mayor  ∆Ψm.   
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Figura 8.    Las células de cáncer de mama MDA-MB-231 y MDA-MB-468 
tienen una razón TMRM/NAO más alta que las células normales MCF10A. 
A) relación TMRM/NAO para las líneas celulares MCF10A,  MDA-MB-468 y 
MDA-MB-231. Las células son sembradas en placas de 12 pocillos a razón de 
5x104 células por pocillo, al día siguiente se les incuba con una solución que 
contiene 5nM de TMRM y 10µM de NAO  por 20 min se tripsinizan y se leen 
usando FACS. Los resultados representan el promedio de tres experimentos 
independientes, n=3; *=p< 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001. 

 

Ambas líneas celulares de cáncer poseen razones mayores de fluorescencia 

de TMRM/NAO, lo cual permite plantear que tienen un  ∆Ψm mayor, lo que les 

permite acumular más TMRM que sus contrapartes no tumorales. La 

acumulación de la sonda TMRM se relaciona con el potencial de membrana 

mitocondrial, en forma similar a la que lo hace  D4, por lo tanto es posible que 

las células que acumulan mayor TMRM también incorporen mayor cantidad de 

compuesto D4 con lo que podrían experimentar más fácilmente los efectos 

tóxicos del compuesto, explicando así la selectividad del compuesto. 
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6.2.3  Caracterización del efecto de D4 sobre la bioenergética 

celular. 

 

El compuesto D4 fue diseñado para acumularse en la mitocondria ya que posee 

el catión lipofílico trifenilfosfonio en su estructura. La acumulación del 

compuesto D4 puede provocar alteraciones en parámetros bioenergéticos tales 

como la producción intracelular de ATP, el  ∆Ψm, la respiración celular y la tasa 

de acidificación extracelular. Con objeto de establecer si ocurren cambios 

significativos en estos parámetros se diseñaron experimentos de tiempos 

cortos de 3 y 6 horas que ofrecen una idea del efecto agudo de la incorporación 

del compuesto. Además los experimentos a 6 horas nos permiten tener una 

perspectiva temporal más amplia  del efecto de D4. 

Para los experimentos de medición del consumo de oxígeno se utilizó la 

tecnología SeaHorse™ de Agilent, con la cual se puede evaluar el efecto del 

compuesto D4 sobre la respiración celular en presencia de determinados 

inhibidores, permite conocer los efectos sobre parámetros mitocondriales a 

través de la medición del consumo de oxigeno de un número determinado de 

células.  La tecnología SeaHorse cuenta con la capacidad de hacer inyecciones 

en tiempo real;  la primera inyección que se aplica a las muestras es 

oligomicina A, dicho compuesto inhibe la actividad de la ATP-Sintasa; proteína 

encargada de sintetizar el ATP a nivel mitocondrial. Producto de dicha 

inhibición se puede estimar que porcentaje del consumo de oxigeno está 

asociado a la síntesis de ATP, generándose el parámetro llamado ATPL (ATP-

linked-respiration) y el parámetro PL (Proton leak) el cual nos da cuenta de la 

proporción de la  respiración mitocondrial no asociada a la síntesis de ATP.    

La segunda inyección que se aplica es FCCP un agente desacoplante de la 

fosforilación oxidativa el cual nos permite estimar el máximo consumo de 

oxigeno de cada muestra, generándose  el parámetro  Maximal oxigen 

consuption rate, que veremos expresado como respiración máxima 

mitocondrial. 
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Finalmente la tercera inyección consta de Antimicina A y Rotenona ambos 

potentes inhibidores de la actividad de la cadena transportadora de electrones 

a nivel mitocondrial, permitiéndonos evaluar la cuantía del consumo de oxigeno 

que es efectivamente mitocondrial, este dato es usado para normalizar cada 

medición.      

 

 

Figura 9. El compuesto D4 afecta la respiración asociada a la síntesis de 
ATP  de células normales MCF10A, sin afectar los niveles de ATP 
intracelular ni el potencial de membrana mitocondrial ∆Ψm. A), B), C) y D) 
Parámetros oxigráficos mito stress de Seahorse para estímulos de 6 y 3 horas 
con compuesto D4 en células MCF10A.  E) Efecto del compuesto D4 sobre el la 
fluorescencia de TMRM en células MCF10A. F) Efecto del compuesto D4 sobre 
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los niveles intracelulares de ATP en células MCF10A. Las mediciones 
oxigráficas fueron realizadas usando SeaHorse™; Los niveles de ATP 
intracelular fueron medidos en un luminómetro usando el kit luciferin-luciferase 
BIOSYNTH,  el ∆Ψm fue medido utilizando TMRM 5nM. Los resultados 
representan el promedio de tres experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, 
**=p < 0.01, ***=p < 0.001.   

 

 

Figura 10. El compuesto D4 aumenta el consumo de oxigeno no 
asociado a la síntesis de ATP y disminuye fuertemente el consumo de 
oxigeno asociado a la síntesis de ATP, afectando también los niveles 
intracelulares de ATP y el potencial de membrana mitocondrial ∆Ψm en 
células MDA-MB-231. A), B), C) y D) Parámetros oxigráficos mito stress de 
Seahorse para estímulos de 6 y 3 horas con compuesto D4 en células MDA-
MB-231.  E) Efecto del compuesto D4 sobre el la fluorescencia de TMRM en 
células MDA-MB-231.    F) Efecto del compuesto D4 sobre los niveles 
intracelulares de ATP en células MDA-MB-231. Las mediciones oxigráficas 
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fueron realizadas usando SeaHorse™; Los niveles de ATP intracelular fueron 
medidos en un luminómetro usando el kit luciferin-luciferase BIOSYNTH,  el 
∆Ψm fue medido utilizando TMRM 5nM. Los resultados representan el 
promedio de tres experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, **=p < 0.01, 
***=p < 0.001.   

 

Figura 11. El compuesto D4 aumenta el consumo de oxigeno no 
asociado a la síntesis de ATP y disminuye fuertemente el consumo de 
oxigeno asociado a la síntesis de ATP, afectando también los niveles 
intracelulares de ATP y el potencial de membrana mitocondrial ∆Ψm en 
células MDA-MB-468. A), B), C) y D) Parámetros oxigráficos mito stress de 
Seahorse para estímulos de 6 y 3 horas con el compuesto D4 en células MDA-
MB-468. E) Efecto del compuesto D4 sobre la fluorescencia de TMRM en 
células MDA-MB-468. F) Efecto del compuesto D4 sobre los niveles 
intracelulares de ATP en células MDA-MB-468. Las mediciones oxigráficas 
fueron realizadas usando SeaHorse™; Los niveles de ATP intracelular fueron 
medidos en un luminómetro usando el kit luciferin-luciferase BIOSYNTH,  el 
∆Ψm fue medido utilizando TMRM 5nM. Los resultados representan el 
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promedio de tres experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, **=p < 0.01, 
***=p < 0.001.   

 

Como se observó en los puntos anteriores el compuesto D4 afecta en 

diferentes proporciones, la respiración asociada a la síntesis de ATP en las tres 

líneas celulares estudiadas (figuras 9, 10 y 11), este hecho por si solo 

constituye una condición de estrés sobre la bioenergética celular, en el caso de 

las células MCF10A estas son capaces de compensar este efecto ya que sus 

niveles intracelulares de ATP no caen, no así en las líneas tumorales que 

experimentan caídas en sus niveles intracelulares de ATP. El mecanismo más 

plausible para esta compensación es la obtención de ATP a través de la 

glicolisis43, la utilización de la glicolisis conlleva a una acidificación mayor del 

medio extracelular producto de la generación de lactato; la tecnología Seahorse 

nos permite también evaluar este cambio como se muestra en la siguiente 

figura.       
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Figura 12. El compuesto D4 aumenta la tasa de acidificación (ECAR) del 
medio extracelular en células MCF10A, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, a 
tiempo de 6 horas. A), B) y C) ECAR a 6 horas, para cada línea celular,  
MCF10A, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 respectivamente. Los resultados 
representan el promedio de tres experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, 
**=p < 0.01, ***=p < 0.001.  

Con los últimos resultados expuestos es posible pensar que el efecto del 

compuesto D4 sobre la proliferación de células tumorales puede deberse a la 

crisis bioenergética que estas experimentan posterior al estímulo con D4 y a la 

imposibilidad de compensarla totalmente.  

Las células de cáncer mamario humano MDA-MB-231 pueden ser 

reprogramadas metabólicamente según la disponibilidad de sustratos, 

obteniendo células que pueden ser cultivadas en condiciones en las que solo 

utilizan glutamina como soporte bioenergético para su proliferación en un 

medio libre de glucosa, lo cual implica que la obtención de ATP en estas 

condiciones es totalmente mitocondrial. En condiciones regulares de cultivo, el 

compuesto D4 afecta la respiración asociada a la síntesis se ATP  y baja el 

consumo basal de oxígeno, según los datos expuestos anteriormente (figura 

10); si reprogramamos las células MDA-MB-231 a un metabolismo 
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completamente oxidativo deberíamos ver un efecto exacerbado del compuesto 

D4, sobre la respiración asociada a la síntesis de ATP, lo cual implicaría un 

déficit instantáneo de ATP ya que en medio libre de glucosa y con glutamina 

como único soporte para la proliferación no es posible un aumento en la 

obtención glicolítica de ATP. Por estas razones se decidió evaluar el efecto de 

D4 en la respiración celular de células MDA-MB-231 deprivadas de glucosa, y 

además evaluar el efecto del compuesto D4 sobre la proliferación de las células 

cultivadas en las condiciones antes señaladas.    

Como se esperaba el efecto del compuesto D4 en células MDA-MB-231 

cultivadas en un medio libre de glucosa en presencia de glutamina como único 

soporte para la proliferación, es mucho más potente y prácticamente suprime la 

respiración asociada a la síntesis de ATP, además acentúa la caída de la 

respiración basal mitocondrial en todos los tiempos probados; del mismo modo 

el efecto del compuesto sobre la proliferación de células MDA-MB-231 se hace 

mayor (figura 13).     
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Figura 13  La reprogramación metabólica hacia la OXPHOS 
acentúa el efecto del compuesto D4 sobre la respiración celular y acentúa 
también el  efecto sobre la proliferación de células MDA-MB-231. A) curvas 
representativas de Mito stress de Seahorse para células MDA-MB-231 crecidas 
en medio DMEM alta glucosa B) curvas representativas de Mito stress de 
Seahorse para células MDA-MB-231 crecidas en medio DMEM sin glucosa 
utilizando glutamina como único sustrato para generar ATP. C) Curvas de 
proliferación para el compuesto D4 utilizando medio de cultivo con alta glucosa 
(HG) y deprivado  glucosa (FG). Los resultados representan el promedio de 
tres experimentos independientes, n=3; *=p< 0.05, **=p < 0.01, ***=p < 0.001.  
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 7      Discusión.  

 

De la serie de compuestos sintetizados, los derivados con cadenas alquílicas 

largas afectan por igual la proliferación de células normales y tumorales a 

diferencia del derivado  con cadena alquílica corta  D4 que presenta 

selectividad en su efecto,  por su parte el derivado D1 también de cadena corta 

presenta IC50 mayores en todas las líneas celulares estudiadas,  este dato va 

en línea con lo descrito sobre la gravedad del impacto funcional en la 

bioenergética celular producido por las cadenas alquílicas unidas al catión 

lipofílico trifenilfosfónio. La comparación de alquil-TPP+, de largos de cadenas 

variados, muestra que los derivados con cadenas más largas tienen un impacto 

funcional más marcado sobre la mitocondria; un gran impacto funcional sobre 

la mitocondria puede ser correlacionado con una mayor toxicidad11,12.  

Posterior al tamizaje de los compuestos de la serie en función de su índice de 

selectividad nos encontramos con que el compuesto D4 produce arresto de 

ciclo celular en fase G1 en ambas líneas tumorales.   

Hay reportes que sostienen la teoría de que la fase G1 del ciclo celular está 

caracterizada por un predominio bioenergético de la glicolisis por sobre la 

OXPHOS44, si ligamos esto con los resultados posteriores donde se  muestra el 

efecto del compuesto sobre parámetros funcionales mitocondriales como la 

respiración asociada a la síntesis de ATP, caída del ATP intracelular y a su vez 

también  caída en el ∆Ψm para ambas líneas celulares, resulta muy razonable 

que las células que sobreviven al compuesto D4 estén detenidas en la etapa 

del ciclo celular con menos demanda bioenergética oxidativa.  

Está descrito también, que la transición de la fase G1 del ciclo celular está 

caracterizada por cambios mitocondriales tendientes a favorecer una mayor 

producción de ATP y solventar el costo bioenergético de las fases siguientes 

del ciclo celular y propiciando el ensamblaje de Ciclina E, proteína clave en la 

transición de G1-S41,45,46. El mecanismo más canónico de detención de ciclo 

celular en fase G1 está asociado a la caída de los niveles de ATP con el 
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consiguiente aumento de AMP lo que provoca la activación de la enzima 

AMPK, la cual en su rol de quinasa es capaz de fosforilar a p53 siendo este 

último uno de los efectores encargados de propiciar la degradación de la 

Ciclina E45,47 48 y con esto la detención del ciclo celular en fase G1. Este 

mecanismo canónico no sería el apropiado para explicar el efecto del 

compuesto D4 sobre el ciclo celular ya que las dos líneas celulares que 

mostraron arresto de ciclo en fase G1 tienen la peculiaridad de ser mutantes 

para p53, y para estos casos está descrito que p53 comienza a cumplir otras 

funciones no necesariamente relacionadas con las que tiene en células con 

fenotipo silvestre  para dicha proteína49.  

Hay diversos artículos en los que se ha descrito detención de ciclo en G1, 

como por ejemplo, con la molécula timoquinona, que es la molécula activa 

predominante en la planta Nigella Sativa, este compuesto produce arresto de 

ciclo celular en la fase G1 y un aumento del peak sub g1 en células T47D y 

MDA-MB-468 p53 mutadas. El mecanismo pareciera estar asociado a una 

reducción de la expresión de Ciclina E, Ciclina D1, y una caída paulatina del 

∆Ψm, siendo posible revertir estos efectos con el aumento de la expresión de 

AKT, lo cual sugiere que el efecto inhibitorio de la timoquinona sobre la 

señalización de AKT sería el causante de la detención del ciclo y de la muerte 

celular50.  

Para seguir ejemplificando, Cefacromina un compuesto extraído de hongos, 

también produce detención del ciclo celular en  fase G1, además de apoptosis, 

producto de una disfunción mitocondrial, conducente a la disminución de la 

expresión de ciclinas en células de cáncer de pulmón A549 las cuales poseen 

p53 silvestre51 . 

Por otra parte la molécula Mahanina, un alcaloide de núcleo indólico, produce 

arresto de ciclo en G1 por medio de la inhibición del complejo 3 a nivel de la 

mitocondria y daño oxidativo al DNA mitocondrial, reduciendo la expresión de 

diversas ciclinas reguladoras del ciclo celular en células p53 silvestres U87MG 

de glioblastoma y células p53 mutantes LN229 también de glioblastoma 52. 
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Siguiendo la misma línea la droga NS-398 un inhibidor selectivo de la COX II, 

una proteína mitocondrial que forma parte del complejo IV a nivel de la 

mitocondria también produce detención de ciclo celular en fase G1 en células 

OVCAR-3 de cáncer ovárico humano las cuales son p53 mutantes53. Este 

mismo patrón de drogas que alteran la función mitocondrial  y detienen el ciclo 

celular en G1 es seguido por muchas moléculas y en diversos modelos 

celulares, independiente del estatus de p53 de dichas células54–60 Lo cual nos 

da la idea de que la detención de ciclo producida por el compuesto D4, podría 

tener relación de causalidad con el deterioro funcional de la mitocondria en las 

células MDA-MB-231 y MDA-MB-468.    

La  selectividad  del compuesto D4 fue apreciada  a todos niveles del trabajo 

desde los ensayos de proliferación (figura 3), los experimentos de ciclo celular 

donde no hay cambios significativos en la distribución del ciclo celular en las 

células normales MCF10A (figura 5), los experimentos de muerte celular en 

donde no hay inducción significativa de apoptosis en células MCF10A (figuras 

6 y 7)  y también en los experimentos de función mitocondrial donde no hay 

impacto del compuesto D4 en el ∆Ψm, o en los niveles intracelulares de ATP 

(Figura 9) y un impacto mucho menor en las mediciones oxigráficas.  Una de 

las posibles explicaciones a la selectividad de D4 dice relación con que las 

células de cáncer exhibirían cambios en cuanto a su potencial de membrana 

plasmática y a su potencial de membrana mitocondrial, siendo las células de 

cáncer más negativas que sus contrapartes normales, pudiendo estar más 

expuestas a la acumulación de cationes lipofílicos16,28. Similar al compuesto D4, 

recientemente fue publicado un artículo que sostiene que las células de cáncer 

mamario triple negativas tienen una masa mitocondrial aumentada y un 

potencial de membrana  aumentado respecto a las no triple negativas26. 

Además se ha reportado la comparación de tres líneas celulares de cáncer de 

próstata versus una línea de epitelio prostático normal, caracterizándose 

cuantitativamente el ∆Ψm y se concluye que en las tres líneas celulares 

tumorales hay en promedio 30mV más que en el control normal4. Estos datos 

soportan la idea de que las células de cáncer se encuentran mitocondrialmente 



50 
 

hiperpolarizadas respecto a las tumorales y que incluso existen diferencias en 

el potencial de membrana entre distintos fenotipos tumorales. En el contexto de 

esta investigación, para poner a prueba esta premisa se realizó el experimento 

de doble marcaje de TMRM/NAO (figura 8), donde ambas líneas celulares de 

cáncer presentaron razones TMRM/NAO más altas lo que podría representar 

un ∆Ψm más alto y explicaría  la selectividad en función de una posible mayor 

acumulación. 

En el caso de las mediciones oxigráficas para células MCF10A (figura 9) 

utilizando Seahorse, se observan algunos cambios funcionales como una 

reducción de la capacidad máxima respiratoria y una baja de casi un 30% en la 

respiración acoplada a la síntesis de ATP, sin embargo estos cambios no 

parecieren tener mayor gravedad porque  a los mismos tiempos de estímulo  

no se aprecian cambios significativos en los niveles de ATP intracelular, ni 

tampoco en el ∆Ψm; al evaluar tiempos de exposición crónicos 48 horas, 

tampoco se está deteniendo el ciclo celular, ni produciendo muerte celular, lo 

cual significa el efecto del compuesto D4 a las concentraciones estudiadas está 

siendo eficientemente compensado.  

En el caso de las células MDA-MB-231 y MDA-MB-468, los cambios 

funcionales son más drásticos;  en ambas líneas tumorales hay un marcado 

aumento de la respiración no asociada a la síntesis de ATP y un gran descenso 

en la respiración asociada a la síntesis de ATP, esto puede estar ocurriendo 

por varios mecanismos conocidos, mediados por proteínas como la ANT o las 

proteínas desacoplantes, o puede ser que el efecto esté dado por la estructura 

de la molécula la cual podría transportar protones hacia el interior de la 

mitocondria, tal como protonóforos conocidos como FCCP, por ejemplo. Pero lo 

más documentado es que este tipo de moléculas por su alta afinidad por las 

membranas y su acumulación mitocondrial podrían estar aumentando la 

conductancia de protones de la membrana mitocondrial, y provocando que la 

respiración sea en su mayoría para restituir el ∆Ψ mitocondrial12,61. 
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En el caso de las células de MDA-MB-468, el compuesto D4 tiene un 

comportamiento de desacoplante canónico, con un aumento de la respiración 

basal mitocondrial,  marcados aumentos en la respiración no asociada a la 

síntesis de ATP,  una brusca caída en la respiración asociada a la síntesis de 

ATP, todo acompañado de caída en el potencial de membrana mitocondrial y 

además baja los niveles de ATP (figura 11). Lo único inusual del efecto del 

compuesto en esta línea celular es que es la única en que hay aumentos 

significativos en la respiración máxima mitocondrial a concentración de 0,5µM a 

3 y 6 horas; en cambio a concentración de 1µM el efecto se ciñe al 

comportamiento apreciado en las otras líneas celulares con una baja 

significativa en la respiración máxima mitocondrial. Una posible explicación a 

este fenómeno fue dada por el grupo de Skulachev, donde se describe que los 

cationes penetrantes como el compuesto D4 pueden potenciar el efecto de 

protonóforos aniónicos como FCCP, CCCP o DNP, probablemente por formar 

complejos relacionados con la complementariedad de cargas y con eso 

favorecer el paso por las membranas; aumentando con esto el efecto del 

anión62.  

En las tres líneas celulares, pese a la diferencia en la cuantía del efecto se 

observan caídas en la respiración máxima mitocondrial a concentración de 1uM 

(figuras 9, 10 y 11), esto puede deberse principalmente a dos fenómenos, el 

primero puede ser un agotamiento de sustratos oxidables como NADH, debido 

a la actividad de la cadena transportadora de electrones para compensar la 

caída en el potencial de membrana que está ocurriendo a ese tiempo en las 

líneas tumorales o también podría deberse a un efecto inhibitorio sobre la 

actividad de los complejos que ya ha sido reportado para cadenas más largas 

de este tipo de moléculas12.  También aunque con menos relación estructural 

con D4, se han reportado efectos sobre el ciclo de Krebs de la molécula de la 

molécula metil-trifenilfosfónio  la cual fue caracterizada como inhibidora de la 

enzima OGDH, y claramente cualquier efecto inhibitorio sobre el ciclo de Krebs 

podría crear un déficit de NADH, y generar la caída en la respiración máxima 

mitocondrial14. 
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En relación al efecto de D4 sobre la mitocondria, este podría ser clasificado 

como un desacoplante de la OXPHOS, ya que aumenta la respiración no 

asociada a la síntesis de ATP, disminuye la respiración asociada a la síntesis 

de ATP, hace caer el potencial de membrana, y disminuye significativamente 

los niveles de ATP intracelular, pero este efecto desacoplante no es 

comparable al de otros agentes desacoplantes canónicos como FCCP o 

dinitrofenol, ya que el efecto desacoplante de D4 pareciera manifestarse en 

lapsos de tiempo del orden de horas, y no instantáneamente como en el caso 

de las moléculas más conocidas, recientemente se ha introducido el término de 

“mild uncoupler”  en la literatura63, pudiendo el compuesto D4 ser parte de esta 

categoría, por este hecho existirían también otros usos farmacológicos posibles 

de explorar para este compuesto, ya que para este tipo de moléculas se han 

descrito efectos neuroprotectores  como en el caso de los derivados de cadena 

corta de Rodamina 19 64, también se ha descrito utilidad para este tipo de 

compuestos en el área del envejecimiento ya que el efecto desacoplante podría 

estar imitando farmacológicamente una condición de restricción calórica, y 

dicha condición ha mostrado tener efecto sobre la longevidad en variados 

modelos de estudio 65,66 

8  Conclusiones.  
 

1. La síntesis de derivados de acilhidroquinonas por reordenamiento de 

Fies, puede ser optimizada utilizando calentamiento asistido por 

radiación de microondas; consiguiendo mejores tiempos de reacción.  

2. La sustitución nucleofílica de formación de las sales de fosfónio puede 

ser optimizada con el uso de calentamiento asistido por radiación de 

microondas consiguiéndose mejores tiempos de reacción.  

3. De los compuestos sintetizados el compuesto D4 posee la mejor 

actividad biológica de la serie en función de la selectividad de su efecto 

antiproliferativo contra ambas líneas de cáncer triple negativas 

evaluadas 
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4. La crisis bioenergética producida por D4 podría ser la causa de su efecto 

antiproliferativo en células tumorales. 

5. El efecto del compuesto D4 sobre los parámetros bioenergéticos 

estudiados permite clasificarlo como como un desacoplante no canónico 

de la OXPHOS.  

  

 

 

9   Proyecciones.  

El conocimiento generado en esta investigación permitió obtener el compuesto 

D4 el cual es un promisorio compuesto con propiedades anticancer que puede 

ser estudiado en modelos in vivo de cáncer para seguir validando su utilidad.   

Por otra parte, los datos generados sobre el impacto funcional del compuesto 

D4 en la mitocondria pueden ser usados para comprender mejor los efectos 

tóxicos de moléculas estructuralmente relacionadas.   

El mecanismo de acción a nivel mitocondrial (el efecto desacoplante de la 

OXPHOS) del compuesto D4 y su margen de selectividad podría ser de interés 

para explorar otros efectos, especialmente en envejecimiento.  
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