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Resumen

La quimioterapia del mal de Chagas requiere del diseno y desarrollo de nuevos compuestos especificos y no
téxicos. Los derivados con potencialidad tripanocida N-metil, N-alquil-2-aminoindano 4, 5, 7 y 8 se disenaron a
través de la modificacién molecular de la terbinafina 2, con el propdésito de valorar tanto su citotoxicidad en lineas
celulares BHK21 (rindn humano) y vero (rindn de mono) como su capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de
epimastigotes de T. cruzi. Los compuestos se sintetizaron con buenos rendimientos y se caracterizaron utilizando
RMN'H, IR, p.f, analisis elemental y espectrometria de masas. La relativa baja citotoxicidad, en las lineas celulares
normales, mostrada por el derivado N-metil,N-bencil-2-aminoindano 5 y su actividad antiproliferativa, del orden
de 37%, comparado con el control y el patron de actividad terbinafina, nos anima a proseguir los ensayos y
ampliarlos a la forma amastigote, forma intracelular de T. cruzi.

Palabras clave: sintesis; N-metil, N-alquil-2-aminoindano; actividad antiproliferativa; epimastigotes; T. cruzi;
citotoxicidad; MTT.

Abstract

Chemotherapy against Chagas’ disease requires design and development of specific and non toxic new
compounds. N-methyl, N-alkyl-2-aminoindane derivatives 4, 5, 7 y 8 as potential tripanocidal agents were designed
by molecular modification of terbinafine 2, with the aim of assess their cytotoxicity in BHK21 (human kidney) and
vero (monkey kidney) cell lines, as well as, their inhibitory growth activity on epimastigote form of T. cruzi in vitro.
The compounds were synthesized with excelent yields and characterized by RMN'H, IR, mp, elemental analyses
and MS. The relative low cytotoxicity showed in normal cell lines by the N-methyl, N-benzyl-2-aminoindane
derivative 5 and its 37% inhibitory growth activity in comparison with the control and terbinafine activity,
encourage us to continue with the assays and expand them to the amastigote form of T. cruzi.

Key words: Synthesis; N-methyl, N-alkyl-2-aminoindane; inhibitory growth activity; epimastigote; T. cruzi;
cytotoxicity; MTT.

Introduccion

La enfermedad de Chagas permanece presente
como uno de los grandes problemas de salud en el
continente americano (Docampo, 2001). A pesar de
los avances en bioquimica y fisiologia de T. cruzi
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(Urbina, 2002), Cerecettoycol., (2002), esimperiosa
labusquedade nuevas, efectivas y selectivas drogas
con disminuidos o carentes efectos toxicos sobre el
hospedador. En esta buisqueda, la sensibilidad de
las formas extracelular e intracelular (epimastigote
y amastigote) del parasito, es de especial interés.

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio
reportan al 2-aminoindano 1 como sistema estruc-
tural capaz de atravesar barreras bioloégicas (Gomez,
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1990) y presentar ademas accion tripanocida en
experimentos con T. evansi, in vivo y T. cruzi, in
vitro (Gomezy col., 1990). EI T. cruzi es sensible a
los inhibidores de la biosintesis de esteroles, desa-
rrollados como agentes quimioterapéuticos antimi-
coticos, cuyo modo de accion es el agotamiento de
esteroles esenciales endégenos o acumulacion de
intermediarios t6xicos, o ambos (Abe y col., 1994).
Entre estos inhibidores esta la alilamina terbinafina
2 (Lazardi y col., 1990), (Urbina y col., 1996).
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Tomando en consideracion lo expuesto, se aplico
el método de modificacion estructural, sobre la
molécula biolégicamente activa 2, para disenar el
sistema N-metil, N-alquil-2-aminoindano (Figura 1).
La aplicacion del método incluye:

— Eliminar, en la estructura 2, el anillo aromatico
B del fragmento naftaleno e introducir un atomo de
carbono entre el anillo aromatico A y el carbono
bencilico, de tal manera de obtener el nucleo base 2-
aminoindano capaz de atravesar barreras biologicas.

— Eliminar el fragmento ter-butil-acetilen-alil en
2 y sustituirlo con grupos funcionales que dentro de
otras estructuras han sido reportados como rele-
vantes parala accion tripanocida (Rodriguez, 2001),
(Szjanman, 2001), (Szjanman y col., 2000), (Rodri-
guez y col., 1998), (Nussbaumer y col., 1994),
(Gémez y col., 1990).

— Mantener la presencia del nitrégeno terciario
alifatico, ahora formando parte del nucleo semirri-
gido 2-aminoindano, para asi introducir caracteris-
ticas electronicas y estéricas que podrian ser de
utilidad en el estudio de receptores bioldgicos.
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Sistema N-metil, N-alquil-2-aminoindano
Compuesto R

4 Alil

5 Bencil

7 Cloroetil

8 Tiocianoetil
Figura 1:

Aplicacién del método de modificacién estructural
en el diseno del sistema N-metil, N-alquil-2-aminoindano,
estructuralmente relacionado con terbinafina.
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Materiales y métodos

Quimico

Los compuestos disenados se sintetizaron me-
diante procedimientos convencionales de sintesis
(Esquema de Sintesis). El N-metil-2-aminoindano 3
se obtuvo a través de la aminacién reductiva de la
2-indanona con borohidruro de sodio, (Cannon y
col., 1979). Esta amina fue N-alquilada, con diferen-
tes grupos funcionales utilizando el método de
Pfeiffer y col. (1982), para generar los compuestos
N-alquilados respectivos 4, 5 y 6. La sintesis del
clorhidrato de N-metil, N-(2-cloroetil)-2-aminoindano
7 se llevé a cabo haciendo reaccionar el clorhidrato
del alcohol 6 disuelto en benceno seco, con cloruro
de tionilo (Hall y col., 1987). Finalmente, el com-
puesto 8 se obtuvo utilizando KSCN en etanol al
95% y reflujo a partir del derivado cloroetilado 7.

Los puntos de fusion fueron tomados en capilares
de vidrio, usando un aparato de punto de fusion
Thomas-Hoover Uni-Melt y no estan corregidos. Los
espectros de resonancia magnética nuclear se to-
maron en tubos de 5 mm de diametro en un
espectrometro JEOL-Eclipse 270 MHz (UCV). Los
desplazamientos quimicos se reportan en ppm
usando como solvente DMSO-dgy TMS como estandar
interno. La multiplicidad de las senales se indica
como: (s) singlete, (m) multiplete y (sa) senal ancha.
El benceno se sec6 con sodio y destilé en un rango
de 2 °C. Cloruro de tionilo se destilé en un rango de
1°C. Los espectros infrarrojos fueron tomados en
KBr utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer
1600 Series FTIR. Las absorciones mas relevantes
se reportan en centimetros reciprocos (cm'). La
calibracion fue hecha con poliestireno 1601 cm!. El
microanalisis elemental fue realizado por Atlantic
Microlab, Inc. Norcross, Georgia, USA. Los espectros
de masa fueron tomados en espectrometro VARIAN
3800 MS/GC (UCV). La cromatografia analitica de
capa fina (TLC; R;) se realizo sobre silica gel-60F,5,
y fue visualizada por UV.

2-Indanona

Reactivos: a. MeNH,, 40% en MeOH, NaBH,. b. Bromuro de alilo,
Na,COs, EtOH90% T.A/ 12h. c. Cloruro de bencilo, Na,COs, EtOH
abs. T.A / 12h. d. Bromoetanol, Na,CO5, EtOH abs.T.A / 12h. e.
SOCl,, benceno, T.A / 24h. f. KSCN, EtOH 95%, reflujo 5h.
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Sintesis del clorhidrato
de N-metil-2-indanamina 3

Sobre 4,43 g (0,03352 mol) de 2-indanona
(Aldrich) se agregd 25 mL de metanol. A esta
solucion metandlica, enfriada entre 0-5 °C en un
bano de hielo, se le agregé 14,5 mL de solucion
acuosa de metilamina al 40% (0,168 mol). A la
mezcla se anadio 1,6 g de borohidruro de sodio
(0,04223 mol) en pequenas porciones en un periodo
de 20 minutos, manteniendo en todo momento la
temperatura de la solucién entre 0-10 °C. La mezcla
resultante se dejo en agitacion a temperatura am-
biente por una hora y luego se le agreg6é 15 mL de
metanol y 4,47 g (0,042 mol) de carbonato de
sodio. Finalizada la reaccion, se sometié a evapo-
racion bajo presiéon reducida y al residuo se anadi6
15 mL de agua. La mezcla se extrajo con éter (6 x
25 mL). Los extractos etéreos fueron combinados y
secados en MgSO,; el filtrado fue evaporado a
presion reducida. El sélido resultante fue tratado
con acido clorhidrico etéreo para producir un crudo
solido que al serrecristalizado en alcohol isopropilico
caliente produjo 4,09 g (63,81 %) del clorhidrato,
pf: 234-235 °C con desc. Lit.: 230-233 °C (Huebner,
1961) y 210 °C con desc. (Levin y col., 1944).

Sintesis del clorhidrato de N-metil,
N-alil-2-aminoindano 4

Sobre una solucién de 20 mL de etanol al 90%
y 1,4 g (0,00762 mol) de clorhidrato de N-metil-2-
indanamina 3 se agreg6 1,615 g (0,01524 mol) de
carbonato de sodio hasta alcanzar pH alcalino.
Luego se incorporo6, poco a poco, 0,922 g (0,0076
mol * 0,66 mL) de bromuro de alilo (Aldrich) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente por 24
horas. La mezcla resultante se filtro, el residuo
blanco fue lavado con etanol (2 x 5 mL). La evapo-
racion del etanol a presiéon reducida produjo un
solido que se tratd con éter saturado con HCI
concentrado para producir la sal clorhidrica. La
recristalizacion de esta sal en alcohol isopropilico
caliente produjo 1,4 g (82,11%) del clorhidrato.

Sintesis del clorhidrato de N-metil,
N-bencil-2-aminoindano 5

A1 g (0,0054 mol) del clorhidrato de N-metil-2-
indanamina 3 en 20 mL de etanol absoluto, se
agrego 1,15 g (0,0108 mol) de carbonato de sodio
hasta alcanzar pH 7,5-8,0. Luego se anadio, gota a
gota, 0,6214 mL (0,0054 mol) de cloruro de bencilo
(Aldrich). La mezcla se dejoé durante la noche a
temperatura ambiente y en agitacion. La suspension
resultante se filtrd, el solido resultante se lavé con
etanol absoluto (3 x 15 mL). La evaporaciéon del
etanol a presiéon reducida produjo un sélido que se
tratdé con éter saturado con HCI concentrado para
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obtener la sal clorhidrica. La recristalizacion de esta
sal en alcohol isopropilico caliente produjo 1,25 g
(83,89%) del clorhidrato.

Sintesis del clorhidrato de N-metil,
N-(2-hidroxietil)-2-aminoindano 6

Sobre 1,4 g (0,0076 mol) de clorhidrato de N-
metil-2-indanamina en 20 mL de etanol absoluto se
agrego 2,48 g (0,0234 mol) de carbonato de sodio.
Luego se anadid, gota a gota, 1 mL (0,0076 mol *°
0,9524 g) de bromoetanol y la mezcla se dejé en
agitacion durante la noche a temperatura ambiente.
Lamezclaresultante se filtré y el solvente se evapord
a presion reducida para dejar un semisélido que se
disolvio en éter etilico. Tratamiento de esta solucién
etérea con éter saturado con HCl concentrado produjo
un so6lido blanco. La recristalizacion de esta sal se
realiz6 en alcohol isopropilico caliente, produciendo
1,7 g (98 %) del clorhidrato que luego de una caracte-
rizacion parcial fue utilizado en la obtencion de 7.

Sintesis del clorhidrato de N-metil,
N-(2-cloroetil)-2-aminoindano 7

A una mezcla de 1 g (0,0044 mol) del aminoal-
cohol 6 en 25 mL de benceno seco se agregd 8 mL
(0,1096) de cloruro de tionilo. La reaccién fue
inmediata. El benceno y el exceso de cloruro de
tionilo se evaporaron a presion reducida, obtenién-
dose un solido que fue disuelto en agua y acido
clorhidrico diluido. Esta solucioén acida se extrajo
con éter etilico (2 x 10 mL). Luego la fase acuosa se
alcalinizé con hidréxido de amonio concentrado
hasta pH mayor de 10 y se extrajo con tetracloruro
de carbono (3 x 10 mL). Los extractos organicos
fueron combinados y secados en M@SO,. El filtrado
fue evaporado a presion reducida para dar 0,803 g
(86,8%) de la base libre en forma de un aceite que
luego de disuelto en éter seco, se traté6 con éter
saturado con acido clorhidrico concentrado. El sélido
obtenido fué recristalizado en alcohol isopropilico-
éteretilico paradar 0,987 g(91,38%) del clorhidrato.

Sintesis del clorhidrato de N-metil,
N-(2-tiocianoetil)-2-aminoindano 8

En lamenor cantidad posible de etanol al 95% se
disolvio6 0,17 36 g de sulfocianuro de potasio (el calor
ayudo a la disolucién). Utilizando una inyectadora se
le agregd, en el lapso de una hora, 0,4 g (0,00163
mol) de clorhidrato de N-metil, N-(2-cloroetil)-2-ami-
noindano 7 previamente disuelto en lamenor cantidad
posible de etanol al 95%. Lamezclase dejo en reflujo
por cinco horas y luego en agitacion a temperatura
ambiente durante la noche. Se filtr6. La solucion
resultante se evaporé a presion reducida, el soélido
fue recristalizado en alcohol isopropilico caliente
obteniéndose 0,37 g (89,5 %) de la sal clorhidrica.
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Tabla
Caracteristicas fisicas y datos espectroscépicos

Rend (%) P.f (°C)

HCl

IR (cm!)

'H RMN (DMSO-d,) d (ppm) MS.m/z (%)

82,11 201-203

2,64 (s, 3H, N-CH;); 3,25-3,95 (m,
7H, ArCH,-CH-CH,-, -CH-N, -N-CH,);
5,29-5,52 (m, 2H, -CH=CH,); 6,05-
6,13 (m, 1H, -CH=CH,); 6,92-7,24
(m, 4H, ArH); 12,62 (sa, 1H, RsN*H).

188 (M*-HCI)
100%.

83,89 200-202

2,12 (s, 3H, N-CH5); 2,54-3,65 (m,
6H, ArCH,-CH-CH,-, -N-CHy); 4,29-
4,31 (m, 1H, -CH-N); 7,10-7,63 (m,
9H, ArH); 10,17 (sa, 1H, R;N'H).

238 (M*-HCI)
100%

91,38 158-160

2,77 (s, 3H, N-CH;); 3,4-3,5 (m, 6H,
ArCH,-CH-CH,- -N-CH,); 4,06-4,16
(m, 3H, -CH-N-, CH,Cl); 7,21-7,24 (m,
4H,ArH)

210 (M*-HCQI)

89,5 178-180 2154 (SCN)

1,08-1,24 (m, 2H, CH,-SCN); 2,18 (s,
3H, N-CH5); 2,27-2,83 (m, 6H, ArCH,-
CH-CH,-, -N-CH-); 3,39-3,56 (m, 1H, -
CH-N); 7,18-7,48 (m, 4H, ArH).
Analisis Elemental calculado y
encontrado (*)

232 (M*-HCI)

(*) Analisis elemental calculado (%): C 58,09; H 6,374; Cl 13,1

88; N 10,421;S 11,928.

Analisis encontrado (%): C 57,98; H 6,54; Cl 15,15; N 10,48; S 12,01.

Biol6gicos
1. Citotdxico

Se aplicé la metodologia de Mosman (1983) y
Denizot (1986) sobre lineas celulares normales
BHK21 (rinon humano) y vero (rinébn de mono). La
viabilidad celular se analiz6 a través del método
colorimétrico del MTT. Se calcul6 el porcentaje de
citotoxicidad con respecto al control y se realiz6 la
evaluacion estadistica. Los resultados se expresan
en % de citotoxicidad seguin el calculo: % C=1-(A/
B) x 100, donde A = densidad 6ptica de células
tratadas y B = promedio de densidad o6ptica de
células control (Figuras 2 y 3).

2. Efecto inhibitorio de la proliferacién
de T. cruzi

Se aplico el método de Castellani y col. (1967)
sobre epimastigotes de T. cruzi, aislados de paciente
(cepa EP), facilitados por el Centro de Biologia
Molecular de Parasitos (BioMolP) de la Universidad
de Carabobo, mantenidos in vitro en el laboratorio
por repiques sucesivos en medio de cultivo LIT. La
cuantificacion se realiz6 por procedimiento indirecto.

70

B Compuesto 4
B Compuesto 5
B Compuesto 7
M Compuesto 8

% de cititoxicidad

500

50

Concentracion ppm

100

Figura 2
Efecto citotoxico en células BHK2 1
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Figura 3
Efecto citotdoxico en células vero
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De un stock de 10 mM de cada droga, se hicieron
diluciones seriadas paralas concentraciones reque-
ridas, diluyendo en DMSO a 100X. Se estudio el
efecto antiproliferativo de cada compuesto quimico
a 100 mM, paralelamente a un cultivo control sin
droga (Figura 4).
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Resultados y discusion

La sintesis de los compuestos propuestos se
logro, con excelente rendimiento y de acuerdo con
el diseno y procedimiento sintético mostrado en el
esquema de sintesis. En la obtencién de los com-
puestos N-alquilados 4, 5y 6 se aplicO, con algunas
modificaciones, el método de N-alquilacién reporta-
do por Pfeiffery colaboradores, haciendo reaccionar
la amina secundaria 3 con el bromuro de alilo,
cloruro de benciloy bromoetanol, respectivamente,
a temperatura ambiente y utilizando como solvente
etanol y carbonato de sodio como base. Bajo estas
condiciones el rendimiento crudo de la reaccion de
N-alquilaciéon fue bastante bueno. El compuesto N-
metil, N-(2-hidroxietil)-2-aminoindano 6 se obtuvo
s6lo como material de partida para la obtencién del
derivado 7 y por esta razon fue caracterizado par-
cialmente. Sin embargo, la aplicacién de la técnica
de cromatografia en capa fina utilizando como
sistema CHCl5:CH;OH:NH,OH conc. (90:5:5) mostro,
para este compuesto, una sola mancha con R; 0,65
y su espectro infrarrojo mostré senales entre 3000
a 3500 cm’! que se corresponden con bandas de
estiramiento del grupo hidroxilo. La evidencia espec-
troscopica, la capacidad de formar la sal clorhidrica
ylareaccioén con el cloruro de tionilo en la obtenciéon
del derivado 7, junto a la caracterizacion total de 7,
son pruebas consistentes con la estructura asignada
al compuesto 6. La sintesis del clorhidrato de N-
metil, N-(2-tiocianoetil)-2-aminoindano 8 se llevo a
cabo utilizando KSCHN en etanol al 95% y reflujo a
partir del derivado cloroetilado 7 obteniéndose con
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excelente rendimiento. La caracterizacion de los
derivados obtenidos se realizé por RMN 'H, espec-
trometria de masa, punto de fusién, analisis elemen-
tal y espectroscopia IR.

El experimento preliminar de inhibicién del
crecimiento de epimastigotes de T. cruzi in vitro,
mostré para el compuesto 5 un valor de inhibicion
del orden de 37%, comparado con el control y la
drogaterbinafina que nos sirve de patréon conocido
de actividad y desarroll6, ademas, baja citotoxicidad
en las células vero y BHK21 ensayadas. El com-
puesto cloroetil 7 tiene una citotoxicidad alrededor
de 25% menor que 8, respuesta que no esperaba-
mos dada su funcionalidad alquilante. Los derivados
4y 5 presentan bajay similar citotoxicidad sise les
compara con 7 y 8, patron que se repite en las
diferentes concentraciones estudiadas. En lineas
celulares vero se observa que el mas citotéxico es
el derivado cloroetil 7. No se ensay6 el derivado
8. En lineas celulares BHK21 el compuesto mas
toxico es el compuesto 8, manteniendo este patron
de citotoxicidad en concentraciones de 5,50 y
100 ppm.

Conclusiones

El estudio de la inhibicion de la proliferacion in
vitro de epimastigotes de T. cruzi, ensayado para el
compuesto 5, nos anima a continuar con los ensayos
en epimastigotes y ampliarlos a la forma amastigote,
tanto por las razones de facilidad de transporte en
membranas biolégicas que presenta su estructura
base 2-aminoindano, como por la relativa baja
citotoxicidad mostrada en células vero y BHK21
ensayadas. Asi mismo, nos ofrece la oportunidad de
continuar realizando modificaciones estructurales
que contribuyan a potenciar dicho efecto .

El sistema N-metil, N-alquil-2-aminoindano dise-
nado incorpora caracteristicas electrénicas y esté-
ricas relativas al nitrégeno terciario alifatico, que
ahora en este sistema forma parte del ntcleo se-
mirrigido 2-aminoindano, lo que constituye un aporte
afuturos posibles estudios, de receptores bioldgicos
y sus requerimientos electrénicos y estéricos.

El diseno, sintesis y caracterizacion quimica de
compuestos nuevos constituye, per se, un aporte a
la investigacion cientifica, asi como lo es la conduc-
cion de experimentos bioldgicos con nuevos o ya
conocidos derivados sintéticos, en la exploracion de
sus capacidades como agentes capaces de actuar
contra agentes patdgenos como T. cruzi, y que
pudiesen significar avances en el desarrollo de nue-
vas estructuras y/o el mejoramiento de las caracte-
risticas estructurales o fisicoquimicas de las mismas,
con la finalidad ultima de una quimioterapéutica util
en la erradicacion de la enfermedad de Chagas.
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