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1. RESUMEN

En el siguiente trabajo de investigacion se realizo la sintesis de una serie de
derivados 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-indazoles (41a-41e) y la evaluacién in

vitro de la potencial actividad antimalarica de los mismos.

El proceso sintético abarcé dos pasos lineales, el primero involucré la formacién
de los intermediarios (E)-2-benciliden-3,4-dihidronaftalen-1(H)-ona (40a-40e) a través
de una reaccion de condensacion de Claisen-Schmidt de una serie de a-tetralonas con
benzaldehidos di y trimetoxi sustituidos, obteniéndose rendimientos superiores al 90%

en todos los casos.

Posteriormente, se realizo la sintesis de los derivados 41a-41e a través de una
ciclo condensacion de los intermediario 40a-40e con hidrazina mono hidratada y acido
acético. Todos los compuestos sintetizados fueron obtenidos como una mezcla
diasteroisomérica (cis + trans), que fue separada por cromatografia en columna
utilizando silica gel como fase estacionaria (kieselgel 60, 0.063-0.200mm), y como fase
movil una mezcla de solventes (Hexano-Cloroformo-lsopropanol), en diferentes

proporciones.

Todos los compuestos fueron caracterizados por métodos espectroscopicos
como IR, RMN'H, espectroscopia de correlacién del desplazamiento homonuclear
protén-protén (COSY), RMN®C y espectroscopia de correlacién heteronuclear protén-
carbono (HETCOR).

Los porcentajes de rendimientos expresan el producto trans-4la-41e, sobre el

cis como mayoritario con un rendimientos mayores al 29% en todos los casos.

La evaluacién de la posible actividad antimalarica se realiz6 de acuerdo a

protocolos reportados in vitro mediante el ensayo de inhibicion de la formacion de



B-hematina (IFBH), obteniéndose que solo el compuesto trans-41d presento inhibicion

de la formacién de B-hematina con un porcentaje de inhibicion de 32,13 %.

Palabras claves: Malaria, antimalarico, pirazolinas, chalconas.



2. INTRODUCCION

Muchas enfermedades azotan diariamente a millones de personas alrededor del
mundo causando dafios fisicos e incluso la muerte en mucho de los casos. Por esta
razén miles de cientificos han estado en la busqueda intensa de diferentes soluciones

para atacar esta grave problematica mundial.*

La malaria en particular es una enfermedad infecciosa transmitida por mosquitos del
género Anopheles que afect6 a mas de 214 millones de personas solo en el afo
2015; La mayoria de ellos en el Africa Subsahariana, donde la malaria es la principal
causa de muerte entre los nifios menores de cinco afos. Hoy en dia la enfermedad
afecta a 97 paises y territorios en todo el mundo entre los cuales esta incluido

Venezuela?

B

CASOS DE MALARIA CONFIRMADOS POR CADA 1000 PERSONAS

- >100 10-50 0.1-1 SIN TRANSMISION ACTUAL
B 50-100 1-10 0-0.1 SIN DATOS Source: National malaria control programme reports

Figura 1. Distribucién mundial de la malaria en el 2014.*


https://es.wikipedia.org/wiki/Anopheles

Debido a que la malaria es una emergencia mundial que afecta en su mayoria
a mujeres embarazadas y nifios, se presenta este proyecto de investigacibn como
aporte a la busqueda de farmacos provenientes de compuestos organicos, que
aporten nuevos elementos cientificos al estudio de la Quimica Medicinal en la

solucion a esta grave problemaética.

2.1.Malaria o paludismo

La malaria es una de las infecciones parasitarias de mayor prevalencia y sigue
siendo una de las enfermedades parasitarias mas importantes del mundo en desarrollo.
A pesar de los avances sustanciales en el tratamiento y la prevencion en la dltima
década, la malaria sigue amenazando las vidas de millones de personas en los paises
tropicales. El riesgo de muerte por malaria es considerablemente mayor en Africa que

en otras partes del mundo.?

La malaria es una enfermedad transmitida al ser humano por un mosquito y
ocasionada por cualquiera de los diversos pardsitos, del género Plasmodium. El
mosquito Anofeles transmite la enfermedad a las personas a través de su picadura. En
2015 la regién del africa subsahariana reportd el 89% de los casos de malaria y el 91%

de las muertes por esta causa.*

Los sintomas de la malaria incluyen fiebre, escalofrios, sudoracién y dolor de
cabeza. En ciertos casos, puede producir ictericia, defectos de la coagulacion
sanguinea, shock, insuficiencia renal o hepdética y trastornos del sistema nervioso

central.*



2.2.Agente etioldégico de la malaria

La malariaes una enfermedad causada por cinco especies del protozoo

unicelular del género Plasmodium.®

Existen mas de 150 especies de Plasmodium (P) que infectan diferentes
vertebrados, pero solo cinco (P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P.

knowlesi) infectan al hombre.®’

Ellos difieren en la distribucion geografica, apariencia microscopica, rasgos
clinicos (periodicidad de infeccion, severidad de la enfermedad, habilidad para causar
recaidas, entre otras), y potencial para desarrollar resistencia hacia los farmacos

antimalaricos.®

® % v ’ ‘?%:’ Q

P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale

P.knowlesi

Figura 2. Especies de Plasmodium que infectan al hombre.*>®



El P. falciparum, es la especie que causa aproximadamente el 50% de toda la
malaria en el mundo, también es la que causa el tipo de malaria mas letal, ya que
infecta hasta 65% de los eritrocitos del paciente afectado. El P. vivax, es la segunda
especie mas comun causando alrededor del 40% del total de los casos de malaria.
Puede ser crénica, ya que infecta las células del higado que pueden causar recaidas en
el paciente. El P. malariae y P. ovale, son los que ocasionan menos casos de malaria
y tienen un mecanismo de accion similar al P. vivax. El P.knowlesi, presenta un
mecanismo de accion similar al P. vivax. El primer caso reportado de malaria en
humanos causada por el P. knowlesi fue en 1965 y hoy dia es responsable de hasta el
70% de los casos de malaria en algunas zonas del Sudeste Asiatico.>”

En general este protozoo, vive solo en mosquitos hembras de diferentes
especies del género Anopheles, que son los responsables de la transmision de esta

enfermedad a los humanos.’

2.2.1. Ciclo bioldgico del Plasmodium

El mosquito hembra infectado, portador de esporozoitos del Plasmodium en sus
glandulas salivales, si pica a un individuo sano, le transmitira los esporozoitos, que
migran al higado por el torrente sanguineo, donde maduran a estadios conocidos como
esquizontes, los cuales después de multiples replicaciones producen alrededor de
20.000 merozoitos aproximadamente, en tan solo 5 dias. Los merozoitos al ser
liberados al torrente sanguineo invaden los eritrocitos con lo que se da inicio al ciclo
celular intraeritrocitico. Los merozoitos se diferencian a anillo y luego a trofozoito, en
este estadio incrementan su tamafo, tasa metabdlica, sintesis de proteinas e inician la
replicacion del genoma. Por multiples divisiones nucleares los trofozoitos se
transforman en esquizontes, en los que se inicia la sintesis de organelos para cada una

de las células hijas. Luego de 48 horas por cada eritrocito infectado se liberan entre 16


https://es.wikipedia.org/wiki/Esporozoito
https://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADgado

a 32 nuevos parasitos que al ser liberados al torrente sanguineo infectan nuevos
eritrocitos. El ciclo sexual o esporogonico es promovido cuando un pequefio porcentaje
de parasitos circulantes se diferencian en células sexuales que son transmitidas al

mosquito cuando se alimenta con sangre infectada.?”®

Mosquito T
Anopheles é’: Esporozoitos

4
®
X

Dentro del intestino
del mosquito

Figura 3 Ciclo biolégico del Plasmodium.*°

2.2.2. Bioquimica del Plasmodium

Una vez el parasito entra al torrente sanguineo, se alimenta de la hemoglobina
del hospedador, a fin de obtener los amino&cidos necesarios para sintetizar sus propias
proteinas. Sin embargo, el hemo libre obtenido de la degradacién de la hemoglobina,
también conocido como hematina o hidroxiferriprotoporfirina IX (Figura 4l), es muy
toxico al parasito debido a que puede generar especies reactivas de oxigeno como
H.O,, radicales superoxido y radicales hidroxilo que son mediadores directos de ciertos
procesos bioquimicos que ocasionan la ruptura celular y en dltima instancia la muerte
del parasito. Para superar la toxicidad del hemo libre, el parasito Plasmodium, se ha

equipado con sistemas de desintoxicacion de hemo. Dichos sistemas se pueden dar



dentro de su vacuola digestiva o en el citoplasma, convirtiendo al hemo toxico en
B-hematina/hemozoina (Figura 4ll, 4lll) no toxica, a través de un mecanismo conocido
como formacién de hemozoina o pigmento maléarico, considerado el mecanismo mas
importante para la desintoxicacion del hemo libre en el plasmodium. El mecanismo de
formacién de hemozoinano estd muy claro, sin embargo, este proceso es
generalmente aceptado como una biomineralizacion o biocristalizacion. Aqui la
formacion de enlaces Fe-carboxilato y formacion de cristales de B-hematina/hemozoina,
a través de puentes de hidrégeno se da simultAneamente. Es por ello que

el estadio eritrocitico es el mas estudiado para la busqueda de blancos antimaléricos,

11-14

en vista de la importancia del mismo para la supervivencia del parasito.

Figura 4. Estructura quimica de: 1) Hematina, 1) B-Hematina, 1ll) Hemozoina.**



2.3.Antimalaricos de uso clinico

A lo largo de la historia se han desarrollado constantemente muchos compuestos
antimalaricos, debido a que los protozoos desarrollan resistencia por diversos
mecanismos, ademas muchos de esos compuestos pueden generar efectos
secundarios al paciente, lo que dificulta ain més la aplicaciébn constante de los
compuestos sintetizados. Otro aspecto importante que cabe resaltar, es que ningan
compuesto antimaléarico es eficaz contra las cuatro especies de protozoos, generando

entonces mayor complicacién al momento de aplicar soluciones al problema.

Existen cuatro posibles vias de ataque, a través de los cuales los antimalaricos

pueden ejercer su accion en el ciclo biolégico del Plasmodium, a saber:

1. Eliminar los esporozoitos transmitidos por el mosquito y / o evitar que los

esporozoitos invadan al higado.

2. Eliminar los esquizontes que residen en los hepatocitos y / o prevenir que los mismos

se conviertan en merozoitos.

3. Eliminar los merozoitos en la sangre y / o evitar que se desarrollen en gametocitos.

4. Eliminar los gametocitos antes de que puedan ser ingeridos por el mosquito y

reproducirse en cigoto.’

2.3.1. Quinina y quinidina



10

La corteza del arbol de la quina (Cinchona calisaya, Rubiaceae), que contiene
quinina y quinidina, era conocida por sus propiedades curativas por los nativos
americanos. Los alcaloides puros, quinina y quinidina se aislaron por primera vez en
1820. La quinina es un alcaloide que actia como un esquizonticida sanguineo y débil
gametocida contra el P. vivax y el P. malariae. Como alcaloide, se acumula en las
vacuolas alimenticias de especies Plasmodium, especialmente el P. falciparum. Actda
inhibiendo la biocristalizacion de la hemozoina, facilitando asi una agregacion del grupo
hemo téxico. La quinidina es un isémero 6ptico de la quinina y posee propiedades

similares a ésta, asi como un mecanismo de accion similar.®
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Figura 5. Estructuras quimica de la Quinina y la Quinidina.”

2.3.2. 4-Aminoquinolinas
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Estos compuestos fueron sintetizados tomando como base a la estructura de la
quinina, donde el grupo alquilhidroxi, ha sido sustituido por un grupo aminoalquil en la

misma posicion 4, de la quinina.®

Al igual que con la quinina, ambos isbmeros de la 4-aminoquinolinas son activos

y es por esto que clinicamente se utilizan mezclas racémicas.’

La cloroquina, es considerada la estructura con mayor éxito dentro de los
antimalaricos, entré en uso a mediados de 1940. La sal de fosfato se utiliza en formas
de dosificacion oral (comprimidos), y el clorhidrato se administra parenteralmente. Hasta
hace poco, la cloroquina fue el principal medicamento contra la malaria utilizada tanto
para la profilaxis como el tratamiento curativo.® Existen otros analogos 4-aminoquinolina
como la hidroxicloroquina, amodiaquina y tebuquina, entre otros, que han sido usados
para el tratamiento clinico de la malaria, sin embargo, motivado a efectos colaterales

muy marcados, los mismos no son de uso generalizado como la cloroquina.

A pesar de que este farmaco se ha utlizado durante muchos afios, su
mecanismo de accién aun no es ampliamente conocido. Uno de esos mecanismos, se
basa en que el ferriprotoporfirina IX que libera el Plasmodium contenido en los
eritrocitos, actlia como receptor de cloroquina, esta combinacién genera el complejo
ferriprotoporfirina IX — cloroquina, que provoca la lisis del parasito y de la membrana

de los eritrocitos.®

También existen pruebas de que la cloroquina, puede interferir con la capacidad

de la digestién de hemoglobina por el Plasmodium, para la sintesis de sus proteinas.’
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Figura 6. Estructuras Quimicas de algunas 4-aminoquinolinas.’

2.3.3. 8-Aminoquinolinas

El otro grupo importante de antimalaricos que tiene como nucleo la quinolina son
las 8-aminoquinolinas.El primer compuesto introducido en esta serie fue pamaquina, y

durante la Segunda Guerra Mundial se logré sintetizar pentaquina, isopentaquina, y
primaquina.”

Estos compuestos en contraste con otros antimalaricos, actian en las etapas
tisulares (exoeritrocitico) del P. vivax y P. ovale.’
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Figura 7. Estructuras quimicas de algunas 8-aminoquinolinas.®

2.3.4. Artemisina y anélogos

Este tipo de compuestos son los que han mostrado mayor eficacia en combatir la
malaria. La importancia de la artemisinina y sus derivados dihidroartemisinina y
artemeter, radica en sus propiedades farmacoldgicas, ya que reducen en 98% la
biomasa parasitaria de una infeccion dentro de las primeras 4 horas de su
administracion; la oportunidad de seleccionar parasitos resistentes por concentraciones
sub-terapéuticas es minima, ademas, han demostrado ser seguros y eficaces frente a
cepas de P. falciparum multirresistentes, asi como por reducir la transmisién de la
enfermedad, al disminuir la infectividad postratamiento como consecuencia de la rapida
y eficaz destruccion de los estadios sanguineos jovenes del parasito, e impedir que

éstos lleguen a diferenciarse en gametocitos.>®
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Artemisinina Dihidroartemisinina

Artemeter

Figura 8. Estructura quimica de la Artemisinina y algunos de sus analogos.®

2.3.5. Pirimetamina

Este compuesto fue descubierto en 1950, su mecanismos de accién ha sido
relacionado con el proceso de inhibicion de la dihidrofolatoreductasa, empleada por el
parasito para la conversion del &cido folico a tetrahidrofolico, necesario para la sintesis
de novo de timina, necesaria en la sintesis de ADN del parésito.®

La pirimetamina es un esquizonticida eritrocitico efectivo contra todas las formas
de malarias humanas, también actia como esquizonticida exoeritrocitico primario contra

la mayoria de las infecciones causadas por el Plasmodium.>”’
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Figura 9. Estructura quimica de la pirimetamina.’

2.3.6. Sulfonamidas

Son muchos los derivados de sulfonamidas sintetizados desde 1937, algunos
suelen ser muy activos contra el P. falciparum, pero especificamente la sulfadiazina y la
sulfadoxina han sido utilizadas a nivel mundial contra la malaria. La terapia combinada
sulfadoxina-pirimetamina (fansidar)®, es la segunda opcién en el tratamiento para la
malaria después de la cloroquina, y actualmente forma parte de la primera linea de
compuestos de uso clinico para el tratamiento de la malaria no complicada producida

por P. falciparum en algunos paises de Africa.’

o) o) N7 | \N
N\ )|\ )\)\
s\ 7

H,N .
Sulfadiazina Sulfadoxina

Figura 10. Estructura quimica de sulfadiazina y sulfadoxina.’
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2.4.Resistencia a antimalaricos

Entre los factores que se han considerado como responsables del deterioro del
control de la enfermedad a nivel mundial se incluye el surgimiento y la distribucion en
ciertas regiones del planeta, de cepas de P. falciparum resistentes a los antimalaricos.
Los primeros casos de falla terapéutica a la cloroquina, el medicamento de uso mas
extendido, se reportaron en la década de 1950 en Suramérica y el sureste asiatico.
Desde entonces, se han reportado niveles variables de resistencia a este medicamento
en todas las éareas endémicas para la malaria, excepto algunas regiones de
Centroamérica, el Caribe y el Medio Oriente. Este problema no es exclusivo de la
cloroquina, ya que se ha reportado resistencia a otros antimaldricos de primera y

segunda linea, como la sulfadoxina-pirimetamina, la amodiaquina, entre otros.*>*’

La resistencia a los antimalaricos, se define como la capacidad de una cepa de
un parasito para sobrevivir, multiplicarse o ambos a pesar de la administracién y la
absorcion de un farmaco en dosis iguales o mayores a las recomendadas, pero dentro
de los limites de tolerancia del paciente. Esta resistencia surge como resultado de
mutaciones espontaneas del parasito que pueden afectar el acceso, la estructura o la
actividad sobre un blanco de un farmaco. Los parasitos mutantes son seleccionados si
la concentracién del farmaco es suficiente para inhibir el crecimiento de los parasitos
sensibles, pero inadecuada para inhibir aquellos con sensibilidad reducida o

resistentes.®?°
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1.Antecedentes

Las pirazolinas, son compuestos altamente estudiados en la quimica de
medicamentos ya que estan constituidas por heterociclos de cinco miembros que a su
vez contienen dos &tomos de nitrdgeno. Las pirazolinas, han sido reportadas con un
gran rango de actividades biolégicas, incluyendo actividades antiinflamatorias,

antidepresivas, anticancerosas, antibacteriales, analgésicas y antimalaricas.****

En 2005 Charris y colaboradores, reportaron la sintesis y evaluacién de la
actividad antimalarica de E-2-quinolilbenzocicloalcanonas. A los compuestos
seleccionados se les evaluo la inhibicion de la formacion de B-hematina y de la hidrélisis
de la hemoglobina in vitro. Los compuestos que mostraron resultados positivos en
ambas pruebas fueron probados para evaluar su eficacia sobre el P. berghei de

roedores.?*

Como resultado los compuestos 1-4 mostraron mas de un 50% de inhibicion del
grupo hemo, especificamente en la etapa de polimerizacién. Estos mismos compuestos
1-4 fueron seleccionados para medir su capacidad de inhibicién de la hidrdlisis de la
hemoglobina de los cuales solo los compuestos 3 y 4, mostraron resultados efectivos.

En cuanto a la evaluacién in vivo el compuesto 4 logré prolongar el tiempo de vida de

los ratones infectados hasta 12 dias.?
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En 2007 Charris y colaboradores, reportaron la sintesis y la evalucion de la
actividad antimalarica de (E) 2-(2"-Cloro-3"-quinolinil-metiliden)-5,7-dimetoxiindanonas,
estas fueron preparadas mediante una condensacon Claisen-Schmidt catalizada por
base de las 5,7-dimetoxi-1-indanonas, con los correspondientes derivados de 2-cloro-3-
formilquinolina. Evaluaron la inhibicion in vitro de la formacion de B-hematina y de la
hidrélisis de la hemoglobina, asi como la eficacia in vivo sobre ratones infectados con P.
berghei. El analisis realizado mostré que los compuestos5-9 resultaron con mas de un

80% de la inhibicién de la hidréliis de la hemoglobina.?
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Por su parte Ferrer y colaboradores en 2009, reportaron la sintesis de
[(7-cloroquinolin-4-il)amino] chalconas, compuestos con estructuras similares a los
intermediarios 40a-40e, como agentes antimaléricos. La sintesis se llevd a cabo
mediante la reaccion de 4,7-dicloroquinolina con la acetofenona correspondiente para
formar los intermediarios [(7-cloroquinolin-4-il)Jaminojacetofenona y estos a su vez se
hicieron reaccionar con benzaldehidos sustituidos mediante una reaccion de
condensacion Claisen-Schmidt para obtener los derivados de [(7-cloroquinolin-4-
illamino]chalconas. Los compuestos que presentaron mayor actividad antimalarica
fueron los de la serie de 3-[(7-cloroquinolin-4-ilJamino]acetofenona 10-14, revelando
efectos potenciales como inhibidores de la cristalizacion del grupo hemo en
(93,61+0,26)%.%

Cl cl

10 11
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La sustitucién de grupo ceto a,B-insaturado en posicion 3 y la presencia de un
grupo hidrégeno, halégeno o N,N-dimetilamino en el anillo aromatico apunta a favor de

una potencial actividad antimalérica.?®

De igual manera Monasterios, en 2013, sitetizO una serie de chalconas
(E)-1-(3 &6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona 15,
mediante una reaccion de condensacion Claisen-Schmidt, con los aldehidos
correspondientes, donde ademas aplicd la metodologia de farmacomodulacion para
obtener los derivados rigidos de sus respectivas pirazolinas 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-

dihidro-5-(fenilsustituido)-1H-pirazol-3-il)fenil)quinolin-4-amina 16, a través de una
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reaccion de ciclocondensacion de las chalconas con hidrazina hidratada. Los resultados
obtenidos en la evaluacion in vitro del efecto de estos derivados sobre la formacion de

la B-hematina indicaron actividades inhibitoriaspor encima del 70%.%*

R
< O~
HN l HN \ R
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N
\ \ H
=
=
N N

15 16

R: 4-CH3, 2,3-di-OCH3, 2,4-di-OCH3, 2,5-di-OCH3, 3,4-di-OCH3, 3,5-di-OCH3, 2,4,5-tri OCH3, 3,4,5-1ri-OCH3, 2,4,6-
tri-OCH3, 2,4,5-tri-CH3, 1,3-dioxol, 4-Cl y 4-F.

En 2009 Wanare y colaboradores, hacen referencia a la sintesis de derivados de
a-piranochalconas 17 y a-piranopirazolinas 18 y 19 como potenciales inhibidores del
crecimiento del P. falciparum. El estudio in vitro se evalué por el ensayo SYBR-Green-l,
obteniéndose como resultado que el compuesto 20 derivado de piranochalconas,
presentd mayor actividad antimalarica y que a su vez los compuestos trimetoxilados en
el anillo bencénico presentaron mejor indice de actividad en comparacion con los otros
compuestos sintetizados; ademas, todos los compuestos ensayados mostraron indices

terapéuticos altos sugiriendo que eran eficientes en su accién contra el P. falciparum.?
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Insuasty y colaboradores en 2013, reportaron la sintesis de nuevos analogos de
2-pirazolinasobtenidas de [(7-chloroquinolin-4-il)Jamino]chalconas e hidrazina como
posibles potenciales agentes antimalaricos. Los compuestos seleccionados fueron
sintetizados mediante una reaccion de ciclicondensacion de la chalcona
correspondiente con hidrazina hidratada y acido acético o formico segun sea el caso.
En lo que respecta a la actividad antimalérica, evaluaron la actividad antimalarica
in vitro, obteniendo como resultado que el compuesto 21 reflej6 una inhibicion del
crecimiento de P. falciparum de 50,8%, seguido de los compuestos 22-26 con un

porcentaje mayor a 20%.%°

O
W~
, S E
H —1
EIIJ—’H}H'__ ﬁ M —
o = i -
P ma s
| s A

j 21 ,.J 22



&)
CHs
ra—’Nfﬁ_
) =
2 | \ y:
Tl
e
cl ”’; z
o
‘{"' H
—N
) =
o | ".H y:
o

N
-
,-A 25
N

Cl

3,
}-_'_N,'r_EHJ
g o~
HN"IE
T

f7J 24

L HiC,
| o
P — CH;

i
e

HH
s N""'\-u..r

= o
- N o
26

O —CH;

23

En 2009 Acharya y colaboradores, hacen referencia a la sintesis y evaluacion

antimalarica de pirazolinas 1,3,5-trisustiudas. La sintesis de las pirazolinas

seleccionadas se llevé a cabo en un primer paso mediante la reaacién de condensacion

Claisen-Schmidt de los benzaldehidos y las cetonas correspondientes para asi obtener
las chalconas, y luego como segundo paso, éstas se hicieron reaccionar con hidrazida

del acido nicotinico bajo condiciones de reflujo en n-butanol. La inhibicién de las

pirazolinas sobre la formacion de B-hematina fue determinada y correlacionada con la

actividad antimalarica. Esto sugiere que el modo de accion antimalarica de esta clase

de compuestos parece ser similar a la de la cloroquina, la cual consiste en la inhibicién
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de la formacion hemozoina. Algunos de los compuestos sintetizados mostraron mejor
actividad antimalarica que la cloroquina contra la cepa resistente de P. falciparum y

también se encontrd activo, algunos compuestos en el experimento in vivo.”’

En cuanto a la actividad antimalarica in vitro, de toda la serie sintetizada, los
compuestos 27-31 mostraron mejor actividad que el difosfato de cloroquina (Clsg=

0,177 uM), contra la cepa del paréasito resistente a la cloroquina (RKL9).%’
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Profundizando la revisién, en cuanto a la sintesis de compuestos con estructura

similar a las pirazolinas propuestas en este proyecto 41a-41e,se reportd la sintesis de
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2H-benzo[g]indazoles con actividad molusquicida en 1999 por Mishriky y colaboradores,
en la cual se logré sintetizar una serie de 2-carbamoil 6 tiocarbamoil-3-aril-3,3a,4,5-

tetrahidro-2H-benzo[glindazoles 35, y sus repectivos derivados 2-acetilados 34.?

La reaccion de las chalconas 32 con hidracina hidratada, en etanol bajo reflujo
genera el derivado 3-aril-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[glindazoles 33 que es un sélido
incoloro que gradualmente se oscurece a temperatura ambiente y eventualmente se
descompone a un material aceitoso en pocas horas de mantener contacto con el aire.
Por ello son aislados y directamente utilizados en la proxima reaccion sin previa

purificacion.?®

Los compuestos derivados de 34 se logran haciendo reaccionar 33 con &cido

acético o acido férmico, bajo reflujo constante.”®

I i
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EtOH
32 33
&/ %
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>~R \\,—NH
N—N N—N
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R1 Rl
34 35

R 4-CICH,, 4-FCH,. R%CH,, CH,, 3,4-Cl,C,H,, 4-CH,OCH,. R%CH,, H. X: O, S.

Figura 11. Esquema de sintesis de 2-Sustiuido-3-aril-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-
benzo[g]indazoles.?®
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Lorand y colaboradores en 1996, hacen referencia a la isomerizacion de
4,5-dihidropirazoles triciclicos sutituidos 36 con acido acético. Ellos partieron de uno de
los diasteroisomeros cis o trans 3H,3a-H de 4,5-dihidropirazol 36 6 37 para obtener la
mezcla de compuestos que luego fué separada por cromatografia en columna y
carcterizados por *H NMR y**C NMR.?°

Los compuestos isomerizados fueron seprados por cromatografia en columna
con silica gel (kieselgel 60, 0.063-0.200mm) y emplaron como fase movil una mezcla de
disolventes (benceno-acetato de etilo-isopropanol).”

X
Trans

R: Ph, CONHz, CSNHz, CH3 R’: Ph. X: CHz, (CHz)z

La mezcla de compuestos provenientes de la reaccion de isomerizacion fue

caracterizada basada en los valores integrales de las sefiales de 3-H.?°

3.2.Justificacion

La malaria es una enfermedad potencialmente mortal, cerca de 3.200 millones de

personas alrededor del mundo corren riesgo de contraerla. Segun las udltimas
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estimaciones publicadas por la OMS, en 2.015 se registraron 214 millones de casos de
malaria que ocasionaron la muerte de unas 438.000 personas.*”

La resistencia del parasito a los antimalaricos usados en clinica es un problema
recurrente, ya que generaciones anteriores de farmacos como la cloroquina y otros
derivados de la misma hoy en dia no son activos contra algunas cepas del parasito en

algunas regiones del mundo.®

Bajo la premisa de disefar y desarrollar nuevos farmacos antimalaricos, y con
los antecedentes expuestos anteriormente, se propone la sintesis de una serie de
derivados de 2-acetil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-indazoles (pirazolinas policiclicas)
y la evaluacion de su potencial actividad antimalarica, como un aporte en el disefio y
sintesis de nuevas estructuras organicas que puedan ser usadas contra esta

enfermedad.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Sintetizar compuestos derivados de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-

indazol y evaluar su potencial actividad antimalarica.

4.2.0bjetivos especificos

1. Sintetizar los compuestos intermediarios derivados de (E)-2-benciliden-3,4-
dihidronaftalen-1(H)-ona (40a-40e).

2. Sintetizar los compuestos derivados de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-
indazol (41a-41e).

3. Separar la mezcla diasteroisomérica de los compuestos (41la-41e), mediante

cromatografia en columna.
4. Caracterizar los compuestos (40a-40e) y (41a-41e) por IR, RMN**C y RMN *H.

5. Evaluar la potencial actividad antimalarica in vitro de los compuestos finales
(41a-41e).
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1.Consideraciones generales.

Los espectros IR fueron tomados usando pastillas de KBr, las absorciones mas

importantes fueron reportadas en reciprocos de cm™.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H, **C, DEPT, HETCOR y
COSY, se realizaron a temperatura ambiente utilizando como disolvente
cloroformo deuterado (CDCI3), en un espectrémetro JEOL ECLIPSE 270
(270 MHz/67.9 MHz), en cada caso se indican los desplazamientos quimicos (8)
en la escala parte por millébn (ppm), como patrén interno trazas de CHClIs, el valor
de las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz) y la asignacién estructural
de las mismas; las abreviaturas empleadas para indicar la multiplicidad de las
sefales son: singlete (s), doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd) y

multiplete (m).

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no

fueron corregidos.

El seguimiento de las reacciones se realiz6 por cromatografia en capa fina
(CCF), empleando cromatofolios de silica gel marca Merck tipo 60F,sH, de un
espesor de capa de 0,2 mm. El analisis de las placas se llevé cabo mediante una

lampara de UV de 254/365 nm o empleando una cadmara de yodo.

La purificacion de los compuestos se realizé mediante cristalizacion, en cada

caso se indica el disolvente empleado.
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e Se utilizo Silica Gel (kieselgel 60, 0.063-0.200mm), para las separaciones

cromatograficas en columna.

e La evaluacién de la posible actividad antimalarica se realiz6 de acuerdo a
protocolos reportados in vitro mediante el ensayo de inhibicion de la formacién
de B-hematina (IFBH), en la Unidad de Bioquimica de la Facultad de Farmacia de

la Universidad Central de Venezuela.
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40a/41a H H H
40b/41b H OMe

H

40c/41c OMe H H
40d/41d OMe H OMe
40e/41e H OMe OMe

HsC
41a-41e (cis + trans)

Condiciones: |I: MeOH, NaOH, ta, 24h. II: NH,-NH,*H,O, AcOH, Ref 118 °C,12h.

Esquema 1. Esquema de sintesis de los derivados de de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-
benzo[g]-indazoles 41a-41e.
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O
R’ MeQ ”
H NaOH

R + 2 -

|| MeO ; MeOH, Ta

0] R o

38 39 40a-40e

R, R?: MeO, H. R®: MeO, H.

Esquema 2. Esquema de sintesis de los intermediarios derivados de (E)-2-benciliden-
3,4-dihidronaftalen-1(2H)-ona (40a-40e).

5.1.Procedimiento general para la sintesis de los intermediarios de
(E)-2-benciliden-3,4-dihidronaftalen-1(2H)-ona 40a-40e.

En un balén de dos bocas de fondo redondo de 50 ml provisto de agitacion
magnética, se colocé 1,37 mmol (1 equiv) de a-tetralona, 6-metoxi-a—tetralona 6 7-
metoxi-a—tetralona segun sea el caso, 1,1 equiv en moles del aldehido correspondiente,
1 granalla de hidroxido de sodio y 5 ml de metanol a temperatura ambiente por
24 horas. El solido obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio y recristalizado con

una mezcla de solventes agua-etanol.
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5.1.1. Sintesis de la-(3’,4-Dimetoxi-benciliden)-3,4-dihidro-2H-naftalen-1-ona
(40a)

Sélido amarillo. Rendimiento 98%. Pf; 129-130 °C.
IR (KBr) cm™: 2965 (CH,), 1665 (C=0), 1594-1510 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCls &: 2,93 (t, 2H, H,, J=6,69), 3,15 (t, 2H, Hs J=6,42), 3,89 (s, 3H,
OCHa), 3,91 (s, 3H, OCHz), 6,88-6,91 (m, 2H, Hz, Hg), 6,97 (d, 1H, Hs’), 7,05 (dd, 1H,
Hs Jnane=2,21, Jnans=9,63), 7,31-7,50 (m, 2H, Hs, He), 7,82 (s,1H, Hy), 8,11 ( dd,1H,H-
Jn7ns=1,48, Ju7116=9,39).

RMN*3C, 270MHz, CDCl; &: 27,36 (C,), 28,88 (C3), 56,04 (20CHs3), 111,09 (C»), 113,45
(Cs), 123,37 (Cg), 127,06-128,23 (C4, Cs, Cs), 133,18 (C7), 134,98-153,22 (C1a, Csa, Cra,
Cy, Cs, Cy, Cp), 187,75 (C=0).
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5.1.2. Sintesis de la-(3’,4’,5-Trimetoxi-benclliden)-3,4-dihidro-2H-naftalen-1-ona
(40Db).

Sélido amarillo. Rendimiento 98%. Pf: 126-128 °C.

IR (KBr) Cm™: 2965 (CH5,), 1660 (C=0), 1584-1504 (CH-AT).

RMNH, 270MHz, CDCl38: 2,95 (t, 2H, H,, J=6,66), 3,15 (t, 2H, Hs J=5,91), 3,87 (s, 3H,
OCHs), 3,87 (s, 3H, OCHs), 3,88 (s, 3H, OCHy), 6,66 (s, 2H, Ha, Hg), 7,32-7,50 (m, 3H,
Hy,Hs, H6), 7,59 (S, 1H, Hb), 8,09 (dd,lH, H7,JH5’H7: 2,72 Hz, JH5,H6: 10,88 HZ)

RMN®C, 270MHz, CDCI38: 27,41 (C,), 28,92 (Cs), 56,32 (20CHs), 61,02 (20CHs),
107,50 (C2, Cg), 127,12-133,32 (C4, Cs, Cg), 133,32 (C;), 134,98-153,25 (C1a, Csa, Cra,
C1', C3’, C4', C5’, Cb), 187,62 (C:O)
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5.1.3. Sintesis de la-(3’,4-Dimetoxi-benciliden)-6-metoxi-3,4-dihidro-2H-naftalen-
1-ona (40c).

Sélido amarillo. Rendimiento 95%. Pf: 124-126 °C.
IR (KBr) Cm™: 2937 (CH,), 1656 (C=0), 1593-1511 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl; &: 2,88 (t, 2H, H, J=5,67), 3,13 (t, 2H, Hs J=6,42), 3,86 (s, 3H,
OCHa), 3,90 (s, 3H, OCH3), 3,91 (s, 3H, OCHs), 8,88-6,92 (m, 2H, Hy, Hg), 6,97 (d,1H,
Hs. J=8,39), 7,04 (dd, 1H, Hs, Jusy7 = 2,72 Hz, Juspa = 10,88 Hz ), 7,13 (d, 1H,Ha,
J=7,91), 7,59 (d, 1H, Hy, J=2,45), 7,81 (s,1H, Hy).

RMN®C, 270MHz, CDCl; &: 27,54 (C»), 28,06(Cs), 55,61 (OCHs), 56,61 (OCHs), 56,05
(20CHs), 110,52,64 (C»), 111,16 (Cg), 113,53 (Cs), 121,36 (C;),123,36 (C4), 128,88
(Cs), 133,93-158,86 (Cya, Cza, Cs, Cra, Cr, Cs, Ca',Cp), 187,67 (C=0).



36

5.1.4. Sintesis de 1la-(3’,4’,5-trimetoxi-benciliden)- 6-metoxi- 3,4-dihidro-2H-
naftalen-1-ona (40d).

Soélido amarillo. Rendimiento 96%. Pf: 129-130 °C.
IR (KBr) cm™: 2936 (CH,), 1660 (C=0), 1595-1500 (CH-AI).

RMN'H, 270MHz, CDCl; &: 2,88 (t, 2H, H,, J=5,94), 3,12 (t, 2H, Hs J=5,69), 3,86 (s, 3H,
OCHa), 3,87 (s, 3H, OCHs), 3,87 (s, 3H, OCHg), 3,88 (s, 3H, OCHs), 7,04 (s, 2H, Ho,
He), 7,07 (dd, 1H, Hs, Jus 7= 2,72 Hz, Juspa= 10,88 Hz ), 7,14 (d, 1H, Ha, J=8,39), 7,59
(d, 1H, Hy, J=2,72), 7,78 (s,1H, Hy).

RMN'C, 270MHz, CDCl; &: 27,58 (Cy), 28,10 (Cs), 55,61 (OCHs), 56,35 (20CHa),
60,98 (OCHs), 107,64 (Cz, Cg), 110,55 (C-), 121,50 (Cs), 134,42 (C,), 134,98-158,80
(Cla, C3a1 CG) C?a, C']” C3’1 C4’1 C5’1 Cb)l 187162 (C:O)



37

5.1.5. Sintesis de 1la-(3’,4’,5-trimetoxi-bencliden)-5-metoxi-3,4-dihidro-2H-
naftalen-1-ona (40e).

Sélido amarillo. Rendimiento 98%. Pf: 125-126 °C.
IR (KBr) cm™: 2941 (CH,), 1651 (C=0), 1606-1506 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCls &: 2,91 (t, 2H, H,, J=6,66), 3,12 (t, 2H, Hs J=6,42), 3,85 (s, 3H,
OCHa), 3,86 (s, 3H, OCHs), 3,86 (s, 3H, OCHa3), 3,87 (s, 3H, OCHs), 6,64 (s, 2H, Ho,
He), 6,69 (d, 1H, Ha, J=2,24), 6,87 (dd, 1H, He, Jue = 2,21 Hz, Jusnr = 10,88 Hz), 7,75
(s,1H, Hp), 8,07 (d, 1H, H7,J=8,66)

RMN*C, 270MHz, CDCl; &: 27,42 (C,), 29,34 (Cs), 55,48 (OCHs), 56,34 (20CHs),
60,98 (OCHs), 107,56 (C2, Cg), 112,39 (C4), 113,36 (Ce), 127,19 (C-), 130,81-163,86
(C1a, Csa, Cs, C7a, Cy, C3, Cs, Cs, Cp), 186,56 (C=0).



38

NH,-NH,

D ————

AcOH, Reflux

R!, R? MeO, H. R% MeO, H .
4l1a-41e (cis + trans)

Esquema 3.Sintesis de los derivados de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzolg]-
indazoles (41a-41e).

5.1.Procedimiento general para la sintesis de derivados de 2-acil-3,3a,4,5-
tetrahidro-2H-benzo[g]-indazoles (41a-41e).

En un balén de fondo redondo provisto de un refrigerante y agitaciéon magnética,
se coloco 0,6 mmol (1 equiv) de los intermediarios 40a-40e, 3 mmol (5 equiv) de
hidrazina monohidratada y 5ml de acido acético, bajo condiciones de relfujo entre
118-128 °C por 12 h. La solucion obtenida fué neutralizada con hidroxido de amonio
concentrado obteniéndose un precipitado blanco que fue filtrado y lavado con agua. El
compuesto obtenido como la mezcla de los diasteroisomeros cis y trans, determinado
por coromatografia de capa fina (CCF) y RMN'H, fue separado por la técnica de
cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria silica gel (kieselgel 60,

0.063-0.200mm) y se empleé como fase movil una mezcla de disolventes (Hexano-
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cloroformo-isopropanol). La mezcla de solventes empleada para la separacion de los

diateroisémeros cis y trans de 41a-41e, fue la siguiente:

Tabla 1. Mezcla de solventes empleados para la separacion por cromatografia en
columna de las mezclas diasteroisoméricas 41a-41e.

Mezcla de Mezcla de solventes
compuestos
41a Hexano-cloroformo-isopropanol (7:2,95:0,05)
41b Hexano-cloroformo-isopropanol (7:2,95:0,05)
41c Hexano-cloroformo-isopropanol (7:2,9:0,1)
41d Hexano-cloroformo-isopropanol (7:2,9:0,1)
41e Hexano-cloroformo-isopropanol (7:2,9:0,1)
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5.1.1. Sintesis de trans-1-[3-(3’,4-Dimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo|[g]-

indazol-2-il]-etanona, (41a).

Solido beige. Rendimiento 33%. Pf: 183-184 °C.
IR (KBr) Cm™: 2932 (CHy), 1658 (C=0), 1592-1515 (CH-A).

RMN'H, 270MHz, CDCl; &: 1,91-2,05 (m, 2H, Hz), 2,33 (s, 3H, CHa), 2,92-2,95 (m, 2H,
Hs), 3,23-3,28 (M, 1H, Ha), 3,80 (s, 3H, OCHs), 3,82 (s, 3H, OCHs), 4,90 (d, 1H, Hs,
J=9,39 Hz), 6,79-6,81 (M, 2H, Hz,6), 6,84 (d, 1H, Hs,J=7,91), 7,16-7,35 (M, 3H, He,7,s),
7,94 (dd, 1H, Ho, Juo s = 2,19 Hz, Ju7ne= 7,66 Hz).

RMN'3C, 270MHz, CDCls &: 22,36 (CHg), 28,12 (C4), 29,37 (C5), 55,81 (Csa), 56,03 (2
OCHa), 67,49 (C3), 109,09-111,63 (Cz,s), 118,25 (Cs), 124,86 (Cs), 126,81-130,41 (C,
7,8), 165,17 (C=0).
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5.1.2. Sintesis de cis-1-[3-(3’,4-Dimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo|g]-

indazol-2-il]-etanona, (41a).

Solido beige. Rendimiento 31%. Pf: 182-183 °C.
IR (KBr) Cm™: 2944 (CH,), 1660 (C=0), 1590-1515 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl3 &: 1,75-1,79(m, 2H, Ha), 2,44 (s, 3H, CHa), 2,78-2,90 (m, 2H,
Hs), 3,53-3,58 (M, 1H, Haa), 3,80 (s, 3H, OCHs), 3,82 (s, 3H, OCHs), 5,61 (d, 1H, Hs,
J=11,12 Hz), 6,57-6,60 (M, 2H, Hz.¢), 6,73 (d, 1H, Hs,J=7,91), 7,12-7,33 (M, 3H, He,7,s),
7,03 (dd, 1H, Ho, Juons = 2,19 Hz, Ju7ne= 7,66 Hz).

RMN*3C, 270MHz, CDCl; &: 21,83 (CHs), 23,98 (C4), 29,49 (C5), 48,83 (Cza), 56,02
(20CHz), 63,09 (C3), 109,93-111,65 (C2, &), 118,41 (Cs), 125,05 (Cg), 126,73-130,54
(Ce, 7 8), 168,53 (C=0).
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5.1.3. Sintesis de trans-1-[3-(3’,4°,5 ~Trimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-
benzo[g]-indazol-2-il]-etanona (41b).

Solido beige. Rendimiento 48%. Pf: 174-176 °C.
IR (KBr) Cm™: 2930 (CH), 1659 (C=0), 1592-1506 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl3 &: 1,95-2,01 (m, 2H, H.), 2,28 (s,3H, CHs), 2,92-2,97 (m, 2H,
Hs), 3,16-3,23 (M, 1H, Hsa), 3,80 (s, 3H,0CHs3), 3,82 (s, 3H, OCHs), 3,84(s, 3H, OCHy),
4,83 (d, 1H, Hs, J=9,15 Hz), 6,48 (s, 2H, Hz.6), 7,17-7,35 (M, 3H,He,7,5), 7,94 (dd, 1H,
Ho, Juons= 2,21 Hz, Ju7me= 7,91 Hz ).

RMN'3C, 270MHz, CDCl;3&: 22,27 (CHg), 28,19 (C4), 29,33 (C5), 55,87 (20CH3), 56,26
(C3a), 60,76 (OCHa), 67,93 (C3), 102,94 (C2, &), 124,87 (Cg), 126,80-130,48 (Cs, 7, 3),
170,60 (C=0).
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5.1.4. Sintesis de cis-1-[3-(3",4’,5-Trimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo|g]-

indazol-2-il]-etanona (41b).

Solido beige. Rendimiento 29%. Pf: 172-174 °C.
IR (KBr) Cm™: 2930 (CH), 1658 (C=0), 1599-1506 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl3 &: 1,68-2,1,84 (m, 2H, Ha), 2,45 (s, 3H, CHa), 2,87-2,91 (m,
2H, Hs), 3,54-3,58 (m,1H,Hss), 3,76 (s,3H,0CH3), 3,77 (s, 3H, OCH3), 3,77 (s, 3H,
OCHs), 5,61 (d, 1H, Hs, J=11,36 Hz), 6,25 (s, 2H, Ha, &), 7,23-7,29 (M,3H,He,7,s), 8,03
(dd, 1H, He, Juone= 2,16 Hz, Ju7mne= 7,40 Hz).

RMN'3C, 270MHz, CDCl; &: 23,95 (CHg, 28,19(Cs), 29,32 (Cs), 46,26 (Csa), 56,22
(20CHs3), 60,83 (OCHs), 63,36 (Cs), 103,38 (Cz, ¢), 124,97 (Co), 126,60-132,72 (Cs, 7, 5),
170,60 (C=0).
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5.1.5. Sintesis de trans-1-[3-(3’,4-Dimetoxifenil)-8-metoxi-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-

benzo[glindazol-2-il]-etanona (41c).

Solido beige. Rendimiento 43%. Pf: (176-177) °C.
IR (KBr) Cm™: 2932-2837 (CH,), 1668 (C=0), 1588-1505 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl3 8: 1,86-1,96 (m, 2H, Ha), 2,40 (s, 3H, CHs), 2,84-2,87 (m, 2H,
Hs), 3,18-3,25 (m, 1H, Haa), 3,84 (s, 3H, OCHs), 3,85 (s, 3H, OCHs), 3,86 (s, 3H, OCHy),
4,85 (d, 1H, Hs, J=9,39 Hz), 6,78-6,84 (m, 2H, Hz, &), 6,85 (d, 1H, Hs, J=9,15Hz), 6,91
(dd, 1H, Hy, Ju7m0=2,72Hz,Ju7 ne=11,12Hz), 7,07 (d, 1H, He, J=8,64 Hz), 7,42 (d, 1H, He,
J=1,97 Ha).

RMN'3C, 270MHz, CDCl; &: 22,38 (CHg), 28,38(Cy), 28,63 (Cs), 55,58 (OCHs3), 55,76
(Csa) 56,02 (2 OCHs), 67,60 (C3), 107,77 (Cs), 109,05 (Cy), 111,61 (Cs), 118,23 (Ce),
118,45 (C-), 130,27 (Cs), 168,52 (C=0).
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5.1.6. Sintesis de cis-1-[3-(3’,4-Dimetoxifenil)-8-metoxi-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-

benzo[glindazol-2-il]-etanona (41c).

Solido beige. Rendimiento 38%. Pf: (170-172) °C.
IR (KBr) Cm™: 2935-2836 (CH,), 1658 (C=0), 1592-1505 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl3 &: 1,73-1,79 (m, 2H, Ha), 2,42 (s, 3H, CHa), 2,77-2,83 (m, 2H,
Hs), 3,51-3,56 (M, 1H, Haza), 3,81 (s, 3H, OCHs), 3,82 (s, 3H, OCHs), 3,86 (s, 3H, OCHy),
5,62 (d, 1H, Hs, J=10,88 Hz), 6,57-6,61 (M, 2H, Hz,¢), 6,73 (d, 1H, Hs, J=8,15Hz), 6,90
(dd, 1H, H7, Ju7e=2,72Hz, Ju7ne=11,12Hz), 7,03 (d, 1H, He, J=8,39 Hz), 7,51 (d, 1H,
Ho, J=2,48 Hz).

RMN®C, 270MHz, CDCls &: 21,95 (CHs) 24,23 (Ca), 28,74 (Cs), 48,75 (Csa), 55,57
(OCHs), 55,94 (2 OCHg), 63,14 (C3), 107,81 (Co), 109,67 (Cz), 111,42 (Cs), 118,28 (Cq),
118,45 (C7), 130,17 (Cg), 168,53 (C=0).



46

5.1.7. Sintesis de trans-1-[8-Metoxi-3-(3’,4’,5-trimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-
2H-benzol[g]indazol-2-il]-etanona (41d).

Sdlido beige. Rendimiento 48%. Pf: (186-177) °C.
IR (KBr) Cm™: 2937 (CHy), 1652 (C=0), 1605-1505 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl;3 &: 1,88-1,97 (m, 2H, Ha), 2,42 (s, 3H, CHa), 2,85-2,88 (m, 2H,
Hs), 3,15-3,22 (m, 1H, Hsa), 3,80 (s, 3H, OCHj3), 3,82 (s, 3H, OCHa), 3,84 (s, 3H, OCHs),
3,85 (s, 3H, OCHj3), 4,82 (d, 1H, Hs, J=9,39 Hz), 6,47 (s, 2H, Hz,s), 6,92 (dd, 1H, H-,
Iz 1o=2,72Hz, In7n6=11,39Hz ), 7,07 (d, 1H, He, J=8,66 Hz), 7,42 (d, 1H, He, J=2,70
Hz).

RMN®C, 270MHz, CDCl; &: 22,37 (CHs), 28,43 (C4), 28,59 (Cs), 55,58 (OCHs), 55,81
(Cza), 56,20 (2 OCHs), 60,82 (OCHs), 68,01 (Cs), 102,66 (C2, &), 107,81 (Co), 118,28
(C7), 130,30 (Cg), 170,57 (C=0).
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5.1.8. Sintesis de cis-1-[8-Metoxi-3-(3’,4°,5-trimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-
benzo[glindazol-2-yl]-etanona (41d)

Solido beige. Rendimiento 38%. Pf: 183-184 °C.
IR (KBr) Cm™: 2919-2847 (CH,), 1661 (C=0), 1591-1500 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl3 &: 1,68-1,81 (m, 2H, Ha), 2,45 (s, 3H, CHs), 2,78 (m, 2H, Hs),
3,45-3,55 (m, 1H, Hay,), 3,75 (s, 3H, OCHs3), 3,76 (s, 3H, OCHj3), 3,77(s, 3H, OCH3), 3,85
(s, 3H, OCHa), 5,59 (d, 1H, Hs, J=11,12 Hz), 6,24 (s, 2H, Hx,s), 6,91 (dd, 1H, Hy,
Ju7.m9=2,72Hz, Jy7ne=11,12Hz ), 7,07 (d, 1H, He, J=8,64 Hz), 7,50 (d, 1H, Ho, J=2,48
Hz).

RMN®C, 270MHz, CDClz &: 21,82 (CHa), 24,18 (Ca), 28,71 (Cs), 48,76 (Csa), 55,54
(OCHs3), 56,24 (2 OCHs), 60,74 (OCHs), 63,51 (Cs), 103,55 (Cz, &), 108,09 (C), 118,41
(C7), 130,14 (Cs), 168,66 (C=0).
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5.1.9. Sintesis de trans-1-[7-Metoxi-3-(3’,4’,5-trimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-
2H-benzol[g]indazol-2-il]-etanona (41e).

Sdlido beige. Rendimiento 47%. Pf: 180-182 °C.
IR (KBr) Cm™: 2941-2836 (CH,), 1661 (C=0), 1604-1505 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl;3 &: 1,89-2,01 (m, 2H, Hz), 2,40 (s, 3H, CHa), 2,89-2,94 (m, 2H,
Hs), 3,12-3,23 (M, 1H, Hsa), 3,80 (s, 3H, OCHs), 3,81 (s, 3H, OCHa), 3,82 (s, 3H, OCHa),
3,84 (s, 3H, OCHa), 4,78 (d, 1H, Hs, J=9,66 Hz), 6,48(s, 2H, Ha.s), 6,67 (d, 1H, Hs,
J=2,21Hz), 6,81 (dd, 1H, Hs, Jusns = 2,72 Hz, Jusme = 11,36 Hz), 7,88 (d, 1H, He,
J=8,66Hz).

RMN*3C, 270MHz, CDCl; &: 22,94 (CHs), 28,04 (Ca), 29,74 (Cs), 55,39 (OCHs), 56,00
(Csa), 56,25 (2 OCHs), 60,77 (OCHz3), 67,78 (C3), 102,90 (Cz, &), 113,42 (Cg), 113,67
(Cg), 126,54 (Cg), 161,47 (C=0).
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5.1.10. Sintesis de cis-1-[7-Metoxi-3-(3’,4’,5-trimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-

benzo[g]indazol-2-il]-etanona (41e)

Solido beige. Rendimiento 33%. Pf: 183-184 °C.
IR (KBr) Cm™: 2937 (CH,), 1652 (C=0), 1605,7-1505 (CH-Ar).

RMN'H, 270MHz, CDCl3 &: 1,76-1,82 (m, 2H, Ha), 2,42 (s, 3H, CHa), 2,75-2,88 (m, 2H,
Hs), 3,44-3,55 (M, 1H, Hza), 3,73 (s, 3H, OCHs), 3,74 (s, 3H, OCHs), 3,75 (s, 3H, OCHs),
3,79 (s, 3H, OCH3), 4,57 (d, 1H, Hs, J=10,88 Hz), 6,24 (s, 2H, Ha.g), 6,63 (d, 1H, Hs,
J=2,24Hz), 6,79 (dd, 1H, Hs, Jusrs = 2,21 Hz, Jugme = 9,88 Hz ), 7,95 (d, 1H, Ho,
J=9,47Hz).

RMN*C, 270MHz, CDCl; &: 21,78 (CHs), 23,95(C.), 29,84 (Cs), 48,87 (Csa), 55,37
(OCHs), 56,20 (2 OCHs), 60,74 (OCHs), 63,19 (C3), 103,45 (C2, &), 113,13 (C¢), 113,75
(Cg), 126,83 (Cg), 168,36 (C=0).
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5.2.Procedimiento general para la evaluacion de la potencial actividad antimalarica

in vitro.

Las pruebas bioldgicas fueron realizadas mediante el ensayo de inhibicién de la
formacion de B-hematina (IFBH), en la Unidad de Bioquimica de La Facultad de

Farmacia de La Universidad Central de Venezuela.

Para ello, se utiliz6 una soluciébn de clorhidrato de hemina recientemente
preparada, (5,2 mg/mL 4 mM), en dimetil sulfoxido (DMSO), como fuente de hemo, y se
distribuyé en microplacas de 96 pozos, (50 pL/pozo). Se adicionaron los compuestos a
ensayar disueltos en DMSO (a concentraciones entre 100 uM y 1 uM) por triplicado
(50 pL), en los pozos contentivos de hemina para obtener concentraciones finales por
pozo entre 2,5 mM y 125 pM. Se realizaron en paralelo pozos controles con los
solventes: agua (50 pyL) y DMSO (50 uL).

La formacion de la B-hematina se inici6 mediante la adicion de buffer fosfato
(100 L, 0,2 M, pH 4,4) a cada uno de los pozos. Las microplacas se incubaron a 37 °C
por 48 horas para permitir la completa reaccion, se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min
en una centrifuga (IEC-CENTRA, MP4R), se descarté el sobrenadante (hemina no
cristalizada), mediante inversion de la placa y el sedimento (B-hematina formada), se
lavé dos veces con DMSO (200 uL) para eliminar totalmente la hemina libre.
Finalmente, se disolvi6 con hidroxido de sodio (200 uL, 0,2 N) para hidrolizar la
B-hematina a hemina. En otra placa, se diluyen los agregados solubilizados 1:2 con
hidréxido de sodio (0,1 N) y se les determiné la absorbancia a 405 nm en un lector de
placas (Microplate Reader, BIORAD-550). Se utilizé la CQ como control de actividad
conocida. El resultado se expresé como porcentaje de inhibicién de la formacion de

B-hematina.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Seccidén quimica

La estrategia diseflada para la sintesis total de los derivados planteados
41a-41e, involucré un proceso de dos pasos sintéticos para obtener la mezcla
diasteroisomérica de los mismos, esto permiti0 obtener mezclas de compuestos
(cis y trans), que al separarlos por cromatografia en columna dio como resultado 10
compuestos finales; en el disefio de estos derivados se incorporé uno 0 varios grupos
metoxi, sobre la base de que este grupo funcional proporciona altas propiedades
electronicas-lipofilicas, ademés, de simular la estructura del acido galico que esta
presente en un gran numero de compuestos organicos de uso clinico, que presentan
diversas actividades biolégicas, entre ellas antimalarica, todo esto de acuerdo con los

reportes encontrados en la literatura. 33!

Cabe destacar ademas, que la formacién de un anillo 4,5-dihidropirazol
(A*-pirazolina), es de suma importancia debido a que las pirazolinas son compuestos
que poseen un alto rango de actividades biologicas, entre ellas antimicrobiana,
antiinflamatoria, anticancerosa, analgésica y antimalarica.'® Otro aspecto importante es
la rigidez de los compuestos 4la-4le, aportada a través de la formacion del anillo
4,5-dihidropirazol (A*-pirazolina), que genera mayor rigidez a las moléculas sintetizadas,
simulando estructuras policiclicas rigidas como la doxiciclina, lumefantrina y

halofantrina, que actualmente son empleadas como antimalaricos de uso clinico.

El disefo total de todos los compuestos sintetizados se realizé con la intencion
de aportar a la busqueda de nuevos compuestos activos contra la malaria, ademas de

gue puedan actuar como profarmacos, herramienta eficaz, altamente utilizada en
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Quimica Medicinal para aumentar la potencia de los fdrmacos y superar inconvenientes

asociados a la formulacion y administracion de los mismos.

6.1.1. Sintesis de los intermediarios de (E)-2-benciliden-3,4-dihidronaftalen-1(2H)-

ona (40a-40e).
2 || MeO
R MeO R2
H OMe
+ NaOH

Rl - 1 \ 3

l MeS T MeOH, Ta R I R

O R o

38 39 40a-40e

R, R?: MeO, H. R3: MeO, H.

La sintesis de los intermediarios 40a-40e se llevo a cabo mediante la reaccion de
condensacion de Claisen-Schmidt que es un tipo de condensacion alddlica, que se
fundamenta en la sintesis de cetonas a,p-insaturadas por condensaciéon de un aldehido
aromatico con una cetona. Como el aldehido aromético no posee hidrogenos en
posicion a respecto al grupo carbonilo, no puede dar auto condensacion, pero reacciona
facilmente con la cetona presente. El aducto inicial de aldolizacién no puede ser aislado

ya que se deshidrata espontdneamente bajo las condiciones de reaccion. 2*

En este caso el mecanismo de la condensacion Claisen-Schmidt entre las
a-tetralonas 38 y los aldehidos sustituidos 39 en presencia de hidréxido de sodio se
inicia con la reaccion acido-base entre la a-tetralona y el anién hidroxido, lo que genera
un equilibrio en el que esta presente el ibn enolato. En el segundo paso del mecanismo,
el ion enolato ataca nucleofilicamente al aldehido para formar una (-alcoxicetona que,

por reaccion acido-base con las moléculas del disolvente, genera el aldol. Las
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chalconas a,B-insaturadas 40a-40e, se obtienen a través de un aducto inicial de
aldolizacion, que no pudo ser aislado debido a que deshidrata espontaneamente, bajo
el mecanismo de eliminacion unimolecular de la base conjugada (E1cB).?* El

mecanismo propuesto se puede apreciar en la figura 12.

OMe

l OMe OMe
POU®
(jijc' ~7 OMe
O HO

OMe
O8O )
W — o C
(0] HO le)

Figura 12. Mecanismo de condensacion Claisen-Schmidt
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En este caso se obtuvo 5 intermediarios 40a-40e, todos como solidos amarillos,
recristalizados con una mezcla de solventes etanol-agua, obteniendo rendimientos

entre 95%-98%, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 2. Porcentajes de rendimiento y caracteristicas fisicas de los compuestos

40a-40e
Compuesto Punto de @ % Rendimiento Color
fusion (°C)
40a 128-130 98 Amarillo
40b 126-128 98 Amarillo
40c 124-126 95 Amarillo
40d 129-130 96 Amarillo
40e 125-126 98 Amarillo

Las estructuras de los derivados 40a-40e fueron establecidas de manera

inequivoca mediante el analisis de los espectros IR, RMN'H y RMN*3C.

Para la discusion espectroscépica de la serie se seleccion6 como modelo el
compuesto 6-Metoxi-2-(3,4,5-trimetoxi-bencliden)-3,4-dihidro-2H-naftalen-1-ona (40e),
el resto de las estructuras presenta sefiales caracteristicas en cada espectro, que

depende del patron de sustitucion.

H;C

4 3 A

/O 5 3a ’ O
H,C /CHS

\ O
7a '

7 ,

O 6 5 g—CHs

Figura 13. Estructura general y numeracion de compuesto 40e.
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En el andlisis del espectro IR del compuesto 40e (espectro 1), se observan las
bandas entre 1606 y 1506cm™, caracteristicas de la tensién -C=C- de los compuestos
aromaticos derivados de benceno. En 1651cm™ se observa la banda caracteristica del
estiramiento C=O a,B-insaturado y por Ultimo en el intervalo 2941-2839 cm™, se
observan las bandas caracteristicas de la tension simétrica y asimétrica de los
metilenos presentes en la molécula. Se pueden identificar otras bandas que carecen de

importancia practica.
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Espectro 1. Espectro IR de compuesto 40e.

En el espectro RMN'H, (CDCls, 270 MHz) (espectro 2), se identifican las
siguientes sefales. Comenzando a campo alto; se observa un triplete a 2,91 ppm, que

integra para dos protones con Jy,-x3= 6,66 Hz, estos protones estan acoplados con los
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protones Hs, que su vez aparece como un triplete a 3,12 ppm con Jy3.42=6,42 Hz.
Seguidamente se evidencian los protones correspondientes a los grupos metoxi
presentes en la molécula, cada sefial se observa como un singlete que integra para tres

protones cada uno a 3,85 ppm, 3,86 ppm, 3,86 ppm y 3,87 ppm.

A 6,64 ppm, se observa un singlete que integra para dos protones, asignado a
los protones quimicamente equivalentes Hy y Hg. Seguidamente a 6,69 ppm, se
observa un doblete que integra para un protdén, asignada al protbn H;, con una
constante de acoplamiento orto Jus-ne=2,24 Hz. En 6,87 ppm, se observa un doblete de
doblete asignado al proton Hg, con constantes de acoplamiento meta y orto

Juena= 2,21 Hz, Jye 7= 10,88 Hz respectivamente.

En 7,75 ppm, se observa un singlete que integra para un proton, asignado a Hy,
este protdbn aparece a campo bajo debido al efecto de resonancia ejercido por la
conjugacion del sistema a,B-insaturado. Por ultimo en 8,07 ppm se observa un doblete
que integra para un protdn, perteneciente al proton H;, con una constante de

acopamiento orto  Jy7-ne= 8,66 Hz.



Espectro 2.

Espectro RMN*H de 40e y su ampliacién
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En lo respecta al espectro de RMN*3C, (CDCl;) (espectro 3), se observan las
sefales caracteristicas de los 21 carbonos de la estructura 40e. A campo alto se
observa a 27,42 ppm la sefial correspondiente C,, seguidamente Cjz en 29,34 ppm. Las
sefales asignadas a los carbonos de los grupos metoxi, se observan a 55,48 ppm,
56,34 ppmy 60,98 ppm.

Dentro de las sefiales localizadas en la zona aromatica se pudo identificar los
siguientes carbonos; C» y C7 que son quimicamente equivalentes (107,56 ppm), C4
(112,39), Cs (113,6) y C7 (127,19).

Por ultimo, a campo bajo se asigndé la sefal correspondiente al carbono
carbonilico (C=0), en 186,56ppm.
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6.1.2. sintesis de derivados de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo|[g]-indazoles

(41a-41e).
) MeO ) MeO
R OMe R
‘ NH,-NH, O‘ H O oMe
_— H
1 3 1
R || XN R AcOH, Reflux R \ r®
) N—N
40a-40e
—O0
H,C

R!, R MeO, H. R®: MeO, H _
41a-41e (cis + trans)

La sintesis de los compuestos finales 41a-41e, procede mediante una reaccion
de ciclo-condensacién de los derivados 40a-40e con hidrazina monohidratada y acido
acético bajo condiciones de reflujo. EI mecanismo detallado de reaccion involucra el
ataque del nitrogeno de la hidrazina al doble enlace carbono-carbono de la posicién 3,
con un subsecuente atague nucleofilico del otro atomo de nitrdgeno de la hidrazina
sobre el carbono carbonilico en posicibn a, formandose entonces un anillo
4,5-dihidropirazol; como se utiliza acido acético como medio de reaccién en exceso, el
par de electrones disponible sobre el atomo de nitrégeno en el anillo 4,5-dihidropirazol
ataca nucleofilicamente al carbono carboxilico presente en la molécula del &cido

acético, generando entonces los derivados acilados. #

El mecanismo propuesto para la reaccién se describe en la figura 14.
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Figura 14. Mecanismo para la sintesis de 41a-41e
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Otro punto a tratar sobre esta reaccion viene del hecho de que es realizada en
exceso de &cido acético, lo que proporciona al medio un exceso de protones,
generando la isomerizacién sobre los centros quirales de la molécula, como resultado

se obtiene una mezcla de diateroisomeros cis y trans de los compuesto 41a-41e.

El mecanismo de esta isomerizacion involucra un equilibrio tautomérico

catalizado por los protones generados por el cido acético. ?°

(L0

N—N H
(0]

H,C

Figura 15. Mecanismo de isomerizacion de los compuestos 41a-41e
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En este caso se obtuvo 5 mezclas diasteroisoméricas 4la-4le, todos como
sélidos amarillos o beige con rendimientos entre 90%-95%, como se muestra en la

siguiente tabla:

Tabla 3. Porcentajes de rendimiento de la mezcla de compuestos 41a-41e

Compuesto % Rendimiento Color
(mezcla)
412 94 Amarillo
41b 92 Amarillo
41c 95 Beige
41d 90 Amarillo
41e 93 Amarillo

La separacion de la mezcla diasteroisomérica se llevd a cabo mediante
cromatografia en columna, empleando como fase estacionaria silica gel y como fase
movil una mezcla de hexano-cloroformo-isopropanol, la determinacién de la fase mévil
ideal para llevar a cabo la separacion de cada mezcla se realizé por medio de una

analisis de cromatografia en capa fina (CCF).

Las fases moviles utilizadas para la separacion abarcaron mezclas de solventes
(hexano 70%-cloroformo 29%-isopropanol1%) y (hexano 70%-cloroformo 29,5%-

isopropanol 0,5%), ver tabla 1.

Para la discusion espectroscopica de la serie se seleccion6 como modelo el
compuesto 1-[7-Metoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]indazol-2-
ill-etanona 41le, el resto de las estructuras presenta sefiales caracteristicas en cada

espectro, que depende del patron de sustitucién y el isémero respectivo.
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Figura 16. Estructura quimica del compuesto 41e.

Como lo describe el espectro 4 de protones (RMN'H CDCls, 270 MHz), de la
mezcla diasteroisomérica 41e, se puede observar a campo alto sefiales duplicadas
para los metilos (CHs) alrededor de 2.40 ppm, asignados al acetilo en la molécula. Entre
3,76 y 3,84 ppm se observan las sefales de los singletes asignados a los grupos
metoxi que aparecen duplicadas; también se puede observar un doblete en 4,78 ppm
gue integra para un proton con una Js33,=9,66 Hz que se atribuye al protén trans-Hs,
seguidamente a 5,62 ppm se observa un doblete que integra para el proton cis-Hs con
J33a=11,64 Hz. Por ultimo en la zona aromatica también se puede observar que todas
las sefiales de los protones aparecen duplicadas, dando constancia entonces de que la
reaccion fue diasteroselectiva, lo que nos indica que estamos en presencia de una

mezcla cruda de la reaccién constituida por diasteroisémeros cis-trans.
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Una vez separada la mezcla de diasteroisbmeros por cromatografia en columna,
se obtuvo 10 compuestos finales cis-trans 41a-41e, todos como solidos beige, con

rendimientos superiores al 29%, como se muestra en la siguiente tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento y propiedades fisicas de los compuestos cis-trans 41a-41e.

Compuesto Puntode @ % Rendimiento Color

fusion (°C)
cis-4la 182-183 31 Beige
trans-4la 183-184 33 Beige
cis-41b 172-174 29 Beige
trans-41b 174-176 48 Beige
cis-41c 170-172 38 Beige
trans-41c 176-177 43 Beige
cis-41d 183-184 38 Beige
trans-41d 186-187 48 Beige
cis-4le 183-184 33 Beige
trans-4le 180-182 47 Beige

Fueron establecidas las estructuras de los compuestos 4la-4le de manera
inequivoca mediante el anélisis de los espectros IR, RMN*H en una y dos dimensiones,
RMN*Cy experimentos HETCOR.

Para la discusion espectroscopica de la serie se seleccionaron los compuestos
cis-4le y trans-4le, para continuar con la misma secuencia discutida en la mezcla

diasteroisomérica.

Se comienza discutiendo el compuesto cis-41e.
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En el analisis del espectro IR del compuesto cis-41e (espectro 5), se observan
las bandas entre 1606 y 1505cm™, caracteristicas de la Tensién -C=C- de los
compuestos aromaticos derivados de benceno. En 1652cm™ se observa la banda
caracteristica del estiramiento C=0 del carbono carboxilico y por ultimo en el intervalo
2937-2838 cm™, se observan las bandas caracteristicas de la tensién simétrica y
asimétrica de los metilenos presentes en la molécula. Se pueden identificar otras

bandas que carecen de importancia practica.
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Espectro 5. Espectro IR del compuesto cis-41e

En el espectro RMN'H, (CDCls, 270 MHz) (espectro 6), se identificaron las
siguientes sefiales comenzando a campo alto; se observa un multiplete entre 1,76 ppm

y 1,81 ppm gque integra para dos protones y es atribuido al protén Hs. A 2,42 ppm se
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observa un singlete que integra para tres protones que fue asignado al metilo (CHg)
localizado en el carbono carboxilico. Entre 2,80 ppm y 2,88 ppm se observa un
multiplete que integra para dos protones asignado a Hs. Se observa un multiplete entre
3,44 ppm y 3,53 ppm que integra para un protén, asignado al proton Hz,. Seguidamente
se observan los protones pertenecientes a los grupos metoxi en la molécula, cada sefal
se observa como singlete que integra para tres protones cada uno en 3,73 ppm, 3,74
ppm, 3,75 ppmy 3,79 ppm.

A 5,57 ppm se observa un doblete que integra para un proton que es asignado
al proton Hsz con Js;3,= 10,88 Hz, este protbn esta acoplado con la sefial

correspondiente del protén Hs,.

En la zona aromatica se observan sefales centradas a 6,24 ppm como un
singlete que integra para dos protones atribuido a los protones equivalentes Hy-Hg. A
6,63 ppm se aparece un doblete que integra para un proton asignado a Hg, con una
constante de acoplamiento meta Je.g=2,24 Hz, acoplado con Hg que es asignado al
doblete de doblete encontrado en 6,79 ppm, con constantes de acoplamiento orto y
meta Jg.9=9,88 Hz y Jg.6= 2,22 Hz. Por ultimo se evidencia un doblete en 7,95 ppm, que
integra para un protén atribuido a Hy con una constante de acoplamiento orto
Jos=9,47Hz. Los acoplamientos de algunos de los protones se corroboraron con el
experimento de correlaciéon de desplazamiento homonuclear proton-proton (COSY)
(espectro 7).
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Espectro 7. Espectro COSY del compuesto 41e.

En el espectro de RMN*3C, (CDCls, 67,94 Hz) (espectro 8), se observan las
sefiales caracteristicas de los 23 carbonos de la estructura general de cis-4le. Se
puede distinguir a campo bajo una sefial en 168 ppm, asignada al carbono acilico
presente en la molécula, ademas, con el espectro de intensificacion sin distorsion por
transferencia de polarizacion (DEPT,espectro 9), fue posible distinguir los carbonos
metilenos C4 y Cs en 23 ppm y 29 pm respectivamente, puesto que en este caso

aparecen como picos negativos.
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Con ayuda del experimento en dos dimensiones de correlacién heteronuclear
protones-carbono (HETCOR, espectro 9), se identificaron inequivocamente los
siguientes carbonos: CHz (21 ppm), Csa (48 ppm), OCHg; (55 ppm-60 ppm), C;3 (63 ppm),
C2y Cg (103 ppm), Cs (113,13 ppm), Cg (113,75 ppm) y Co (126 ppm).
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Establecida inequivocamente la estructura del compuesto cis-41e, se procede a

realizar un andlisis comparativo con los espectros del compuesto trans-4e.

En el espectro RMN'H, (CDCI3, 270 MHz) (espectro 10), se identificaron las
siguientes sefiales, comenzando a campo alto con un multiplete entre 1,89 ppm y
1,99 ppm, que integra para dos protones atribuido a los protones en H,. A 2,40 ppm, se
observa un singlete que integra para tres protones que es asignado al metilo (CHg)
localizado en el carbono carbonilico. Entre 2,89 ppm y 2,90 ppm se observa un
multiplete que integra para dos protones asignado a los Hs. Se evidencia ademas, un
multiplete entre 3,12ppm y 3,21 ppm, que integra para un proton asignado a Haa.
Seguidamente se observan los protones pertenecientes a los grupos metoxi en la
molécula, cada sefial se observa como singlete integrando para tres protones cada uno
en 3,73 ppm, 3,74 ppm, 3,75 ppm y 3,79 ppm. En general todas estas sefales
incluyendo las de la zona aromatica son muy similares a las visualizadas en el

compuesto cis-41le.

La diferencia mas evidente, se observa con la aparicién a 4,78 ppm, de un
doblete que integra para un protén, que fue asignado a Hs por el desdoblamiento con el
protén Hsz, con Js.3,= 9,39 Hz. Con el valor de la constante de acoplamiento, se puede
distinguir entonces entre compuestos diasteroisoméricos cis (3R, 3aR); (3S, 3aS) o
trans (3S, 3aR); (3R, 3aS).

En este caso el valor de la constante Js3,= 9,39 Hz, se atribuye al compuesto

trans.
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Espectro 10. Espectro RMN *H del compuesto trans 41e y su ampliacion.

En el espectro de RMN®C, (CDCI3, 67,94 Hz) (espectro 11), se observan las
sefales caracteristicas de los 23 carbonos de la estructura general de trans-41e. Todas
las sefiales de estos carbonos aparecen a un desplazamiento muy similar a los del
compuesto cis-4le, sin embargo, se puede observar varias diferencias significativas
relacionadas con el desplazamiento de la sefal asignada al carbono Cz, que en este
caso isdmero trans, aparece con un desplazamiento alrededor de 56 ppm, mientras que

para el compuesto cis aparece alrededor de 49 ppm.
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Con ayuda del experimento en dos dimensiones de correlacion heteronuclear
proton-carbono (HETCOR, espectro 12), se identificaron inequivocamente el resto de

los carbonos de manera muy similar al compuesto cis.
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Espectro 12. Espectro HETCOR del compuesto trans-41e.
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6.2.Seccién Bioldgica

6.2.1. Actividad Antimalarica

ENSAYO DE INHIBICION DE LA FORMACION DE B-HEMATINA (IFBH)

Los protozoos del género Plasmodium, en su fase eritrocitica hidrolizan la
fraccion proteica de la hemoglobina a través de un conjunto de enzimas proteoliticas
(cisteinicas, asparticas y metaloproteasas) y dejan libre a los aminoacidos que
requieren para la sintesis de sus propias proteinas y a los grupos hemo. Estos ultimos
son altamente oxidantes para los parasitos, principalmente sobre los componentes de
sus membranas, y otros blancos moleculares. La toxicidad del grupo hemo, es
controlada por el parasito mediante el desarrollo de mecanismos que lo transforman en
productos de degradacion no toxicos o mediante su biomineralizacion o cristalizacion en
las condiciones acidicas de su vacuola digestiva bajo una forma inocua e insoluble,
denominada hemozoina. *

La hemozoina presenta caracteristicas espectrales, en el infrarrojo idénticas a la
de la B-hematina y se ha demostrado que es un cristal de unidades de hemo enlazadas
a través de puentes Fe-carboxilato entre i6n férrico central de un hemo y el grupo
carboxilo del propionato del proximo hemo, formando dimeros que se enlazan unos a
otros mediante puentes de hidrégeno dando origen al cristal de la B-hematina. Existen
evidencias de que este proceso puede darse espontaneamente bajo las condiciones de
acidez imperantes en la vacuola digestiva del parasito. Sobre la base de este hecho, se
evalué la actividad de los compuestos sintetizados durante esta investigacion, para
interferir con este proceso, considerando que aquellos que inhiban la cristalizacion del

hemo, tal como la CQ, podrian ser antimalaricos potenciales. *



79

A continuacion en la tabla 5 se muestran los resultado de la evaluacion como
ensayo preliminar de la capacidad de inhibicion de la cristalizacion de la hemozoina de
los derivados 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-indazoles (41a-41e).

Tabla 5. Porcentajes de inhibicién de polimerizacion de hemina in vitro

Compuesto %IPH
(mM)
controlCQ 98,40
Mezcla 41a 0
cis-41a ND
trans-41a 0
Mezcla-41b 0
cis-41b 0
trans-41b 0
Mezcla 41c 0
cis-41c ND
trans-41c 0
Mezcla 41d 0
cis-41d ND
trans-41d 32,13
Mezcla 41e 0
cis-41e ND
trans-41e 0

ND: No determinado

Como se puede apreciar solo el compuesto trans-41d logré inhibir un 32,13 % la
formacion de la hemozoina.

En general ninguno de los compuestos evaluados de la serie 41la-41e, presentd
una potencial actividad antimalarica in vitro, ya que para ser considerados activos, los
compuestos seleccionados deben presentar una capacidad de inhibir la formacion de

B-hematina o hemozoina con valores superiores al 70% en pruebas in vitro.
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7. CONCLUSIONES

Se sintetizaron 5 derivados de (E)-2-benciliden-3,4-dihidronaftalen-1(H)-ona
(40a-40e), con rendimientos superiores al 90% mediante una condensacion de

Claisen-Schmidt.

Se caracterizaron los 5 intermediarios derivados de (E)-2-benciliden-3,4-
dihidronaftalen-1(H)-ona (40a-40e), por métodos espectroscopicos como IR, RMNH
Y RMN*™C.

Se Sintetizaron compuestos derivados de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-
indazol (41a-41e), mediante una ciclo-condensacion con hidrazina monohidratada y
acido aceético, obteniéndose como resultado una mezcla diasteroisomérica de

compuestos cis y trans.

La mezcla diasteroisomérica de los compuesto 4la-4le, se separd por
cromatografia en columna utilizando silica gel con fase estacionaria y una mezcla de
disolventes (Hexano-Cloroformo-lsopropanol), a distintas proporciones como fase

movil.

La separacién de la mezcla diasteroisomérica (4la-41e), dio como producto
mayoritario al compuesto trans sobre el compuesto cis, con rendimientos superiores

al 29% en todos los casos.

Se caracterizaron todos los derivados obtenidos de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-
benzo[g]-indazol (4la-41e), por métodos espectroscopicos como IR, RMN'H,
RMN®C, DEPT, COSY y HETCOR.
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+ Ninguno de los compuestos seleccionados de 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-
indazol (cis-trans 41a-41e), presentd una potencial actividad antimalarica in vitro, al

ser evaluados como inhibidores in vitro de la formacion de 3-hematina (IFBH).
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8. RECOMENDACIONES

% Realizar una caracterizaciéon quimica mas a fondo, como por ejemplo difraccion de
Rayos x (RX), de los derivados 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-indazol
(cis-trans 4la-41e), para determinar la configuracion absoluta de los

diateroisbmeros obtenidos.

% Realizar pruebas biolégicas antimaléaricas a los intermediarios derivados de
(E)-2-benciliden-3,4-dihidronaftalen-1(H)-ona (40a-40e).

“ Realizar otro tipo de pruebas biolégicas como antimicrobiana y anticAncer a los

derivados 2-acil-3,3a,4,5-tetrahidro-2H-benzo[g]-indazol (cis-trans 41la-41e).
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