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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la sintesis y la evaluacién de la posible actividad
Antimaldrica y Antineoplasica de una serie de derivados 7-cloroquinolina-4-sustituidos. La
estrategia empleada para la sintesis comienza con las obtencion de los intermediarios
clave 1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)etanona (2 y 3) mediante una sustitucion
nucleofilica aromatica entre la 4,7-dicloroquinolina y la 3 y/o 4-amino acetofenona. Los
derivados (E)-1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona
(4 y 5), se sintetizaron a través de una condensacion alddlica de Claisen-Schmidt entre los
intermediarios clave y diferentes benzaldehidos sustituidos. Los derivados 7-cloro-N-(3 6
4-(4,5-dihidro-5-(fenilsustituido)-1H-pirazol-3-il)fenil)quinolin-4-amina (6 y 7) y los 1-(3 6
4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)propano-1-ona (8 y 9) se disefiaron
por modificacion molecular de la cetona a,-insaturada de los compuestos finales 4 y 5,
(metodologia cldsica de la Quimica Medicinal) para obtener dichos derivados rigidos 6y 7,
mediante la formacién de un anillo A%-pirazolina y flexibles 8 y 9, a través de su reduccion.
La sintesis de los derivados 6 y 7 se realizd mediante una reaccién de ciclo-condensacién
con hidrazina monohidratada y los derivados 8 y 9, se obtuvieron a través de una
hidrogenacion catalitica. En la evaluacion de la actividad Antimalarica in vitro se evidencio
que los derivados 4, 5, 6 y 7, mostraron actividades inhibitorias la formacion de la 3
hematina importantes (superior al 70 %), siendo los mas activos: 4l, 5g, 5¢c, 5g y 6e, 6f con
valores comparable al de la CQ. En la evaluacién Antimalarica in vivo se encontré que el
derivado 4e fue el mas activo con 26,4 dias de sobrevivencia post-infeccion (230 % de
incremento) y una parasitemia de 2,4 % (96 % de reduccion). Con respecto a los
resultados obtenidos en el efecto de estos derivados sobre la viabilidad y proliferacion de
las lineas celulares neoplasicas Jurkat E6.1, HL60, MCF-7 y A549, los compuestos 4a, 4g, 4l,
4m y 6e mostraron la mayor actividad inhibitoria del crecimiento de las células leucémicas
HL60 después de 24h de tratamiento con valores de Clso de 1,19 uM, 1,08 uM, 0,59 uM,
0,43 uM y 0,94 uM (hasta 3 y 100 veces mas activos que la doxorubicina y que la CQ,
respectivamente). En lo referente a la evaluacion de la actividad proapoptodtica en las
lineas celulares neoplasicas Jurkat E6.1, HL60, MCF-7 y A549, se evidencid que los
derivados 4, 5y 6, al igual que los controles, generaron un aumento en el porcentaje de
células positivas para la Anexina V/FITC dependiente de la dosis (apoptosis temprana y

tardia). Ninguno de estos derivados indujo el proceso de necrosis en estas células.
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ABSTRACT

The present investigation describes the synthesis and evaluation of the Antimalarial and
Antineoplastic activity possible a series of derivatives of 7-substituted-4-chloro-quinoline.
The strategy employed for the synthesis begins with preparation of the key intermediate
1-(3 or 4-(7-chloroquinolin-4-ylamino) phenyl)ethanone (2 and 3) by a nucleophilic
aromatic substitution between 4,7-dichloroquinoline and the 3 and/or 4-amino
acetophenone. The derivatives (E)-1-(3 or 4-(7-chloroquinolin-4-ylamino) phenyl)-3-
(substitutedphenyl)prop-2-en-1-one (4 and 5), were synthesized a through aldol
condensation Claisen-Schmidt among different key intermediates and substituted
benzaldehydes. The resulting 7-chloro-N-(3 or 4-(4,5-dihydro-5-(substitutedphenyl)-1H-
pyrazol-3-yl)phenyl)quinolin-4-amine (6 and 7) and 7-chloro-4-[(3 or 4-(substituted
phenyl)ethylcarbonyl)phenyllaminoquinoline (8 and 9) were designed for the molecular
modification «, P-unsaturated ketone of the final compounds 4 and 5 (classic
methodology Medicinal Chemistry) for said rigid derivatives 6 and 7, through the
formation of a A%-pyrazoline ring flexible and 8 and 9, through its reduction. The synthesis
of derivatives 6 and 7 were performed using a cycle-condensation reaction with hydrazine
monohydrate and 8 and 9 derivatives were obtained via a catalytic hydrogenation. In the
assessment of antimalarial activity in vitro was demonstrated that derivatives 4, 5, 6 and 7
showed inhibitory activities B forming the major hematin (above 70%), being more active:
41, 5g, 5c, 5g, 6e and 6f, with values comparable to that of CQ. In vivo antimalarial
evaluation found that the derivative 4e was most active with survival 26.4 days post-
infection (230 % increase) and a parasitemia of 2.4 % (96 % reduction). With regard to the
results on the effect of these derivatives on the viability and proliferation of neoplastic cell
lines Jurkat E6.1, HL60, MCF-7 and A549, compounds 4a, 4g, 4l, 4m and 6e show greater
activity growth inhibitory HL60 leukemia cells after 24 h of treatment with ICsq values of
1.19 pM, 1.08 uM, 0.59 pM, 0.43 uM and 0.94 uM (to 3 and 100 times more active than
doxorubicin and the CQ, respectively). Regarding the evaluation of pro-apoptotic activity
on neoplastic cell lines Jurkat E6.1, HL60, MCF-7 and A549, was demonstrated that
derivatives 4, 5 and 6, like the controls, an increase in generated percentage of cells
positive for Annexin V/FITC dose dependent (early and late apoptosis). None of these

derivatives induced necrosis process in these cells.
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INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, la enfermedad del suefio africana y la leishmaniasis
entre otras enfermedades causadas por protozoarios en humanos y animales contindan
teniendo un impacto devastador alrededor del mundo, sin embargo ninguna de estas
enfermedades ha tenido la enorme repercusidn sobre la civilizacién, tanto histéricamente
como en tiempos modernos como el paludismo o malaria’. Estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefialan que 3.3 millones de personas estaban en
riesgo de malaria en 2010, aunque de todas las regiones geograficas, los habitantes del
Africa subsahariana son los que tienen el mayor riesgo de adquirir malaria. En el afio 2010,
el 81% de los casos y el 91% de las muertes se produjeron en esta region, los nifios
menores de cinco afios de edad y las mujeres embarazadas fueron los mas afectados®. En
la actualidad 3200 millones de personas viven en 107 paises y territorios con riesgo de

transmisién de malaria (Figura 1)°.

Figura 1. Ciudades o areas con riesgo de transmisién de malaria 2010°.
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En contraparte a las parasitosis que tienen su gran aliado en la pobreza, el cancer
es la segunda causa de muerte en los paises desarrollados con tendencia a convertirse en
la primera, uno de los tratamientos de esta enfermedad consiste en la quimioterapia, si
bien con resultados francamente limitados, ya que el indice de curaciones es inferior al

10%".

La OMS estimd que 12.66 millones de personas fueron diagnosticadas con cancer
en todo el mundo en el afio 2008, y 7,56 millones de personas murieron a causa de la
enfermedad. Como la poblacién mundial sigue creciendo, la carga de cancer en el mundo
aumentara de forma inevitable, incluso si las tasas actuales de incidencia siguen siendo los
mismos. Las Naciones Unidas en reunién de alto nivel en septiembre de 2011 ofrecié una
gran oportunidad en la lucha mundial contra el cancer y otras enfermedades no

transmisibles (Figura 2)°.

Figura 2. Incidencia del Cancer alrededor del Mundo.
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Las enfermedades tropicales producidas por parasitos unicelulares y los diferentes
tipos de cancer que atacan a la poblacion mundial, se consideran la causa de enormes

pérdidas en vidas humanas y los elevadisimos costos econdmicos debido a su morbilidad.

1.1. MALARIA O PALUDISMO

La Malaria conjuntamente con otras enfermedades causadas por parasitos
patdgenos es hoy en dia considerada como una Enfermedad Tropical Desatendida (NTD)
por sus siglas en inglés de Neglected Tropical Diseases. Estas enfermedades no tienen una
alta visibilidad en las sociedades occidentales; su denominacidén también esta relacionada
al hecho de que ellas a menudo son desatendidas u omitidas en las agendas de salud y
presupuesto asi como de plano en las investigaciones y desarrollo a pesar de que ellas son
padecidas por un billén de personas alrededor del mundo y de lo inapropiado de los
farmacos disponibles, los cuales tienen problemas de seguridad, administracidn, costo e

incremento de la resistencia®.

1.1.1. MALARIA EN LAS AMERICAS

En el caso del continente Americano hay transmision de malaria en nueve paises
de la regidn que comparten la selva amazénica, incluyendo Venezuela, y en ocho paises de
América Central y del Caribe, los desplazamientos de poblacidn asociados a la explotacién
de minas de oro y bosques han provocado epidemias aisladas. Todos los paises afectados
recurren al rociamiento de accién residual y/o la aplicacion de larvicidas en zonas de
riesgo focalizadas, las estrategias de control de nueve paises incluyen la distribucion de
mosquiteros tratados con insecticidas. Teniendo en cuenta la resistencia demostrada a

farmacos antimaldricos ocho de los nueve paises amazdénicos han modificado
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recientemente sus politicas farmacéuticas para tratar la malaria con terapias

combinadas’.

En el caso de Venezuela, la malaria llegé a afectar un tercio de la poblacién en los
afios treinta, en 1936, se cred la Direccion Nacional de Malariologia y Saneamiento
Ambiental, el Dr. Arnoldo Gabalddn y su equipo logré con diferentes acciones erradicar la
Malaria en 460.397 Km? del territorio nacional. Actualmente la transmisién malarica en
Venezuela se localiza en tres focos que ocupan 23 % del territorio nacional: el foco
oriental representado por los estados Monagas, Sucre, Anzoategui y la parte occidental de
Delta Amacuro; el foco occidental que incluye los estados Barinas, Mérida, Portuguesa, la
parte occidental de Apure, Yaracuy, Zulia, Trujillo y Tachira, y el foco meridional
conformado por los estados Bolivar, Amazonas y parte oriental de Apure y Delta Amacuro,

este Ultimo es el que tiene el indice parasitario anual mas elevado® (Figura N 3)°.

Figura 3. Areas de riesgo de malaria: Municipios segin el indice Parasitolégico Anual (IPA),

Venezuela hasta la semana Epidemiolégica 14, afio 2010.
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1.1.2. AGENTE CAUSAL O ETIOLOGICO DE LA MALARIA

La malaria en humanos es causada por mds de cuatro especies del protozoo
intracelular Plasmodium (P.), estas cuatro especies infectantes para el hombre son: P.
falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae, ellos difieren en la distribucidon geografica,
apariencia microscopica, rasgos clinicos (periodicidad de infeccién, severidad de la
enfermedad, habilidad para causar recaidas, entre otras), y potencial para desarrollar

resistencia hacia los farmacos antimalaricos (Figura 4)%°.

Figura 4. Especies de Plasmodium infectantes para el hombre.
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El P. falciparum es el causante de la malaria terciana maligna, es el mas letal, se
encuentran concentraciones enormemente altas de este protozoo en la sangre de los
hospedadores infectados, con mas de un 65% de eritrocitos afectados. El P. vivax es el
causante de la malaria terciana por que los sintomas clinicos aparecen cada 48 horas, no
produce muchos merozoitos como el P. falciparum, pero puede retener nuevas células en
higado que son las causantes de formar los esquizontes secundarios, los cuales pueden
causar recaidas anos después. El P. malariae es el responsable de la malaria cuartana. El P.
ovale es el que causa la menos comun de los cuatro tipos de malaria y es similar al P. vivax

. / . 11
y al P. malariae y la mas benigna.
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Estos protozoos pasan la mitad de su ciclo de vida en mosquitos Anopheles hembras
y la otra mitad en el hospedador humano, donde sufren varios cambios morfolégicos, la
velocidad con que ocurren estos cambios varia de acuerdo a la especie infectante. El
paciente generalmente no tiene sintomas adversos hasta la ruptura de los eritrocitos
(aproximadamente 1,5 a 2 semanas después de la picada inicial) mediante lo cual se
liberan residuos antigénicos celulares y desechos del protozoario, ocasionando:
1. Ataques recurrentes de nduseas, vomitos, resfriado severo, delirio y fiebre alta (38-40
2C), cada 3 o 4 dias. 2. Anemia severa y trombocitopenia por hemdlisis de los eritrocitos
dependiendo del nimero de merozoitos producidos. 3. Ictericia por el exceso de

bilirrubina producida™®.

CicLO EVOLUTIVO DEL PLASMODIUM

El ciclo de vida del pardsito de la malaria comprende la reproduccién esquizogénica
o asexuada en el hombre y la reproduccidon esporogénica o sexuada en el mosquito.
Cuando un mosquito Anopheles hembra se alimenta de sangre, inocula esporozoitos en el
hospedador humano®. Los esporozoitos infectan las células del higado 2] y maduran en
esquizontes €, que se rompen vy liberan merozoitos @, es de hacer notar que, en P. vivax
y P. ovale puede persistir un estadio dominante en el higado (hipnozoito) y causa recaidas
por invasién semanal de la sangre circulante, o incluso afios después. Seguido de esta
replicacion inicial en el higado (esquizogonia exo-eritrocitica El), el pardsito sufre una
multiplicacién asexual en los eritrocitos (esquizogonia eritrocitica [=I). Los merozoitos
infectan las células rojas de la sangre %. El estadio de trofozoito circular madura en
esquizontes, el cual se rompe y libera los merozoitos ‘. Algunos parasitos se diferencian
en estadios eritrociticos sexuales (gametocitos) “#. Los estadios del parasito sanguineo

son los responsables de las manifestaciones clinicas de la enfermedad™.

Los gametocitos, machos (microgametocitos) y hembras (macrogametocitos), son
ingeridos por un mosquito Anopheles durante su alimentacion con sangre 0. La
multiplicacién de los parasitos en el mosquito se conoce como ciclo esporogonico C}

31

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Mientras que en el estdmago del mosquito, los microgametos penetran los macrogametos
generando cigotos . Los cigotos se transforman en moviles y alargados (oocinetos) @
invaden las paredes del intestino medio del mosquito donde ellos se convierten en
oocistos ‘®. Los oocistos crecen, se rompen, y liberan esporozoitos ‘CE*, gue emigran hacia
las glandulas salivales del mosquito. La inoculacién de esporozoitos en nuevos

hospedadores humanos perpetua el ciclo de vida de la malaria 1] (Figura 5)%2,

Figura 5. Ciclo evolutivo del Plasmodium.

ﬁ = Etapalnfectiva
A = EtapaDiagnéstica Etapa en Higado Humano

Célula hepética ,'-_H
‘ - L

. Célula hepatica
infectada

2]

Etapa en el Mosquito

Rupturade £ gl -
i ] '.,_@ Ooquistes 'ﬂﬁ -
#= 3 -\ Mosquito toma sangre
TS Liberacio (inocula esporozoitos) Ciclo Exo-Eritrocitico
f11] Ooquiste = Liberacion de
nEsporozoitos

B Ruptura por Esquizontes D9
- 'i-. L .
,:#‘. s » Esquizontes
" L
'EI'I:"I"&'{"
. - n'u - H
-
L
Ciclo Esporogénico 1 Etapa en Sangre Humana
F Trofozoito
ﬁ inmaduro

Macrogametocitos (ingiere gametocitos)

(5]
@lOoquineto ﬂ ' . (estado cicular)
Mosquito toma sangre ( ’

h a Ciclo Eritrocitico Trofozoitgy
maduro

Microgameto entrando ~ * - ";I - L]
maacrogameto ) L= a -“Il-"l @
Fg ] P. falciparum 'j !. -
dgae
Microgametocito g ’7 Ruptura por\ Faltd
exfiagelado n A o Esquizontes [} '.:'E L ﬁ E
- squizonte
g m Gametocitos ﬂ n / [7]

- .
-
P. vivax ol Gametocitos
P.ovale .o
P. malariae

32

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

BlIOQUIMICA DEL PLASMODIUM

Los organismos para crecer y reproducirse requieren altos niveles de
macromoléculas y otras sustancias bioquimicas para el mantenimiento de su estructura y
funciéon celular, el pardsito de la malaria, como todo organismo no se escapa de este
hecho, el debe adquirir nutrientes del medio ambiente y convertirlos en otras moléculas o
de energia (catabolismo), estas moléculas y la energia las utiliza para mantener su

homeostasis y para su crecimiento reproduccion (anabolismo).

El pardsito de la malaria requiere de aminodcidos para la sintesis de sus
proteinas, la fuente principal de éstos es la hemoglobina (Hb) presente en los eritrocitos
del hospedador, a medida que él madura dentro del eritrocito invadido, digiere una gran
cantidad de Hb dentro de su vacuola. Dicha degradacidn se inicia con la proteasa aspartica
| y continua con la proteasa aspartica Il originando el grupo hemo o ferriprotoporfirina IX
(FPIX) y la proteina globina. La globina rapidamente es degradada por la proteasa
cisteinica (falcipaina) en péptidos pequefios y aminodacidos®®. El P. es incapaz de seguir
degradando el hemo libre, éste compuesto no degradado es téxico para él, por lo cual ha
desarrollado un mecanismo para su detoxificacidn que consiste en la polimerizacion del
hemo libre para originar un dimero conocido como 3-hematina, el cual que se biocristaliza
o biopolimeriza formando una sustancia insoluble conocida con el nombre de hemozoina

o pigmento maldrico™ (Figura 6).

Figura 6. Estructura de Hemo, 3-Hematina y Hemozoina.

B-Hematina Hemozoina
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Si el parasito no elimina el grupo hemo (Fe*) liberado, su concentracién en la
vacuola alimentaria seria en el orden de 300 a 500 mM, lo cual resultaria muy téxico, ya
gue puede generar especies reactivas de oxigeno e inducir el estrés oxidativo que conduce
a su muerte. De igual manera el hemo (Fe™) libre es una molécula lipofilica que puede
intercalarse facilmente en la membrana del parasito, causar cambios en su permeabilidad,
en la organizacién de sus lipidos e inducir la peroxidacion de los mismos, promover la lisis

celular y finalmente la muerte del parasito (Figura 7)".

Figura 7. Posibles mecanismos de toxicidad del Hemo libre (Fe**) en el Plasmodium.
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El ciclo de vida Unico y el microambiente resultante de esta parasitosis ha llevado
a la evolucion de las rutas metabdlicas que difieren de las del hospedador humano, por
consiguiente la explotacidon de estas vias exclusivas y las enzimas proporcionan blancos

terapéuticos utiles para el disefio de estrategias.
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1.1.3. QUIMIOTERAPIA ANTIMALARICA

El uso de farmacos antimalaricos se remonta a los comienzos de los afios 1600,
cuando gracias a las observaciones de los primeros misioneros jesuitas espafnoles, se
descubrié que las infusiones en agua de la corteza de un arbol de montafia llamado
quinquina, denominado después Cinchona por Francisco Henriquez de Rivera (1576-1639)
era efectiva para el tratamiento de la “terciana aguda”, un estado febril muy comun en el
trépico de Sudamérica y América Central, el primer reporte de su uso en Sudamérica fue
en 1630 y en Europa en 1639, asi comienza la primera era de la quimioterapia de la

malaria, esto fue listado en la Farmacopea Inglesa de 1677%°.

A finales de los afios 1800 la industria alemana de colorantes produjo cientos de
estos nuevos compuestos, Erlich, quien fue considerado como el fundador de la Quimica
Medicinal moderna, la Quimioterapia y la Farmacologia Molecular, fue el primero que
trabajo sobre las propiedades bioldgicas de estos colorantes sobre las células sanguineas,
demostrando el tefiido especifico de ciertas partes de los leucocitos, lo que es la base de
la hematologia moderna, microorganismos patdégenos pueden también ser tenidos
especificamente, y en algunos casos eliminados sin dafar al hospedador. El equipo
investigador del laboratorio de Erlich se enfocd primero en el protozoario de la malaria
utilizando Azul de Metileno y colorantes relacionados, de esta manera se originé el primer
antimaldrico sintético, Rojo de Tripan, el cual no tuvo la potencia necesaria para ser

efectivo en la cura de humanos (Figura 8)Y.

Siguiendo en este mismo camino de desarrollo de farmacos antimalaricos, las
necesidades de la guerra proporcionaron un gran estimulo, durante 1941 a 1946 en los
Estados Unidos, Australia e Inglaterra, se sintetizaron y se evaluaron como posibles
agentes antimalaricos mas de 15.000 compuestos; esta actividad se incrementd durante
la guerra de Vietnam, especialmente por la aparicién del problema de la resistencia a los

farmacos antimalaricos utilizados comdnmente®.
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Figura 8. Estructura de los colorantes utilizados como antimalaricos.
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CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTIMALARICOS
Los farmacos antimalaricos se clasifican de acuerdo al estado del parasito que ellos

afectan y la indicacién clinica para su uso, algunos presentan mas de un tipo de actividad:

1. Farmacos usados en la profilaxis causal: Estos agentes actlan sobre las formas

tisulares primarias del P., dentro del higado, que en término de un mes o menos inician la
etapa eritrocitica, de este modo evitan la invasién de los glébulos rojos y la transmisiéon

persistente de la infeccion.

2.  Farmacos usados en la prevencién de las recaidas: Estos compuestos actlan sobre

las formas histicas latentes del P. vivax y del P. ovale que permanecen remanentes

después que las formas hepaticas primarias han sido liberadas en la circulacién. Estas
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formas tisulares latentes eventualmente maduran, migran a la circulacion y producen

ataques maldricos, reapareciendo la malaria, meses o afos después de la infeccidn inicial.

3. Esquizonticidas Sanguineos o Hematicos: Estos farmacos actuan en las etapas

eritrociticas asexuales de los parasitos de la malaria para interrumpir la esquizogonia
eritrocitica, también pueden producir cura supresiva debido a la eliminacion completa de

los parasitos del organismo.

4. Gametocidas: Estos compuestos actian contra las formas eritrociticas sexuales del

parasito evitando la transmisidn de la malaria a los mosquitos.

5. Esporonticidas: Estos compuestos anulan la transmision de la malaria al inhibir la
formacién de oocitos y esporozoitos en mosquitos infectados, en la actualidad no se

conocen farmacos de este tipo™®.

FARMACOS DISPONIBLES PARA EL TRATAMIENTO DE LA MALARIA
En la actualidad hay solamente un limitado numero de farmacos que son utilizados

para tratar y prevenir la malaria, entre los mas importantes se encuentran:

1. Alcaloides de la Quina: Los espaiioles encontraron en el siglo XVII que los nativos

de Sur América, usaban la corteza de la Cinchona pulverizada para el tratamiento de la
fiebre y llevaron estas cortezas para Europa. Los alcaloides de la Quinina fueron aislados
de la corteza en 1820 por Caventou y Pelletieri y su estructura fue determinada alrededor
de un siglo después (1949). La quinina es el principal alcaloide obtenido de la corteza del
arbol de la Cinchona (Cinchona officinalis y otros hibridos), es un compuesto levorotatorio,
su diateroisdmero dextro rotatorio Quinidina, obtenido de la misma corteza se usa
principalmente como antiarritmico cardiaco. Los arboles de Cinchona son cultivados en la

isla de Java, Indonesia, tienen un alto contenido de alcaloides en su corteza, 7-10%,
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alrededor de las dos terceras partes de este total es Quinina. La estructura de la Quinina
tiene dos “componentes”: la porcién quinolina, la cual estd unida en su posicién 4’ a la

posicion 8 del anillo de la quinuclidina por un puente metanol (Figura 9)*°.

Figura 9. Estructura de la Quinina.
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La estereoquimica de la quinina (-) 8S:9R, difiere de la quinidina (+) 8R:9S; los
centros quirales C-4 y C-3 son los mismos. Por consiguiente los dos compuestos son
diasteroisdmeros no enantidmeros. El epimero C-9, solo el OH invertido, de ambos
compuestos es inactivo. Los dos nitrégenos generan diferencias marcadas en la basicidad:
pKa del nitrégeno aromatico (quinolina) = 4,6 y pKa del nitrégeno alifatico terciario
(quinuclidina) = 8,8. El OH del C-9 parece ser indispensable para la actividad la oxidacién o
esterificacion disminuye considerablemente la actividad del farmaco™. La quinina ha sido
usada recientemente en el tratamiento de la malaria causada por P. falciparum resistente

a cloroquina y se considera el farmaco de eleccidn contra esta cepazo.

2. Derivados de la 8-Aminoquinolina: La débil actividad contra el P. del azul de

metileno, primero descubierto por Erlich en 1891, fue después explorado para desarrollar
los antimaldricos 8-aminoquinolina, las investigaciones realizadas arrojaron como
resultados que reemplazando un grupo metilo del azul de metileno por la funcién

dialquilaminoalquil se intensificaba la actividad. Introduciendo tales grupos en el anillo de
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la quinolina, particularmente aminoquinolina, originaron compuestos mas activos;
después de varias sustituciones dialquilaminoalquil 8-aminoquinolinas se obtuvo un
compuesto mds activo, la pamaquina, introducida en 1926. Después, mediante
modificaciones estructurales se produce el derivado aminoalquil primario sin sustituir,
primaquina, el cual tuvo una mayor actividad y una toxicidad considerablemente menor

(Figura 10)%.

Figura 10. Derivados de la 8-Aminoquinolina y su activacién metabdlica.
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Experimentos realizados muestran que estos derivados son activos solamente in
vivo, pero no in vitro y que los niveles plasmaticos no necesariamente se relacionan con
los valores terapéuticos, debido a esto quedd establecido que estos compuestos, cuando
son administrados, actlan como pro-farmacos; se determind que los metabolitos O-
demetilado-6-hidroxi y el hidroxilado adicional 5, 6-dihidroxi, se producian probablemente
via un equilibrio con estructuras tipo quinonas y constituyen las especies bioactivas, esto

. . . . . 1
fue confirmado ya que estos metabolitos resultaron activos in vitro™.
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Estos compuestos en contraste con otros antimaldricos, actuan en las etapas
tisulares (exoeritrocitico) del P. vivax y P. ovale para prevenir y curar la malaria recidiva.
En la actualidad solo se usa la primaquina, la cual fue ensayada extensivamente durante la
guerra Corea, desafortunadamente la terapia con este farmaco causa hemdlisis debida a

la deficiencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa®®.

3. Derivados de la 9-Aminoacridina: Esta es otra clase quimica que jugd un papel

importante en el desarrollo de los antimalaricos sintéticos, estos compuestos eran
conocidos por su actividad antibacteriana, mientras que la quinacrina, sintetizada en 1934

si presento actividad Antimaldrica (Figura 11)*.

Figura 11. Estructura de la Quinacrina.
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La quinacrina fue ampliamente usada a principios de 1940, su sal diclorhidrato es
un polvo cristalino amargo de color amarillo, las soluciones de esta sal diclorhidrato no
son estables y no deben ser guardadas, ella imparte un color amarillo temporal a la orina 'y
a la piel que no debe confundirse con ictericia, entre los efectos tdxicos que produce se
encuentra a nivel del sistema nervioso central tales como dolores de cabeza, convulsiones
tipo epilépticas y psicosis momentaneas que pueden estar acompafiadas de nauseas y
vomitos, también pueden ocurrir alteraciones hematopoyéticas tales como anemia

aplasica. Estos derivados actian como esquizonticidas eritrociticos en todas las clases de
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malaria humana, ha mostrado también efectividad como gametocida en infecciones

causadas por P. vivaxy P. malariae™.

4. Derivados de la_4-Aminoquinolina: Estos compuestos son estructuralmente

similares a la mitad derecha de la quinacrina, a diferencia de las 8-aminoquinolinas,
pamaquina y primaquina, que retienen el ndcleo metoxiquinolina de la quinina. Entre esta
clase los cuatro compuestos que se pueden considerar principales son: cloroquina (CQ),
hidroxicloroquina, amodiaquina vy tebuquinalg. Estos compuestos no solo presentan
similaridad estructural con la quinina y la quinacrina sino que también actuan mediante el
mismo mecanismo de accién®®. Ellos se administran por via oral en forma de tabletas
como sales de las aminas, si se presentan nauseas o vémitos después de la administracién

oral, se pueden administrar por via parenteral®.

La CQ es indudablemente el mejor fdrmaco derivado de la 4-aminoquinolina que
resultdé de la intensa busqueda llevada a cabo como parte del extensivo programa
cooperativo de investigacion en antimaldricos llevada a cabo en Estados Unidos durante la
segunda guerra mundial a comienzos de 1943. Las formas d, | y dI de la cloroquina tienen
igual potencia en la malaria, pero el isémero d es menos tdxico en los mamiferos que el
isdmero /, el atomo de cloro unido a la posicion 7 de la quinolina le confiere una gran

actividad antimalarica®®.

La hidroxicloroquina es el derivado de la CQ en el cual uno de los sustituyentes
N-etilo se ha p-hidroxilado, es bdsicamente equivalente a ella. El sulfato de
hidroxicloroquina es un polvo cristalino blanco, inodoro pero amargo, es esencialmente
usado como antimalarico, pero ha tenido mas éxito que la CQ en el tratamiento y control
de enfermedades del colageno porque es menos tdxica a nivel ocular que ésta. La
amodiaquina es otro congénere de la CQ, bajo la forma de clorhidrato es un polvo

cristalino, amarrillo, inodoro y amargo, es un antimalarico econdmicamente importante
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debido a que su sintesis es mas econdmica que la de la CQ y es de tres a cuatro veces mas

activa que la quinina, es altamente Util infecciones causadas por P. vivax (Figura 12)*.

Figura 12. Derivados de la 4-Aminoquinolina
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5. Sulfonamidas y Sulfonas: Otros compuestos con actividad antimaldrica son

derivados de la sulfonamida y de la sulfona, su actividad antimaldrica fue reportada en
1937. Después del descubrimiento del prontosil, un profarmaco de la sulfanilamida, se
investigaron muchos otros compuestos como antibacterianos y antimalaricos debido a su
analogia estructural con el acido para amino benzoico, substrato natural de la enzima
dihidropteroato sintetetasa, entre los derivados sulfonamidicos que han sido utilizados

clinicamente como antimalaricos se encuentran la sulfadiazina y la sulfadoxina. La utilidad
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antimaldrica de las sulfonas se remonta a la década de los cuarenta, época en la que la 4,
4’-diaminodifenilsulfona, dapsona, mostrd ser activa contra varias especies de P.
causantes de la malaria, sin embargo, fue considerado un farmaco inferior hasta que se
descubri6 que era efectivo como agente quimioprofildctico contra las infecciones

causadas por P. falciparum CQ resistente en el sureste de Asia (Figura 13)*°

Figura 13. Estructura de las Sulfonamidas y las Sulfonas utilizadas como antimalaricas.
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6. Diaminopirimidinas: Estos compuestos fueron objetos de un intenso estudio

después de la observacion hecha en la década de los 40 que algunas 2,4-
diaminopirimidinas eran capaces de interferir con la utilizacion del acido fdlico por el
Lactobacillus casei. Seguidamente, se prepararon un gran numero de 2,4-diamino-5-
fenilpirimidinas y se evalud su actividad, la maxima actividad se observé cuando hay un
grupo dador de electrones en la posicidn 6 del anillo de la pirimidina y cuando un atomo

de cloro esta presente en la posicidn para del anillo fenilo, la actividad disminuye si entre
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los dos anillos se encuentra un dtomo de oxigeno o carbono. El compuesto mas usado es

la pirimetamina, desarrollada en la década de los 50 (Figura 14).

Figura 14. Estructura de la Pirimetamina.
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La pirimetamina es un esquizonticida eritrocitico efectivo contra todas las malarias
humanas, también actla como esquizonticida exoeritrocitico primario contra la mayoria
de las infecciones. Se absorbe en del tractogastrointestinal lenta y completamente, se
excreta lentamente a traves de la orina, principalmente la forma metabolizada. Una dosis
Unica semanal de 25 mg es suficiente para la supresién del parasito, es poco tdxica
relativamente, pero una sobredosis puede originar disminucién del crecimiento celular

por inhibicién de la actividad del acido félico™.

7. Biguanidas y Dihidrotriazinas: Las biguanidas son compuestos que aunque

presentan alguna actividd antimalarica ellas son en gran parte profarmacos y sus
metabolitos activos las dihidrotriazinas. Se han sintetizado numerosos agentes biguanidas
y dihidrotriazinas antimalaricas, se han encontrado datos utiles de la relacién estructura-
actividad de estos compuestos, la sustitucion de un halégeno en la posicidn para del anillo
del fenil, incrementa significativamente la actividad. Las biguanidas se absoben
rapidamente en el tracto gastrointestinal, pero mas rapidamente que la CQ o la quinina,

ellas se concentran en el higado, pulmén, bazo y rifiones, pero no atraviesan la barrera
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hematoencefdlica, de la cantidad presente en plasma, el 75% se une a proteinas, son
metabolizadas y eliminadas rapidamente del organismo, por lo que requieren una

frecuente administracion a los pacientes™.

El principal representante de esta clase de compuestos es el proguanil o
cloroguanil, fue descubierto en 1945 como un producto de las investigaciones en
farmacos antimalaricos realizada por la British. La actividad antimaldrica del proguanil fue
atribuida al cicloguanil (Figura 15), un metabolito activo ciclico tipo triazina que mostro ser

inhibidor bifuncional selectivo de la dihidrofolatoreductasa-Tmidilato sintetaza del P.*%.

Figura 15. Bioactivacion del Proguanil (Cloroguanil).
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8. Derivados 4-Quinolinilmetanoles: Estos son considerados derivados “simplificados”

de la quinina donde el anillo de la quinuclidina fue reemplazado por una piperidinalg. De
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los muchos derivados 4-quinolinilmetanoles ensayados basados en su similitud estructural
con la quinina, la mefloquina es uno de los productos del Programa de Investigacion en
Malaria establecido en 1963 para el desarrollo de nuevos compuestos promisorios para
combatir cepas emergentes de P. falciparum resistentes a los farmacos utilizados™. La
mefloquina fue sintetizada con la intencion de bloquear el sitio de metabolismo de la
quinina colocandole en posicion 2 de la quinolina el grupo trifluorometilo que es
quimicamente estable®”. La mefloquina fue aprobada por la Food and Drug Administration
(FDA) en 1989, ahora es recomendada para uso oral exclusivamente para la profilaxis y
tratamiento de la malaria causada por P. falciparum resistente a CQ o resistente a

multiples farmacos (Figura 16)2.

Figura 16. Estructura de la Mefloquina (mezcla racémica).

9. Artemisinina y andlogos: Esta serie de derivados son los farmacos antimalaricos

mas nuevos Yy estructuralmente Unicos comparados con los compuestos de uso
. 10 ... . .. .
corriente™". El compuesto modelo, artemisinina, una lactona sesquiterpénica que contiene
un puente perdxido, obtenida de la hierba ging hao (Artemisia annua), también llamada
ajenjo dulce. La medicina herbal China reconocié el valor medicinal de esta planta desde
hace mas de 2000 afios, pero fue en el afio 1972 cuando cientificos chinos extrajeron y

cristalizaron el mayor ingrediente antimalarico y lo llamaron ginghaosu. Se sintetizaron
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tres derivados con una potencia antimaldrica mayor que la artemisinina, que son: la
dihidroartemisinina, que es un producto reducido, el artemeter, que es el éster metilico
liposoluble y el artesunato, que es la sal hemisuccinato de la dihidroartemisinina, soluble

en agua (Figura 17)*%.

Figura 17. Artemisinina y compuestos derivados.
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Estos farmacos actuan rapidamente, son efectivos y seguros para el tratamiento de
pacientes con infecciones causadas por P. vivax y P. falciparum. Dichos endoperéxidos
antimaldricos, especialmente cuando son usados conjuntamente con un esquizonticida
sanguineo de larga duracidn, tal como la mefloquina, representan el mayor avance para el

. . . er s 1
tratamiento de la malaria severa resistente a multifarmacos®®. La estructura clave
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caracteristica para la actividad antimalarica, parece ser el “trioxano” constituido por el

endoperéxido y el oxigeno doxepin®®.

10. Derivados Policiclicos: Tres farmacos antimalaricos tienen en comun que contienen
sistemas de anillos policiclicos, como lo son: el antibidtico tipo tetraciclina, doxiciclina, un
nuevo farmaco indicado para la malaria la halofantrina, el analogo estructural de la

halfantina, la lumefantina y la atovaquona (Figura 18)™.

Figura 18. Estructura de los Antimalaricos policiclicos.
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La doxiciclina es un antibidético empleado como antibacteriano que inhibe la

sintesis de proteinas del patégeno mediante inhibicion reversible de la subunidad 30S
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ribosomal, las subunidades ribosomal de las bacterias y de los protozoos difieren
significativamente de la de los mamiferos, este grupo de antibiéticos no se unen a los
ribosomas de los mamiferos y de esta manera muestra una buena toxicidad selectiva. A
pesar de que la doxiciclina es un buen antibacteriano, su uso en malaria esta limitado a la
profilaxis contra cepas de P. falciparum resistente a CQ y a sulfadoxina-pirimetamina, este
tratamiento no debe exceder mds de cuatro meses, debido a que las tetraciclinas quelan
el calcio e interfieren en el desarrollo de los dientes permanentes de los nifios, también
son fotosensibilizantes deberia tenerse precauciéon en administrala en zonas endémicas de
malaria donde haga mucho sol™®.

La halofantrina difiere estructuralmente de otros antimalaricos, es un fenantreno
metanol y es un buen ejemplo de del disefio de farmacos que incorpora la sustitucién
bioisostérica, como es evidenciado en el grupo trifluorometil, es un esquizonticida y no
tiene efecto sobre los esporozoitos, gametocitos o estados hepaticos. La lumefantrina es
un analogo estructural de la halofantrina es un aril alcohol racémico sintetizado en la
década de los setenta por la Academia Médica de Ciencias Militares en Beijing China, es
un inhibidor de la formacién de la hemozoina®™. La atovaquona se desarrollé basandose
en la actividad antiprotozoaria de ciertas naftoquinonas, los estudios clinicos mostraron
gue produce una buena respuesta y altas velocidades de liberacién en pacientes con

malaria no complicada causada por P. falciparumlg.

COMBINACIONES TERAPEUTICAS DE FARMACOS ANTIMALARICOS

El principio de la combinacidon terapéutica se basa en el potencial sinérgico o
aditivo de dos o mas medicamentos para aumentar la eficacia y ademas retrasar la
aparicién de resistencia a los distintos componentes de la combinacion. La combinacién
terapéutica de farmacos antimaldricos consiste en el uso de dos o mas farmacos
esquizonticidas sanguineos con modalidades de accidon independiente y diferentes dianas

bioguimicas en el parasito. Del mismo modo, ciertos farmacos que reunen los criterios de
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las combinaciones sinérgicas de dosis fija se consideran, desde el punto de vista
operacional, productos Unicos en el sentido de que ninguno de sus componentes se
administraria por si solo para la terapia Antimalarica, ejemplo de ello es la combinacién
Sulfadoxina-Pirimetamina. En la actualidad las combinaciones terapéuticas de farmacos
antimaldricos se dividen en: Combinaciones no basadas en la artemisinina, como CQ mas
sulfadoxina-pirimetamina, amodiaquina mas sulfadoxina-pirimetamina, atovaquona-
proguanil, mefloquina mas sulfadoxina-pirimetamina y quinina mads tetraclicna o
doxiciclina. Las combinaciones basadas en la artemisinina; entre las que se encuentran
artesunato mas CQ, artesunato mas sulfadoxina-pirimetamina, artesunato mas

mefloquina y arteméter mas lumefantrina?.

1.1.4. RESISTENCIA A LOS FARMACOS ANTIMALARICOS

La resistencia a los farmacos antimalaricos ha sido definida como la habilidad de
una cepa del pardsito para sobrevivir y/o multiplicarse a pesar de la administracién vy
absorcién de un farmaco dado en dosis igual o mas alta que aquella recomendada
usualmente pero entre lo tolerado por el sujeto. Esta definicidon fue después modificada
para especificar que el farmaco en cuestién deberia tener acceso al parasito o al glébulo
rojo infectado para la duracién del tiempo necesario para su accién normal®.

El establecimiento de la resistencia requiere la demostracién de la parasitemia de
la malaria en un paciente que haya recibido una dosis de tratamiento cumplido de un
farmaco antimaldrico y la demostracién simultdnea de concentraciones del farmaco y del
metabolito en sangre mediante los métodos establecidos en laboratorio o tests in vitro. En
la practica, esto es raramente hecho con estudios in vivo. Los estudios in vivo de fdrmacos
para los cuales la resistencia es bien conocida, como la CQ, infrecuentemente incluye la

confirmacién de la absorcién del farmaco y su metabolismo, es considerado suficiente la
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demostracion de la persistencia de los parasitos en pacientes que reciben una terapia

observada directamente®.

MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMALARICA

En general, la resistencia parece ocurrir a través de mutaciones espontdneas que
confieren una sensibilidad reducida a un farmaco o a una clase de farmacos dado, para
algunos farmacos, se requiere solamente un punto Unico de mutacidon para conferir
resistencia, mientras que para otros, parece ser requerido multiples mutaciones. Las
mutaciones presentes no son perjudiciales para la supervivencia o reproduccién de los
parasitos, la exposicién a los farmacos puede remover los parasitos susceptibles mientras
que los resistentes sobrevivirdn. Se ha encontrado que un aislado de malaria Unico puede
ser originado de una poblacién heterogénea de pardsitos que puede tener una amplia
variedad de respuestas caracteristicas a los fdrmacos, desde una alta resistencia a una
sensibilidad completa. Similarmente, en un area geografica, las infecciones maldricas han

demostrado un amplio rango de susceptibilidad®.

ALCANCE DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIMALARICOS

La resistencia a los farmacos antimaldricos se ha descrito para dos de las cuatro
especies de parasito de la malaria, P. falciparum y P. vivax. El P. falciparum ha desarrollado
resistencia hacia los principales farmacos antimaldricos de uso corriente, sin embargo, la
distribucién geografica de la resistencia a un Unico farmaco antimalarico varia
considerablemente (Tabla 1). La infeccién por P. vivax reportada en algunas areas ha

mostrado ser resistente a CQ y/o primaquinaz‘r"26

. En lineas generales se reportan menor
numero de casos de malaria producida por P. falciparum resistente a CQ que de malaria
trasmitida por el P. falciparum sensible, excepto en las areas malaricas de América

2
Central®’.
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Tabla 1. Distribucién Mundial de la Malaria causada por P. falciparum resistente a fdrmacos.

Region Resistencia Reportada1 Comentarios

cQ SP MQ Otros

América Central (México, No No No Nor Oeste del canal de Panama solamente

Belice, Guatemala,

Honduras, El Salvador,

Nicaragua, Costa Ricay

NO Panama)

Caribe (Haiti y Republica No No No

Dominicana solamente)

América del Sur (SE Si Si Si QN Aungque se reporta resistencia a MQy QN

Panam3, Colombia, ocurre poco frecuentemente

Venezuela, Ecuador,

Peru, Brazil, Bolivia)

Oeste Africa Si Si Si La incidencia de la resistencia en CQ es
variable, pero muy comun en la mayoria de las
areas

Este Africa Si Si No La incidencia de la resistencia en SP es
altamente variable, con algunos reportes de
incidencia altamente focalizada, pero
generalmente poco comun

Sur Africa Si Si No La resistencia a SP, aunque es reportada, se
considera poco comun

India Si No No

Sur-Este Asia y Oceania Si Si Si HAL Las dreas que bordean Tailandia, Camboia y

QN Myanmar estan en alto riesgo para infecciones
resistentes a multiples farmacos. En otras
areas la incidencia de resistencia a SP y MQ es
alarmante variable y ausente en muchas areas

Este Asia (China) Si Si ? La resistencia es el mas grande problema en el

Sur de China

1 . . / . . .f:
Los reportes de resistencia para un agente dado que ocurren en un area no necesariamente significa que la

ocurrencia es lo suficientemente frecuente para pasar a ser un riesgo significante de salud publica.

CQ = Cloroquina
MQ = Mefloquina

QN = Quinina

SP = Sulfadoxina-Pirimetamina

HAL = Halofantrina
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1.1.5. DERIVADOS DE LA 4-AMINOQUINOLINA

El fragmento estructural o plantilla 4-aminoquinolina estd presente en una gran
variedad de compuestos naturales y sintéticos farmacolégicamente activos, dichos
compuestos histéricamente constituyen la cantidad mas importante de farmacos
antimaldricos alguna vez usados, siendo el fdrmaco mas conocido de este tipo la CQ, a lo
largo del siglo XX, proporciond una esperanza bien fundamentada de erradicaciéon de la
malaria®®. A la gran variedad de actividades bioldgicas que presentan los compuestos con
esta plantilla como antibacterianos, antineopldsicos, amebicidas y antiinflamatorios entre
otros, recientemente se ha reportado que farmacos antimalaricos conocidos tales como
quinina, CQ, mefloquina, primaquina y amodiaquina exhiben una excelente actividad

contra el Mycobacterium tuberculosis®® *°.

CLOROQUINA: EL ANTIMALARICO MAS IMPORTANTE

La CQ se sintetizd en 1934 pero solo se indicé su uso hasta 1946 por ser
considerada inicialmente, toxica, desde entonces se convirtio en el antimaldrico mas
importante y efectivo, de tal forma que se utilizé desmesuradamente en un esfuerzo para
erradicar la malaria del planeta, llegando inclusive a suministrarse a la poblacién en la sal
de cocina, poco después de que se iniciara esto se presentaron los primeros casos de
resistencia al fdrmaco. Desde los afios 40 se han sintetizado analogos de la CQ con miras a
mejorar la actividad antimalarica, con tal motivo se han elaborado innumerable
bibliotecas de compuestos que han servido para enriquecer los factores que afectan la

actividad bioldgica de los compuestos.

A pesar de que la Quinina y otros derivados de la quinolina han sido usados en la

terapia antimaldrica especifica por mas de 300 afios, se ha dificultado el establecimiento
. . ., 32 . .

del mecanismo preciso de su accién®’. Ciertamente la CQ es activa solo en las etapas

eritrociticas del P. cuando esta degradando activamente a la Hb, este farmaco se acumula
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en altas concentraciones dentro de la vacuola acida del pardsito, debido a como ella es
una base diprdotica débil, en su forma neutra puede atravesar la membrana de los

eritrocitos invadidos y moverse con el gradiente de pH (Figura 19)*.

Figura 19. Acumulacién de la CQ en el parasito por una “trampa de iones”.
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Al ser el grupo hemo libre capaz de coordinar con los nucleos presentes en las
bases nitrogenadas, pirimidinas y purinas, también puede formar complejos con las 4-
aminoquinolinas impidiendo que el parasito lo polimerice para su detoxificacién, de hecho
la afinidad del parasito por la CQ es similar a la afinidad de la CQ por el grupo hemo, esta
hipdtesis se fortalecié al comprobarse que el complejo CQ-grupo hemo es mas téxico para

el P. que el grupo hemo libre**.

También se ha postulado que la interrupcidon de la polimerizacion del hemo
inducida por CQ es el resultado tanto de la unién de este farmaco al grupo hemo con
secuestro del sustrato, como de la interaccion directa de ella con una proteina en la

polimerizaciéon, de tal modo que la CQ y sus congéneres se unen al grupo hemo de una
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manera no covalente y se ha observado por RMN que es mediante la interaccién n-r del

ntcleo de la quinolina con la porcién porfirina®.

Entre las evidencias reportadas desde hace tiempo atras que indican que la CQ,
actia por inhibicion de la polimerizacion del grupo hemo que es liberado en la
degradacion de la hemoglobina, se encuentran: Las quinolinas bloquean la polimerizacion
de hemo mM en hemozoina in vitro bajo condiciones fisioldgicas aproximadas mediadas
por lisados de trofozoito. La inhibicidn de estas quinolinas en estadio-especificos del
pardsito activa la degradacién de la hemoglobina y produce hemozoina. El primer efecto
morfolégico del tratamiento con estos farmacos es el aumento del tamafio de la vacuola
digestiva. La CQ y sus congéneres se acumulan en concentraciones cercanas a la mM en la
vacuola digestiva del P. falciparum en comparacion con el plasma que tiene

concentraciones en el orden nM>*.

Resistencia a la CQ: El mecanismo bioquimico de resistencia del P. falciparum a la CQ, se

cree que esta relacionada con un incremento en la capacidad del pardsito para expelerla a
una velocidad que no le permite a la CQ alcanzar los niveles requeridos para la inhibicién
de la polimerizacion del hemo®. Este eflujo de CQ ocurre a una velocidad de 40 a 50 veces
mas rapido entre los parasitos resistentes que entre los parasitos sensibles, ademas entre
la evidencia que soporta este mecanismo se encuentra el hecho de que la resistencia a la
Cloroquina puede ser reversada por farmacos que interfieren con este sistema de eflujo’®.
Muy recientemente se reportd que existe una fuerte evidencia que los niveles modulan la
respuesta a la CQ en la malaria de ratones causada por especie P. berghei, pero aun no se
ha establecido firmemente el papel del ciclo redox en la contribucidn en el grado de

resistencia a la CQ en las especies infecciosas al humano®.

Relacién Estructura Quimica-Actividad Bioldgica: Buscando los componentes estructurales

necesarios para conseguir nuevos agentes antimalaricos que mantenga su actividad,
superen los problemas de resistencia y presenten una baja toxicidad, se ha encontrado lo
siguiente:
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1. El nucleo de la 4-aminoquinolina provee por si solo, una estructura acomplejante
del grupo hemo, pero no lo suficiente para inhibir la formacién de la hemozoina.

2. El cloro en la posicion 7 es responsable por la inhibicién en la formacién de
hemozoina pero, probablemente tiene, poca influencia en la fuerza de asociacién con el
grupo hemo.

3. La cadena lateral aminoalquilica es un requerimiento para la fuerte actividad
antiplasmddica, probablemente ayuda con la acumulacién en la vacuola y también parece

aumentar la fuerza de asociacién con el grupo hemo (Figura 20)%.

Figura 20. Relacidn estructura-actividad propuesta para los derivados de la CQ.
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Dascombe y colaboradores reportaron un estudio detallado de un modelo
farmacofdrico que ha ido usado para identificar bisquinolinas antimaldricas potentes,
solubles, biodisponibles por via oral. La Metaquina: diclorhidrato de N,N’-bis(7-cloro
quinolin-4-ilbenceno-1,3-diamina, que es activa contra el P. berghei in vivo y contra el P.
falciparum resistente a multi farmacos mostré una fuerte afinidad con este modelo de

receptor predicho por calculos de modelado molecualar.®.
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1.2. CANCER O NEOPLASIA

El cdncer se define como un conjunto de enfermedades en donde las células
malignas (cancerosas) escapan a la vigilancia y eliminacién por parte del sistema
inmunoldgico innato y adaptativo (inmunovigilancia), mediante un proceso denominado
“inmunoseleccién”, lo cual ocasiona crecimiento y divisién celular mas alla de los limites
normales. El cdncer se origina cuando las células normales se transforman en
cancerigenas, es decir, adquieren la capacidad de multiplicarse descontroladamente e

invadir tejidos y otros érganos (Figura 21)*.

Figura 21. Origen del cancer.
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El proceso de carcinogénesis en humanos se realiza en multiples pasos, en donde
ocurre una serie de alteraciones genéticas, que conllevan a la trasformacidon progresiva
hacia células malignas (Figura 22). La primera fase comienza cuando agentes carcindgenos
actuan sobre la célula alterando su material genético (mutacién), una primera mutacion

no es suficiente para que se genere un cancer, pero es el inicio del proceso. La condicién
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indispensable es que la célula alterada sea capaz de dividirse. Como resultado, las células
dafadas comienzan a multiplicarse a una velocidad ligeramente superior a la normal,
transmitiendo a sus descendientes la mutacidon, a esto se le llama fase de iniciacion

tumoral y las células involucradas en esta fase se llaman células iniciadas™.

Figura 22. Fases de la carcinogénesis.
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La alteracion producida es irreversible, pero insuficiente para desarrollar el cancer,
pero si sobre las células iniciadas actian de nuevo y de forma repetida los agentes

carcinégenos, la multiplicacion celular comienza a ser mas rdpida y la probabilidad de que
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se produzcan nuevas mutaciones aumenta, a esto se le llama fase de promocidn y las
células involucradas en esta fase se denominan células promocionadas, actualmente se
conocen muchos factores que actian sobre esta fase, como el tabaco, la alimentacién
inadecuada, el alcohol, etc. Por ultimo, las células iniciadas y promocionadas sufren
nuevas mutaciones, cada vez se hacen mds andmalas en su crecimiento y
comportamiento, adquieren la capacidad de invasiéon, tanto a nivel local infiltrando los
tejidos al alrededor, como a distancia, originando las metdstasis, esta es la fase de

progresion®’.

Segun las estadisticas de la OMS, el cancer es la primera causa de muerte a nivel
mundial, con 7,6 millones de personas para el afio 2008. Se estima que la mortalidad a
causa del cancer seguird aumentando vy alcanzara 11 millones de muertos en el 2030, En
Venezuela el cdncer también constituye una de las causas mas frecuentes de muerte, con

el segundo lugar de mortalidad en el pais (Grafico 1)*.

Grafico 1.Principales causas de fallecimientos por enfermedad en Venezuela, afio 2005.

M Enfermedades del
Corazdn

H Cancer

H Enfermedades
Cardiovasculares

H Suicidios y Homicidios

M Otras Causas

Los reportes indican que una de cada cuatro personas, al alcanzar los 74 afos, sera

afectada por algun tipo de cancer, y una de cada siete de estas personas tiene un alto
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riesgo de morir por esta enfermedad. Para el afio 2007 en Venezuela, existia una alta tasa
de morbilidad para el cancer de préstata, pulmén, estdmago, colon y recto; mientras que,
el estimado de muertes predominante para el cancer de prdstata, fue de 1799
defunciones, siguiendo por el cancer de pulmdén y bronquios con 1710. En relacién a las
mujeres, la mayor tasa de morbilidad la conforman el cancer de glandulas mamarias,
cuello uterino, pulmones, colon y recto. Las defunciones a causa del cancer de cuello
uterino estuvieron en el orden de 1602 pacientes, el correspondiente a gldandula mamaria
en 1449 muertes y el de pulmén y bronquios en el orden de 1036 defunciones. Estas cifras
demuestran una gran incidencia de esta enfermedad en nuestro pais por lo que es de gran

importancia su estudio®.

La mayoria de las células tumorales comparten siete caracteristicas moleculares
que no poseen las células normales, entre las cuales se encuentran:

1. Secrecién autocrina de factores de crecimiento: La mayoria de los factores de

crecimiento son producidos por un tipo de célula para estimular la proliferacidon de otra,
sin embargo, muchas células cancerosas adquieren la habilidad de sintetizar, de manera
descontrolada, factores de crecimiento y citocinas tales como la IL-4, la IL-10 y la IL-6, a los

gue responden de manera autocrina®.

2. Insensibilidad a seinales antiproliferativas: Las sefiales antiproliferativas son

necesarias para mantener la homeostasis de los tejidos. La via de sefalizacidn mas
conocida es la mediada por el factor transformador de crecimiento beta (TGF-Beta). Sin
embargo, en las células tumorales pueden existir mutaciones que inhiben la transduccién

de sefiales llevadas a cabo por este factor™.

3. Evasion de la apoptosis: La apoptosis, o muerte celular programada, ocurre a partir

de dos vias principales, la via mitocondrial y la via mediada por el receptor de muerte.
Ambas rutas de sefializacién confluyen en la activacién de las caspasas. Muchos tumores

sobre expresan proteinas inhibidoras de la apoptosis, las cuales inhiben la actividad de las
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caspasas. Un mecanismo defectuoso de apoptosis contribuye a la adquisicion de

resistencia ala quimioterapia46.

4. Potencial de replicacién ilimitado: La replicacion sin limites depende de los

extremos de los cromosomas, que son conocidos como teldmeros. La mayoria de las
células malignas se caracterizan por un incremento en la expresién de la enzima
telomerasa que afiade repeticiones de nucledtidos en los extremos de los cromosomas,
produciendo el alargamiento de los telémeros®’. Otro factor implicado en la replicacién
ilimitada de las células tumorales es la presencia de mutaciones que llevan a la pérdida de
funciones de proteinas reguladoras del ciclo celular, tales como la p53“®. Adicionalmente,
mutaciones en la via de sefializacion de factores de transcripcién, como la familia de
proteinas del factor nuclear kappa B, puede conducir a la proliferacion descontrolada de

células del cancer®.

5. Angiogénesis: Los tumores necesitan oxigeno y nutrientes, esta carencia se suple
con la formaciéon de nuevos vasos sanguineos que penetran en la masa del tumor. Las
células tumorales muestran una alta expresidén del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), y del factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF1). Estos factores de
crecimiento se unen a sus receptores en las células endoteliales y activan vias de

sefializacion que facilitan la vascularizacién del tumor™’.

6. Invasidn de tejidos y metdstasis: Durante el desarrollo de la mayoria de los tipos de

cancer, algunas de las células del tumor primario migran e invaden otros tejidos,
produciendo nuevos tumores o lo que conocemos como metastasis. Las metastasis causan
mas del 90 % de las muertes por cancer’. Cambios en la expresién de moléculas de
adhesién, inmunoglobulinas, y la sobre regulacién y activacidn de metaloproteasas de la
matriz son algunos de los mecanismos por los cuales las células tumorales pueden migrar

e invadir otros tejidos’>.
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7. Evasién de la inmunovigilancia: Se considera ahora como la séptima caracteristica

de Ia carcinogénesi553. Los tumores desarrollan mecanismos para evadir la
inmunovigilancia, un concepto que se basa en la capacidad que tiene el sistema
inmunoldgico para reconocer células precursoras de cancer y destruirlas. Se ha reportado
gue esto ocurre por pérdida en la expresién de moléculas clase | del complejo mayor de

histocompatibilidad u otras moléculas involucradas en el procesamiento de antigen0554.

1.2.1. TERAPIA ANTINEOPLASICA

En la actualidad existen varios tipos de terapias para tratar el cancer, entre las que
se encuentran:
1. Cirugia: Se realiza cuando del estudio histolégico del tumor se obtiene un

diagndstico final que permita extirpar totalmente el tumor primario.

2. Radioterapia: Es posible curar tumores localizados si éstos son sensibles a
radiacion, este tratamiento es complementario a la cirugia. Entre las radiaciones se
encuentran las producidas por la bomba de cobalto, el acelerador lineal de electrones, el
betatrén, entre otros, los cuales permiten radiar cualquier parte del cuerpo sin importar la
profundidad y son capaces de ser colocadas en el punto exacto sin necesidad de dafar

otros tejidos normales proximos>>.

3. Quimioterapia: Literalmente el término quimioterapia designa el empleo de
sustancias quimicas en el tratamiento de las enfermedades, entendida asi incluye todas
las terapias, por eso se delimitdé el concepto y en la actualidad se acepta el criterio
acunado por Paul Erlich en 1910: La Quimioterapia es el estudio de las sustancias de
composicidon quimica definida que, introducidas en el organismo, son capaces de lesionar
o destruir especificamente los agentes patdgenos vivos, sin presentar efectos téxicos

acentuados sobre el hospedador?.
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Los agentes quimioterapéuticos antineoplasicos son los fdrmacos capaces de
dafiar las células malignas respetando relativamente al organismo, ellos pueden actuar
sobre todos los procesos malignos, tumores sdélidos (carcinomas y sarcomas) o neoplasias

hematoldgicas (linfomas y leucemias).

Dichos farmacos se denominan también agentes citotdxicos por que constituyen
venenos celulares que destruyen o detienen el crecimiento y multiplicacién de las células
malignas. Los farmacos citotéxicos de que se dispone hasta el presente son de baja
especificad para el organismo, pues su accién se extiende a las células normales, sobre
todo las de crecimiento rapido, como las de los foliculos pilosos, tejido hematopoyético y
el epitelio gastrointestinal, ellos no son capaces de curar los procesos neopldsicos, lo que
pueden conseguir es una remision mas o menos prolongada pero bastante frecuente

como para justificar su uso, debido a que son bastante toxicas’.

1.2.2. MECANISMO DE ACCION DE LOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS

Las bases moleculares del cancer y el mecanismo de accién de los agentes
antineopldasicos estan intimamente relacionados con los procesos bioldgicos que regulan
el ciclo celular y la apoptosis. En condiciones normales existe un equilibrio entre la
proliferaciéon celular y la apoptosis, pero en el cadncer aparecen mutaciones que dan lugar
a la activacidn de oncogenes (genes que codifican proteinas del ciclo celular que favorecen
la proliferaciéon celular) o la inactivacion de genes supresores (genes que codifican
proteinas que frenan el ciclo celular), debido a esto, se rompe el equilibrio y se desplaza
hacia la proliferacion desenfrenada y la inmortalizacién de la linea celular, para lo cual
ocurren mutaciones adicionales que favorecen la angiogénesis mediada por factores de

crecimientos y la adhesién intracelular’®.
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Un ciclo celular es el periodo comprendido entre el nacimiento de una nueva célula
y su divisién, la regulacién de la divisidn celular es fundamental tanto para generar nuevas
células en el desarrollo embrionario como para reemplazar las células dafiadas en un
organo adulto. El ciclo celular se divide en cuatro fases: Fase Gy o de reposo las células
permanecen sin dividirse, pero conservan la capacidad de reiniciar el ciclo para repoblar el
tejido, fase G; de presintesis, las células producen ARN y proteinas; fase S se replica el
ADN; fase G, o de postsintesis en la que el nucleo se organiza para la divisidn celular que

se produce en la fase M o de mitosis (Figura 23)°°.

Figura 23. Ciclo celular y apoptosis.
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La muerte celular es un proceso irreversible que culmina con el cese de la actividad
bioldgica. Existen dos formas de muerte celular que son necrosis y apoptosis. Ambas
difieren en sus manifestaciones morfoldgicas, bioquimicas y en su relevancia bioldgica”’.
La necrosis es un proceso pasivo, degenerativo y catabdlico, que generalmente representa

la respuesta celular a un dafio grave. Morfoldgicamente se caracteriza por hinchazén de la
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célula, ruptura de la membrana celular y liberacion del contenido citoplasmdtico; dentro
de sus caracteristicas bioquimicas se observan areas desiguales de condensacién de la
cromatina asi como productos de ruptura de ADN heterogéneos en tamano. Al ocurrir

necrosis, ésta promueve una respuesta inflamatoria del tejido circundante®.

La apoptosis, mejor conocida como muerte celular programada, es un proceso
activo y fisiolégico en el cual la célula ejecuta su propia extincion. El término apoptosis fue
adoptado por primera vez en 1972 para describir un tipo de muerte celular observada en
varios tejidos y tipos celulares®, este tipo de muerte es el mayor mecanismo de control
por el cual las células mueren si sufren un dafio en su ADN que no puede ser reparado, asi
como durante la embriogénesis, en procesos de recambio de tejidos y en algunos
procesos inmunoldégicos. La regulacion de este tipo de muerte involucra la presencia de al
menos dos puntos de control, la familia de proteinas Bcl-2/Bax, y la familia de las
proteasas cisteinicas (caspasas), ademas, muchos oncogenes y genes supresores de
tumores tales como p53, el factor nuclear kappa B y el sistema ubiquitina/proteasoma

interactéian con estos puntos de control regulando la proliferacion celular o la apoptosis®.

1.2.3. CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS

Los farmacos antineoplasicos pueden actuar especificamente en alguna fase o
sobre varias fases del ciclo celular, en consecuencia tienen actividad solo contra células
gue estan en proceso de divisidn, de igual manera, las neoplasias humanas que son mas
susceptibles al tratamiento quimioterapéutico son las que tienen un alto porcentaje de
células en proceso de divisidn, por otra parte los tumores de crecimiento lento con

. . , . 1
frecuencia no responden a estos agentes citotoxicos®’.

Con base a lo anteriormente expuesto los agentes antineoplasicos pueden ser: a.-

Farmacos especificos del ciclo celular, que son los que actuan solamente en determinada
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fase del ciclo, como en la fase S de sintesis del ADN, o en la fase G,. b.- Farmacos no

especificos del ciclo celular que son los que acttan en todas las fases; Gy, Sy G,*.
También se han clasificados los agentes antineopldsicos en los siguientes grupos
principales: 1. Agentes Alquilantes. 2. Antimetabolitos. 3. Productos naturales. 4.

Complejos de coordinacion con Platino. 5. Agentes miscelaneos®.

1. Agentes Alquilantes: Son compuestos fuertemente electrofilicos que reaccionan

con nucledfilos endégenos mediante la formacién de enlaces covalentes. Dada su elevada
reactividad, muestran una selectividad escasa a nivel celular, asi como entre las células
normales y las células cancerosas. Los primeros agentes alquilantes se descubrieron a
partir de la observacién de los efectos producidos por el gas mostaza (sulfuro de bis-2-
cloroetilo), un gas téxico utilizado como arma quimica durante la primera guerra
mundial®.

Sus efectos quimioterapéuticos citotdxicos estan directamente relacionados con la
alquilacién del ADN. El atomo de nitrédgeno 7 de la guanina es particularmente susceptible
a la formacién de un enlace covalente con agentes alquilantes bifuncionales y bien puede
representar el objetivo clave que determina sus efectos bioldgicos. Otros dtomos en las
bases de purina y pirimidina del ADN, incluyendo nitrégeno 1 y nitrégeno 3 de la adenina,
nitrogeno 3 de la citosina y oxigeno 6 de la guanina, reaccionan para formar enlaces con

estos agentes, asi como los grupos amino y sulfhidrilo de las protel'nas63.

En la actualidad se usan en la quimioterapia cinco tipos principales de agentes
alquilantes: a. Mostazas nitrogenadas. b. Etilendiaminas. c. Sulfonatos de alquilo.
d. Nitrosoureas. e. Triacenos. Entre el grupo de mostazas nitrogenadas se encuentran la
mecloretamina, la ciclofosfamida, la ifosfamida, el clorambucilo y el melfaldn. En el
segundo grupo de las etilendiaminas tenemos a la tiotepa y la altretamina también

conocida como la hexametilmelamina. El tercer grupo de sulfunatos esta conformado por
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el busulfan, el quinto grupo de las nitrosoulreas lo representan la carmustina, la lomustina

y el grupo de los triazenos constituido por la dacarbazina (Figura 24)"8,

Figura 24. Estructura quimica de algunos agentes alquilantes.
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2. Antimetabolitos: Son compuestos que actuan interfiriendo con la funcién de un

metabolito esencial por un mecanismo de competicién debido a que son analogos
estructurales, de esta manera impiden la biosintesis de los dacidos nucleicos. Los
empleados en terapéutica corresponden a tres grupos: a. Antagonistas del acido fdlico.
b. Antagonistas de la purina. c. Antagonistas de la Pirimidina. Los antagonistas del acido
félico o antifolatos, como el metotrexato, actian inhibiendo la enzima DHFR, uniéndose a
ella en el sitio activo, lo que ejerce sus efectos toxicos, por lo que no se producen los
cofactores de tetrahidrofolato y disminuye la sintesis de purinas y timidilato, esto afecta la
sintesis de los nucleétidos, lo que conduce a la inhibicion de la formaciéon del ADN, ARN.

En definitiva queda blogqueado el ciclo celular en la Fase S*2.

Entre los andlogos de la pirimidina se encuentra una diversidad de farmacos que
presentan en comun la facultad de inhibir la biosintesis de nucleétidos pirimidinicos, o
imitar la accidon de estos metabolitos naturales. Esto impide la accion de las funciones
celulares vitales (sintesis de ADN) y la sintesis y funcidn de los acidos nucleicos. Los mds
importantes representantes de este grupo son andlogos de la fluoropirimidina y la citidina.
Dentro del primer grupo se encuentran el 5-fluorouracilo y la 5-fluorodesoxiuridina
(floxuridina), entre otros. Los analogos de la purina como las mercaptopurinas y las
tioguanina, son sustrato de la hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa que tiene
como funcion transformar las bases formadas durante los diferentes procesos en los
nucledtidos, lo que nos indica la formacién de los ribonucleétidos de estos farmacos. Estas
bases formadas son incorporadas en el ADN celular, y de esta forma se inhibe la sintesis

del ADN y ARN. Dentro de este grupo se encuentra la mercaptopurina (Figura 25)*.

3. Productos naturales: En esta categoria se encuentran los antibidticos

antineopldsicos, los agentes antimitéticos, las epipodofilotoxinas y las enzimas. Los
antibidticos antineopldsicos son compuestos originados por microorganismos que tienen

propiedades citotoxicas, desde el punto de vista quimico corresponden a 5 grupos: a.-
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Actinomicinas o Cromopéptidos. b.- Antraciclinas. c.- Mitomicinas d.- Mitramicinas y

compuestos relacionados. e.- Bleomicinas.

Figura 25. Estructura quimica de algunos antimetabolitos.
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Las actinomicinas son compuestos peptidicos, el mas utilizado de este grupo es la
dactinomicina D. Las antraciclinas son derivados del naftaceno, las mas importantes son la
daunorrubicina o daunomicina y la doxorrubicina o adriamicina. El principal representante
del grupo de las mitomicinas es la mitomicina C, contiene en su estructura un grupo
guinona y un anillo mitosano y con cada uno de ellos puede unirse covalentemente al
ADN. Las bleomicinas son glucopeptidos bdsicos insolubles, su accion bioldgica viene dada
por la formacién de radicales libres de oxigeno que se unen al ADN afectando el ciclo

celular en la fase G, (Figura 26)".

69

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Figura 26. Estructura quimica de algunos antibiéticos.

OH
Ser Ser o)
LPo” LMeval LPro” L-Meval ”
val o val o o
> N, ‘)
LTh L-Thr ‘ ‘OH
o o
N NH, o |o OH :
| N Hae™ o
0
© o CH,
H,C CHy On
Dactinomicina D NH,

Daunorrubicina

NH, o
Mitomicina C
Doxorrubicina
H,N o)
= NH,
NH o
/ o
NH,
/

N |N CHs o N NH
X 0 HO NH | | | HaC
HaN ) NH N S gt

CHg  HN | 0 K/k | (|3H3
NH CH; HO CHg S
|N
s
HO ./ 0 N
o H
o)
OH
H
OH H OH
OH oH
o
—Q
H,N

Bleomicina

Melina Monasterios H

70




Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Entre los agentes antimitéticos se encuentran los alcaloides de la vinca y el grupo
de los taxanos. Los alcaloides de la vinca, estdn representados por la vinblastina y la
vincristina entre otras, estos alcaloides son dimeros asimétricos, su mecanismo de accidn
es bloquear la polimerizacion de la tubulina a microtubulos deteniendo asi la mitosis en la

metafase (Figura 27)%.

Figura 27. Estructura quimica de los alcaloides de la Vinca.

Vinblastina Vincristina

Los taxanos son compuestos diterpenoides, tienen una cadena lateral que es
esencial para su actividad bioldgica, las modificaciones de dicha cadena en el taxol ha
permitido obtener analogos mas potentes. Su mecanismo de accién es en la Fase M del
ciclo celular, donde se une a las unidades de B-tubulina de los microtubulos, lo que inhibe
el desenlace de los microtubulos, deteniendo asi el Ciclo Celular en la mitosis y la
inhibicidn de la topoisomerasas Il. Los representantes de este grupo son: el docetaxel y el

paclitaxel (Figura 28)%.

Otros compuestos que se encuentran entre los productos naturales son los

derivados de la podofilotoxina que es el principio activo de la resina de la planta
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Podophillum peltatum, a partir de ella se prepararon los derivados sintéticos, que son los
glucdsidos el etoposido y el teniposido, estos compuestos no detienen la mitosis sino que
forman complejos con la topoisomerasa Il y el ADN que ocasionan ruptura de la cadena

del mismo (Figura 28)%.

Figura 28. Estructura quimica de los Taxanos y de los derivados de la Podofilotoxina.
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Otros productos naturales que haremos mencidn especial son los denominados
alcaloides quinolinicos y sus derivados, entre los cuales se encuentran: La camptotecina, la
estreptonigrina y la criptolepina. La camptotecina es un potente agente antineoplasico
aislado en 1966 del arbol Camptoteca acuminata, desde su descubrimiento se convirtié en
uno de los compuestos blanco de investigaciones a fin de encontrar su modo de accién.
Debido a su baja solubilidad se realizaron una primera generacion de analogos sintéticos:
el topotecan y el irinotecan, los cuales se usan actualmente en tratamiento del cancer de
ovario y de colon (Figura 29). Ellas inhiben la enzima topoisomerasa | del ADN humano,

que es una enzima celular esencial en los procesos de replicacién del ADN®®.

Figura 29. Estructura quimica de los alcaloides quinolinicos antineoplasicos.
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La estreptonigrina es un alcaloide quinolinico aislado de la especie Streptomyces
flocculus en 1959, posee propiedades citotdxicas potentes, amplio espectro antitumoral y
propiedades antimicrobiana y antiviral. Aunque su uso ha sido limitado solo como
antineoplasico por su toxicidad, es de gran interés debido a su capacidad de inducir la
ruptura y separacion de las dos hebras de ADN. Estudios realizados muestran que este
hecho estd relacionado con la reduccion in situ del sistema quinolina-5,8-quinona
presumiblemente a radical hidroquinona o semiquinona, lo cual genera el radical hidroxilo

y superdxido (Figura 30)%.

La criptolepina es un ejemplo anédmalo de producto natural, pues su sintesis fue
reportada en 1906, 23 afios antes de su aislamiento de la especie Cryptolepis triangularis,
también se aislé de la especie Cryptolepis sanguinolenta, el extracto de esta planta
también ha sido utilizado en el tratamiento de la malaria. Este alcaloide posee una gran
capacidad de concentrarse selectivamente en el nucleo celular, intercalarse en el ADN y

bloquear el inicio de la replicacién en el inicio del ciclo celular (Figura 30)°%.

Figura 30. Estructura quimica de la Estreptonigrina y la Criptolepina.
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Un grupo que se encuentra dentro de los productos naturales lo constituye las
enzimas, la mds utilizada es la asparaginasa, una enzima proteica que existe en una serie
de fuentes naturales incluyendo bacterias y hongos, tiene la propiedad de hidrolizar la L-
asparagina, un aminodcido natural necesario para la produccion de acido L-aspdrtico y
amoniaco indispensable para la sintesis de proteinas, que algunas células neoplasicas no

pueden biosintetizar a diferencia de las células normales™.

4. Complejos de coordinacion con Platino: Son compuestos conformados por un

complejo metdlico inorganico que penetran a la célula por difusion, el fairmaco que ha
adquirido mds relevancia es el cisplatino, que es un complejo plano, eléctricamente
neutro capaz de atravesar la membranas celulares, su citotoxicidad se debe a su capacidad
para intercambiar los dos iones de cloruro adyacentes por dos nitrogenos de bases puricas
o pirimidinicas, para formar un quelato que interfiere en la replicaciéon, de manera queda
afectada la fase S del Ciclo Celular, otro representantes de este grupo de farmacos

citotdxicos son el carboplatino (Figura 31)%.

Figura 31. Estructura quimica de los complejos de coordinacidn del Platino.
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5. Agentes misceldneos: Entre estos agentes se puede mencionar la mitoxantrona,

guimicamente es una antracenodiona sintética que fue disefiada con la finalidad que
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tuviera la actividad antineopldsica de las antraciclinas, pero sin su efecto cardiotdxico
secundario. En este farmaco se evidencia la presencia de un farmacdéforo propuesto, en
forma de triangulo, en términos de distancias interatémicas, en cuyos vértices se sitlan
dos oxigenos y un nitrégeno, que fue deducido a partir de compuestos tipo alcaloides
quinolinicos antitumorales que presentaban estas distancias como lo son la camptotecina

y la estreptonigrina (Figura 32)%.

Figura 32. Diseio de la Mitoxantrona.
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La mitoxantrona tiene los rasgos estructurales necesarios para intercalarse en el
ADN e inhibir la enzima topoisomerasa Il, pero con una estabilidad mayor del anillo de la
guinona, posiblemente a través de un potencial incrementado para el puente de
hidrégeno intramolecular?.
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1.2.4. LUOTONINA: UN NUEVO ALCALOIDE QUINOLINICO

La luotonina (A y B) son alcaloides con un nucleo pirroloquinazolinoquinolina que
fue recientemente aislado de la planta Peganum nigellastrum Bunge (Zygophyllaceae). La
planta, de nombre chino Luo-Tuo-Hao, tiene un historial de uso en la medicina tradicional
china para el tratamiento de reumatismo, abscesos e inflamacién. El alcaloide luotonina A
es citotdxico contra la linea celular de leucemia murina P-388 (Figura 33)%. El sistema de
anillos pentaciclico de la luotonina es sorprendentemente parecido al de la camptotecina,

un inhibidor de topoisomerasa |, cuyos derivados son clinicamente utiles como agentes

antineoplasicos’’.

Figura 33. Estructura de la Luotonina.
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1.2.5. UTILIZACION DE LA CQ Y SUS CONGENERES COMO ANTINEOPLASICOS

Las compaiiias biofarmacéuticas que intentan aumentar la productividad mediante
el empleo de nuevas tecnologias de descubrimiento de farmacos no han llegado a
alcanzar los resultados deseados, en cambio la utilizacién de estrategias como la de

reposicidn o reutilizacion de farmacos Drug repositioning, si ha permitido el aumento de
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la productividad deseada, al encontrarse nuevas indicaciones para fdrmacos ya existentes.
Cada vez mas se investiga en las farmacopeas existentes farmacos candidatos para
reposicion o reutilizacion y el nimero de casos de éxito cada vez mayor, con lo que
estamos llegando a la era de "viejos farmacos-nuevos usos”. Tal es el caso de la CQ y sus
congéneres, quienes han mostrado tener una amplia actividad como antineoplasicos’" 2.
Estudios recientes han reportado que los derivados de la quinolina presentan potentes
efectos antiproliferativos y proapoptodticos, lo cual se demostrado en diversos modelos in
vitro e in vivo, entre los cuales se encuentran el estudio realizado por Geng, donde se
concluye que la muerte celular mediada por CQ puede ser dependiente de p53 y al menos
debido en parte a la ruta intrinseca de la apoptosis’>. En este mismo contexto también se

reportd que la CQ vy sus derivados activan la ruta de la p53 y suprime el crecimiento y la

viabilidad de las células glioma’®.

Se ha estudiado el potencial sinérgico de la CQ en terapias contra el cancer donde
han surgido evidencias que sugieren que ellas pueden sensibilizar selectivamente a las
células de cancer al tratamiento con radiaciones ionizantes y agentes
quimioterapéuticos’®, esta propiedad de la CQ y sus analogos parece ser importante para
incrementar la eficacia y la especificidad de los antineoplésicos76. Se ha postulado que uno
de los mecanismos de la CQ y sus derivados para aumentar el efecto de los agentes
guimioterapéuticos en las células de cancer humano, es a través de la inhibicion del
proceso de autofagia provocado por los farmacos antineoplasicos’’. En un estudio
realizado por Sasaki y colaboradores, se sugiere que la terapia de combinaciéon con CQ
deberia ser una nueva modalidad terapéutica para mejorar la eficiencia de la
guimioterapia basada en 5-fluorouracilo, posiblemente por inhibicién de la resistencia a la

quimioterapia dependiente de autofagia’®.

En un estudio realizado por Fan y colaboradores, se reportd que la CQ disminuye la
proliferacién e induce a la apoptosis en la linea celular de cancer de pulmén humano

A5497°. Recientemente Wang y colaboradores, reportaron que a concentraciones no-
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citotdéxicas la CQ era capaz de sensibilizar a las células A549 al topotecan (TPT), y
aumentar la apoptosis inducida por este derivado de la camptotecina, con lo cual inhibe el
proceso de autofagia inducido por el TPT y aumenta su citotoxicidad®. En este mismo
orden de ideas también se ha reportado que la hidroxicloroquina modula la proliferacidn,
actividad metabdlica e induce la muerte de las células autofdgicas en fibroblastos

dérmicos humanos®®.

Existen otros farmacos con el nucleo quinolina también han mostrado actividad
antineoplasica (Figura 34). El clioquinol, un quelante de metales que se ha usado durante
muchos afios como un agente antibacteriano reduce la viabilidad de ocho diferentes
lineas celulares de cancer humano de una manera dependiente de la concentracidn, con
valores de Clsg en el bajo rango uM, el analisis bioquimico reveld que el clioquinol indujo
la muerte de las células cancerosas a través de las vias de apoptosis que requieren la
activacion de caspasas®’. En otro estudio se examind el efecto del clioquinol en la
inhibicién del crecimiento de células de cdncer Hela in vitro mediada por macréfagos,
donde se evidencié que el afiadido de clioquinol y macréfagos a los cocultivos de Hela
aumenta la toxicidad en las células Hela en comparacién al tratamiento de las células Hela
cultivadas solas con clioquinol®®. Recientemente se reporté que la nitroxolina, otro
antibacteriano utilizado clinicamente, presenta una actividad citotéxica superior a la del

clioquinol®.

Figura 34. Estructura de los antibacterianos quinolinicos con accién antineoplasica.
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1.3. DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS FARMACOS: SINTESIS DE COMPUESTOS

Uno de los objetivos fundamentales de la Quimica Medicinal es descubrimiento de
nuevos farmacos que resulten mas potentes, mas selectivos y menos téxicos en su accién
terapéutica, con mejor farmacocinética o problemas de formulacién farmacéutica debido
a una solubilidad o inestabilidad inadecuadas, es decir la busqueda de compuestos Lideres
o Prototipos que puedan ser optimizados. Se debe diferenciar descubrimiento de
desarrollo, entendiéndose por descubrimiento la fase que asegura que el compuesto tiene
un perfil deseable y comprende desde la sintesis, aislamiento de una fuente natural u
obtencién biotecnolégica hasta la realizacién de ensayos in vitro e in vivo, incluyendo la
toxicologia, mientras que el desarrollo comprende la fase de los estudios preclinicos

clinicos y el registro farmacéutico.

El 75% de los farmacos con que cuenta el arsenal terapéutico, son producidos por
sintesis total, otros son compuestos semisintéticos que proceden de la modificacién
parcial de productos naturales y existe un tercer grupo que se obtiene por fermentacién o
por métodos biotecnoldgicos. Para realizar una sintesis hay que planificar todas las rutas
posibles, asi como tener en cuenta tanto la posicién de los grupos funcionales que posee
el esqueleto de atomos como su estereoquimica y seleccionar la mas adecuada, de ahi su

denominacién de estrategia de sintesis®.

1.3.1. INVESTIGACIONES EN ANTIMALARICOS DERIVADOS DE LA QUINOLINA

Los antimalaricos derivados de la quinolina han sido el pilar principal en la
guimioterapia antimalarica desde los tiempos en que fueron reconocidos los extractos de
la corteza de la cinchona®. Ellos representan la mayor clase de heterociclos que se

encuentran en una gran variedad de compuestos que se conocen desde el afio 1800, este
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sistema esta presente en muchos productos naturales, especialmente alcaloides y se usa
muy a menudo para el disefio de muchos compuestos sintéticos con diversas actividades
bioldgicas®’. En estos ultimos tiempos el disefio de nuevos agentes antimalaricos se ha
basado en la identificacion de blancos bioquimicos “targets” indispensables para el
parasito y el descubrimiento de compuestos que actten sobre estos blancos®. Debido a
su gran importancia en el campo farmacéutico, se han desarrollado continuas
investigaciones en el area de la sintesis de sus derivados, el reporte de la primera sintesis
formal de este anillo es la sintesis de Skraup y desde que este método surgid, hace mas de
un siglo hasta la actualidad, se han sintetizado y evaluado la posible actividad antimalarica
de muchos de estos derivados®. La sintesis de Skraup consiste en la reaccién entre una
anilina y un aldehido a, B-insaturado en presencia de acido; inicialmente, tiene lugar una
adicion de Michael de la anilina sobre el sistema conjugado, seguida de la ciclacién vy

deshidratacion a dihidroquinolina y oxidacion del sistema aromatico (Esquema 1)%°.

Esquema 1. Sintesis de Skraup de quinolinas.
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En este ultimo siglo se han realizado varias modificaciones para mejorar el

rendimiento y la reproducibilidad de la sintesis Skraup, se han utilizado reactivos como los
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acidos acético o bodrico, sulfato ferroso o de vanadio u 6xidos de hierro para acelerar la
reaccién y aumentar el rendimiento. También se realizé una modificacion denominada
Skraup-Doebner-Von Miller, donde se utilizan acidos de Lewis como catalizadores, ademas
de iodo™. Aunque ha habido un gran desarrollo en la obtencién del nucleo de la quinolina,
se han presentado varios problemas en las diferentes rutas sintéticas como lo son:

condiciones de reaccion dificiles, multiples etapas, o reactivos costosos y/o nocivos" .

Entre las investigaciones reportadas en esta ultima década, enmarcadas en el
descubrimiento de nuevos derivados de la quinolina con posible actividad antimalarica, se
encuentran tanto aquellas donde se realiza la sintesis del anillo de la quinolina, como
otras en las que se parte de un reactivo disponible comercialmente que contiene el nucleo
ya formado. En el primer grupo cabe la pena destacar la sintesis reportada por Madrid y
colaboradores, en la cual la quinolina se obtiene mediante una modificaciéon del método
de Price y Roberts en la que se utiliza el acido de Meldrum’s, en vez de éster
etoximetilenmaldnico, este método tiene la ventaja de que se obtiene el producto en dos

pasos en vez de cuatro (Esquema 2)*.

Esquema 2. Sintesis reportada por Madrid y colaboradores.
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Otra sintesis interesante es la del nucleo pirimido quinolina reportada por Joshi y
colaboradores, donde se hace reaccionar la guanidina nitrato con malononitrilo y alcéxido
de sodio en etanol seco para formar la 2,4,6,-triaminopirimidina que se condensa con el
acido 2,4-diclorobenzoico en presencia de polvo de cobre o bronce a 180 2C para formar
el acido N-(2,4-diamino-6-pirimido)-4-cloroantranilico que se cicla utilizando acido
sulfarico concentrado originando el 10H-5-ox0-2,4-diamino-8-cloropirimido [4,5-b]
quinolina, que seguidamente se hizo reaccionar con el oxicloruro de fosforo para formar la
2,4-diamino-5, 8-dicloropirimido [4,5-b] quinolina. Estos compuestos fueron disefiados
basandose en un farmacdéforo desarrollado para una potente actividad antimalarica

usando los programas Chem X y MOE (Esquema 3).

Esquema 3. Sintesis reportada por Joshi y colaboradores.

INH2 Alcoxido de sodio

JHNO, + N eN > ZY

HzN/lkNHz A.eh N J\
N SN NH,

CO,H
NH,
CO,H
Cl Cl XN H,SO,4 conc.
-
Polvo de cobre activado | )\ 100°C, 12 h
180°C, 12 h Cl l\ll N NH,
H
o} NH,
Cl NH,
AN POCI3,
- X XN
N 130°C,6h
cl N N NH; )\
| Cl N\ NH,
H
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Dentro del segundo grupo de sintesis de derivados obtenidos a partir del nucleo de
la quinolina ya formado se puede mencionar el desarrollo de una nueva serie de analogos
de la CQ con la cadena lateral mas pequefia en la cual se formaron derivados con
funcionalidades alquilaminas, con miras a desarrollar una relacién estructura actividad
para estas modificaciones. La estrategia de sintesis fue desarrollada para generar los
compuestos de una manera rapida y con una alta pureza, consistié en hacer reaccionar la
4,7-dicloroquinolina con el 1,3-diaminopropano en reflujo por 24 h, obteniéndose un
intermediario tipo amina primaria, la cual fue objeto de dos aminacionesreductivas
secuenciales. Se evalud la actividad antimalarica de todos los compuestos sintetizados

frente a P. falciparum (Esquema 4)**.

Esquema 4. Sintesis de una biblioteca analogos de la CQ.

H
Cl \N/\/\NHz
1,3- Diaminopropano
o - N
A, 24 h
Cl N/ cl N/
H H
1) R;CHO, MeOH, ta K 1) R,CHO, MeOH, ta
> \ Rl >
2) NaBHg, ta, 1h 2) NaBHg, ta, 1h
Cl N
H\ N N
N I\L R,
X R;
of N
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Otra investigacion relevante fue la que realizaron Faruk Khan y colaboradores para
lograr andlogos semirigidos de la CQ, donde se partié de la 4,7-dicloroquinolina la cual se
hizo reaccionar con isoquinuclidina-6-carbonitrilo en dimetilformamida a una alta
temperatura (140 2C) por 48 h, seguidamente se redujo el grupo carbonitrilo con hidruro
de aluminio y litio para originar la amina correspondiente con un excelente rendimiento y
se realizd la metilacién con formaldehido en &acido férmico para producir la amina
secundaria. Todos estos analogos sintetizados mostraron una actividad antimaldrica

significantiva (Esquema 5).

Esquema 5. Sintesis de analogos semirrigidos de la CQ.

NC
H
Cl \N (
K,CO3, DMF,
X + - N
140°C, 48 h
cl N AN
CN
Cl NZ

NHoH,C R1R2NH2C\?:I
LAH, ta ( HCOOH, HCHO N(
18 h 60°C, 18 h
A
Cl N Cl N

Una sintesis interesante fue la que realizaron Casagrande y colaboradores, donde

se reemplazod el anillo fendlico de la amodiaquina, tebuquina e isoquina por otro nucleo
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aromatico como el pirrol. Los derivados 4-(pirrol-1-il) aminoquinolina se obtuvieron en
dos pasos condensando la 7-cloro-4-hidrazinoquinolina con 2,5-hexanodiona en &acido
acético originando a través de una reaccidn de Pal-Knorr el derivado pirrol, el cual se hizo
reaccionar con formaldehido y la amina apropiada en acido acético para obtener los
compuestos deseados (Esquema 6). Varios de estos compuestos mostraron actividad

contra cepas de P. falciparum sensibles y resistentes a cQ*

Esquema 6. Sintesis de 4-(pirrol-1-il) aminoquinolina.

R
NH,NH, —
H N
_ACOH, _ N 7/
65°C, 3 h N CHe
Cl N
R Flgl
H N/ N\R
R 2
/t ACOH N
+ CH,0 + H—N — >
) CH
R, ta,2-3h AN 3
Cl N

Minler y colaboradores, reportaron en el afio 2010 el disefio y sintesis de una
nueva biblioteca de derivados quinolina-metanol, utilizando la mefloquina como plantilla,
con la finalidad de identificar compuestos lideres que posean las propiedades bioldgicas
consistentes con el perfil del blanco para la quimioprofilaxis de la malaria, mientras se

reduce la permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica. La estrategia de sintesis
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consistié en fundir la 2,8-bis-(trifluorometil)quinolin-4-ol con oxibromuro de fosforo para
originar la 4-bromo-2,8-bis-(trifluorometil)quinolina, la cual fue sometida a una reaccién
de Stille obteniéndose el intermediario vinilico, que mediante una oxidacién origina un
epoxido que es derivatizado en la posicion 4 a través de un mecanismo nucleofilico

regioselectivo (SN,) con apertura del anillo (Esquema 7)°’.

Esquema 7. Sintesis de los derivados quinolina-metanol.

OH Br
\ F’OBr3 \ BU3SH/\
_TObts .
N7 Ncp,  75-150°C NZ Ncp, Pd05 %, tolueno, ta
CF3 CF3
o)
=
X m-CPBA, K,COs A
CH,CI
NN 22 N
CF3 CF3

1.3.2. INVESTIGACIONES EN ANTINEOPLASICOS DERIVADOS DE LA QUINOLINA

La técnica general para la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos de
reutilizacion, cambio terapéutico, nuevo perfil o reposicionamiento de farmacos
existentes, repositioning approach, ha sido una metodologia muy efectiva para desarrollar
nuevos farmacos, debido a que en estos farmacos conocidos ya se ha estudiado su
farmacocinética, su perfil de seguridad y a menudo han sido aprobados por las agencias

regulatorias para su uso en humanos®. Desde que se demostré la actividad
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antiproliferativa y proapoptoética de la CQ y sus congéneres hasta la actualidad, se han
realizado una gran cantidad de sintesis de derivados de la quinolina e investigado estas
actividades bioldgicas. Ya en el aifio 1997 Suzuki y colaboradores, reportaron los rasgos
estructurales que deberian tener los derivados de quinolina que ellos sintetizaron para
que tuvieran actividad sobre células tumorales resistentes a multiples farmacos. El analisis
de la relacidn estructura-actividad indicd que en los compuestos altamente activos los dos
anillos arilos de la porcion hidrofdbica se desvian del plano y son capaces de interactuar
con donadores de enlaces de hidrégeno de la glicoproteina P-170, otro rasgo estructural

importante son el 4tomo de nitrégeno en la quinolina y un nitrégeno basico (Figura 35)%.

Figura 35. Rasgos estructurales de los analogos de la CQ antineoplasicos.

Una porcion hidrofébica

Una porcion enlazante (2-propanol)

OH N
CH C‘:H CHytN N
_CH=CH-CHyt '
@) \ /
|
cl N N/ Un anillo piperazina

Un anillo quinolina

En el afno 2008 Mesa y colaboradores reportaron la sintesis de seis 2-arilquinolinas
mediante una condensacién de Perkin entre la quinaldina y diferentes aldehidos
aromaticos en un reflujo por 12 horas utilizando anhidrido acético como solvente, para

formar las estirilquinolinas que posteriormente se redujeron mediante hidrogenacién
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catalitica utilizando paladio al 10 % sobre carbén y etanol como solvente. Todos los
compuestos sintetizados mostraron actividad citotéxica contra la linea celular

promonocitica humana U937 (Esquema 8)'%.

Esquema 8. Sintesis de las 2-arilquinolinas con posible actividad leishmanicida y citotdxica.
OHC
N Ac,0, N/
+ R >
N CHs A,12h

H,, Pd/C N
_—

EtOH, 12 h

En estos ultimos dos afos se ha incrementado enormemente la sintesis de
derivados de la quinolina, andlogos de la CQ, con posible actividad antineoplasica, entre
las investigaciones mas recientes se encuentra la realizada por Carvalho y colaboradores
gue reportan la sintesis de una serie de derivados heteroaromaticos-7-cloro-4-
quinolinilhidrazonas y evaluaron su actividad contra cuatro lineas celulares de cancer. Los
nucleos heterociclicos seleccionados fueron: furano, tiofeno, pirrol e Imidazol. Estos
compuestos fueron obtenidos a través de una reaccidon entre la 7-cloro-4-hidrazino
quinolina y los aldehidos apropiados durante 12 a 24 horas a temperatura ambiente. Los
compuestos preparados mostraron una buena actividad citotdxica contra las lineas

celulares ensayadas, especialmente en células de melanoma MDAMB-435 (Esquema 9)*°.
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Esquema 9. Sintesis de los derivados 7-cloro-4-quinolinilhidrazona- heteroaromaticos.

Ry
NH,NH Y/%
OHC
X EtOH, AN /NV\QX
N+ | /> RL ————> N
X ta, 12-24 h
cl N N
Cl N

Otra investigacion reciente la constituye la realizada por Bindu y colaboradores,
quienes sintetizaron nuevos derivados tipo ésteres 2-cloro-3-formil quinolinil oximas,
mediante la condensacién de 2-cloro-3-formilquinolina con clorhidrato de hidroxilamina
en presencia de trietilamina, para obtener la correspondiente quinolina-oxima, la cual se
hace reaccionar con los diferentes cloruros de benzoilo en diclorometano a 0 ¢C para

obtener los compuestos deseados (Esquema 10).

Esquema 10. Sintesis de los derivados 2-cloro-3-formil quinolinil oximas.

NH,OH . HCl,

Et;N, EtOH, ta

N N~

N/ Y
RCOCI, EtzN,

R S o

CH,Clp, 0°C

/
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La habilidad de estos compuestos para escindir el ADN se determind
cuantitativamente midiendo su efectividad para convertir un pldsmido del ADN super

enrrollado (forma 1) a la circular (forma 11)*°.

El grupo de investigadores encabezados por Kumar, muy recientemente reporté la
sintesis de unos derivados 2-(1H-indol-3-il) quinolina-3-carbonitrilo que fueron obtenidos,
utilizando tricloruro de aluminio para la formacién del enlace carbono-carbono entre la 2-
cloroquinolina-3-cabonitrilo y varios indoles, esta metodologia no requiere la proteccién
de ningln nitréogeno de los indoles empleados y proporciona los productos
correspondientes en buenos rendimientos. El mecanismo de la reaccién procede a través
de la formacidn de un complejo entre el tricloruro de aluminio y el anillo nitrogenado de la
quinolina, seguido de un ataque nucleofilico del carbono tres del indol al carbono dos de
la quinolina. Muchos de estos compuestos sintetizados mostraron propiedades
inhibidoras de la enzima fosfodiesterasa tipo 4 que es una enzima que cataliza la reaccién
de hidrdlisis del fosfato ciclico del adenosin monofosfato ciclico que es un regulador

importante de procesos fisiolégicos (Figura 11)'%.

Esquema 11. Sintesis de los derivados 2-(1H-indol-3-il)quinolina-3-carbonitrilos.

CN
AN 72 R, AICI5, 80 °C
+ - >
F N CICH,CH,CI,
cl /
R1
AN CN R2

N

Ry
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1.3.3. DERIVADOS DE LA QUINOLINA ANTIMALARICOS Y ANTINEOPLASICOS

El descubrimiento de que un farmaco como la CQ, que se habia utilizado desde
1946 en todo el mundo como antimaldrico, recientemente se reportd que era util como
antineoplasico debido a sus potenciales efectos biolégicos en células cancerosas, ha hecho
gue se realicen investigaciones en estos derivados, que puedan tener una accién dual

contra malaria y cdncer.

Entre estas investigaciones realizadas se encuentra la de Mahajan y colaboradores,
reportaron la sintesis de dos series de nuevos derivados 7-cloroquinoliniltiolrea
obtenidos a partir de las correspondientes 4,7-dicloroquinolina isocianato cuando son
tratadas con una cantidad equimolar de la amina/piperazina con agitacién de 3 a 4 horas

utilizando acetona seca como solvente para obtener los derivados (Figura 12).

Esquema 12. Sintesis de los derivados 2-(1H-indol-3-il)quinolina-3-carbonitrilos.

S
“5 A
N H\N N/R
Acetona seca, |
+ R—NH, ——mF——
H
N agitacion 3- 4 h X
Cl N cl N

[ j Acetona seca, N L
+ _
N
o agitacién 3- 4 h X SR,
|
cl N R N

Cl
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La actividad antimalarica y antineoplasica de estos derivados fue evaluada in vitro,
el compuesto mas activo mostré un valor de Clsp de 1,2 uM contra el P. falciparum cepa
D10 y una baja citotoxicidad hacia las células Hela, lo que es indicativo de selectividad

hacia el parasito'®.

En este mismo orden Onyeibor y colaboradores reportaron la sintesis de una serie
de andlogos de la criptolepina que se realizd mediante la condensacidon de la O, N-
acetilindoxilo o sus derivados con la isatina o sus derivados en presencia de hidréxido de
potasio bajo atmosfera de nitrégeno, para originar los correspondientes derivados acidos
quinolina condensados 11-carboxilicos que seguidamente se decarboxilaron mediante
calentamiento en difeniléter y posteriormente metilados usando iodometano en
tetrametilensulfona (Figura 13). Estos analogos fueron evaluados in vitro para determinar
su posible actividad antimalarica y citotéxica, los valores de Clsg de varios derivado contra
la cepa K1 de P. falciparum derivados fue < 0,1 uM y no presentaron toxicidad en los

ratones ensayados'®.

Esquema 13. Sintesis de derivados de la Criptolepina.

OAc (i
=
KOH, N,
N N A
\ /
OAc H

CHs
R I
NO
Ph,O CHgl, 50 °C Q =
250 °C Rz tetrametilensulfona A

N
[}
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1.3.4. CHALCONA: NUCLEO QUIMICO PRESENTE EN ANTIMALARICOS Y ANTINEOPLASICOS

Las chalconas, compuestos que presentan el nucleo quimico 1, 3-difenil-2-propen-
1-ona, han mostrado tener una amplia variedad de actividades biolégicas entre las que se
encuentran antiinflamatoria, antimalarica y citotdxica-antitumoral. La actividad
antimaldrica de las chalconas fue observada por primera vez cuando se reportd que la
licochalcona A, un producto natural aislado de las raices de la planta Glycyrrhiza inflata,
conocida como licoriza China presentaba una potente actividad frente al parasito de la

malaria, tanto en ensayos in vitro como in vivo'*® (Figura 36).

Figura 36. Estructura del nucleo chalcona y de la Licochalcona A.

CHs
CHs

OH
HO

OCHg3
Nucleo quimico de las chalconas
(0]

Licochalcona A

El amplio rango de actividad bioldgica de las chalconas depende del patréon de
sustitucion en los dos anillos aromaticos, se ha reportado que una serie de chalconas con
posiciones hidroxiladas han demostrado actividad antimitdtica frente a lineas celulares K

562 de leucemia humana®”’

. Otro estudio mas reciente reveld que chalconas sustituidas
con el grupo amino en diferentes posiciones mostraron una citotoxicidad potente frente a

un panel de lineas celulares tumorales*®.
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1.4. MODIFICACION MOLECULAR: OPTIMIZACION DE UN PROTOTIPO

La exploracion sistematica de la estructura quimica de un compuesto lider o
prototipo con el objetivo principal de optimizar sus propiedades farmacoldgicas y
farmacocinéticas, es lo que se conoce con el nombre de modificacion molecular o
farmacomodulacién. Se debe diferenciar un compuesto lider o prototipo de un hit,
entendiéndose por prototipo un compuesto, de cualquier origen, con actividad en relacion
con un determinado blanco terapéutico, mientras que él término "hit", fue introducido
recientemente para describir el ligando o analogo activo de baja afinidad o eficacia lo que

representa una etapa anterior a la identificacion del compuesto lider o prototipo™®.

La farmacomodulacién, a pesar de ser una metodologia en gran parte empirica,
presenta una serie de ventajas que han hecho que su aplicacién esté aun vigente a pesar
de la existencia de novedosas disciplinas y técnicas como la biotecnologia, la
bioinformatica y nuevas metodologias como las “omicas” (gendémica, protedmica,
metboldmica, etc.). Este proceso de busqueda de farmacos suele ser mds productivo que
ensayar nuevos compuestos, aislados o sintetizados al azar, debido a que se pueden usar
los mismos métodos de sintesis y de ensayos bioldgicos del prototipo, ademas se puede
avanzar en el conocimiento de la porcién de la estructura del farmaco que interactda con
el blanco farmacoldgico, y por tanto, es la responsable de la accidn biolégica a nivel

< 11
molecular, esto es lo que se conoce como farmacdforo™°.

Las modificaciones estructurales tendentes a modular algunos de los aspectos del
espectro de actividades que pueden presentar los prototipos son el proceso inicial en el
descubrimiento de un nuevo farmaco y su desarrollo posterior (figura 37) y se realiza con
la siguiente finalidad*®:

1. Mantenimiento o mejora de la actividad: Se busca la obtencién de farmacos que

presenten mayor actividad, mejor selectividad y menor toxicidad.
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2. Cambios en el espectro de accidn: Se incluyen cambios controlados para eliminar
efectos secundarios, diferenciar y separar actividades de prototipos que presentan varias
actividades, transformar una actividad agonista en antagonista, entre otros.

3. Moadificacidn de las propiedades farmacocinéticas: Se realizan modificaciones de
estas propiedades sin variar la actividad farmacolégica como son cambios para proteger el
compuesto de inactivaciones, modulacidon de la relacidon concentracién/tiempo, entre

otras'®.

Figura 37. Etapas en el descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco.

bi iécul . iécul Modificacion
iomacromolécula micromolécula Molecular mecanismo
(Farmacomodulacién) .
Receptor | |  Ligando molecular farmacéforo
" Nuevo .| Prototipo
) v Prototipo "| Optimizado
Disefio
Racional A, DEs
Eleccion del | in vivo v )
Blanco » Farmaco
Terapéutico Métodos || Bioensayos — Q I
Tradicionales — — REA DLg,
in vitro
in silico rdl Serie de Ausencia de
™ DDﬂoldelacldo L B[j Derivados Toxicidad
= olecufar [ Ensayos
lini
] ] Contribuciones “NEQ” clinicos
Enfoque Analogo Activo farmacoféricas il
Fisiologico - '
“hit” propiedades Ensayos
estructurales pre-clinicos

Existen varias estrategias o técnicas generales con las que se puede realizar la
farmacomodulaciéon de un prototipo, también conocidas como métodos tradicionales,

entre los que se encuentran las siguientes aproximaciones:
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1. Aproximaciéon disyuntiva: Este método se conoce tradicionalmente como

simplificacion molecular o variacién molecular disyuntiva, se basa en la reduccién del
prototipo hasta conservar el fragmento esencial para la actividad o farmacdforo, se aplica
fundamentalmente a productos naturales con nucleos policiclicos, en la que se procede a
la apertura de uno o mas ciclos y a la supresiéon de las partes de la molécula que se
consideran innecesarias o no esenciales para la actividad. Como ya se expreso
anteriormente, la aplicacion de este principio condujo a las estructuras de varias familias

de derivados como las 4-aminoquinolina y los quinolinilmetanoles (Figura 38)%.

Figura 38. Variacion disyuntiva de la Quinina.
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2. Aproximacion analdgica: Este método se basa en una transformacion limitada del

prototipo, conservando los aspectos estructurales esenciales del mismo, cabe destacar
gue estas modificaciones estructurales, por simples que sean, pueden incidir tanto en las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos (coeficiente de reparto, lipofilicidad, etc.)
como en su capacidad unién con su blanco terapéutico. Existen varios criterios clasicos
para realizar esta modificacién molecular se encuentran: Apertura de anillos, formacién

de anillos, homologia, vinilogia, saturacién de dobles enlaces y sustitucién isostérica™*".

3. Aproximacion conjuntiva: Este método también se conoce con el nombre de

asociacién molecular, consiste en obtener un nuevo compuesto derivado de la unién de
dos prototipos, generalmente mediante un enlace covalente, con el fin de obtener un
nuevo compuesto que presente propiedades farmacolégicas comunes a los dos
prototipos. Dichos compuestos, estructuralmente mas complejos, pueden proceder tanto
de la combinacién de dos moléculas idénticas, lo que recibe el nombre de duplicacidn
molecular, farmacos gemelos, farmacos siameses o twin drugs, como de dos moléculas

. ) T 112
diferentes lo que recibe el nombre de hibridizacion molecular .

1.4.1. FARMACOMODULACION EN DERIVADOS DE LA QUINOLINA

Recientemente se han realizado varias investigaciones donde se ha empleado el
método de hibridizacidn molecular en la busqueda de nuevos compuestos con actividad
antimaldrica, entre las cuales cabe destacar la sintesis reportada por Lombard vy
colaboradores de seis compuestos (9-14) resultantes del acoplamiento de diferentes
fragmentos de aminoquinolinas con dihidroartemisinina, los cuales mostraron una
potencia in vitro comparable a la de la CQ!3. En este mismo contexto Walash y
colaboradores realizaron la sintesis de un hibrido artemisinina-quinina mediante el
acoplamiento de la dihidroartemisinina con un derivado acido carboxilico de la quinina,

via formacion de un enlace covalente tipo éster. Estos nuevos derivados mostraron una
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potente actividad contra las cepas P. falciparum resistentes a farmacos 3D7 y FcB1'*.
Otra investigacion reportada aplicando esta estrategia de farmacomodulacion es la
realizada por Kumar y colaboradores, en la que reportaron la sintesis de nuevos derivados
hibridos quinolina-acridina (29-34) y la evaluacién in vitro contra la cepa de P. falciparum

NF 54, de los compuestos evaluados dos fueron equipotentes con la CQ que es el farmaco

de referencia (Figura 39)'%,

Figura 39. Derivados hibridos con actividad antimalarica.
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ANTECEDENTES
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2.- ANTECEDENTES

En virtud del grave problema que significan enfermedades tan recurrentes a nivel
mundial como la malaria y el cancer, el grupo de investigadores del Laboratorio de Sintesis
Organica, conjuntamente con investigadores de otros paises, han tenido como norte Ila
busqueda de nuevos compuestos que sean activos contra estas temibles enfermedades.
Esta iniciativa multidisciplinaria, comprende la sintesis, caracterizacidn estructural,
evaluacién de la posible actividad biolégica y modelado molecular de series de

compuestos potencialmente activos, entre los que se encuentran:

Una serie de derivados 2-(5-nitrofuran o 5-nitrotiofeno-2-il)-3H-benzo [d]
bencimidazol-5-carboxamida, 1'*°, derivados 3-amino-7-cloro-9-(2-metilfenil)-1,9-dihidro
pirazolo [4, 3-b] benzotiazina-4,4-didxido y 2,4-diamino-8-cloro-10H-fenilpirimido [5,4-b]

benzotiazina-5, 5-diéxido, 2*'/, derivados 3-amino-9-arilsustituido-tieno [3, 2-b] benzo

118 119
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tiazina-S,S-dioxidos,

’

, derivados 4-cloro-3-(2-cloroetil)-2-metilquinolinas,
derivados sulfonildreas, 5%, derivados del acido tieno [2, 3-b] quinolina-2-carboxilico,
6%, a los cuales se les evalué su habilidad para inhibir la formacién de la B-hematina in
vitro, inhibir la hidrélisis de la hemoglobina y la eficacia antimalarica in vivo en ratones
infectados con P. berghei. En este mismo contexto se reportd la sintesis de derivados tipo

isoflavonas, en el cual uno de los compuestos sintetizados resultd ser activo in vitro contra

la cepa de P. falciparum W2, resistente a CQ, con un CLsp de 2,89 uM, 7%22 (Figura 40).

Otro estudio realizado consistid en la determinacién de las estructuras de los
cristales de los compuestos 3-amino-6-metoxi-9-metil-1H-pirazolo [3,4-b] quinolin-4-ona y
2,4-diamino-10-metil-9-metoxipirimido [4,5-b] quinolin-5-ona, con moderada actividad
antimaldrica y en la cual se observd que ambas moléculas son esencialmente planas,
incluyendo los grupos exociclicos, la actividad antimalarica parece estar relacionada con la

formacién de un enlace puente de hidrégeno intramolecular entre el N-H y el C=0, en las
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dos estructuras de los cristales se observé una red extensiva de enlaces puentes de

hidrégeno*?

Figura 40. Derivados sintetizados como antimalaricos potenciales.
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También se sintetizaron y evaluaron su posible actividad antimalarica in vitro
mediante el ensayo de la inhibicién de la formacién de B-hematina, la inhibicién de la
hidrdlisis de la hemoglobina e in vivo mediante el protocolo en P. berghei, de algunos
compuestos que contienen en su estructura el nucleo de la quinolina y el fragmento

chalcona, entre los que se encuentran: Derivados E-2-quinolinilbenzocicloalcanonas, 8
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derivados sulfonamidas chalconas, 9'2°, derivados fenilurenil chalconas, 10'% y derivados

quinolinil chalconas, 11'% (Figura 41).

Figura 41. Derivados de la quinolina y de la chalcona.
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Otros compuestos, estructuralmente poco relacionados entre si, como péptidos,
pirazoles, fenotiazinas, quinolonas, entre otros, también han mostrado resultados
satisfactorios en ensayos antimalaricos in vitro, entre los que se encuentran derivados 2,5-
bis-[4-(benzhidrazido) fenillfurano, 12?8 derivados 3-amino-2-etoxi-carbonil pirido [1,2-a]
tieno [2,3-d] pirimidin-4-ona, a los que se le determind conjuntamente actividad

129

antimaldrica y citotoxica in vitro, 13°°°. Se encuentran también entre los compuestos

130 Ootro tipo de compuestos

ensayados derivados de la fenotiazina 5,5-didxidos, 14
sintetizados y evaluados como posibles antimaldricos frente a P. falciparum resistente a
cloroquina, fueron derivados de la quinolona, condensados con un anillo pirazol y con un

anillo de pirimidina, 15*** (Figura 42).
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Figura 42. Derivados estructuralmente poco relacionados con posible actividad antimaldrica.

/ \ H 3\ 0 NH2
H\ \ R C0202H5
— | AN
N—N y A ~ N S
Rl—< H
0 12 13

15

Mas recientemente, nuestro grupo de investigacién reportd la sintesis de
derivados de la quinolina, analogos de la CQ, entre las que se encuentran: la sintesis de
derivados 7-cloroquinolin-4-il-tio, a los que se les evalud simultaneamente su potencial
actividad antimaldrica y antineoplasica, y estos compuestos redujeron la viabilidad celular

132
. Con

de la linea celular de cancer de préstata humano PC-3 y LNCaP in vitro e in vivo
anterioridad ya se habia realizado y reportado la sintesis de derivados [(7-cloroquinolin-4-
illamino]chalconas en los cuales se observd que presentan una potencial actividad
antimaldrica que cursa por la inhibicion de la formacidn de la B-hematina e inhibicién de la
protedlisis de la hemoglobina in vitro y en cuanto a la evaluacion de la posible actividad
antitumoral, se reportd que los compuestos inducen apoptosis celular en células de

cancer de préstata ademds de la inhibicidn de proteosoma y supresién de la

. / .1
angiogénesis™>.
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JUSTIFICACION
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3.- JUSTIFICACION

Sobre la base de lo anteriormente expuesto y en la continua busqueda de nuevos
agentes que puedan ser eficaces en la profilaxis y tratamiento de patologias tan letales a
nivel mundial, como la Malaria y el Cancer, se presenta la sintesis de una serie de
derivados 7-cloro quinolina-4-sustituidos, su caracterizacidon estructural y evaluacién de
sus posibles actividades antimalarica, antiproliferativa y proapoptética, como un aporte
importante al disefio y desarrollo de nuevos agentes que puedan presentar una posible

doble accidn contra estas terribles enfermedades (Figura 43).

Figura 43. Derivados 7-cloro-4-quinolinasustituidos propuestos.

CHs CH
CHs ( CHs ( 3
i AN e

Técnica de

{ 1
N ———{>
Reposicionamiento /@
7
—
Cl N cl N

CQ Antimalarica

CQ Antineoplasica

Derivados Antimalaricos-Antineoplasicos

| oy
' H N N
Y
R
X X ©
/ /
Cl N Cl N

4: 3-sustituidos
5: 4-sustituidos 11

106

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

En este contexto planteamos el empleo de la metodologia tradicional de la
Quimica Medicinal para la farmacomodulacién de los compuestos 4 y 5, en la cetona o, 3-
insaturada, para obtener tanto derivados donde se rigidiza esta funcionalidad al formar el
anillo Az-pirazolina, como derivados donde se flexibiliza, con miras a determinar la
variacion de las actividades bioldgicas (antimaldrica y antineoplasica) en estos compuestos

después de esta modificaciones moleculares (Figura 44).

Figura 44. Diseiio de nuevos derivados por farmacomodulacién de la funcionalidad cetona a,p3-

insaturada.
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OBIJETIVOS
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4 .- OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar derivados de la 7-cloroquinolina sustituidos en la posicidn 4, de acuerdo a los
esquemas planteados a partir de la 4, 7-dicloroquinolina, disponible comercialmente y su
posterior condensacion con compuestos tipo benzaldehidos, con miras a obtener

derivados que presenten una doble accidén contra la Malaria y el Cancer

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar los compuestos de estructura general 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 11, purificarlos y
caracterizarlos mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas (Esquemas 14 vy

15).

2. Evaluar la posible actividad antimalarica in vitro e in vivo de los compuestos
seleccionados, mediante los ensayos de inhibicion de la formacién de B-hematina y el Test

supresivo de los cuatro dias o prueba de Peters, respectivamente.

3. Determinar el efecto sobre el proceso de viabilidad y proliferacion celular, de los
compuestos seleccionados, a través de la reduccién colorimétrica del MTT, en las lineas

celulares neoplasicas Jurkat E6.1, HL60, A549 y MCF-7.
4. Determinar el efecto sobre el proceso de apoptosis, de los compuestos

seleccionados, a través de la expresidn superficial de la fosfatidilserina, en las lineas

celulares neoplasicas Jurkat E6.1, HL60, A549 y MCF-7.
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Esquema 14. Estrategia propuesta para la sintesis de los derivados 7-Cloroquinolina-4-sustituidos 4, 5, 6, 7 y

8.
CHs
Cl
H\N 3
(0]
A a
> X
Cl N/
cl N
1
2,3
b
—_— >
X
cl N
4: 3 - sustituidos
5: 4 - sustituidos
c d
\
X H X
Cl N/ Cl N/
6: 3 - sustituidos 8: 3 - sustituidos
7: 4 - sustituidos 9: 4 - sustituidos
Condiciones: a: 3 o 4-Aminoacetofenona, EtOH, A, 4 h. b: Benzaldehidos sustituidos, KOH, MeOH,

t.a, 72-120 h. c¢: NH2-NH2/H20, EtOH, A, 18-24 h. d: H> Pd/C 10 %, 1 atm, EtOH, 12-18 h.

Sustituyentes R: 4-CHs, 2, 3-di-OCH3, 2, 4-di-OCHs, 2, 5-di-OCHs, 3, 4-di-OCH3, 3, 5-di-OCHs, 2, 4, 5-tri
OCHs, 3, 4, 5-tri-OCHs, 2, 4, 6-tri-OCHs, 2, 4, 5-tri-CHa, 1, 3-dioxol, 4-Cly 4-F.
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Esquema 15. Estrategia propuesta para la sintesis de los derivados 7-Cloroquinolina-4-sustituidos 11.
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Condiciones: a: Carbazato de t-butilo, EtOH, A.  b: Anilinas sustituidas, EtOH, t.a 6 A.

Sustituyentes R: 3'-Cl, 3'-F, 4’-Cl, 4'-F, 4’-Me, 4’- OMe

111

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

RESULTADOS Y DISCUSION
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. SEcCION QuimMIcA

La estrategia disefiada para la sintesis total de los derivados planteados 4, 5, 6, 7, 8
y 9, se fundamenté en un procedimiento de tipo lineal en cuatro pasos que permitid la
preparacion de 41 compuestos derivados de la 4-aminoquinolina analogos de la CQ, la
Amodiaquina y la Tebuquina. Los intermediarios clave para la obtencién de los
compuestos finales el 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)etanona (2) y el 1-(4-(7-cloro
quinolin-4-ilamino)fenil) etanona (3) fueron disefiados previamente por nuestro grupo de
investigacion incorporando en su estructura el grupo acetilfenil que luego puede ser
facilmente funcionalizado para obtener los compuestos con el fragmento estructural
chalcona requerido. Recientemete fue reportada la sintesis, actividad antimaldrica in
vitro, metabolismo y estudios del mecanismo de accion de derivados hibridos enonas y

. . 134
chalcone cloroquinolina®*.

Los derivados (E)-1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-
2-eno-1-ona (4 y 5) se disefaron aplicando la metodologia farmacomodulativa de
hibridizacidon molecular, sobre la base de que el nucleo resultante de la unién de quinolina
y el fragmento chalcona, tenia muchas posibilidades de originar compuestos altamente
eficaces como antimalaricos y antineopldsicos. Aunque tedricamente es posible la
formacién de los isdmeros E y Z, sélo se obtuvieron los isémeros de configuraciéon E, lo
cual fue confirmado mediante la constante de acoplamiento obtenida para el
acoplamiento protén-protdn del doble enlace carbono-carbono en el espectro de RMN H*

de 15 Hz.

Los derivados 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-dihidro-5-(fenilsusituido)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina (6 y 7) se disefiaron tomando en consideracion, entre otros aspectos, los
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numerosos reportes que existen sobre la actividad antimicrobiana que presentan
compuestos con el nucleo 4,5-dihidropirazol (A*pirazolina) solos o acoplados con otros
fragmentos estructurales como es el caso de la sintesis de una serie de chalconas vy
pirazolinas sustituidas con grupos cloro, hidroxilo y metilo, que fueron ensayadas contra
una variedad de bacterias como lo son Escherichia coli, Staphylococus aureus, Klebsella

pneumoniae, entre otras, las cuales mostraron un actividad considerable®®.

Muy
recientemente se reportd la sintesis de una serie de pirzolinas fluoradas con un alto
rendimiento, a partir de las chalconas correspondientes por un novedoso método
utilizando radiacion ultrasénica y se evalud su posible actividad contra, bacteria, hongos y

el Mycobacterium tuberculosis**®.

Los derivados 1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)propano-
1-ona (8 y 9) se disefaron con la finalidad de observar si variaba la actividad biolégica de
los derivados 4 y 5, cuando se aumentaba la flexibilidad estructural al eliminar el enlace
vinilico del nucleo chalcona, de igual modo se podra evidenciar si el nicleo chalcona es

importante para la actividad biolégica de este tipo de compuestos.

Otro aspecto importante a considerar en el disefio de estos derivados es la
incorporacion de uno o varios grupos metoxi como sustituyentes en la mayoria de los
derivados planteados, la incorporacién de los grupos metoxi se realizé sobre la base de
gue este grupo funcional proporciona un entorno electrdnico favorable. El grupo metoxi
se encuentra presente en una gran cantidad de farmacos con actividades bioldgicas
diversas como antibacterianos, antimicéticos, antimaldricos y antineopldsicos, entre otras,
reportes recientes indican que se han sintetizado varios tipos de compuestos metoxilados
y evaluado su posible actividad bioldgica, entre los que se encuentran: derivados
metoxiazachalconas con actividad antimicrobiana™®”” 138, derivados 7,4’-dihidroxi-3-metoxi
flavonas con actividad antibacteriana®®®, derivados 1-metoxi-(a-D-ribofuranosil) y 1-

0

metoxi-(B-D-ribofuranosil) con actividad antiproliferativa'® y 7-benciloxi y 7-metoxi

flavonas con posible actividad antibacteriana y antifungica™*’.
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5.1.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS INTERMEDIARIOS 1-(3 o 4-(7-cloroquinolin-4-

ilamino)fenil)etanona (2 3).

Los intermediarios clave para la sintesis de los mencionados derivados el 1-(3-(7-
cloroquinolin-4-ilamino)fenil)etanona y el 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino) fenil)etanona 2
y 3, respectivamente, se obtuvieron a través de una reaccién de Sustitucién Nucleofilica

Aromatica (SyAr) entre la 4,7-dicloroquinolina (1) comercialmente disponible y la 3 y/o la

4-aminoacetofenona, respectivamente en un reflujo en etanol (Esquema 16).

Esquema 16. Mecanismo propuesto para la formacidon de los intermediarios 2 y 3.
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En la SyAr un nucledfilo fuerte reemplaza al grupo saliente, como lo es el cloro, y la
velocidad con que sucede la reaccidén es proporcional a la concentracidon del nucledfilo,
por consiguiente el deberia estar implicado en el estado de transicidn. Se han propuesto
tres posibles mecanismos para que se lleven a cabo las reacciones de SyAr, entre los que
se encuentran el de adicidén-eliminacién, que se ve favorecido si el anillo aromatico
presenta grupos fuertemente atractores de electrones en posicién orto o para y donde

estd implicado un intermediario interesante denominado i6n bencino.

Las estructuras de los intermediarios 2 y 3 fueron establecidas de manera
inequivoca mediante el andlisis de los espectros de Infrarrojo (IR), Resonancia Magnética
nuclear de protones (RMN 'H) en una y dos dimensiones y Resonancia magnética nuclear

de carbonos (RMN *C) (Figura 45).

Figura 45. Estructuras y numeracion de los intermediarios 2 y 3.

6 4a X3
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cl7 B N

Intermediario 2 Intermediario 3

El intermediario 2 se obtuvo como un polvo de color amarillo claro con un punto
de fusion de 223-224 °C con un rendimiento de 96 %. En el analisis del espectro IR se
destacan dos bandas intensas en 3340 y 1683 cm™ correspondientes al grupo amino y a al

alargamiento C=0 del carbonilo de la cetona.
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El espectro de RMN 'H muestra las sefiales caracteristicas del intermediario 2,
comenzando por la situada a campo mas alto tenemos: Un singlete en 2.62 ppm, que
integra para tres protones, correspondiente al grupo metilo de la cetona en la posicién 3.
Un doblete en 6.86 ppm, que integra para un protén, atribuido al protén de la posicion 3
de la quinolina que se acopla con el protén 2 con una constante de acoplamiento (J) de
6.93 Hz. Un multiplete de 7.69 a 7.79 ppm, que integra para dos protones, atribuidos a los
protones 5’ y 6’ se acoplan con el protén 4’. Un doblete de doblete en 7.88 ppm, que
integra para un protdn, atribuida al protén 6 que se acopla con el protén 5y con el protén
8 con unas J de 9.90 Hz y 1.97 Hz respectivamente. Un multiplete de 7.98 a 8.03 ppm, que
integra para dos protones, atribuido a los protones 2’ y 4’. Un doblete en 8.19, que integra
para un protoén, correspondiente al protdon 8, que se acopla con el protén 6 con una J de
1,97 Hz. Un doblete d en 8.55 ppm, que integra para un proton, atribuido al protén 2, que
se acopla con el protén 3 con una J de 6,93 Hz. Un doblete en 8.90 ppm, que integra para
un protdn, correspondiente al protdon 5, que se acopla con el protén 6 con una J de 9,15

Hz.

A campo mas bajo: Un singlete ancho en 11.32 ppm, que integra para un protén,

correspondiente al protén del grupo amino.

En el espectro RMN 3C se observan las sefiales correspondientes a los veinte y
siete carbonos que tiene el compuesto, comenzando por el campo mas alto se
encuentran: Un singlete a 27.4 ppm correspondiente al carbono del metilo de la cetona,
otro singlete a 101,6 ppm correspondiente al carbono 3, un singlete a 117.5 ppm
correspondiente al carbono 2’, un singlete a 122.8 ppm correspondiente al carbono en
posicion 8, un singlete a 124.0 ppm, un singlete a 126.5 correspondiente al carbono 6, una
en 127.2 correspondiente el carbono 8, un singlete a 130.7 ppm correspondiente al
carbono en 6’, un singlete a 152.7 ppm asignado al carbono 2 y un singlete a 198.0 ppm

asignado al carbono carbonilo. Todos estos desplazamientos fueron corroborados de
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manera inequivoca a través de los experimentos de dos dimensiones de Correlacién

Espectroscépica (COSY) y Correlacién Heteronuclear (HETCOR).

El intermediario 3 se obtuvo como un polvo amarillo con un punto de fusién de
209-211 °C y un rendimiento de 94 %. En el analisis del espectro IR se destacan, al igual
que en el intermediario 2, las bandas caracteristicas de los grupos amino y carbonilo a

3440y 1676 cm?, respectivamente.

En el espectro de RMN 'H de este intermediario se observan las sefiales mas claras
o definidas debido a su simetria, entre las sefiales comenzando por la situada a campo
mas alto tenemos: Un singlete en 2.62 ppm, que integra para tres protones,
correspondiente al grupo metilo de la cetona en la posicidon 3. Un doblete en 7.04 ppm,
que integra para un protdn, atribuido al protén de la posiciéon 3 de la quinolina que se
acopla con el protén 2 con una J de 6.93 Hz. Un doblete en 7.65 ppm, que integra para dos
protones equivalentes, caracteristica de los protones 2’ y 6’ se acoplan con los protones 3’
y 5 con una J de 8,39 Hz. Un doblete en 7.88 ppm, que integra para un protdn
correspondiente al protdn 6 con el protén 5 con una J de 9,15 Hz. Un doblete 8.12 ppm,
que integra para dos protones, caracteristica los protones 3’ y 5’ se acoplan con los
protones 2’ y 6’ con una J de 8,39 Hz. Un singlete en 8.21 ppm, que integra para un
protén, atribuido al protdn 8, en el cual se observa un desplazamiento a campo mas bajo
con referencia al intermediario 2. Un doblete en 8.60 ppm, que integra para un protén,
atribuido al protén 2, que se acopla con el protdon 3 con una J de 6,93 Hz. Un doblete en
8.95 ppm, que integra para un protdn, correspondiente al protén 5, que se acopla con el

protén 6 con unaJde 9,15 Hz.

A campo mas bajo: Un singlete ancho en 11.37 ppm, que integra para un protén,

correspondiente al protdn del grupo amino.
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En el andlisis del espectro RMN **C se evidencian las sefiales correspondientes a los
veinte y siete carbonos que tiene el intermediario 3 al igual que el intermediario 2, entre
las cuales se pudieron establecer de una manera inequivoca mediante el espectro HETCOR
comenzando por el campo mas alto: Un singlete a 27.3 ppm correspondiente al carbono
del metilo de la cetona, un singlete a 101,8 ppm correspondiente al carbono 3, un singlete
a 120.0 ppm correspondiente a los carbonos equivalentes 2’ y 6°, un singlete a 127.0 ppm
correspondiente al carbono 5, un singlete a 128.1 ppm correspondiente al carbono 6, un
singlete a 130.5 ppm correspondiente a los carbonos 3’ y 5’, un singlete a 144.4 ppm

correspondiente al carbono 2 y un singlete a 197.4 ppm asignado al carbono carbonilo.

5.1.2. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS (E)-1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-

ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (4, 5)

Los derivados (E)-1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-
2-eno-1-ona (4 y 5), se sintetizaron mediante la reaccién de condensacién aldédlica de
Claisen-Schmidt entre los intermediarios clave 1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)
etanona (2 y 3) (cetonas) y diferentes benzaldehidos sustituidos, en presencia de una base

fuerte para formar el enolato (Esquema 17).

En la reaccion de Claisen-Schmidt el aldehido aromatico reacciona con una cetona
para dar lugar a cetonas a,B-insaturadas, como el aldehido aromatico no tiene hidrégenos
en posicidon a, no puede funcionar como el componente nucleofilico, al ser incapaz de
enolizarse y por ello tampoco puede autocondensarse, pero reacciona facilmente con la
cetona presente. La deshidratacién final es usualmente, favorable ya que la enona

resultante esta conjugada con el anillo aromatico.
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Esquema 17. Mecanismo propuesto para la condensacién Claisen-Schmidt.
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+
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4: 3-sustituidos
5: 4-sustituidos

Las estructuras generales de los derivados 4 fueron establecidas de manera
inequivoca mediante el analisis de los espectros de IR, RMN 'H en una y dos dimensiones y

RMN *3C, asi como algunos anlisis elementales (Figura 46).

Figura 46. Estructura general y numeracion de los derivados 4.

Estructura general de los Derivados 4 Derivado 4k
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En el analisis de los espectros de IR de los derivados 4 y 5, en general, se observan
las sefales caracteristicas del estiramiento del enlace amina secundaria como un singlete
entre 3500 y 3100 cm™, y un singlete del grupo carbonilo correspondiente al estiramiento
de la cetona a,B-insaturada entre 1680 y 1645 cm, y otras sefiales sin importancia

practica.

Los derivados 4 al tener un patrén de sustituciéon 1,3 en el anillo fenilamino,
presentan espectros de RMN 'H mas complejos con multipletes en la regiéon arématica
gue integran para varios protones. En el caso del derivado 4a, que es el derivado que tiene
un grupo metilo como sustituyente, presenta 15 protones en la regiéon aromatica y se
evidencian las siguientes sefales, comenzando por la situada a campo mas alto se
encuentran: Un singlete en 2.31 ppm, que integra para tres protones, correspondiente al
grupo metilo. Un doblete en 6.98 ppm, que integra para un protén, atribuido al protén de
la posicién 3 de la quinolina que se acopla con el protén 2 con una J de 5.21 Hz. Un
multiplete de 7.55 a 7.93 ppm, que integra para nueve protones, atribuidos a los protones
6, 2/, 4, 5, 6, a, b, 2”, 6”. Un singlete en 8.03, que integra para un proton,
correspondiente al protén 8. Un doblete en 8.41 ppm, que integra para un protén,
atribuido al protén 5, que se acopla con el protén 6 con una J de 9,15 Hz. Un doblete en
8.48 ppm, que integra para un protén, correspondiente al hidrégeno 2, que se acopla con
el protén 3 con una J de 5,21 Hz. Un singlete ancho en 9.26 ppm, que integra para un
protén, correspondiente al grupo amino. Esta sefial aparece en todos estos derivados

entre 9.26 y 9.30 ppm.

Mediante el andlisis de los espectros bidimensionales de RMN 'H (COSY) de estos
derivados 4, se ha establecido los desplazamientos de los protones 2, 3, 5, 6 y 8 de la
siguiente manera: El protén 3 generalmente aparece en forma de doblete que se acopla
con el protén 2 con una J de 5,21 Hz o en algunos casos puede aparecer inmerso en un

multiplete, entre 6.98 y 7.05 ppm. El protén 6 que generalmente aparece en un multiplete
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entre 7.50 y 7.80 Hz o en un doblete alrededor de 7.65 ppm que se acopla con el protén 5
con una J de 9,15 Hz.El protén 8 que puede aparecer en forma de singlete o de doblete
alrededor de 8.01 ppm. El protén 5 que aparece como un doblete en alrededor de 8.40
ppm que se acopla con el protén 6 con una J de 9,15 Hz. El protén en 2 que aparece como

un doblete alrededor de 8.50 ppm que se acopla con el protén 3 con una Jde 5,21 Hz.

En estos compuestos se establecid mediante el andlisis de los espectros en dos
dimensiones y el valor de las constantes de acoplamiento, que el protén de la quinolina
que se encuentra desplazado a campo mas bajo es 2, a diferencia de los compuestos

intermediarios 2 y 3 que el que aparece a campo mas bajo es el 5.

Para los derivados dimetoxilados 4b, 4c, 4d, 4e y 4f se observan a campo alto las
sefiales caracteristicas de los protones del grupo metoxi que aparecen como singletes que
integran para tres protones entre 3.70 y 3.90 ppm. También se evidencian los
desplazamientos correspondientes de los restantes protones que se encuentran en la
region aromatica de la siguiente manera: Los protones del fenilo sustituido, dependiendo
de su patron de sustitucidn aparecen, como multipletes entre 6.65 y 7.98 ppm. Los
protones 3”, 4” y 5” generalmente entre 6.65 y 7.59 ppm. El protdn 6” puede desplazarse

hacia campo mas bajo aproximadamente en 7.40 ppm.

Los protones del doble enlace, denominados a y b, dependiendo de la complejidad
de la sefial, aparecen inmersos en multipletes o como un doblete identificado de una
manera inequivoca mediante su constante de acoplamiento (J) de 15,57 Hz. El protén b es
el que se desplaza a campo mas alto de los dos, encontrandose entre 7.55 y 7.70 ppm,

mientras que el protén a entre 7.70 y 8.06 ppm.

Las sefiales correspondientes a los protones 5’ y 6’ aparecen como multipletes

entre 7.55 y 7.70 ppm, un campo mas alto en comparacién con el desplazamiento de los
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protones 2’ y 4’ que aparecen a campo mas bajo, entre 7.84 y 7.98 ppm, debido al

desapantallamiento originado por el grupo carbonilo.

En el caso de los derivados trimetoxilados como el 4g, 4h y 4i, ademads de aparecer
el otro singlete caracteristico de los 3 protones del grupo metoxi en alrededor de 3.70 y
3.80 ppm, se va a evidenciar una regién aromatica un poco menos congestionada debido a
la desaparicion del desplazamiento de uno de los protones del grupo fenilo sustituido y al
presentarse en los derivados 4h y 4i, protones equivalentes, entre las sefiales presentes
en esta zona se encuentran: El desplazamiento del proton 3” se observa como un singlete
a campo mas alto que el protén 3, en 6.74 ppm como es el caso del derivado 4g, o como
un doblete en 6.33 ppm, que integra para los dos protones equivalentes 3” y 5” en el
derivado 4i. Los protones 2” y 6” varian ligeramente su desplazamiento cuando son
equivalentes apareciendo en 7.23 ppm, en comparacion con los otros derivados
dimetoxilados donde la sefial del protdn 2” se observa a campo mas bajo entre 7.02 y 7.03
ppm vy la del protén 6” a campo mds alto entre 7.40 y 7.90 ppm, a excepcién del derivado
4f, que también presenta estos dos protones equivalentes y la sefial del protén 6” aparece

a un campo relativamente muy alto a 7.03 ppm.

Para el derivado 4j la Unica diferencia significativa que se observa con los otros
espectros de los otros derivados 4, es la aparicidn de tres singletes que integran para tres
protones a 2.21, 2.23 y 2.37 ppm, correspondientes a los tres metilos. En el caso del
derivado 4k, que no presenta un grupo fenil sustituido sino un anillo benzo[d][1,3]dioxolil,
se observan la aparicién de un singlete a 6.09 ppm que integra para dos prones
correspondiente al grupo metileno 7”, todos los demas desplazamientos son similares a
los descritos para estos compuestos. En los referentes a los derivados monohalogenados
4l y 4m, se observa la desaparicion de las sefiales a campo alto y solo se evidencian las
caracteristicas de los 15 protones que aparecen en la regiéon aromatica, el derivado 4l

presenta un patron de desplazamientos similar al de los otros derivados 4. En lo referente
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al derivado 4m, se observa el acoplamiento caracteristico de los protones 3” y 5” con
Fldor y el desdoblamiento de la sefial que aparece como un triplete, que integra para 2
protones, en 7.30 ppm que presenta un acoplamiento orto con los protones 2” y 6”, con
una constante J de 8,64 Hz y un acoplamiento orto con el Fldor con una constante J de

8,90 Hz.

En los espectros de RMN 13 de los derivados 4, se observan las sefales
caracteristicas de los 24 carbonos de la estructura general 7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-
3-(fenilsustituido)prop-2-en-1-ona, y adicionalmente para cada derivado en particular se
observan las sefiales correspondientes a los carbonos presentes en el o los sustituyentes
metilo, dimetoxi, trimetoxi o trimetil y para los derivados monohalogenados 4l y 4m, sélo

se observan las 24 sefiales de la mencionada estructura general.

En el caso del derivado 4a, se observa la sefial caracteristica del carbono metilico a
21.7 ppm y para los derivados dimetoxilados 4b, 4c, 4d, 4e y 4f y tri metoxilados 4g, 4h y
4i se observa los desplazamientos de los carbonos de este grupo a campos ligeramente
mas bajos debido al desapantallamiento originado por el atomo de oxigeno alrededor de
56.0 ppm. Entre los carbonos que se han podido establecer de una manera inequivoca
mediante el andlisis de los espectros de RMN de dos dimensiones, para todos los
derivados 4 se encuentran: El C3 que se desplaza entre 102.2 y 102.8 ppm. ElI C8 que se
desplaza entre 121.7 y 122.5 ppm. El C5 que se desplaza entre 125.0 y 125.2 ppm. El C6
gue se desplaza entre 126.0 y 125.7 ppm. El Cb que se desplaza entre 130.0 y 131.0 ppm.
El Ca que se desplaza entre 139.0 y 140.5 ppm. El C2 que se desplaza entre 152.4y 152.6
ppm. El C=0 que se desplaza entre 189.3 y 190.5 ppm.

En el anlisis realizado en los en los espectros de RMN 'H de los derivados 5 se

observa que las sefiales de los protones son menos complejas debido al patrdn de
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sustitucion 1,4 que presentan estos compuestos en el anillo fenilamino. La estructura

general y numeracion de los derivados 5 se muestra en la Figura 47.

Figura 47. Estructura general y numeracion de los derivados 5.

Estructura general de los Derivados 5 Derivado 5k

Los desplazamientos de los protones equivalentes del grupo fenilamino aparecen
como dobletes, el correspondiente a los protones 2’ y 6’ a campo alto alrededor de 7.49

ppm vy el de los protones 3’ y 5’ a campo mas bajo alrededor de 8,23 ppm.

En el caso del derivado p-tolil 5a, que esta monosustituido en el anillo fenilo, se
van a tener cuatro pares de protones equivalentes, se va a encontrar los desplazamientos
de estos protones, comenzando por la situada a campo mas alto, de la siguiente manera:
Un doblete en 7.27 ppm, que integra para dos protones, asignado a los protones 3” y 5”
gue se acoplan con los dos protones 2” y 6” con una constante J de 8,15 Hz. Un doblete en
7.49 ppm, que integra para dos protones, correspondiente a los protones 2’ y 6’ que se
acoplan con los protones 3’ y 5’ con una constante J de 8,67 Hz. Un doblete de 7.78 ppm
gue integra para dos protones, asignados a los hidrégenos 2” y 6” que se acoplan con los
dos protones 3” y 5” con una constante J de 8,15 Hz. Un doblete en 8.20 ppm, que integra

para dos hidrégenos, correspondiente a los protones 3’ y5’ que se acoplan con los
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protones 2’ y 6’ con una constante J de 8,67 Hz.

En estos derivados de la serie 5, se observan que las sefiales correspondientes a los
protones del anillo fenilo, segln sea su sustitucién, inmersas en multipletes, generalmente
desplazandose los protones 2”, 3”, 4” y 5”, a campo mas alto que el protén 3 de la
quinolina, entre 6.61 y 7.27 ppm, a diferencia del protén 6”, que cuando esta presente,

aparece a campo mas bajo campo generalmente entre 7.38 y 8.00 ppm.

En el andlisis de los espectros de RMN 3C de los derivados 5, de igual manera que
los derivados 4, se observan las sefiales caracteristicas de los 24 carbonos de la estructura
general 7-(cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-en-1-ona, y las sefiales
correspondientes a los carbonos presentes en el o los sustituyentes. Entre los carbonos
que se han podido establecer de una manera inequivoca mediante el anadlisis de los
espectros de RMN de dos dimensiones, se encuentran: El C3 que se desplaza alrededor de
105 ppm, un poco a campo mas bajo que en los derivados 4. Los C2’ y C6’ (equivalentes)
gue se desplazan alrededor de 119 ppm. El C8 a alrededor de 123 ppm. El C6 entre de
125.4 y 125.8 ppm. El Ca a alrededor de 128 ppm. El C2 a alrededor de 152 ppm. EI C =0
de 189.3 2 190.5 ppm.

5.1.3. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-dihidro-5-

(fenilsusituido)-1H-pirazol-3-il)fenil)quinolin-4-amina (6 Y 7)

La sintesis de los derivados 7-cloro-N-(3-(4,5-dihidro-5-(fenilsusituido)-1H-pirazol-
3-il)fenil)quinolin-4-amina (6) y 7-cloro-N-(4-(4,5-dihidro-5-(fenilsusituido)-1H-pirazol-3-
il)fenil)quinolin-4-amina (7) se realizé mediante una reaccién de ciclo-condensacién de los

derivados (E)-1-(3 o 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona
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(4 y 5) con hidrazina monohidratada en reflujo con etanol absoluto, utilizando acido

acético glacial en cantidades cataliticas****.

Factores tales como la polarizacion, naturaleza de los sustituyentes en la porcién
o,B-insaturada influencian profundamente la velocidad de reaccién. La conversidn
completa de la chalcona con sustituyentes halégenos toma 10 a 12 horas, con grupo
metilo de 16 a 20 horas, mientras que con los grupos metoxi 24 horas. El mecanismo
detallado de reaccién involucra la formacién inicial de una arilhidrazona con un
subsecuente ataque nucleofilico del nitrégeno en el doble enlace carbono-carbono de la
posicién PB. La velocidad de reaccién estd determinada por el ataque nucleofilico al
carbono B y es directamente proporcional a la naturaleza electropositiva del mismo. Dicha
naturaleza electropositiva del carbono [ estd controlada por el efecto inductivo del
sustituyente en el anillo aromatico, los sustituyentes halégenos en el anillo aromatico,
incrementa la deficiencia parcial de electrones del carbono B, dirigiendo hacia una rapida
completacién de la reaccion, mientras que los grupos alquilos donadores de electrones

como el metoxi contribuyen a una reaccion lenta(Esquema 18).

La estructura general y numeracién de los derivados 6 y 7 se muestra en la Figura
48. En estos derivados al haberse modificado estructuralmente la cetona a,B-insaturada
formando el anillo de la A%-pirazolina se observa la desapariciéon de los dos protones del
doble enlace en la zona aromatica, en alrededor de 7.70 ppm y 7.90 ppm, lo cual simplifica
esta region. La estructura general y numeracidn se muestra en la figura 48. En el analisis
de los espectros de RMN 'H, de estos derivados se observa los desplazamientos
caracteristicos de los dos protones del grupo metileno y del grupo metino, de la siguiente
manera: Un protdn a que aparece con como un doblete de dobletes a alrededor de 2,70
ppm, que se acopla con el otro protdn a con una constante J de 16,18 Hz y con el protén b

con una constante J de 10,88 Hz.
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Esquema 18. Mecanismo propuesto para la ciclocondensacién con hidrazina.

4 R
N R
H
~ 3

N (‘3 CH3COOH H\N

N cat §

P HoN—NH,
cl N o &

4 R R
H\ 3 = -He ‘
- N -
—_— OH . IgHz _— > %
BN HoN /dj H2N
=
Cl N Cl

4 OH H2
R R
Ho 3
- N e —

N/
/Z
(%\—3;7

Cl

6: 3-sustituidos
7: 4-sustituidos

128

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Figura 48. Estructura general y numeracion de los derivados 6y 7.

Estructura general de los Derivados 6 Estructura general de los Derivados 7

El otro protodn a, aparece a alrededor de 3,35 ppm, a veces se encuentra dentro de
un multiplete debido a que esta es la zona en que se desplazan los protones del agua del
solvente. En el caso especifico de los derivados 6j y 7j, debido a la presencia de tres
grupos metilos, este protén a se desplaza a campo ligeramente mas bajo, 3.47 ppm, y se
puede observar su seiial como un doblete de dobletes con las constantes J de 16,18 Hz de
su acoplamiento con el otro protdn a y la constante J de 10,88 Hz de su acoplamiento con
el protdn b. El protdn b que aparece generalmente como un triplete centrado alrededor
de 4,80 ppm, que se acopla con los protones a con una constante de acoplamiento J de

10,88 Hz.

Un aspecto importante es que en algunos de estos derivados aparece la sefial
. s . s 2 . . .
correspondiente al protdn sobre el nitrdgeno 1 de la A“-pirazolina, como un singlete

ancho, generalmente entre 6.32y 7.63 ppm.

También se puede observar que los protones de la quinolina, aparecen con iguales
desdoblamientos y con los mismos desplazamientos de la siguiente manera: El protén 3

en forma de doblete que se acopla con el protén 2 con una Jde 5,21 Hz o en algunos casos
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puede aparecer inmerso en un multiplete, entre 6.94 y 7.05 ppm. El protén 6 aparece en
un doblete de doblete alrededor de 7.50 ppm, que se acopla con el protén 5 con una
constante Jde 9, 15 Hz y con el protdn 8 con una constante J de 1,97 Hz. El protdn 8 ahora
aparece en forma de doblete, a un campo ligeramente mas alto, alrededor de 7.89 ppm,
gue se acopla con el protdn 6 con una constante J de 1,97 Hz. El protdn 5 que aparece
como un doblete en alrededor de 8.40 ppm que se acopla con el protén 6 con una J de
9,15 Hz. El protdén en 2 que aparece como un doblete alrededor de 8.50 ppm que se

acopla con el protén 3 con una J de 5,21 Hz.

Las senales correspondientes a los protones del grupo fenilamino y del fenilo
sustituido aparecen en campos y multiplicidades similares a las descritas para los
derivados 4 y los derivados 5: Los protones del fenilo sustituido, generalmente aparecen a
campo mas alto en multipletes entre 6.39 a 6.94 ppm. En el caso del derivado 6, los
protones 4’, 5’ y 6’ se desplazan a un campo ligeramente mas bajo, en multipletes
alrededor de 7.30 a 7.45 ppm. En el caso de los derivados 7, los protones equivalentes 2’ y
6’ generalmente se desplazan a campo ligeramente mas alto, como un doblete alrededor
de 7.30 ppm, mientras que el otro par de protones equivalentes, 3’ y 5, aparecen a
alrededor de 7.65 ppm. Hay derivados que presentan multipletes con estos dos tipos de
protones. El protén 2’ es el que se desplaza a campo mas bajo de todos, generalmente,

como un singlete a alrededor de 7.62 a 7.66 ppm.

En lo referente al analisis de los espectros de RMN 3¢ de los derivados 6 y 7, se
observan las sefiales caracteristicas de todos los carbonos en cada compuesto. Las sefiales
del carbono metilénico y del carbono metinico b, fueron establecidas inequivocamente
mediante el espectro de mejora sin distorsion por transferencia de polarizacién (DEPT por
su siglas en inglés) (distortionless enhancement by polarization transfer). Entre los
carbonos que se han podido establecer de una manera inequivoca mediante el andlisis de

los espectros de RMN de dos dimensiones, se encuentran: El Ca que se desplaza alrededor
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de 40 ppm. El Cb que se desplaza alrededor de 64 ppm. El C3 que se desplaza alrededor de
102 ppm. ElI C5 que se desplaza entre 125.0 y 125.3 ppm. El C6 que se desplaza entre
125.4y 125.8 ppm. El C8 que se desplaza a un campo ligeramente mas bajo aalrededor de
128 ppm. El C2 a alrededor de 152 ppm. Un aspecto que cabe destacar es que en estos

derivados se observa la desaparicion de la sefial correspondiente al carbono carbonilico.

5.1.4. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS 1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-

ilamino)fenil)-3-(fenilsustitudo)propan-1-ona (8 Y 9)

Los derivados 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustitudos)propan-1-
ona (8) y los derivados 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustitudo)propan-1-
ona (9), andlogos reducidos en el doble enlace de los compuestos finales (E)-1-(3-(7-
cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (4) y (E)-1-(4-(7-cloro
quinolin-4-il-amino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-en-1-ona (5), respectivamente, se
prepararon a través de la hidrogenacién catalitica de estos ultimos, con paladio sobre

carbdn al 10 % utilizando etanol absoluto como solvente®®.

La hidrogenacion catalitica es una reaccién heterogénea que sucede en la
superficie de particulas catalizadoras insolubles y ocurre con una estereoquimica sin,
porque ambos hidrégenos se anaden en el doble enlace desde la misma cara. La primera
etapa de la reaccidon es la adsorcién del hidréogeno en la superficie del catalizador,
seguidamente se forma un complejo entre el catalizador y el alqueno cuando un orbital
vacio de en el metal interactua con el orbital pi lleno del alqueno y finalmente se inserta el
hidrogeno en el doble enlace y el producto saturado se difunde alejandose del catalizador.

En la Figura 49 se muestra la estructura general y numeracién de los derivados 8 Y 9.
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Figura 49. Estructura general y numeracion de los derivados 8 y 9.

Derivados 8 Derivados 9

En el andlisis de los espectros de RMN 'H, de estos derivados se puede evidenciar
gue si se llevé a cabo la reduccién del doble enlace, como lo es desaparicidon de las dos
sefiales correspondientes a los dos protones vinilicos en la zona aromatica y la aparicién
de los desplazamientos caracteristicos de los cuatro protones de los grupos metilenos
originados por la reduccién del doble enlace, comenzando por el campo mas alto tenemos
las siguientes sefiales: Un triplete centrado en alrededor de 2.80-2.96 ppm, que integra
para dos protones, correspondiente a los protones b, que son los que se desplazan a
campo mas alto, y se acoplan con los protones a con una constante J de 6,93 Hz. Un
triplete centrado en alrededor de 3.18 ppm, que integra para dos protones,
correspondiente a los protones a, que se acoplan con los protones b con una constante J

de 6,93 Hz.

Los desplazamientos y los desdoblamientos de los protones presentes en estos
derivados, tanto como los de los grupos metoxi y metilos, presentes en los sustituyentes,
como los de la quinolina, los del grupo fenilamino y los del fenilosustituido, son similares a

los ya descritos para los derivados 4 y 5.
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En el andlisis realizado en los espectros de RMN **C de los derivados 8 y 9, se
evidencian las sefiales de todos los carbonos presentes en cada compuesto, estos
desplazamientos son similares a los ya establecidos de manera inequivoca, para los
derivados anteriormente discutidos, mediante el espectro de RMN de dos dimensiones
HETCOR. Cabe destacar la apariciéon de los desplazamientos caracteristicos de los
carbonos metilénicos resultantes de la reduccién del doble enlace de los derivados 4 y 5
de la siguiente manera: El Cb, que es el que se desplaza a campo mas alto, alrededor de

26.1y29.8 ppm. El Ca que se desplaza alrededor de 38.5 y 40.6 ppm.

Otro aspecto que nos asegura de manera inequivoca que se efectud la reduccion
del doble enlace de la cetona a,B-insaturada es el desplazamiento a campo mds bajo de la
sefial del carbono carbonilico, que en los derivados 4 y 5, aparece a alrededor de 187.0
ppm, debido a que se encuentra apantallado, mientras que en estos derivados 8 y 9, su

desplazamiento es a alrededor de 198.5 ppm.

5.1.5. SINTESIS Y CARACTERIZACION DEL INTERMEDIARIO 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)
carbamato de t-butilo (10) y DE DERIVADOS 1-(7-cloroquinolin-4-ilamino)-3-(fenil-

sustituido)urea (11)

El intermediario clave 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino) carbamato de t-butilo (10) se
obtuvo a través de una reaccidon de SyAr, entre la 4,7-dicloroquinolina (1) comercialmente
disponible y el carbazato de t-butilo, en un reflujo en etanol. Su estructura fue establecida
de manera inequivoca mediante el anlisis de los espectros de IR, RMN 'H y RMN *3C. La
estructura y la numeracion de éste intermediario se muestra en la Figura 50. En el andlisis
de RMN 'H estan presente los desplazamientos caracteristicos de todos los protones de la

estructura: A campo alto se observa un singlete que integra para nueve protones a 1.47
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ppm, atribuido los protones de los tres grupo metilos. Los desplazamientos de los

protones del anillo de la quinolina son similares a los descritos anteriormente.

Figura 50. Estructura y numeracion del intermediario 10 y de los derivados 11.

La ruta planteada para la sintesis los derivados 1-(7-cloroquinolin-4-ilamino)-3-
(fenilsustituido)urea 11, consistié en una reaccion de sustitucidon nucleofilica acilica para la
empleando las condiciones clasicas a temperatura ambiente y en reflujo por 24 y 48
horas, respectivamente que produjo una mezcla compleja de productos de reaccién de

dificil separacion, no pudiendo obtenerse el producto deseado.

Esta metodologia empleada no nos proporciond los resultados esperados en la
obtencidén de los derivados propuestos, motivo por el cual posteriormente se piensa en
proceder a realizar una nueva ruta de sintesis que se puede tener como primer paso una
reaccion de hidrélisis acida del éster, el cual seguidamente se podra activar mediante el
empleo de un agente tipo N,N-diciclohexilcarbodiimda en un solvente tipo dioxano o
diclorometano, o se podra transformar en el cloruro de acido correspondiente con cloruro
de tionilo en benceno seco, y como segundo paso se procederd a su posterior

acoplamiento con las anilinas sustituidas.
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5.2. SECCION BioLoaGica

5.2.1. 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 degradacién
no téxicos o mediante su biomineralizacién o cristalizacidén 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 ién férrico central de un hemo y el grupo carboxilo
del propionato del préximo hemo, formando dimeros que se enlazan unos a otros

198 Eyisten

mediante puentes de hidréogeno dando origen al cristal de la B-hematina
evidencias de que este proceso puede darse espontdneamente bajo las condiciones de
acidez imperantes en la vacuola digestiva del parasito. Sobre la base de este hecho, se
evalud la actividad de los compuestos sintetizados durante esta investigacion, para
interferir con este proceso, considerando que aquellos que inhiban la cristalizacién del
hemo, tal como la CQ, podrian ser antimalaricos potenciales. Se evalué el efecto de 13
derivados (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (4)

y de 12 derivados (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino) fenil)-3-(fenilsustituido) prop-2-eno-
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1-ona (5), sobre el proceso de formacidn de B-hematina. Los valores de IF3H obtenidos

para ambas series de compuestos, se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Efecto de los derivados 4 y 5 sobre la inhibicidn de la formacién de la f-hematina.

cl
Derivados 4 Derivados 5
Compuesto R % IFBH £ SD | Compuesto R % IFBH £ SD
4a 4”-CH; 54,56 + 0,029 5a 4”-CH; 85,84 £ 016
4b 2”,3”-0CH; 1,22+0,28 5b 2”,3”-0CH; 2,97 £ 0,02
4c 2”,4”-OCH; 61,97 + 0,03 5¢c 2”,4”-0CH; 91,64 + 0,05
4d 2”,5”-0CH; 44,76 +0,21 5d 2”,5”-0CH; 75,22 0,20
de 3”,4”-0CH; 89,73 0,21 5e 3”,4”-0CH; 86,78 £ 0,03
af 3”,5”-OCH; 80,66 + 006 5f 3”,5”-0CH; 14,87 £0,27
4g 2”,4”,5”-0CH; 84,24 £ 0,32 58 2”,4”,5”-0CH; | 90,24 £ 0,001
4h 3”,4”,5”-0CHj; 7,44 0,06 5h 3”,4”,5”-OCH; 78,48 £ 0,36
4 2”,4”,6"-OCH; | 87,750,001 5j 2”,4”,5”-CHs 46,26 0,034
4j 2”,4”,5”-CH; 35,68+ 0,143 5k 3”,4” 0-CH,-0 8,53 +0,17
4k 4”,5” 0-CH,-0 31,06 £ 0,02 51 4"-Cl 6,94 + 0,02
4] 4"-Cl 94,29 + 0,02 5m 4"-F 76,60 + 0,04
4m 4”-F 76,60 + 0,04 Cloroquina 94,32+ 0,01
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Los resultados obtenidos en la evaluacidn del efecto de los derivados (E)-1-(3-(7-
cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (4) sobre la formacion
de la B-hematina, indican que los compuestos 4e, 4f, 4g, 4i, 4l y 4m, mostraron
actividades inhibitorias importantes, siendo el mas activo el derivado 4l, que mostré un
valor de % IFH de 94,29 %, comparable al de la CQ, farmaco activo de referencia que es
de 94,32 %. Los resultados obtenidos para los derivados (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-
ilamino) fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (5) indican que estos derivados tienen
una actividad en este ensayo similar a la de los derivados 4, siendo los derivados 5a, 5c,
5d, 5e, 5g, 5h y 5m, los que mostraron mejores efectos inhibitorios sobre el proceso de
formacion de la B-hematina, encontrdndose que el derivado 5c fue el mds promisorio con

un valor de % IFBH de 91,64 %.

Los resultados de la evaluacién del efecto sobre el proceso de inhibicién de
formacion de la B-hematina de 5 derivados 7-cloro-N-(3-(4,5-dihidro-5-(fenilsustituido)-
1H-pirazol-3-il)fenil) quinolin-4-amina (6), 7 derivados 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-dihidro-5-
(fenilsustituido)-1H-pirazol-3-il)fenil)quinolin-4-amina (7) y el derivado 1-(4-(7-cloro
quinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,5-dimetoxifenil)irea (9d) se muestra en la Tabla 3. Los
resultados obtenidos para los derivados 6 muestran que los compuestos 6e, 6f, 6g, 6j y 6l
presentan un valor de %IFH superiores al 80 %. En el caso de los derivados 7 y el
compuesto 9d, se obtuvieron valores menores en este ensayo, solo los compuestos 7g, 7j,
7k y 71 tienen un valor de %IFBH superior al 70%, y el compuesto 9d resultd con una

actividad buena al presentar un valor de 75,31 %.

Con base al anilisis de estos resultados podemos inferir que hay sustituciones en el
anillo fenilo que parecen conferir un aumento en el efecto inhibidor de la formacién de la
B-hematina a estos derivados como lo son:

e La sustitucion 3,4-dimetoxi que presentan los compuestos 4e, 5e y 6e.

e Lasubstitucidn 2,4,5-trimetoxi presente en los derivados 4g, 5g, 6g y 78.
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Tabla 3. Efecto de los derivados tipo 6, 7 y del compuesto 9d, sobre la inhibicién de la formacion

de la B-hematina.

cl
cl
Derivados 7
X
cl NT
Derivados 9
Compuesto R % IFBH £ SD | Compuesto R % IFBH £ SD
be 3”,4”-0OCH; 89,28 + 0,077 7c 2”,4”-0CH; 40,63 £ 0,183
6f 3”,5”-0OCH3; 89,82 + 0,076 7d 2”,5”-0CH; 31,48 £0,311
6g 2”,4”,5”-0OCH, 87,69 £ 0,093 7e 3”,4”-0OCH; 9,97 £0,513
6j 2”,4”,5”-CH; 88,65 + 0,043 7g 2”,4”,5”-0OCH; 89,14+ 0,121
6l 4”-Cl 80,23 £ 0,199 7j 2”,4”,5"-CH, 83,53 £ 0,088
9d 2”,5”-0CH3; 75,31 +£0,023 7k 3”,4” 0-CH,-0 89,86 £ 0,037
Cloroquina 91,98 + 0,078 71 4”-Cl 89,21 + 0,009

Otro aspecto que cabe destacar es que la cetona o, B-insaturada parece no ser
indispensable para la actividad inhibitoria de la formacién de la B-hematina debido a que
el derivado 5d, que presenta fragmento chalcona, y el compuesto 9d, en el que se redujo
el doble enlace, mostraron valores de %IFBH muy similares de 75,22 % y 75,31 %,

respectivamente.
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TEST SUPRESIVO DE CUATRO DIAS O TEST DE F’ETER149

Esta prueba se fundamenta en la determinacidn del potencial como antimaldrico
de un compuesto en base a su capacidad para reducir la parasitemia al cuarto dia post-
infeccidn de los ratones en paralelo con la extensidon de su sobrevivencia en relacién al
grupo control infectado y no tratado. Con base a la disponibilidad existente de ratones de
experimentacion, en una primera etapa se realizé el ensayo en los derivados 4e, 6e, 58 vy
7g, los cuales mostraron alta capacidad para inhibir el proceso de formacién de la -
hematina (89,73 %; 89,28 %, 90,24 % y 89,14 %, respectivamente) y que adicionalmente
conformaban dos pares compuestos, de diferentes series, con el mismo patrén de
sustitucion (4e y 6e, 3,4-dimetoxisustituidos; 5g y 7g, 2,4,5-trimetoxisustituidos) a fin de
comparar como influye la rigidizaciéon de la funcionalidad cetona a,f-insaturada en la

actividad antimalarica de éstos derivados.

En una segunda etapa se realizd la evaluaciéon de otros compuestos que también
mostraron con unos valores de inhibicién de la formacion de la B-hematina superiores al
80 % como lo fueron los derivados 5¢, 5e, 5a, 4f, 4g y 4i con unos resultados de 91,64 %,

86,78 %, 85,84 %, 80,66 %, 84,24 %y 87,75 %, respectivamente.

En las Tablas 4 y 4a se muestran los resultados obtenidos después del tratamiento
de los ratones con 1 dosis diaria por 4 dias, de 20 mg/kg de los compuestos en estudio, en
relacion con los dias de sobrevivencia de los animales y los valores de parasitemia
observados el dia 4 post-infecciéon, asi como los obtenidos para los controles sin
tratamiento y con tratamiento con CQ. Con estos datos y tomando los valores observados
en los controles sin tratamiento como 100% para ambos parametros (DSPl y %P), se
graficé el % de aumento de los dias de sobrevivencia post-infeccidén y él % de decaimiento

de la parasitosis (Graficos 2 y 2a).
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Tabla 4. Resultados de la Prueba de Peters de los derivados 4e, 6e, 5g y 7g. Dias de sobrevivencia

de los ratones post-infeccién (DSPI). Parasitemias al 4% dia post-infeccién (% P).

Compuesto DSPI % P
Cloroquina 29,4+ 0,89 ** 0,32 +£0,03 **
Control Infectado 8+1,41 63,20+ 1,14

OCHs
OCHs
N, O N O
@ O
cl N

26,4 + 3,34 **

2,4+0,89 **

24,2 + 4,49 **

6,60 £ 1,14 **

8,4 240 **

48 £ 3,67

23,8 £ 4,49 **

6,4 +1,81 **

Los resultados obtenidos indican que, con la excepcion del derivado 5g, todos los
compuestos evaluados tienen capacidad para aumentar la sobrevivencia de los animales
infectados, también son efectivos para reducir la parasitemia al cuarto dia post-infeccion

en relacién a los controles no tratados.
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Tabla 4a. Resultados de la Prueba de Peters de los derivados 5c, 5e, 5a, 4f, 4g y 4i. Dias de
sobrevivencia de los ratones post-infeccién (DSPI). Parasitemias al 4* dia post-infeccién (% P).

Compuesto DSPI % P
Cloroquina 29,4+ 0,40 0,60+ 0,08
Control Infectado 6,80+ 0,70 65,20+ 2,58
H
OCHs 14,60 + 1,47 2,33+0,37
joo
cl N
5c¢
()
P OCHs
AT TU
i OCHs 17,60 +2,18 3,06 £ 0,75
X
C N/
5e
(o]
H
cHe 24,60 + 2,54 1,72 +0,35
Joo
Cl N/
5a
OCHg
A
i S ocH: 15,80+ 1,53 2,74 £ 0,09
N (o)
Cl N/
4f
H\NOCH3
« o 15+ 1,09 3,80+1,12
Cl N/
4g
HsCO. OCHjg
A0
« 5 OcHs 22,60+ 1,53 1,90 + 0,46
Cl N/
4i
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Grafico 2. Dias de supervivencia post infeccidon y % de parasitemia de los ratones tratados con los
derivados 4e, 6e, 5g y 7g por cuatro dias.
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Modificaciones de la parasitemia (%) al cuarto dia post-infeccidn y de los dias de supervivencia
post-infeccion (DSPI) de ratones tratados con los diferentes compuestos. Valor cero (0,00)
representa el control. Las barras representan la media £ S.D., **p<0,05, comparado con el control
infectado.

Los resultados obtenidos muestran que la los derivados 4e, 4i, 5a, 6e y 7g fueron
los que mostraron una mayor actividad debido a que proporcionan mas de 20 dias de
sobrevivencia después de la infeccion (mds de un 200 % de incremento) y una parasitemia
de alrrededor de 2 % (aproximadamente 100 % de reducciéon)en comparacion con el

control.

En lo referente a la farmacomodulacion realizada en la funcionalidad cetona o, f3-
insaturada de los derivados 4e y 5g, para la obtencion de sus respectivos derivados
ciclados, 6e y 7g, se puede inferir que fue bastante favorable para la actividad
antimaldrica, ya que origina compuestos con actividades similares y superiores. En el caso

del compuesto 4e, su derivado rigido 6e, se observa la disminucidon dos sélo dias en la
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sobrevivencia de los ratones post-infeccién. En cuanto al derivado 5g, la modificacion
molecular favorecié la actividad significativamente, puesto que en el derivado 7g se
observa un aumento de los dias de sobrevivencia post infeccion de 187 % y una
disminucion de la parasitemia de 89 % en comparacién con el derivado no ciclado 5g que
presenta unos valores de 5 % y 23 % respectivamente. Con base a estos resultados
obtenidos podriamos postular que el efecto antimaldrico de estos derivados esta

relacionado con un mecanismo de inhibicion de la formacidén de la B-hematina.

Grafico 2a. Dias de supervivencia post infeccion y % de parasitemia de los ratones tratados con los
derivados 5c, 5e, 5a, 4f, 4g y 4i por cuatro dias.
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Modificaciones de la parasitemia (%) al cuarto dia post-infeccidn y de los dias de supervivencia
post-infeccion (DSPI) de ratones tratados con los diferentes compuestos. Valor cero (0,00)
representa el control. Las barras representan la media + S.D., ***p<0,001, comparado con el
control infectado. Las barras representan la media * S.D., "'p<0,05, comparado con la cloroquina.
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5.2.2. ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA

La manera mds apropiada y ampliamente utilizada para evaluar la capacidad
antiproliferativa y/o citotéxica de los compuestos es mediante cultivos celulares, los
cuales también pueden ser indicadores de actividad carcinogénica y mutagénicalso. La
determinaciéon del efecto de los derivados 7-cloroquinolina-4-sustituidos sobre la
viabilidad y proliferacién celular se realizé en cuatro lineas celulares neoplasicas humanas
y en linfocitos humanos normales obtenidos de sangre periférica y sobre el proceso de

apoptosis en las cuatro lineas celulares neopldsicas.

La linea celular Jurkat clon E6.1 (Leucemina linfocitica humana) fue establecida de
la sangre periférica de un adolescente de 14 anos de edad con leucemia aguda de células
T en la primera fase de recaida en el afno 1976. La linea celular HL60 (leucemia humana
promielocitica) se derivd de una mujer de 36 afios con leucemia promielocitica aguda en
el Instituto nacional del cancer. La linea celular MCF-7 es de cancer de mama aislada en
1970 de una mujer de 69 afios de edad, de raza caucdsica, MCF-7 es el acrénimo de
Michigan Cancer Foundation-7, en referencia al instituto en Detroit, donde se establecié la
linea celular en 1973. La linea celular A549 (carcinoma de pulmén de células no pequeiias)
fue la primera linea celular desarrollada, en el afio 1972, a través de la remocion y cultivo

de un tumor canceroso del pulmdn de un paciente caucasico de 58 anos de edad.

METODO DEL BROMURO DE 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL)-2,5-DIFENILLTETRAZOLIO (MTT)

Este ensayo se fundamenta en la reduccidn de esta sal de tetrazolio por las células
viables, basandose en que las enzimas deshidrogenadas, usando NADH o NADPH como
coenzimas, pueden convertir la forma amarilla de la sal del MTT, soluble en agua, en
cristales insolubles de formazan de color purpura (Figura 51). Con este ensayo se evalua el

crecimiento celular y la viabilidad (actividad de la mitocondria) mediante la determinacion
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espectrofotométrica de la solucién resultante de los cristales de formazan disueltos en
DMSO. El efecto de los compuestos sobre el crecimiento celular se expresé como el
porcentaje de la viabilidad celular, donde las células tratadas con vehiculo fueron tomadas

como 100 % viables™®.

Figura 51. Fundamento del ensayo de MTT.
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Los resultados obtenidos sobre el efecto de viabilidad y proliferacion celular de los
derivados (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (4)
contra las lineas celulares Jurkat E6.1 y HL-60 se muestran en la Tabla 5. Se puede
observar que algunos compuestos exhibieron una actividad antiproliferativa significativa
contra las lineas celulares de cancer humano evaluadas en comparaciéon con el
antineoplasico doxorubicina, el As,03 y la CQ. En lo que respecta a las células Jurkat E6.1,
los compuestos 4b, 4c, 4d, 4e, 4f, 4g, 4i, 4k, 41 y 4m mostraron una poderosa inhibicion de
la proliferacion a las 24h de tratamiento, con valores de Clsg menores de 5 uM. Este grupo
de compuestos fue hasta 40 veces mas potentes que la CQ. El compuesto mas activo fue

el 4i con un Clsg de 1,93 pM.
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Tabla 5. Efecto de los derivados (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenil sustituido)prop-
2-eno-1-ona (4) sobre la proliferacién de las lineas celulares Jurkat E6.1 y HL60.

Clsg Jurkat E6.1 (uM) Clso HL60 (uM)
Compuesto
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
4a 8,05 8,42 9,87 1,19 3,24 8,17
4b 2,27 2,95 2,92 2,74 2,77 3,43
ac 4,00 3,37 3,03 2,07 1,98 1,84
4d 2,93 3,37 3,22 3,90 2,27 1,38
4e 3,44 5,12 8,21 2,88 1,98 1,84
af 4,30 4,69 5.13 2,32 1,96 1,66
4g 2,18 2,41 1,53 1.08 1,28 2,36
4h > 50 > 50 > 50 > 100 > 100 > 100
4i 1,93 2,75 2,87 2,15 0,65 1,12
4j 6,17 14,19 12,91 9,42 7,69 8,99
a4k 3,60 4,03 3,99 4,03 3,54 3,43
al 2,94 2,97 3,18 0,59 3,21 3,09
am 2,93 3,11 2,90 0,43 2,29 2,78
Cloroquina 83,64 67,92 51,31 : 4;'122 ” 87,08 73,08
Doxorrubicina | 103 %% $f9'6 " 907',1795“/') 1,60 (72?'10775“/') (702087iM)
As,03 7,32 6,45 4,02 4,97 3,23 5,62
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Los compuestos 4a, 4g, 41 y 4m mostraron la mayor actividad inhibitoria del
crecimiento de las células leucémicas HL60 después de 24h de tratamiento con valores de
Clsg de 1,19 uM, 1,08 uM, 0,59 uM y 0,43 pM, respectivamente, siendo alguno de éstos,
hasta tres veces mas activos que la doxorubicina (Clsg de 1,60 uM) y mas de 100 veces mas

activos que la CQ (Clsp >100 uM).

Los resultados obtenidos sobre el efecto de viabilidad y proliferacion celular de los
derivados (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (4)
sobre las lineas celulares MCF-7 y A549 se muestran en la Tabla 6. Estos compuestos
resultaron menos activos en la inhibiciéon del proceso de proliferacién en éstas células de

tumores sélidos humanos. Los compuestos mas activos fueron: 4c, 4e, 4f, 4i, 4l y 4m.

En las Tablas 7 y 8 se indican los valores de Clsy de los derivados (E)-1-(4-(7-
cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-eno-1-ona (5), sobre las lineas
celulares Jurkat E6.1 y HL60 y contra las lineas celulares A549 y MCF-7, respectivamente.
Los compuestos 5, exhibieron una menor potencia inhibitoria del crecimiento de las
células HL60, Jurkat E6.1, que los compuestos 4, indicando que el patrdén de sustitucién 3-
fenilamino, como el que tienen los compuestos 4, proporciona mayor actividad
antiproliferativa en las lineas celulares de leucemia ensayadas que el patrén 4-fenilamino,
gue tienen los compuestos 5. Igualmente, en la serie de compuestos mas activos (E)-1-(3-
(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenil sustituido)prop-2-eno-1-ona (4) la presencia de

los grupos metoxi aumentd significativamente la actividad antiproliferativa.

Los resultados obtenidos sobre el efecto de viabilidad y proliferacion celular de los
derivados 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-dihidro-5-(fenilsusituido)-1H-pirazol-3-il)fenil)quinolin-4-
amina (6 y 7) seleccionados y del derivado 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,5-
dimetoxifenil) propan-1-ona, 9d, contra las lineas celulares Jurkat E6.1 y HL60 se muestran

en la Tabla 9.
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Tabla 6. Efecto de los derivados (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-
eno-1-ona (4) sobre la proliferacién de las lineas celulares A549 y MCF-7.

Clso A549 (uM) Clso MCF-7 (uM)
Compuesto

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
4a 27,96 23,47 22,36 35,70 32,52 23,74

4b 19,35 15,44 7,60 15,41 11,14 7,93

4c 10,82 9,61 9,93 7,61 6,60 6,09

4d 29,57 16,17 14,81 13,61 13,30 3,81

4e 14,78 5,35 5,34 9,88 7,01 1,74

af 13,51 2,00 2,47 8,32 7,02 2,69

4g 22,81 28,10 21,12 27,90 13,78 5,82

4h > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50

4i 8,34 5,83 6,52 10,99 7,08 3,10
4j 33,06 25,92 23,80 > 50 > 50 15,93

ak 26,84 24,09 6,91 10,63 6,19 5,93

al - 8,82 8,77 8,70 7,83 2,83

am - 8,65 8,37 7,58 6,23 3,24
Cloroquina > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 76,52
Doxorrubicina 4,22 1,92 0,69 1,55 1,29 0,36
As,0; > 50 26,96 14,89 > 50 8.96 1,94
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Tabla 7. Efecto de los derivados (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido) prop-2-
eno-1-ona (5) sobre la proliferacién de las lineas celulares Jurkat E6.1 y HL60.

Clso Jurkat E6.1 (MM) Clso HL60 (]J.M)
Compuesto
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
5a >50 >50 > 50 > 50 >50 > 50
5b 26,35 29,58 42,26 >50 > 50 > 50
5¢ 10,36 11,90 13,26 13,46 11,43 9,77
5d 28,50 > 50 > 100 > 100 > 100 > 100
Se 21,72 67,03 89,73 > 100 > 100 > 100
5f 17,69 51,62 > 100 > 100 > 100 > 100
5g > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
5h 21,41 20,20 30,79 90,96 36,18 15,15
5j 38,28 46,50 30,00 25,27 32,44 27,00
5k > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
51 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
5m > 50 > 50 >50 >50 > 50 > 50
. >100
Cloroquina 83,64 67,92 51,31 87,08 73,08
(40,48 %)
. 0,64 (639,6 0,198 0.072 0,071
Doxorrubicina 1,03 1,60
nM) (197,7 nM) (72,17 nM) | (70,98 nM)
As;03 7,32 6,45 4,02 4,97 3,23 5,62
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Tabla 8. Efecto de los derivados (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)prop-2-
eno-1-ona (5) sobre la proliferacién de las lineas celulares A549 y MCF-7.

Clsg A549 (uM) Clso MCF-7 (uM)
Compuesto
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
5a > 50 > 50 > 50 43,22 45,52 41,31
5b > 50 > 50 > 50 32,41 41,18 20,84
5¢ 26,45 25,11 23,52 12,17 11,94 10,80
5d 32,85 18,97 14,59 26,80 17,29 11,24
5e > 50 > 50 > 50 47,51 38,07 45,23
5f 37,87 14,42 10,01 14,81 9,10 4.40
5g > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 18,07
5h 26,94 25,97 37,68 20,37 14,60 9,86
5i > 50 > 50 > 50 26,48 25,31 27,96
5j > 50 > 50 > 50 48,78 48,28 18,67
5k > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 27,84
51 > 50 >50 > 50 > 50 >50 39,67
5m > 50 > 50 > 50 > 50 > 50 45,59
Cloroquina > 100 > 100 >100 > 100 > 100 76,52
Doxorrubicina 4,22 1,92 0,69 1,55 1,29 0,36
As,03 > 50 26,96 14,89 >50 8.96 1,94
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Tabla 9. Efecto de los derivados 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-dihidro-5-(fenilsusituido)-1H-pirazol-3-il)
fenil)quinolin-4-amina (6 y 7) y del derivado 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,5-dimetoxi

fenil)propan-1-ona, 9d, sobre la proliferacién de las lineas celulares Jurkat E.1 y HL60.

Clsg Jurkat E6.1 (uM) Clso HL60 (M)
Compuesto

24 h 48 h 24 h 48 h
6e 3,17 3,47 0,94 2,28
6g 5,44 3,71 2,39 6,37
) 5,67 3,58 12,34 5,15

6j
6l 6,92 6,22 6,23 2,33
7c 17,89 11,18 8,74 11,23
7d 17,56 18,43 21,18 19,20
7g 23,77 22,70 11,34 12,74
7j 30,34 >50 19,64 30,57
7k 36,35 28,84 22,36 12,00
71 6,31 12,38 6,17 12,59
9d 6,54 5,47 8,43 5,25
Doxorrubicina 1,03 0,64 1,03 0,64

(639,6nM) (639,6nM)

As,0s 7,32 6,45 7,32 6,45
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En estos resultados se evidencia que los derivados 6 mostraron una mayor
potencia inhibitoria del crecimiento de las células Jurkat E6.1 y HL60, que los compuestos
7 y que el compuesto 9d, validando nuestra tesis que el patrén de sustitucidon 3-
fenilamino, proporciona una mayor actividad antiproliferativa en estas lineas celulares
que el patrén 4-fenilamino. El derivado que resulté mas activo fue el 6e, con unas Clsg de

0,94 uM a las 24 horas de tratamiento y 2,28 uM a las 48 horas de tratamiento.

El efecto de los derivados 4, 5, 6 y 7 seleccionados y del compuesto 9d, sobre la
viabilidad de los linfocitos humanos normales obtenidos de sangre periférica y tratados
con concentraciones crecientes de los compuestos por 24 h, se muestra en la Tabla 10. En
esta se evidencia que los valores obtenidos de Clsy de los derivados ensayados en éstas
células humanas normales tratados con los compuestos mas activos son bastantes
elevados, lo que es indicativo de una menor toxicidad. El compuesto 4e, uno de los mas
activos de las series ensayadas, con unas Clsg en las células HL60 de 2,88 uM, 198 uM vy
1,84 uM a las 24 h, 48 h y 72 h, mostré un valor de Clsg sobre los linfocitos humanos
normales de 45,92 uM. Todos los derivados 6 y 7 ensayados resultaron con
concentraciones inhibitorias de la viabilidad de las células normales bastantes elevadas

por el orden de los 40-50 uM.

Los resultados obtenidos en la determinacién del indice de seguridad de los
derivados 7-cloroquinolina-4-sustituidos seleccionados, en linfocitos T humanos normales,
se muestra en la Tabla 11. Los resultados obtenidos muestras que los derivados 4e, 4f, 4j,

4m, 6e, 6g, 6j, 61, 71 y 9d, presentan un indice de citotoxicidad menor que la CQ. Tabla 11
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Tabla 10. Efecto de los derivados (E)-1-(3 6 4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituido)
prop-2-en-1-ona (4 y 5), 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-dihidro-5-(fenilsusituido)-1H-pirazol-3-il)fenil)
quinolin-4-amina (6 y 7) seleccionados y del compuesto 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-

(2,5-dimetoxifenil)propan-1-ona, 9d, sobre la viabilidad de los linfocitos humanos normales

obtenidos de sangre periférica. Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de los

compuestos por 24h.

Compuesto Clso (uLM) Compuesto Clso (uM)
4a 15,24 5§ > 50
ab 7,56 6e 45,92
4c 8,28 6g > 50
ad 10,25 6j > 50
de >50 6l 41,45
af >50 7c > 50
ag 7,70 2d > 50
ai 5,08 7g > 50
4j > 50 7j >50
aK 15,35 7k 43,32
4] 5,05 71 48,40
4m 19,39 a9d >50
5¢ 35,40 cQ > 50
5f >50 Doxorrubicina 8,03
S5h > 50 As, O3 17,45
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Tabla 11. indice de Selectividad de los derivados 7-cloroquinolina-4-sustituidos seleccionados para
las células Jurkat E6.1.

Cl5g Linfocitos normales Clsg Linfocitos normales
Compuesto Compuesto
Clsg Jurkat E6.1 Clgg Jurkat E6.1
4a 1,89 5j >1,31
4b 3,33 6e 14,49
4c 2,07 6g >9,19
ad 3,50 6j 8,82
4e > 14,53 6 5,99
af >11,63 7c >2,79
ag 3,53 7d > 2,85
4h 2,63 7g 2,10
4i > 8,10 7j > 1,65
4j 4,26 7k >1,21
a4k 1,72 71 7,67
4] 6,62 9d > 9,03
4dm 3,42 cQ >1,20
5¢ > 2,82 As,03 2,38
5f 1,31 Doxorrubicina 7,79

El indice de Selectividad es el cociente entre la Cls, en Linfocitos humanos normales obtenidos de
sangre periférica y la Cls, en las células Jurkat E6.1. Las células normales se trataron con
concentraciones crecientes de los compuestos por 24h, la viabilidad celular fue evaluada por el
método del MTT
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ENSAYO DE LA UNION DE LA ANEXINA V

La translocacion y acumulacion rapida del fosfolipido fosfatidilserina (PS) de la
interfase citoplasmatica de la membrana en la superficie celular es un indicador temprano
de la apoptosis. Esto se debe a que la distribucion de los grupos de PS en la membrana
plasmatica es asimétrica, de forma tal que la PS se encuentra en el interior de la célula y
durante la apoptosis se pierde esta asimetria de la membrana y los grupos PS son
expuestos al exterior, lo cual puede ser detectado usando las propiedades de unién de la

anexina V ala PS.

La anexina V es una proteina de unién a fosfolipidos dependiente de Ca?*, que
interactua con alta afinidad y especificidad con los residuos de PS en las células vivas, por
consiguiente la union de la PS con la anexina V es un marcador bioquimico establecido
para la apoptosis y se evidencia mediante su conjugacion con el colorante fluorescente

isotiocianato de fluoresceina (FITC) y un marcaje adicional con yoduro de propidio (IP)*2.

Esta doble tincién de la Anexina V-FITC/IP se utiliza para determinar si los
compuestos inducen la disminucion de la viabilidad celular por la via de la apoptosis o la
necrosis. Las células se analizaron sobre la base de cuatro grupos: Células sanas, células
apoptéticas tempranas, células apoptéticas tardias y células necroéticas. Las células que no
presenten tincidn para la anexina V-FITC o IP seran consideradas sanas, aquellas que se
tifian solamente para la anexina V-FITC seran consideradas apoptdticas tempranas, las que
se tifan para anexina V-FITC e IP seran tomadas como células apoptdticas tardias y
finalmente las células que sélo sean teiidas con IP y no anexina V-FITC seran tomadas

como células necrdticas. (Grafico 3).
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Grafico 3. Andlisis de citometria de flujo.
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Los graficos de densidad de puntos obtenidos para los derivados 4 y el derivado5c,
seleccionados para esta doble tincidon con Anexina V-FITC/IP, en las lineas celulares Jurkat
E6.1, HL60, A549 y MCF-7, se muestra en los Gréficos 4, 5, 6 y 7, respectivamente. Los
resultados obtenidos de estos graficos se muestran en las Tablas 12, 13, 14 y 15,
respectivamente. En el analisis de los graficos dot plot, para las cuatro lineas celulares
ensayadas, se evidencid que el tratamiento con los derivados 4 y 5, al igual que la
doxorubicina (1 uM), la quercetina (50 uM); la CQ (100 uM), y el As,03 (10 uM) generd un
aumento dependiente de la dosis en el porcentaje de células positivas para la Anexina V-
FITC (apoptosis temprana y tardia). Mientras el tratamiento con la doxorubicina indujo un
32,2 % de marcadas exclusivamente con el IP (células necrdticas), ninguno de los
derivados de 7-cloroquinolina-4-sustituidos indujeron el proceso de necrosis en estas

células.
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Grafico 4. Graficos de densidad de punto de las células apoptéticas después del tratamiento de las

células Jurkat E6.1 con los derivados 4 y 5 seleccionados. Después del tratamiento por 24h, las

células fueron lavadas en una oportunidad y luego marcadas con Anexina V-FITC y IP y analizadas

por citometria de flujo. Los datos son expresados como el porcentaje de las células positivas para
la Anexina V-FITC.
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Grafico 5. Graficos de densidad de punto de las células apoptéticas después del tratamiento de las
células HL60 con los derivados 4 y 5 seleccionados. Después del tratamiento por 24h, las células
fueron lavadas en una oportunidad y luego marcadas con Anexina V-FITC y IP y analizadas por
citometria de flujo. Los datos son expresados como el porcentaje de las células positivas para la
anexina V-FITC.
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Grafico 6. Graficos de densidad de punto de las células apoptéticas después del tratamiento de las

células MCF-7 con los derivados 4 y 5 seleccionados. Después del tratamiento por 24h, las células

fueron lavadas en una oportunidad y luego marcadas con Anexina V-FITC y IP y analizadas por

citometria de flujo. Los datos son expresados como el porcentaje de las células positivas para la
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Grafico 7. Graficos de densidad de punto de las células apoptéticas después del tratamiento de las
células A549 con los derivados 4 y 5 seleccionados. Después del tratamiento por 24h, las células
fueron lavadas en una oportunidad y luego marcadas con Anexina V-FITC y IP y analizadas por
citometria de flujo. Los datos son expresados como el porcentaje de las células positivas para la
anexina V-FITC.
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Tabla 12. Resultados obtenidos después del tratamiento de las células Jurkat E6.1 con los
derivados 4 y 5 seleccionados.

Compuesto Concentracion Apoptosis Apoptosis Tardia Necrosis (%)
(uM) Temprana (%) (%)

4a 5 15,70 9,90 3,07
10 16,40 72,40 1,52
4ab 2,5 16,80 4,29 2,42
5 9,33 23,00 18,60
4c 5 27,80 9,47 1,51
10 21,70 72,20 2,99
4ad 2,5 17,20 1,70 0,53
5 16,50 10,30 8,34
4e 2,5 21,40 2,84 0,74
5 9,01 45,6 19,2
af 5 17,80 2,33 0,78
10 15,10 21,9 5,35
4g 2,5 23,10 4,09 1,65
5 12,30 72,10 12,1
4i 1 23,80 3,59 1,07
2,5 19,50 73,80 3,58
4j 5 12,80 2,11 1,18
10 24,80 10,4 2,96
ak 2,5 13,20 8,39 3,74
5 13,20 59,40 6,42
4] 2,5 22,20 6,48 0,83
5 17,80 42,40 4,43
4m 2,5 16,20 3,96 1,05
5 17,30 10,0 2,44
5c 10 35,00 17,70 2,77
Control 5,15 1,16 0,27
Doxorrubicina 1 uM 33,7 40,9 20,6
Quercetina 50 uM 38,8 5,02 8,10
Cloroquina 100 uM 22,6 12,50 8,44
As,03;10 uM 0,92 33,60 8,40
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Tabla 13. Resultados obtenidos después del tratamiento de las células HL60 con los derivados 4 y
5 seleccionados.

Compuesto Concentracion Apoptosis Apoptosis Tardia Necrosis (%)
(nMm) Temprana (%) (%)

4a 2,5 21,60 10,10 2,96
5 28,20 62,90 2,75
4b 1 16,10 6,34 4,43
2,5 21,80 22,30 7,81
4c 1 39,10 12,10 3,33
2,5 19,20 69,00 7,68
4d 2,5 15,20 3,89 4,56
5 13,30 11,20 6,65
4e 1 13,10 2,83 2,93
2,5 17,60 38,70 4,92
af 2,5 7,68 1,98 2,81
5 15,00 4,34 3,76
4g 2,5 21,90 11,70 7,30
5 15,60 71,90 6,44
4i 1 25,90 8,40 4,30
2,5 12,30 72,60 7,95
4j 5 5,77 1,89 2,67
10 19,80 10,60 4,05
4k 2,5 18,50 4,29 2,82
5 25,70 26,70 3,74
4] 1 16,90 4,33 3,99
2,5 20,00 24,60 5,64
4m 1 10,60 1,84 2,10
2,5 22,70 6,87 2,70
5c 10 29,10 7,69 3,53
Control 3,59 1,56 1,46
Doxorrubicina 1 uM 4,47 53,8 32,20
Quercetina 50 uM 24,70 6,04 1,96
Cloroquina 100 uM 16,60 8,22 5,41
As;0;10 uM 12,30 2,86 6,12
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Tabla 14. Resultados obtenidos después del tratamiento de las células MCF-7 con los derivados 4 y
5 seleccionados.

Compuesto Concentracion Apoptosis Apoptosis Tardia Necrosis (%)
(nm1) Temprana (%) (%)

4a 10 15,60 5,64 10,30
25 23,10 10,00 9,42
4ab 5 23,20 2,04 2,49
10 29,10 5,20 2,45
4c 5 28,10 6,64 5,72
10 37,00 10,60 3,36
4ad 5 26,80 3,57 4,09
10 20,30 7,79 4,67
4e 5 31,10 5,64 6,74
10 23,60 8,70 13,70
af 5 27,50 5,20 4,70
10 31,40 4,38 4,54
4g 5 17,20 2,69 3,22
10 27,70 6,91 3,75
4i 5 28,20 9,62 4,82
10 39,40 9,58 2,66
4k 5 24,40 3,74 5,20
10 29,80 5,90 6,10
4] 5 6,60 1,92 3,26
10 10,60 5,88 7,10
4m 5 15,70 4,26 3,44
10 7,20 5,34 12,00
5c 10 31,50 6,48 4,04
25 35,30 16,50 4,52
5i 10 23,90 3,84 4,30
25 23,90 6,32 5,74
Control 6,28 6,84 1,59
Doxorrubicina 1 uM 18,40 10,70 4,42
Quercetina 50 uM 28,80 2,85 1,44
Cloroquina 100 uM 17,30 5,98 8,78
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Tabla 15. Resultados obtenidos después del tratamiento de las células A549 con los derivados 4 y

5 seleccionados.

Compuesto Concentracion Apoptosis Apoptosis Tardia Necrosis (%)
(uM) Temprana (%) (%)

4a 10 15,60 3,14 0,89
25 32,80 7,91 1,28
4b 10 20,60 10,30 2,10
25 23,00 31,30 5,32
4c 5 13,10 6,53 2,71
10 29,10 17,00 2,46
4d 10 4,66 2,68 2,53
25 13,60 5,41 2,07
4e 10 23,90 4,54 0,71
25 43,40 12,00 1,99
af 10 5,58 6,43 4,56
25 12,90 2,65 1,04
4g 10 5,32 3,30 4,10
25 13,40 9,35 4,72
4i 5 10,40 6,49 1,91
10 34,20 50,00 0,42
4j 25 11,60 6,15 1,53
ak 10 4,42 1,87 1,54
25 22,70 5,88 0,91
4] 10 11,90 4,15 1,28
25 30,60 9,84 1,77
4m 10 18,70 7,30 1,58
25 31,20 11,80 1,66
5c 25 31,40 13,50 1,20
5i 25 12,60 3,66 1,13
5f 25 38,20 12,10 0,81
Control 1,38 1,18 3,37
Doxorrubicina 1 uM 40,60 32,20 1,74
Quercetina 50 uM 30,90 19,80 3,27
Cloroquina 100 uM 13,50 7,41 1,85
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PARTE EXPERIMENTAL
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. CONSIDERACIONES GENERALES

El seguimiento de las reacciones se realizé por cromatografia en capa fina (TLC)
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.

La purificacidén de los compuestos se realizd mediante cristalizacion, en cada caso

se indica el disolvente empleado.

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Thomas Hoover y no se

corrigieron.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron registrados en un espectrofotémetro

Shimadzu modelo IR-470. Se realizaron pastillas de KBr, las absorciones mas importantes

-1
son reportadas en reciprocos de centimetro (cm )-

Los espectros de Resonancia Magnética nuclear de Protones y Carbonos (RMN H y
RMN *3C) se realizaron a temperatura ambiente, utilizando como disolvente dimetil
sulféxido deuterado (DMSO-dg) en un espectrémetro JEOL ECLIPSE 270 (270 MHz/67.9
MHz), en cada caso se indican los desplazamientos quimicos (d) en la escala parte por
millon (ppm), el numero de protones (calculado por integracién), el valor de las
constantes de acoplamiento (/) en Hertz (Hz) y la asignacién estructural de las mismas; las
abreviaturas empleadas para indicar la multiplicidad de las sefiales son: singlete (s),
singlete ancho (sa), doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd), triplete de dobletes

(td) y multiplete (m).
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Los analisis elementales (Anal.) fueron realizados en un analizador Perkin Elmer
2400 CHN, los resultados fueron entre + 0,4 % de los valores calculados para aquellos

compuestos que se les determiné.

La evaluacién de la posible actividad antimalarica se realizé de acuerdo a protocolos
reportados in vitro mediante el Ensayo de inhibicién de la formacién de B-hematina (IFBH)
e in vivo mediante el Test supresivo de cuatro dias (Test o Prueba de Peter), en la Unidad

de Bioquimica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela.

La determinacién de la posible actividad antineopldsica se realizé mediante
evaluacién del efecto sobre el proceso de viabilidad y proliferacién celular a través de la
reduccion colorimétrica de la sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilltetrazolio (MTT) y la
evaluacion del efecto sobre el proceso de apoptosis a través de la expresidon superficial de
la fosfatidilserina mediante el Ensayo de la union de la Anexina V/FITC, en el Instituto de

Inmunologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Central de Venezuela.

6.2. SECCION QuimIcA

6.2.1. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS INTERMEDIARIOS 1-(3 & 4-(7-

cloroquinolin-4-ilamino)fenil)etanona (2 3)

En un balén fondo redondo de 50 mL provisto de un refrigerante, agitacion
magnética y calentamiento, se colocaron 1,000 g (5,0492 moles, 1 equiv.) de la 4,7-
dicloroquinolina (1), 750,70 mg (5,5541 moles, 1,1 equiv.) de la 3 o de la 4-aceto
aminofenona, seguln sea el caso, y 10 mL de etanol seco, bajo condiciones de reflujo entre
80-85 2C por 4 horas, obteniéndose un sélido que fue lavado con agua y éter etilico y

recristalizado en etanol.
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Intermediario 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)etanona, 2

Rendimiento = 95,50 % pf = 223-224 °C. Literatura™? = 223-225 °C.

IR Urmax 3440 (NH); 1683 (C=0).

RMN 'H & 2.62 (s, 3H, CH3), 6.86 (d, 1H, H3, J: 6.93 Hz), 7.69-7.79 (m, 2H, H5’, HE’),
7.88 (dd, 1H, H6, J: 9,90 Hz, J: 1.97 Hz), 7.98-8.03 (m, 2H, H2’, H4’), 8.19 (d,
1H, H8, J: 1.97 Hz), 8.55 (d, 1H, H2, J: 6.93 Hz), 8.90 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz),
11.32 (sa, 1H, N-H).

RMN ®C8  27.4 (CHs), 101.6 (€3), 117.5, 122.8 (C8), 124.0, 126.2 (C5), 126.5 (C6),

127.2, 129.2, 130.7, 137.5, 138.7, 139.3, 143.3, 147.1, 152.7 (C2), 198.0
(C=0).
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Intermediario 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)etanona, 3

cr7 5
Rendimiento = 94,05 % pf = 209-211 °C. Literatura™> = 209-210 °C.
IR Umax 3440 (NH); 1676 (C=0).

RMN'HS&  2.62 (s, 3H, CHs), 7.04 (d, 1H, H3, J: 6.93 Hz), 7.65 (d, 2H, H2’, H6’, J: 8.39
Hz), 7.88 (d, 1H, H6, J: 9,15 Hz), 8.12 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8.39 Hz), 8.21 (s, 1H,
H8), 8.60 (d, 1H, H2, J: 6.93 Hz), 8.95 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 11.37 (sa, 1H,
NH).

RMN 3C8  27.3 (CHs), 101.8 (C3), 117.0, 120.0 (€8), 125.0 (C2’, €6’), 127.0 (C5), 128.1

(Ce), 130.5 (€3’, C5’), 135.5, 139.0, 139.9, 142.2, 144.4 (C2), 154.7, 197.4
(C=0).
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6.2.2. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS DERIVADOS (E)-1-(3 6 4-(7-

cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustituidos)prop-2-en-1-ona (4, 5)

En un recipiente de vidrio con tapa a rosca de 10 mL provisto de agitacion
magnética se colocaron 150 mg (0,5054 mmoles, 1 equiv.) de 7-cloro-4-(3 o 4-acetilfenil)
amino quinolina (3 o 4), el aldehido respectivo (0,5559 mmoles, 1,1 equiv.), una granalla
de hidroxido de potasio y 8 mL de metanol, se agitd a temperatura ambiente por 96-120
horas, obteniéndose un sélido que fue lavado con agua y éter etilico y recristalizado en

etanol.
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Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-p-tolilprop-2-en-1-ona, 4a

Rendimiento = 46,38 % pf =297-298 2C

IR Umax

RMN H §

RMN 2C &

Anal.
calculado

encontrado

3351 (NH); 1645 (C=0 a,B-insaturada).

2.31 (s, 3H, CHs), 6,98 (d, 1H, H3, J: 5.21 Hz), 7.23 (d, 2H, H3”, H5”, J: 7.91
Hz), 7.55-7.93 (m, 9H, H6, H2’, H4’, H5’, H6’, Ha, Hb, H2”, H6”), 8.03 (d, 1H,
H8, J: 1,97 ), 8.41 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.48 (d, H2, J: 5,21), 9.26 (sa, 1H,
NH).

21.7 (CHs), 102.8 (C3), 119.1 (C6’), 121.6, 122.4 (C8), 124.6, 125.0 (C5),
125.7 (C6), 127.1, 128.3, 129.6, 130.1, 130.5, 132.5, 134.6, 139.5, 141.4,
141.5, 144,0 (Ca), 148,1, 150,2 (C2), 152,6, 189.42 (C=0).

C,5H19CIN,O PM = 398,8842

C 75.28 %, H 4.80%, N 7.02 %
C 75.43%,H 4.84%,N 7.25%
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Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,3-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 4b

Cl 7 3 8a N/ 2
Rendimiento = 45,08 % pf=129-1312C
IR Umax 3350 (NH); 1647 (C=0 a,B-insaturada).

RMNHS&  3.79 (s, 3H, OCHs), 3.83 (s, 3H, OCH3), 7,02 (d, 1H, H3, J: 5.21 Hz), 7.14-7.16
(m, 2H, H4”, H5”), 7.58-7.66 (M, 4H, H6, H5’, H6’, Hb,), 7.84-7,97 (m, H (H2,
H4', H6”), 7.98 (d,1H, Ha, J: 15,83 Hz), 8.04 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.44 (d,
1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.51 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.31 (sa, 1H, NH).

RMN *C8  56.4 (OCHs), 61.6 (OCHs), 102.8 (C3), 115.7 (€5”), 119.0 (C6’), 119.8, 122.3
(C8), 123.5 (€2’), 124.5, 124.9 (C4”), 125.0 (C5), 125.8 (C6), 127.2, 128.3,
128.7, 130.5 (C5’), 134,6, 138.9, 139.40 (Ca), 141.5, 148,1, 1489, 150.2,
152,6 (C2), 153.4, 189.6 (C=0).
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Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 4c¢

Rendimiento = 43,08 % pf=129-131°C

IR Umax 3355 (NH); 1660 (C=0 a,B-insaturada).

RMN'HS  3.85 (s, 3H, OCHs), 3.91 (s, 3H, OCH3), 6.65 (m, 2H, H3”, H5"), 7.03 (d, 1H,
H3, J: 5,21 Hz), 7.59-7.65 (m, 3H, H6, H5’, HE’), 7.76 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz),
7.91-7.94 (m, 2H, H2’, H4’), 8.00 (d, 1H, Ha, 15,57 Hz), 8.02 (s, 1H, H8), 8.45
(d, 1H, H5, J: 8,90 Hz), 8.52 (d, 1H, H2, J: 5,21 Hz), 9.30 (sa, 1H, NH).

RMN3C§  56.1 (OCHs), 56.2 (OCHs), 99.0 (C5”), 102.8 (C3), 107.0 (€3”), 116.5, 119.1
(C6’), 119.9, 122.2 (C8), 124,3, 125.0, 125.7 (C5), 126.7 (C6), 128.3, 130.4,
130.9 (Cb), 134.6, 139.7, 139.8 (Ca), 141.6, 148,1, 150,3, 152,6 (C2), 163.5,
189.5 (C=0).
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Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,5-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 4d

Rendimiento = 44,14 % pf =205-206 °C

IR Umax

RMN H &

RMN 3¢ &

Anal.

calculado

encontrado

3424 (NH); 1658 (C=0 a,B-insaturada).

3.78 (s, 3H, OCH3), 3.84 (s, 3H, OCHs), 7,03-7.05 (m, 3H, H3, H3”, H4”), 7.55-
7.70 (m, 4H, H6, H5’, HE’, Hb), 7.87-7.98 (m, 3H, H2’, H4’, H6"”), 8.04 (s, 1H,
H8), 8.06 ( (d, 1H, Ha, J: 15,57 Hz), 8.44 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.51 (d, 1H,
H2, J: 5,21 Hz), 9.32 (sa, 1H, NH).

56.3 (OCHs), 56.7, (OCHs), 102.8 (C3), 113.3 (C6’), 113.6 (C4”), 118.8 (C3”),
119,1, 122.3 (C8), 122.6 (C2’), 124.0, 124.6, 125.0 (C5), 125.7 (C6), 127.0,
128.3, 130.5 (Cb), 134.6, 139.2, 139.5 (Ca), 141.5, 148.1, 150.2, 152.6 (C2),
153.3, 153.8, 189.6 (C=0).

C26H21C|N203 PM = 444,9095

C 70.19%,H 4.76 %, N 6.30 %
C 69.99 %, H 4.76 %, N 6.51 %
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Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 4e

Rendimiento = 41,30 % pf=179-181 2C

IR Umax

RMN H §

RMN 3¢ &

Anal.
calculado

encontrado

3430 (NH); 1657 (C=0 a,B-insaturada).

3.81 (s, 3H, OCHgs), 3.84 (s, 3H, OCH3), 7.02 (m, 2H, H3, H2”), 7.40 (d, 1H,
H6"”, J: 8,42 Hz), 7.53-7.69 (m, 4H, H6, H5’, Hb, H5”), 7.75-7.84 (m, 2H, H4’,
H6’), 7.72 (d, 1H, H2’, J: 1,97 Hz), 7,77 (d, 1H, Ha, J: 15,57 Hz), 8.03 (s, 1H,
H8), 8.44 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.51 (d, 1H, H2, J: 5,21 Hz), 9.30 (sa, 1H,
NH).

56.2 (OCHs), 56.3 (OCHs), 102.7 (€3), 111.4, 112.1, 119.0 (C6’), 120.2, 122.3
(C8), 124.6, 125.0 (C5), 125.8 (C6), 127.0, 128.0, 128.3, 130.4, 134.6, 139.7,
(Ca) 141.4, 145.5, 148,1, 149,6, 150.2, 152.0 (C2), 152,6, 189,3 (C=0).

C26H21C|N203 PM = 444,9095

C 70.19%,H 4.76 %, N 6.30 %
C 70.43 %, H 4.83%,N 6.35%
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Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 4f

Rendimiento = 50,30 % pf = 200-201 2C

IR Umax 3360 (NH); 1645 (C=0 a,B-insaturada).

RMNHS  3.80 (s, 6H, OCHs), 6,59 (d, 1H, H4”, J: 1,97 Hz), 6.98 (d, 2H, H3, J: 5,21 Hz),
7.03 (d, 2H, H2”, H6”, J: 1,99 Hz), 7.54-7.67 (m, 3H, H6, H5’, HE’), 7.65 (d,
1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.86-7.96 (m, 3H, H2’, H4’, Ha), 8.01 (s, 1H, H8), 8.39
(d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.46 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz). 9.26 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  56.0 (OCHs), 56.1 (OCHs), 103.5 (C3), 107.4, 119.1 (C6’), 122.4 (C8), 123.4,

124.6, 125.0 (C5), 125.7 (€6), 127.1, 128.2, 130.4, 134.6, 137.2, 139.6 (Ca),
141.6, 145.0, 148.2, 150.2, 152.6 (C2), 161.4, 189.7, (C=0).
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Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,4,5-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona, 4g

Rendimiento = 45,74 % pf=108-110 °C

IR Umax 3360 (NH); 1655(C=0 a,B-insaturada).

RMN'HS&  3.79 (s, 3H, OCHs), 3.87 (s, 3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCHs), 6,74 (s, 1H, H3”),
7.02 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.50 (s, 1H, H6”), 7.58-7,68 (m, 3H, H6, H5’,
H6’), 7,75 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.92-7.95 (m, 2H, H2’, H4’), 8.00 (s, 1H,
H8), 8.06 (1H, Ha, J: 15,57 Hz), 8.44 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.50 (d, 1H, H2, J:
5,21 Hz), 9.30 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  56.4, (OCHs), 57.0, (OCHs), 98.1, 102.8 (C3), 111.6, 114.8, 119.0, 122.2 (C8),

124.5, 125.0 (C5), 125.8, (C6) 126.8, 128.3, 130.4 (Cb), 134.6, 139.5, 140.0
(Ca), 141,4 143,7,148,1, 150.2, 152.6 (C2), 153.6, 155.0, 189.4, (C=0).
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona, 4h

Rendimiento = 65,32 % pf = 250-251 2C

IR Umax 3360 (NH); 1660 (C=0 a,B-insaturada).

RMNHS&  3.71 (s, 3H, OCHs), 3.85 (s, 6H, OCHs), 7,03 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.23 (s,
2H, H2”, H6”), 7.58-7,67 (m, 3H, H6, H5’, HE’), 7.72 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz),
7.85-7.90 (m, 3H, H2’,H4’, Ha), 8,00 (s, 1H, H8), 8,44 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz),
8.50 (d, 1H, H2, J: 5,21 Hz), 9.32 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  56.7, (OCHs), 60.7, (OCHs), 102.8 (C3), 107.2, 119.0 (C6’), 121.9, 122.3 (C8),

124.7, 125.0 (C5), 125.8 (€6), 127.1, 128.3, 130.4, 130.7, 134.6, 139.6 (Ca),
140.4, 141.5, 145.4, 148.1, 150.2 (C2), 152.6, 153.7, 189.5, (C=0).
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,4,6-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona, 4i

Rendimiento = 40,30 % pf=151-153 ¢C

IR Umax

RMN H &

RMN 3¢ &

Anal.

calculado

encontrado

3446 (NH); 1655 (C=0 a,B-insaturada).

3.86 (s, 3H, OCHs), 3.91 (s, 6H, OCHs), 6,33 (s, 2H, H3”, H5”), 7.07 (d, 1H, H3,
J: 5,21 Hz), 7.56-7,65 (m, 3H, H6, H5’, H6’), 7.72 (d, 1H, H4’, J: 7,15 Hz), 7.84
(d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7,92 (S, 2H, H8, H2’), 8,12 (d, 1H, Ha, J: 15,57 Hz)
8.43 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.52 (d, 1H, H2, J: 5,21 Hz), 9.30 (sa, 1H, NH).

56.2 (OCHs), 56.7 (OCHs), 91.8, 103.0 (C3), 105.8, 119.2 (C6’), 121.2 (C2’),
121.7 (C8), 123.7 (Cb), 125.1 (C5), 125.7, 126.2 (C6), 128.32 (Ca), 130.4,
134.6, 136.1, 140.4 (C2), 141.5, 148.1, 150.2, 152.6 (C2), 162.1 (C3”, C5”),
164.1, 190.5, (C=0).

C,7H,5CIN, O, PM =474,9355

C 68.28 %, H 4.88 %, N 5.90 %
C 68.32%,H 497 %,N 6.17 %
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,4,5-trimetilfenil)prop-2-en-

1-ona, 4j
s HeCo » . _ChHs
6 X 4 S e
a
/3 X 1 /5 CHs

Rendimiento = 55,03 % pf=216-217 2C

IR Umax 3448 (NH); 1648 (C=0 a,B-insaturada).

RMN'HS&  2.21(s, 3H, CHs), 2.23 (s, 3H, CHs), 2.37 (s, 3H, CHs), 7.02 (d, 1H, H3, J: 5,21
Hz), 7,06 (s, 1H, H3"), 7.60-7,81 (m, 5H, H6, H4’, H5’, HE’, Hb), 7.92-8.01 (m,
4H, H2’, H5’, Ha, H6"), 8.05 (s, 1H, H8), 8.45 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.51 (d,
1H, H2, J: 5,21 Hz), 9.32 (sa, 1H, NH).

RMN *C&  19.2, (CHs), 19.4, (CHs), 19.9, (CHs), 102.8 (C3), 119.1, 121.8, 122.3 (C8),
124.5,125.0 (C5), 125.7(C6), 127.0, 128.2, 128.3, 130.4, 131.0, 132.6, 134.6,
134.8, 136.2, 139.6, 140.0 (Ca), 141.5, 142.0, 148.1, 150.2 (C2), 152.6,
189.3, (C=0).

Anal. C27H23C|N20 PM = 426,9373

calculado C 75.96 %, H 5.43 %, N 6.55%
encontrado C 76.04%,H 5.48%,N 6.74 %
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-6-il)prop-

2-en-1-ona, 4k

Cl TS BN
8
Rendimiento = 45,0 % pf=181-183 °C
IR Umax 3434 (NH); 1660 (C=0 a,B-insaturada).

RMN'HS 6,09 (s, 2H, H7”), 6.97-7.00 (m, 2H, H3, H3"), 7.32 (d, 1H, H2”, J: 7,91 Hz),
7.58-7.65 (m, 4H, H6, H5’, H6’, Hb), 7,72 (s, 1H, H6”), 7.80 (d, 1H, Ha, J:
15,57 Hz), 7.92 (m, 2H, H2’, H4’), 8,05 (s, 1H, H8), 8,43 (d, 1H, H5, J: 9,15
Hz), 8.52 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.30 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  102.2 (€7”), 102.7 (C3), 107.5, 109.1 (C3”), 118.9, 120.5, 122.5 (C8), 124.6,
125.0, 125.7 (C5), 126.7 (€2”), 127.2 (C6”), 128.2, 129.7, 130.5, 134.6,
139.6, 141.4, 145.0 (Ca), 148.3, 148.7, 150.1, 150.2, 152.6 (C2), 189.3,
(C=0).
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-p-clorofenilprop-2-en-1-ona, 4l

5 3 cl
6 X4 2 X T
W .
\N 1 /3 X 1 = 5
2 H b 6
5
4a N
6~ ‘ X3
A
Rendimiento =72,0% pf = 204-205 2C

IR Umax

RMN H §

RMN 3¢ &

Anal.
calculado

encontrado

3426 (NH); 1650 (C=0 a,B-insaturada).

7,01 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.50 (d, 2H, H3”, H5”, J: 8,39 Hz), 7.58-7,97 (m,
9H, H6, H2’, H4’, H5’, H6’, Ha, Hb, H2”, H6"), 8,07 (s, 1H, H8), 8.43 (d, 1H,
H5, J: 9,15 Hz), 8.51 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.27 (sa, 1H, NH).

102.8 (€3), 119.0 (C6’), 122.4 (C8), 123.3, 124.7, 125.0 (C5), 125.7 (C6),
127.2, 128.2, 129.5, 130.5, 131.2, 134.1, 134.5, 135.7, 139.3 (Ca), 141.5,
143.4, 148,0, 150.3, 152.6 (C2), 189. 4, (C=0).

CZ4H16C|2N20 PM = 419,3026

C 68.75%,H 3.85%, N 6.68 %
C 68.83%,H 3.89%,N 6.85%
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-p-fluorofenilprop-2-en-1-ona,

dm
5 3" =
6 X4 2 X e
i .
. 1 /3 X 1 = 5

Rendimiento = 52,01 % pf = 184-185 2C

IR Umax

RMN H §

RMN 2C &

3435 (NH); 1658 (C=0 a,B-insaturada).

7.01 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.30 (t, 2H, H3”, H5”, J: 8,64 Hz, J: 8,92 Hz),
7.58-7.66 (m, 3H, H6, H5’, H6’), 7.74 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.87 (s, 1H,
H2’), 7.91-8.00 (m, 4H, H2”, H6”, H4’, Ha), 8.06 (s, 1H, H8), 8.43 (d, 1H, H5,
J: 9,15 Hz), 8.50 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.30 (sa, 1H, NH).

102.8 (C3), 116.4, 116.7, 119.0 (C6’), 122.5 (C8), 124.7, 125.0 (C5), 125.7

(C6), 127.3, 128.3, 130.5, 131.8, 131.9, 134.6, 139.4 (Ca), 141.5, 143.6,
148.1, 150.1, 152.6 (C2), 161.3., 189,4 (C=0).
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-p-tolilprop-2-en-1-ona, 5a

Rendimiento = 48,30 % pf=239-241 °C

IR Umax

RMN H &

RMN 2C &

Anal.
calculado

encontrado

3440 (NH); 1664 (C=0 a,B-insaturada).

2.35 (s, 3H, CHs), 7,27 (d, 2H, H3”, H5”, J: 8,15 Hz), 7.31 (d, 1H, H3, J: 5,21
Hz), 7.49 (d, 2H, H2’, H6’, J: 8,67 Hz), 7.61 (dd, 1H, H6, J: 2,24, J: 9,15 Hz),
7.70 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7,78 (d, 2H, H2”, H6”, J: 8,15 Hz), 7.92 (d, 1H,
Ha, J: 15,57 Hz), 7.97 (d, 1H, H8, J: 2,24 Hz), 8,20 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz),
8.39 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.62 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.50 (sa, 1H, NH).

21.7 (CHs), 105.7 (€3), 119.7, 119.9 (C2’, C6’), 121.5 (C4), 125.3 (C5), 126.2
(C6), 128.4 (C8), 129.4, 130.1 (C3’, €5’), 131.0, 132.2, 132.7 (Ca), 134.8,
141.1, 143.9, 146.3, 146.6, 150.2, 152,7 (C2), 187,7 (C=0).

C,sH19CIN,O PM = 398,8842

C 75.28 %, H 4.80%, N 7.02 %
C 7531%,H 4.78%, N 7.07 %
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,3-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 5b

Rendimiento = 48,30 % pf=194-196 °C

IR Umax 3426 (NH); 1660 (C=0 a,B-insaturada).

RMN'HS&  3.80 (s, 3H, OCHs), 3.83 (s, 3H, OCHs), 7,15 (m, 2H, H4”, H5”), 7.31 (d, 1H,
H3, J: 5,21 Hz), 7.49 (d, 2H, H2’, HE’, J: 8,67 Hz), 7.60-7.64 (m, 2H, H6, Hb),
7.94-7.96 (m, 3H, H8, Ha, H6”), 8.19 (d, 2H, H3’, H5’ J: 8,67 Hz), 8.39 (d, 1H,
H5, J: 9.15 Hz), 8.62 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.50 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  56.4 (OCHs), 61.6 (OCHs), 105.8 (C3), 115.4 (C5’), 119.7, 119.8, 119.9 (C2’,
C6’), 123.4 (C8), 124.9 (C4’), 125.3 (C5), 126.2 (C6), 128.3 (C6”), 128.9,
131.0 (C3’, €5’), 132.1, 134.9, 137.8 (Ca), 146.4, 146.5, 148.8, 150.2, 152.7
(C2), 153,3, 187,8 (C=0).

Anal. CZ6H21C|N203 PM = 444,9095

calculado C 70.19%,H 4.76 %, N 6.30%
encontrado C 70.47 %,H 4.91%,N 6.63 %
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 5¢

Rendimiento = 55,30 % pf=215-217 2C

IR Umax 3434 (NH); 1660 (C=0 a,B-insaturada).

RMNHS  3.84 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCH3), 6,61 (m, 2H, H3”, H5”), 7.30 (d, 1H,
H3, J: 5,21 Hz), 7.48 (d, 2H, H2’, HE’, J: 8,67 Hz), 7.62 (dd, 1H, H6, J: 9,15, J:
1,97 Hz), 7.78 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.91 (d, 1H, H6”, J: 8,40 Hz ), 7.96-
8,02 (m, 2H, H8, Ha), 8.15 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8.67 Hz), 8.40 (d, 1H, H5, J:
9.15 Hz), 8.61 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.46 (sa, 1H, NH).

RMN3C§  56.1 (OCHs), 56.4 (OCHs), 99.0 (C6”), 105.6 (€3), 107.0 (C5”), 116.8, 119.8,
120.0 (C2’, €6’), 125.3 (C5) 126.0 (C6), 128.4, (C8), 130.7 (C3’, C5’), 132.8
(C3”), 134.8, 138.7 (Ca), 146.0, 146.8, 150.3, 152,6 (C2), 160.5, 163.4, 188,0
(Cc=0).
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,5-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 5d

Rendimiento = 50,30 % pf=178-180 °C

IR Umax

RMN H &

RMN 2C &

Anal.
calculado

encontrado

3448 (NH); 1657 (C=0 a,B-insaturada).

3.80 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s, 3H, OCH3), 7,04 (m, 2H, H3”, H4”), 7.32 (d, 1H,
H3, J: 5,21 Hz), 7.49 (d, 2H, H2’, HE’, ): 8,67 Hz), 7.56 (d, Hb, J: 15,57 Hz),
7.64 (dd, 1H, H6, J: 9,15, J: 1,97 Hz), 7.90-8.07 (m, H8, Ha, H6"), 8.20 (d, 2H,
H3’, H5', J: 8.67 Hz), 8.40 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.62 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz),
9.52 (sa, 1H, NH).

56.2 (OCHs), 56.7 (OCH3), 105.7 (C3), 113.0, 113.6 (€3”), 118.5 (C4”), 119.7,
119.9 (C2’, C6’), 122.5 (C8), 124.2, 125.6 (C5), 126.1 (C6), 128.4 (C6”), 131.0
(C3’, €5’), 132.2, 134.7, 138.1, 146.3, 146.6, 150.2, 152.6 (C2), 153.2, 153.8,
187.8 (C=0).

C26H21C|N203 PM = 444,9095
C 70.19%,H 4.76 %, N 6.30 %
C 70.22%,H 4.78 %, N 6.61 %
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 5e

Rendimiento = 45,80 % pf = 204-205 2C

IR Umax 3424 (NH); 1645 (C=0 a,B-insaturada).

RMNHS&  3.81 (s, 3H, OCHs), 3.86 (s, 3H, OCH3), 7,02 (d, 1H, H5”, J: 8,67 Hz), 7.31 (d,
1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.38 (d, 1H, H6”, J: 8,67 Hz), 7.49 (d, 2H, H2’, HE’, J: 8,67
Hz), 7.54 (s, 1H, H2”), 7.64 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.68 (d, 1H,
Hb, J: 15,57 Hz), 7,87 (d, 1H, Ha, J: 15,57 Hz),7.96 (s, 1H, H8), 8.21 (d, 2H,
H3’, HE’, J: 8,67 Hz), 8.41 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.62 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz),
9.52 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  56.2 (OCHs), 56.3 (OCHs), 105.3 (C3), 111.1, 112.1, 119.8 (C2’, C6’), 121.0,

124.4 (C8), 125.3 (C5), 126.1 (C6), 128.2, 128.3 (Ca), 130.9 (C3’, C5’), 132.5,
134.7,144.3 (Cb), 146.7, 149.6, 150.2, 151.7, 152.2 (C2), 152.4, 187.5 (C=0).

188

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-en-

1-ona, 5f

Rendimiento = 46,50 % pf=129-1312C

IR Urmax 3424 (NH); 1649 (C=0 o, B-insaturada); 1593

RMN'HS&  3.81 (s, 6H, OCHs), 6.58 (s, 1H, H4”), 7.07 (d, 2H, H2”, H6”, J: 1,97 Hz), 7.32
(d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.49 (d, 2H, H2’, HE’, J: 8,67 Hz), 7.61-7.68 (m, 2H,
H6, Hb), 7.97 (d, 1H, Ha, J: 15,57 Hz), 7.98 (d, 1H, HS8, J: 1,97 Hz), 8.23 (d,
2H, H3’, HY’, J: 8,67 Hz), 8.40 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.63 (d, 1H, H2, J: 5.21
Hz), 9.51 (sa, 1H, NH).

RMN3C3  56.0 (20CH,), 103.4 (C4”), 105.9 (€3), 107.3 (C2”, €6”), 119.7 (C2’, C6’),

120.0, 123.2 (C8), 125.3 (C5), 126.1 (C6), 128.4 (Ca), 131.1 (C3’, C5), 132.2,
134.9, 137.4, 143.8 (Cb), 146.5, 146.6, 150.3, 152.6 (C2), 161,4, 187,8 (C=0).
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,4,5-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona, 58

Rendimiento = 79,50 % pf=120-121°C

IR Umax 3436 (NH); 1658 (C=0 a,B-insaturada).

RMN *H & 3.83 (s, 3H, OCH;3), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCHg), 6.75 (s, 1H, H3"),
7.31(d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.48-7.53 (m, 3H, H2’, H6’, H6”), 7.63 (d, 1H, H6,
J:9.15 H), 7.80 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.97 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.06 (d,
1H, Ha, J: 15,57 Hz), 8.20 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz), 8.41 (d, 1H, H5, J: 9.15
Hz), 8.62 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.49 (sa, 1H, NH).

RMN *3C§  56.4 (OCHs), 56.9 (OCHs), 57.0, (OCH3), 98.2, 105.4 (€3), 111.3, 114.9, 119.1,
(€8), 119.9 (C2’, C6’), 125.3 (C5), 126.0 (C6), 128.2 (Ca), 130.8 (C3’, C5’),
132.7, 134.9, 138.3, 143.7 (Ch), 146.0, 146,7, 150.2, 152.6 (C2), 153,3,
154,8, 187.7 (C=0).

Anal. C27H23C|N204 PM = 474,9355
calculado C 68.28%,H 4.88%, N 5.90 %
encontrado C 68.40%,H 5.01%,N 6.13%
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona, 5h

Rendimiento = 52,69 % pf=116-118 °C
IR Umax 3424 (NH); 1668 (C=0 a,B-insaturada).

RMN H § 3.71 (s, 3H, OCHs), 3.87 (s, 6H, OCH3), 7.23 (s, 2H, H2”, H6"”), 7.31 (d, 1H, H3,
J: 5,21 Hz), 7.50 (d, 2H, H2’, H6’ J: 8,67 Hz), 7.62 (dd, 1H, H6, J: 9.15 Hz),
7.68 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.92 (d, 1H, Ha, J: 15,57 Hz), 7.96 (s, 1H, H8),
8.23 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz), 8.40 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.62 (d, 1H, H2,
J: 5.21 Hz), 9.56 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  56.7 (20CH;), 60.7 (OCH5), 105.7 (C3), 107.0, 119.7, 119.9 (C2’, C6’), 121.7,

125.3 (C5), 126.1 (C6), 128.3 (C8), 131.0 (C3’, C5’), 131.1, 132.2, 134.8,
140.2, 144,3, 146,4, 146.7 150.2, 152.5 (C2), 153,7 (C2”, C6”), 187.7 (C=O0).
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Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,4,5-trimetilfenil)prop-2-en-

1-ona, 5j

Rendimiento = 52,50 % pf =228-2302C

IR Umax

RMN H §

RMN 2C &

Anal.
calculado

encontrado

3420 (NH); 1645 (C=0 a,B-insaturada).

2.22 (s, 3H, CHs), 2.37 (s, 3H, CHs), 2.49 (s, 3H, CH3), 7.05 (s, 1H, H3”), 7.31
(d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.50 (d, 2H, H2’, HE’, J: 8,67 Hz), 7.63 (d, 2H, H6, J:
9,15 Hz), 7.79-7.85 (m, 2H, Hb, H6”), 7.92-7.97 (m, 2H, H8, Ha), 8.20 (d, 2H,
H3’, H5’, J: 8,67 Hz), 8.40 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.62 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz),
9.51 (sa, 1H, NH).

19.3, (CHs), 19.4, (CHs), 19.9, (CHs), 105.7 (C3), 119.8 (C2’, €6’), 119.9,
121.8, 125.2 (C5), 126.1 (C6), 128.2, 128.3, 128.4, 131.0 (C3’, C5’), 131.2,
132.2, 132.5, 134.8, 135.9, 139.7, 140.8, 146.3, 146.6, 150.1, 152.8 (C2),
187.7 (C=0).

C27H23C|N20 PM = 426,9373
C 75.96 %,H 5.43%,N 6.55%
C 75.98 %, H 5.60 %, N 6.68 %

192

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-6-il)prop-

2-en-1-ona, 5k

Rendimiento = 51,60 % pf=190-191 °C

IR Umax 3470 (NH); 1650 (C=0 a,B-insaturada).

RMN'HS  6.12 (s, 2H, H7), 7.00 (d, 1H, H3, J: 9.,15 Hz), 7.30-7.35 (m, 2H, H5”, H6”),
7.49 (d, 2H, H2’, H6’, J: 8,67 Hz), 7.63-7.70 (m, 3H, H6, Hb, H2”), 7.86 (d, 1H,
Ha, J: 15,57 Hz),7.98 (d, 1H, H8, J: 1.97 Hz), 8.21 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz),
8.40 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.63 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.51 (sa, 1H, NH).

RMN3C8  102.2, (CH,), 105.6 (€C3), 107.5, 109.1, 119.8 (C2’, C6’), 120.0, 121.0 (C8),

125.3, (C5) 126.1 (C6), 126.3, 128.3 (Ca), 129.9, 131.0 (C3’, C5’), 132.3,
134.8, 143.8 (Cb), 146.4, 146,7, 148,7, 150.0, 150,2 (C2), 152,6, 187.6 (C=0).
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Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-p-clorofenilprop-2-en-1-ona, 5I

Rendimiento = 49,50 % pf=120-121°C

IR Umax

RMN H &

RMN 3¢ &

Anal.

calculado

encontrado

3424 (NH); 1654 (C=0 a,B-insaturada).

7.30 (d, 1H, H3, J: 9.,15 Hz), 7.47-7.53 (m, 4H, H2’, HE’, H3”, H5”), 7.62 (dd,
1H, H6, J: 9,15, J: 1;97 Hz), 7.70 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.90-8.01 (m, 4H,
H8, Ha, H2”, H6”), 8.20 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz ), 8.39 (d, 1H, H5, J: 9.15
Hz), 8.62 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.50 (sa, 1H, NH).

105.7 (€3), 119.6, 119.9 (C2’, C6’), 121.7 (C8), 125.3 (C5), 126.2 (C6), 128.3
(Ca), 129.7 (C2”, €6”), 131.1 (C3’, C5’), 131.2, 132.0, 133.8, 134.2, 134.4,
134.8, 135.5, 142.0, 142.3 (Cb), 146.5, 152.5 (C2), 187.5 (C=0).

C24H16C|2N20 PM = 419,3026

C 68.75%,H 3.85%, N 6.68 %
C 68.91%,H 3.86%, N 6.91%
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Derivado (E)-1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-p-fluorofenilprop-2-en-1-ona,

5m

Rendimiento = 69,50 % pf=217-219 eC

IR Umax 3430 (NH); 1658 (C=0 a,B-insaturada).

RMN'HS&  7.27-7.33 (m, 3H, H3, H3”, H5”), 7.48 (d, 2H, H2’, HE’, J: 8,67 Hz), 7.63 (dd,
1H, H6, J: 9,15, J: 1;97 Hz), 7.73 (d, 1H, Hb, J: 15,57 Hz), 7.91-7.99 (m, 3H,
Ha, H2”, H6”), 8,00 (d, 1H, H8, J: 197 Hz), 8.21 (d, 2H, H3’, HS’, J: 8,67 Hz ),
8.39 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.63 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.50 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  105.8 (€3), 116.3, 116.6, 119.7 (C2’, C6’), 120.0, 122.5 (C8), 125.3 (C5),

126.2 (C6), 128.4 (Ca), 131.0 (C3’, C5’), 131.6, 131.8, 132.0, 134.8, 142.6
(Cb), 146.4, 146.6, 150,2 (C2), 152,7, 187.7 (C=0).
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6.2.3. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS DERIVADOS 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-

dihidro-5-(fenilsusituidos)-1H-pirazol-3-il)fenil)quinolin-4-amina (6 y 7)

En un balén fondo redondo de 50 mL provisto de un refrigerante, agitacion
magnética y calentamiento, se colocaron 100 mg del derivado 4-aminoquinolinilchalcona
respectivo, hidrazina monohidratada, 1mL, acido acético glacial, cantidades cataliticas y 5
mL de etanol seco, bajo condiciones de reflujo entre 80-85 2C por 24 horas, obteniéndose

un sdélido que fue lavado con agua, éter etilico y secado al vacio.
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Derivado 7-cloro-N-(3-(4,5-dihidro-5-(3,4-dimetoxifenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 6e

Rendimiento = 79,50 % pf=180-110°C

IR Umax

RMN H &

RMN 2C &

Anal.
calculado

encontrado

3268 (NH).

2.85 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 HZ, J: 10,88 Hz), 3.32-3.45 (m, 1H, Ha), 3.72
(OCHs), 3.74 (OCHs), 4.79 (td, 1H, Hb, J: 10,88 Hz, J: 2,79 Hz), 6.89-6.94 (m,
4H, H3, H2”, H5”, H6”), 7.30-7,42 (m, 3H, H4’, H5’, H6’), 7.57 (dd, 1H, H6, J:
9, 15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.64 (s, 1H, H2’), 7.90 (d, 1H, H8, J: 1.97 Hz), 8.42 (d,
1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.47 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.15 (sa, 1H, NH).

41.0 (Ca), 56.1 (OCHs), 56.3 (OCHs), 64.2 (Cb), 102.6 (C3), 111.3, 112.6,
119.2, 119.6, 121.8, 122.6, 125.0 (€5), 125.5 (C6), 128.3 (C8), 129.7, 130.1,
134.5,135.3, 135.9, 141.0, 148.5, 148.7, 148.9, 149.4, 150.2, 152.5 (C2).

C,6H,3CIN,O, PM =458,9394

C 68.04 %, H 5.05%, N 12.21 %
C 67.93%,H 5.08 %, N 12.50 %
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Derivado 7-cloro-N-(3-(4,5-dihidro-5-(3,5-dimetoxifenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 6f

Rendimiento = 78,25 % pf=119-1212C

IR Umax

RMN H §

RMN 2C &

Anal.
calculado

encontrado

3235 (NH).

2.84 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.35 (m, 1H, Ha), 3.37 (s, 6H,
OCHs), 4.79 (td, 1H, Hb, J: 10,88 Hz, 2,79 Hz), 6.39 (t, 1H, H4”, J: 1,97 Hz),
6.55 (d, 2H, H2”, H6”, J: 1,97 Hz), 6.96 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.30-7.45 (m,
3H, H4’, H5’, H6’), 7.57 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.63 (s, 1H, H2’),
7.90 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.43 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.47 (d, 1H, H2, J:
5.21 Hz), 9.16 (sa, 1H, NH).

41.0 (Ca), 55.7 (20CHs), 64.3 (Ch), 99.5 (C4”), 102.7 (C3), 105.2 (C2”, C6”),
119.0, 119.7 (€C2’), 121.7, 122.6, 125.0 (C5), 125.5 (C6), 128.2 (C8), 130.1,
134.5,135.2, 141.0, 146.0, 148.5, 148.8, 150.2, 152.5 (C2), 161.1.

C,6H23CIN,O, PM =458,9394
C 68.04 %, H 5.05%, N 12.21 %

C 6797 %, H 5.10%, N 12.48 %
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Derivado 7-cloro-N-(3-(4,5-dihidro-5-(2,4,5-timetoxifenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 6g

Rendimiento = 71,02 % pf=116-118 °C

IR Umax

RMN H &

RMN 3¢ &

Anal.
calculado

encontrado

3216 (NH).

2.69 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.38 (m, 1H, Ha), 3.67 (s, 3H,
OCHs), 3.77 (s, 3H, OCHs), 3.79 (s, 3H, OCH3), 4.99 (td, 1H, Hb, J: 10,88 Hz,
2,79 Hz), 6.69 (s, 1H, H6”) 6.96 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 6.99 (s, 1H, H3"),
7.29-7,46 (m, 4H, H&’, H5’, H6’), 7.57 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.62
(s, 1H, H2’), 7.89 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.47 (d,
1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.14 (sa, 1H, NH).

40.0 (Ca), 56.6 (OCHs), 57.0 (OCH3), 57.0 (OCH3), 57.2 (Cb), 99.5 (C6”), 102.6
(C3), 112.6 (€3”), 119.0, 119.7 (C2’), 121.7, 122.5, 122.7, 125.0 (C5), 125.5
(C6), 128.1 (C8), 130.0, 134.5, 135.3, 141.0, 143.3, 148.6, 149.0, 149.4,
150.1, 151.6, 152.4 (C2).

C27H25C|N403 PM = 488,9654
C 66.32%,H 5.15%,N 11.46 %
C 66.37%,H 5.16 %, N 11.73 %
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Derivado 7-cloro-N-(3-(4,5-dihidro-5-(2,4,5-trimetilfenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 6j

cl 5

Rendimiento = 67,20 % pf=197-199 °C

IR Umax 3245 (NH).

RMN'HS  2.14 (2CHs), 2.32 (CHs), 2.67 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.47 (dd,
1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 4.94 (td, 1H, Hb, J: 10,88 Hz, J: 2,79 Hz),
6.92 (s, 1H, H3”), 6.95 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz), 7.18 (s, 1H, H6"), 7.29-7,44 (m,
2H, H5’, H6’), 7.51 (d, 1H, H4’, J: 2,24 Hz), 7.57 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J:
1,97 Hz), 7.63 (s, 1H, H2’), 7.89 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5, J:
9.15 Hz), 8.47 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.14 (sa, 1H, NH).

RMN C8  18.9 (CHs), 19.3 (CHs), 19.6 (CHs), 40.0 (Ca), 61.0 (Cb), 102.5 (C3), 118.9,
119.8 (€2’), 121.8 (C5’), 122.6 (C6’), 125.0 (C5), 125.6 (C6), 127.5 (C6”),
128.0 (€8), 130.1, 132.1 (C3”), 132.6, 133.8, 134.6, 134.9, 135.4, 138.6,
140.9, 148.2, 148.7, 149.8, 152.2 (C2).
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Derivado 7-cloro-N-(3-(4,5-dihidro-5-(p-clorofenil)-1H-pirazol-3-il)fenil) quinolin-4-

amina, 6l

Rendimiento = 71,80 % pf=118-120°C

IR Urmax 3325 (NH).

RMN 'H & 2.83 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.42 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J:
10,88 Hz), 4.86 (td, 1H, Hb, J: 10,88 Hz, 2,79 Hz), 6.96 (d, 1H, H3, J: 5,21 Hz),
7.30-7.45 (m, 7H, H4’, H5’, H6’, H2”’, H6”’, H3"’, H5"’), 7.57 (dd, 1H, H6, J:
9,15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.63 (s, 1H, NH), 7.69 (d, 1H, H2’, J: 2,97 Hz), 7.89 (d,
1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.47 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz),
9.15 (sa, 1H, NH).

RMN3CS  40.4 (Ca), 63.5 (Cb), 102.3 (C3), 118.9, 119.8, 121.9, 122.6, 125.0 (C5), 125.6

(Ce), 127.9, 128.9 (C8), 129.0, 129.8, 130.1, 134.7, 135.0, 141.0, 142.6,
148.8, 149.8, 152.1 (C2).
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Derivado 7-cloro-N-(4-(4,5-dihidro-5-(2,4-dimetoxifenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 7¢

Rendimiento = 75,02 % pf=160-162 °C

IR Umax

RMN H §

RMN 2C &

Anal.
calculado

encontrado

3345 (NH).

2.70 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.35 (m, 1H, Ha), 3.74 (s, 3H,
OCHs), 3.81 (s, 3H, OCH3), 5.00 (t, 1H, Hb, J: 10,88 Hz), 6.32 (sa, 1H, NH),
6.50 (dd, 1H, H5”, J: 8.39, J: 2,24 Hz), 6.57 (d, 1H, H6”, J: 2,24 Hz), 6.94 (d,
1H, H3, J: 5,18 Hz), 7.23-7,36 (m, 3H, H6, H2’, H6’), 7.55-7.68 (m, 3H, H3,
H3’, H5’), 7.90 (s, 1H, H8), 8.41 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.47 (d, 1H, H2, J:
5.21 Hz), 9.11 (sa, 1H, NH).

39.7 (Ca), 55.7 (OCHs), 56.1 (OCH;), 58.1 (Cb), 99.0, 102.6 (C3), 118.9, 122.5
(€2, C6%), 122.6, 125.0 (C€5), 125.5 (C6), 126.3 (C3’, C5'), 126.9, 127.9, 134.7,
136.2, 132.8, 139.8, 142.5, 150.1, 152.4 (C2).

C26H23C|N402 PM = 458,9394
C 68.04%,H 5.05%,N 12.21 %
C 68.22%,H 5.05%,N 12.37 %
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Derivado 7-cloro-N-(4-(4,5-dihidro-5-(2,5-dimetoxifenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 7d

Rendimiento = 74,30 % pf=192-193 2C

IR Urmax 3280 (NH).

RMNHS&  2.72 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.37 (m, 1H, Ha), 3.69 (s, 3H,
OCH3), 3.78 (s, 3H, OCH3), 5.00 (t, 1H, Hb, J: 10,88 Hz), 6.79 (dd, 1H, H4”, J:
8,39Hz, J: 2,21 Hz), 6.91-7.02 (m, 3H, H3, H3”, H6”), 7.35 (d, 2H, H2’, HE’, J:
8,67 Hz), 7.57 (d, 1H, H6, J: 9,15 Hz), 7.65 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz), 7.90
(s, 1H, H8), 8.42 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.48 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.19 (sa,
1H, NH).

RMN *C&  40.0 (Ca), 55.9 (OCHs), 56.5 (OCHs), 58.4 (Cb), 103.0 (C3), 112.5, 112.7,
113.4, 119.1, 122.5 (C2’, C6’), 125.1 (C5), 125.6 (C€6), 127.1 (C3’, C5’), 128.0
(€8), 129.5, 132.6, 134.6, 140.7, 148.3, 149.0, 149.9, 151.3, 152.3 (C2),
153.8.
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Derivado 7-cloro-N-(4-(4,5-dihidro-5-(3,4-dimetoxifenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 7e

C|788a|\|/2

Rendimiento = 74,08 % pf = 106-108 2C
IR Umax 3376 (NH).

RMN'HS  2.84 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.41 (m, 1H, Ha), 3.73 (s, 3H,
OCHs), 3.75 (s, 3H, OCHs), 4.78 (t, 1H, Hb, J: 10,88 Hz), 6.90-7.00 (m, 4H, H3,
H2”, H5”, H6”), 7.37 (d, 2H, H2’, H6’, J: 8,67 Hz), 7.46 (sa, 1H, NH), 7.58 (dd,
1H, H6, J: 9,15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.66 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz), 7.90 (d, 1H,
H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.48 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.19
(sa, 1H, NH).

RMN *C&  41.2 (Ca), 56.1 (OCHs), 56.2 (OCHs), 64.1 (Cb), 103.0 (C3), 111.1, 112.4,
119.1, 119.3, 122.5 (C2’, €6’), 125.1 (C5), 125.6 (C6), 127.1 (C3’, C5’), 128.0,
128.2 (C8), 129.6, 134.6, 136.1, 140.8, 148.2, 148.7, 149.1, 149.4, 150.1,
152.4 (C2).
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Derivado 7-cloro-N-(4-(4,5-dihidro-5-(2,4,5-trimetoxifenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 7g

Rendimiento = 76,15 % pf = 164-165 2C

IR Umax

RMN H §

RMN 2C &

AE
calculado

encontrado

3380 (NH).

2.70 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.35 (m, 1H, Ha), 3.67 (s, 3H,
OCHs), 3.78 (s, 3H, OCHs), 3.80 (s, 3H, OCH;), 4.98 (t, 1H, Hb, J: 10,88 Hz),
6.70 (s, 4H, H3”),6.99-7.01 (m, 2H, H3, H6”), 7.34 (sa, 1H, NH), 7.35 (d, 2H,
H2’, H6’, J: 8,67 Hz), 7.57 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.65 (d, 2H, H3’,
H5’, J: 8,67 Hz), 7.90 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.48
(d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.18 (sa, 1H, NH).

40.5 (Ca), 56.6 (OCHs), 56.8 (OCH;), 57.2 (Cb), 105.3 (C3), 119.8, 120.4 (C2’,
C6’), 122.9, 125.2 (C5), 125.3 (C6), 125.8 (C3’, C5’), 127.1, 128.1 (C8), 128.8,
129.1, 130.3, 131.4, 134.9, 134.9, 143.2, 150.0, 152.2 (C2).

C,7H,5CIN,O3 PM = 488,9654
C 66.32%,H 5.15%, N 11.46 %
C 66.34%,H 5.20%, N 11.69 %
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Derivado 7-cloro-N-(4-(4,5-dihidro-5-(2,4,5-trimetilfenil)-1H-pirazol-3-il)fenil)

quinolin-4-amina, 7j

Rendimiento = 72,08 % pf=197-199 °C

IR Urmax 3289 (NH).

RMN'HS  2.15(s, 6H, CHs), 2.25 (s, 3H, CH3), 2.67 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz),
3.45 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 4.93 (t, 1H, Hb, J: 10,88 Hz), 6.92
(s, 1H, H3”), 7.00 (d, 1H, H3, J: 5,18 Hz), 7.19 (s, 1H, H6”), 7.36 (d, 2H, HZ’,
H6’, J: 8,67 Hz), 7.43 (sa, 1H, NH), 7.57 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J: 1,97 Hz),
7.65 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67 Hz), 7.89 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5,
J:9.15 Hz), 8.48 (d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.18 (sa, 1H, NH).

RMN °C 5 19.0 (CHs), 19.3 (CHs), 19.6 (CHs), 40.2 (Ca), 60.9 (Cb), 103.0 (€C3), 119.0,
120.0, 122.6 (C2’, C6’), 125.1 (C5), 125.7 (C6), 127.0 (C3’, C5’), 127.5, 127.9
(C8), 129.7, 132.1, 132.6, 133.8, 134.7, 134.8, 138.8, 148.5, 149.7, 152.1
(c2).
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Derivado N-(4-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-4,5-dihidro-1H-pyrazol-3-il)fenil)-7-

cloroquinolin-4-amina, 7k

Rendimiento = 73,80 % pf=149-151 °C

IR Urmax 3215 (NH).

RMN'HS  2.81(dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.35 (m, 1H, Ha), 4.76 (t, 1H, Hb,
J: 10,88 Hz), 5.98 (s, 2H, H7”), 6.80-6.90 (m, 2H, H5”, H6"), 6.94 (s, 1H, H2"),
7.01 (d, 1H, H3, J: 5,18 Hz), 7.36 (d, 2H, H2’, HE’, J: 8,67 Hz), 7.46 (sa, 1H,
NH), 7.58 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J: 1,97 Hz), 7.66 (d, 2H, H3’, H5’, J: 8,67
Hz), 7.90 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.48 (d, 1H, H2,
J: 5.21 Hz), 9.18 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  41.2 (Ca), 64.0 (Cb), 101.4 (C7”), 103.0 (C3), 107.5 (C2”), 108.5 (C5”), 120.3
(C4”), 122.6 (€2, C6’), 125.1 (C5), 125.3 (C€6), 125.7, 127.1 (C3’, C5’), 127.9,
128.2 (€8), 129.6, 134.7, 137.5, 140.7, 146.9, 147.9, 148.9, 152.2 (C2).

Derivado 7-cloro-N-(4-(5-(4-clorofenil)-4,5-dihidro-1H-pyrazol-3-il)fenil)quinolin-4-

amina, 71
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Rendimiento = 74,70 % pf = 205-206 2C

IR Urmax 3315 (NH).

RMNHS&  2.82 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J: 10,88 Hz), 3.45 (dd, 1H, Ha, J: 16,18 Hz, J:
10,88 Hz), 4.84 (t, 1H, Hb, J: 10,88 Hz), 7.01 (d, 1H, H3, J: 5.21 Hz), 7.35-7.45
(m, 4H, H2’, H6’, H3”, H5”), 7.46 (sa, 1H, NH), 7.55-7.66 (m, 5H, H6, H3’,
H5’, H2”, H6” ), 7.90 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8.42 (d, 1H, H5, J: 9.15 Hz), 8.49
(d, 1H, H2, J: 5.21 Hz), 9.19 (sa, 1H, NH).

RMN 3C8  41.2 (Ca), 63.5 (Cb), 103.0 (C3), 119.1, 122.5 (C2’, C6’), 125.1 (C5), 125.6

(C6), 127.1 (C3’, C5’), 128.2 (C8), 128.9 (C2”, C6”), 129.1 (C3”, C5”), 130.0,
132.2, 134.5, 140.9, 142.7, 148.1, 149.0, 150.2, 152.4 (C2).

6.2.4. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS DERIVADOS 1-(3 & 4-(7-cloro

quinolin-4-ilamino)fenil)-3-(fenilsustitudos)propan-1-ona (8 y 9)
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En un baléon fondo redondo de 25 mL provisto de un conector, agitacion
magnética, se colocaron 100 mg del derivado 4-aminoquinolinilchalcona respectivo,
paladio (Pd) al 10 % en carbdn, 10 mg y 5 mL de etanol seco, se agitd en atmdsfera de
hidrégeno a temperatura ambiente por 48 h, transcurrido este tiempo se removié el Pd
por filtracién sobre celite y concentrado al vacio, obteniéndose un sélido que fue lavado

con aguay éter etilico y recristalizado en etanol.
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Derivado 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,3-dimetoxifenil) propan-1-ona,

8b

Rendimiento = 45,10 % pf=207-209 °C

IR Urmax 3150 (NH); 1685 (C=0).

RMNIHS  2.84 (t, 2H, Hb, J: 6,93 Hz), 3.17 (t, 2H, Ha, J: 6,93 Hz), 3.66 (s, 3H, OCHs),
3.75 (s, 3H, OCH3), 6.59-6.73 (m, 3H, H3, H2”, H6"), 6.88 (d, 1H, H5”, J: 2,97
Hz), 7.11-7.2 (m, 2H, H5’, H6’), 7.29 (s, 1H, H4”), 7.41 (sa, 1H, NH), 7.57, (m,
2H, H6, H2’), 7.88-8.00 (m, 2H, H2, H8), 8.91 (sa, 1H, H5).

RMN 3C3  26.1 (Cb), 40.0 (Ca), 55.8 (OCHs), 60.7 (OCH3), 99.7 (C3), 104.6, 110.6, 117.6,

120.4, 122.0 (C5), 123.0 (C6), 124.1, 125.3, 127.1, 129.6 (C8), 133.5, 135.3,
135.4,137.0, 147.1, 147.3, 152.7 (C2), 155.5.
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Derivado 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(3,4-dimetoxifenil) propan-1-ona,

8e

Rendimiento = 44,80 % pf = 205-206 2C

IR Umax

RMN H §

RMN 2C &

Anal.

calculado

encontrado

3190 (NH); 1670 (C=0).

2.89 (t, 2H, Hb, J: 6,93 Hz), 3.17 (t, 2H, Ha, J: 6,93 Hz), 3.75 (s, 3H, OCHs),
3.77 (s, 3H, OCH3), 6.62-6.70 (m, 4H, H3, H2”, H5”, H6”), 7.21 (sa, 1H, NH),
7.39-7.49 (m, 2H, H5’, H6’), 7.64 (m, 2H, H8, H2’), 7.74 (d, 1H, H4’, J: 7,66
Hz), 8.02-8.09 (m, 2H, H2, H8), 9.17 (sa, 1H, H5).

29.7 (Cb), 40.7 (Ca), 56.1 (OCH3), 99.5 (€3), 111.9, 112.4, 117.9, 120.4, 125.1
(C5), 126.9 (C6), 127.4 (€8), 130.0, 130.2, 133.7, 133.8, 137.9, 138.6, 141.0,
147.7,149.2 (€2), 155.7, 198.3 (C=0).

C,6H,3CIN,O3 . EtOH PM = 446,9254

C 69.87 %, H 5.19%, N 6.27 %
C 68.26 %, H 5.97 %, N 5.73 %
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Derivado 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,5-dimetoxifenil) propan-1-ona,

9d

Rendimiento = 76,12 % pf=113-115 2C

IR Urmax 3110 (NH); 1675 (C=0).

RMNHS  2.96 (t, 2H, Hb, J: 7,66 Hz), 3.18 (t, 2H, Ha, J: 7,66 Hz), 3.71 (s, 3H, OCHs),
3.75 (s, 3H, OCHs), 6.67-6.79 (m, 4H, H3, H2”, H3”, H5”), 7.30 (sa, 1H, NH),
7.50-7.58 (m, 3H, H6, H2’, H6’), 7.93 (d, 2H, H3’, H5’, J: 7,91 Hz), 8.06 (sa,
2H, H2, H8), 9.00 (sa, 1H, H5).

RMN 3C8  25.9 (Cb), 38.9 (Ca), 55.8 (OCHs), 56.0 (OCHs), 100.3 (C€3), 111.5, 111.7,
116.8, 117.3, 120.8, 121.1, 124.4, 124.7 (C5), 125.3 (C6), 127.4, 129.8,
130.6, 133.6, 153.7 (€2), 198.5 (C=0).

Anal. C,6H,3CIN,O3 . EtOH PM = 446,9254

calculado C 69.87%,H 5.19%,N 6.27 %
encontrado C 68.35%,H 6.01%, N 5.89 %

212

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

Derivado 1-(4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)fenil)-3-(2,5-dimetoxifenil) propan-1-ona,

9e

Rendimiento = 59,65 % pf=110-112 2C

IR Urmax 3128 (NH); 1678 (C=0).

RMNHS  2.94 (t, 2H, Hb, J: 7,66 Hz), 3.18 (t, 2H, Ha, J: 7,66 Hz), 3.78 (s, 3H, OCHs),
3.80 (s, 3H, OCH3), 6.55-6.76 (m, 3H, H2”, H3”, H5”), 6.80 (d, 1H, H3, J: 5,94
Hz), 7.25 (sa, 1H, NH), 7.49-7.63 (m, 3H, H6, H2’,H6’), 7.88 (d, 2H, H3’, HS’,
J: 7,91 Hz), 8.09 (sa, 2H, H2, H8), 9.08 (sa, 1H, H5).

RMN 3C8  29.8 (Cb), 40.6 (Ca), 56.1 (OCHs), 100.3 (C3), 112.0, 112.5, 118.3, 120.4,

124.7 (C5), 127.4 (C6), 129.7 (C8), 133.7, 133.8, 135.3, 138.9, 141.4, 141.8,
147.8, 149.2 (C2), 155.0, 198.0 (C=0).

213

Melina Monasterios H



Sintesis y Evaluacion de la actividad Antimalarica y Antineoplasica

6.2.5. SINTESIS DEL INTERMEDIARIO 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)carbamato de t-butilo

(10)

En un balén fondo redondo de 50 mL provisto de un refrigerante, agitacion
magnética y calentamiento, se colocaron 1,000 g (5,0492 moles, 1 equiv.) de la 4,7-
dicloroquinolina (1), 734,02 mg (5,5541 moles, 1,1 equiv.) del carbazato de t-butilo y 10
mL de etanol seco, bajo condiciones de reflujo entre 80-85 2C por 12 horas, obteniéndose

un sélido que fue recristalizado en etanol.
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INTERMEDIARIO 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino) carbamato de t-butilo, 10

Rendimiento = 96,85 % pf=110-112 2C

IR Urmax 3445 (NH); 1780 (C=0 Ester).

RMN'H&  1.47 (s, 9H, CHs), 6.87 (d, 1H, H3, J: 6,91 Hz), 7.84 (dd, 1H, H6, J: 9,15 Hz, J
1,97 Hz), 8.19 (d, 1H, H8, J: 1,97 Hz), 8,66 (d, 1H, H5, J: 9,15 Hz), 8.6 (d, 1H,

H2, J: 6,91 Hz), 10.00 (sa, 1H, NH), 11.28 (sa, 1H, NH).

RMN3C3  28.5 (3CHs), 81.4 (C), 99.3 (C3), 114.1, 120.0 (C5), 125.9 (C6), 128.2 (C8),
139.0, 139.27, 144.4, 155.0 (C2), 157.4 (C=0).
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6.2.6. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS DERIVADOS 1-(7-cloroquinolin-4-il

amino)-3-(fenilsustituido)urea (11)

Procedimiento A

En un balén fondo redondo de 50 mL provisto de agitacion magnética se colocaron
150 mg (0,5054 mmoles, 1 equiv.) de 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)carbamato de t-butilo
(10), la anilina respectiva (0,5559 mmoles, 1,1 equiv.) y 8 mL de etanol, se agitd a
temperatura ambiente por 48 horas, obteniéndose un sdélido que fue lavado con agua y

éter etilico y recristalizado en etanol.

Procedimiento B

En un balén fondo redondo de 50 mL provisto de un refrigerante de agitacion
magnética se colocaron 150 mg (0,5054 mmoles, 1 equiv.) de 2-(7-cloroquinolin-4-
ilamino)carbamato de t-butilo (10), la anilina respectiva (0,5559 mmoles, 1,1 equiv.) y 8
mL de etanol, se agité a temperatura ambiente por 24-48 horas, obteniéndose un sdlido

qgue fue lavado con agua vy éter etilico y recristalizado en etanol.
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6.3. SECCION BioLoagica

6.3.1. ACTIVIDAD ANTIMALARICA

La evaluacion de la posible actividad antimaldrica de los derivados 7-Cloroquinolina-4-

sustituidos se realizé mediante:

e LlaInhibicidn de la formacién de B-hematina (in vitro)

e lLa Prueba de Peter, o ensayo de actividad antimalarica in vivo.

ENSAYO DE INHIBICION DE LA FORMACION DE [3-HEMATINA (IFBH):

El ensayo de IFBH se realiz6 de acuerdo al protocolo reportado por Baelmans y
colaboradores (2000)*®. Para ello, se utilizd una solucién de clorhidrato de hemina
recientemente preparada, (5,2 mg/mL 4 mM), en dimetil sulféxido (DMSO), como fuente
de hemo, y se distribuyé en microplacas de 96 pozos, (50 ulL/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 uM. Se realizaron en paralelo pozos controles con los

solventes: agua (50 pL) y DMSO (50 pL).

La formacidn de la B-hematina se inicié mediante la adicién de buffer fosfato (100
puL, 0,2 M, pH 4,4) a cada uno de los pozos. Las microplacas se incubaron a 37 2C por 48
horas para permitir la completa reaccidn, se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min. en una
centrifuga IEC-CENTRA, MPA4R, 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 pL) para eliminar totalmente la hemina libre. Finalmente, se disolvié con
hidréxido de sodio (200 uL, 0,2 N) para hidrolizar la B-hematina a hemina. En otra placa,

se diluyeron los agregados solubilizados 1:2 con hidroxido de sodio (0,1 N) y se les
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determind la absorbancia a 405 nm en lector de placas Microplate Reader, BIORAD-550.

Se utilizé la CQ como control de actividad conocida.*®.

El porcentaje de inhibiciéon de la formacién de la B-hematina se determiné de
acuerdo a la siguiente formula:
[DO Muestra]
[DO Control]

% Inhibicion = 100 x 1 -

Donde:
DO Muestra = Dispersion éptica de la Muestra

DO Control = Dispersidn dptica del Control

PRUEBA DE PETER O TEST SUPRESIVO DE CUATRO DIiAS**°:

El modelo murino utilizado fue el siguiente:
e Ratones de la cepa Balb-C
e Plasmodium berghei, cepa ANKA (sensible a cloroquina)

Ratones Balb-C machos, con un peso entre 18-22 g, mantenidos con una dieta
comercial de Ratarina® y agua ad libitum, se infectaron con el P. berghei por via
intraperitoneal (ip) usando un indculo de 1 x 10° eritrocitos infectados, diluidos en buffer
fosfato (PBS, 10 mM, pH 7,4, 0,1 mL). El curso de la infeccién se controlé mediante el
examen de extendidos de sangre tomada a través de un pequefio corte de la cola del

ratén, coloreados con Giemsa, por microscopia de luz.

El dia del inicio de la prueba de Peters, se prepard un inéculo similar (10° parasitos
/0,1 mL) a partir de la sangre de un ratén donante con parasitemia alta (>30%). Se

infectaron 5 ratones (n = 5) para cada grupo experimental (para cada compuesto a
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ensayar), el control positivo (CQ) y los controles infectados sin tratamiento (Grupo control,
que reciben el vehiculo). Los compuestos a ensayar se disolvieron en DMSO (100-200 uL) y
a partir de esta solucién, se prepararon dispersiones en solucion Salina-Twen 80 al 2 %
(vehiculo), a fin de tratar a los animales con una dosis de 20 mg/Kg de cada compuesto,
por administracidn ip. de 0,1 mL de la dispersién. La CQ se prepard en agua destilada y se

administré en una dosis de 25 mg/Kg por administracion ip de 0,1 mL de la solucion.

En cada grupo, el tratamiento se inicia el dia 0, dos horas después de la infeccién, y
a partir de entonces, se tratan diariamente, una vez al dia, a la misma hora, durante 4
dias, por administracién de 0,1 mL de la preparacién del compuesto, o vehiculo, hasta el
dia 4. Una hora después del tratamiento, del dia 4, se procede a la preparaciéon de
extendidos de sangre obtenida de la cola de cada ratdn, tefiidos con Giemsa a fin de
determinar la parasitemia (parasitemia al 4° dia), mediante examen del extendido por
microscopia de luz. La parasitemia observada se expresa en términos de porcentaje
(parasitos por cada 100 eritrocitos). Durante el experimento, se lleva un registro de la
mortalidad de los ratones a fin de calificar efectos téxicos y de calcular el tiempo de

sobrevivencia post infeccidn de los ratones tratados, en relacion al grupo control (DSPI).

ANALISIS ESTADISTICO: Para determinar si se presentan diferencias significativas
entre los grupos, los resultados se analizaron por una Prueba de T (t-student) no apareada
y por un Analisis de Varianza de una sola via (ANOVA) asumiendo un 95% de intervalo de

confianza.
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6.3.2. ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA

METODO DEL BROMURO DE 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL)-2,5-DIFENILLTETRAZOLIO (MTT):

La proliferaciéon de las células se determind mediante el ensayo descrito por
Mosmann en 1983, para lo cual se utilizaron cuatro lineas celulares humanas neoplasicas :
Células leucémicas Jurkat E6.1, células leucémicas HL60, células de cancer de pulmén
humano A549, células de cancer de mama humano MCF-7 y linfocitos humanos normales
obtenidos de sangre periférica. Para realizar este procedimiento se colocaron las células
en crecimiento de forma exponencial en placas de 96 pozos fondo plano (5x104/pozo) en
200 puL de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB)
inactivado por calor, y conteniendo 1x10° M-1x102 M de los compuestos y tratadas
durante 24, 48 y 72 h a 37 9C. Las células normales se trataron con concentraciones
crecientes de los compuestos seleccionados por 24h y las células controles se trataron con
vehiculos acuosos, DMSO 0,1%; y como controles positivos se utilizaron el triéoxido de
arsénico (As;03) en cantidades 1 uM, 2,5 uM, 4,5 uM, 7,5 uM, 10 uM y 25 uM vy la
guercetina, en cantidades 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM y 100 pM. Al finalizar los
periodos de incubacidn, se afiadid 50 pL de una solucién de MTT de 0,5 mg/mL en PBS
(0.15 uM NacCl, 0.1 M fosfato de potasio pH 7.4) a cada pozo, las placas se incubaron a 37
°C por 4h adicionales. Al finalizar el tiempo de incubacidn se centrifugaron las placas a
1800 rpm durante 5 minutos, seguidamente se removieron los sobrenadantes
cuidadosamente, se disolvieron los cristales de formazan (azul purpura) en 200 pL de

DMSO puro y se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente™™.

Seguidamente se determind la absorbancia de las soluciones de formazan sobre un
lector de microplacas de elisa a una longitud de onda de 540 nm, para cada concentracién
de los compuestos se realizaron cuatro réplicas, se calcularon y reportaron los promedios
mas o menos la desviacién standard (+ SD) como el porcentaje de crecimiento contra el

control. Se determind la reduccion en un 50% del niumero de células en relacidén a los
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controles (Clsg) por una regresion no lineal de las curvas de dosis-respuesta usando el

programa Graph Pad Prism 4.0,

Luego se precisé el indice de selectividad (IS) de los derivados 4, 5, 6 y 7
seleccionados y del compuesto 9d, definido como la relacion de citotoxicidad entre las
células normales y las células Jurkat E6.1: Clsy (linfocitos T normales) / Clso células
neopldsicas). Cuando el IS es > 1 la citotoxicidad para las células neoplasicas supera a la

citotoxicidad en las células normales®®*%,

ENSAYO DE LA UNION DE LA ANEXINA V

La actividad sobre el proceso de apoptosis de los derivados se identifico mediante la
presencia del fosfolipido fosfatidilserina de la interfase citoplasmatica de la membrana en
la superficie celular y su union con la proteina anexina V, la cual se encuentra conjugada
con el colorante fluorescente isotiocianato de fluoresceina (FITC). La metodologia seguida
consistié en tratar 5 x 10* células con los derivados sintéticos, con As,03y con quercetina
como controles positivos, que son inductores de la apoptosis en las células leucémicas
Jurkat E6.1 y HL60. Este tratamiento se llevd a cabo durante 24 y 48h a 37 2C, al finalizar
los tiempos de incubacion las células se lavaron en una oportunidad con PBS y se
resuspendieron en 200 ulL del buffer de unién (150 mM NacCl, 1.8 mM CaCl,, 10 mM
HEPES, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,) conteniendo anexina V-FITC, e incubaron durante 15
minutos a 4 2C en la oscuridad. Finalmente, se adicionaron 100 pL yoduro de propidio (Pl)
(50 pg/mL) durante al menos 10 minutos a 4 °C en la oscuridad y se analizé el doble

marcaje, dentro de 1 hora, por citometria de flujolsg’ 160,

ANALISIS ESTADISTICO: Todos los experimentos fueron llevados al menos tres veces por
cuadriplicado. Los valores de Clsg fueron determinados por una regresiéon no-lineal de los

experimentos individuales, utilizando el programa Graph Pad Prism®, version 5.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo podemos formular las siguientes

conclusiones y recomendaciones:

1. Se sintetizaron 41 compuestos derivados de la 7-cloroquinolina-4-sustiuidos, no
reportados en la literatura, lo cual constituye un aporte importante para la investigacién
en el drea de nuevos agentes con posible actividad Antimalarica y Antineoplasica y sirve
de base para el desarrollo de una nueva generacion de compuestos utiles para la profilaxis

y /o tratamiento de estas patologias.

2. Las estrategias sintéticas empleadas fueron de gran utilidad y viabilidad ya que nos
permitieron la preparacion de 25 derivados (E)-1-(3 6 4-(7-cloro quinolin-4-ilamino)fenil)-
3-(fenilsustituidos)prop-2-en-1-ona (4 y 5), 12 derivados 7-cloro-N-(3 6 4-(4,5-dihidro-5-
(fenil susituidos)-1H-pirazol-3-il)fenil)quinolin-4-amina (6 y 7) y 4 derivados 7-cloro-4-[(3 6
4-(fenilsustituido)etilcarbonil)fenil] aminoquinolinas (8 y 9), con rendimientos de

moderados a buenos (45-76 %).

3. La aplicacién de una metodologia clasica de la Quimica Medicinal como lo fue la
farmacomodulacién de los compuestos (4 y 5), para obtener derivados rigidos (6 y 7) y
derivados flexibles (8 y 9), fue bastante adecuada, ya que los compuestos resultantes
mostraron actividades antimalarica, antiproliferativa y proapotética similares o superiores

a la de los compuestos modificados estructuralmente.

4. En el caso de la evaluacién de la actividad Antimalarica in vitro, los derivados 4e, 4f,
4g, 4i, 4l, 53, 5¢, 5e, 5g, 6e, 6f, 6g, 6j, 61, 78, 7j y 7k, mostraron actividades inhibitorias la
formacion de la B hematina importantes, superiores al 80 %, siendo los derivados 4l, 5¢c y

6e, 6f, los mejores al presentar valores de inhibicion de formacién de la B-hematina
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comparable al de la CQ. Con respecto a la evaluacién Antimalarica in vivo se encontré que
el derivado 4e fue el mas activo con 26,4 dias de sobrevivencia post-infecciéon (230 % de

incremento) y una parasitemia de 2,4 % (96 % de reduccion).

5. En lo referente a la evaluacidon de la viabilidad y la proliferacién de las lineas
celulares neoplasicas Jurkat E6.1, HL60, MCF-7 y A549 se evidencid las células HL60 fueron
las mas sensibles a estos derivados. Los compuestos 4a, 4g, 4l, 4m y 6e mostraron la
mayor actividad inhibitoria del crecimiento de éstas células leucémicas después de 24h de
tratamiento con valores de Clsg de 1,19 uM, 1,08 uM, 0,59 uM vy 0,43 uM y 0,94 uM,
respectivamente, siendo algunos de estos derivados hasta tres veces mas activos que la

doxorubicina (Clsg de 1,60 uM) y mas de 100 veces mas activos que la CQ (Clsg >100 uM).

6. La realizacion del ensayo preliminar del efecto de los derivados 4, 5, 6 y 7
seleccionados y del compuesto 9d, sobre la viabilidad de los linfocitos humanos normales
tratados con concentraciones crecientes de los compuestos por 24h, mostré que los
derivados 6 y 7 exhibieron una menor citotoxicidad al presentar Clsy de las células
normales bastantes elevadas por el orden de los 40-50 uM, siendo los compuestos 4e, 4f,
6e, 68, 6j, 7l y 9d los menos citotéxicos al presentar IS de 14,53; 11,63; 14,49; 9,19; 8,82;

7,67 y 9,03, respectivamente.

7. Se recomienda continuar trabajando en la sintesis de estos derivados tipo 7-
cloroquinolina-4-sustuidos, especialmente los que del tipo 3-fenilamino, tanto con la
funcién chalcona como los 4, como los rigidos 6, principalmente sustituidos con los grupos
metoxi que son los que le confieren una mayor actividad antimaldrica, antiproliferativa y

proapotdtica a estos compuestos.
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