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|. ENFERMEDAD DE CHAGAS






Introduccién: Enfermedad de Chagas

1. Definicion

La enfermedad de Chagas (EC) o Tripanosomiasis Humana Americana es una parasitosis
crénica causada por el protozoo parésito hemoflagelado Trypanosoma cruzi, el cual, es
transmitido naturalmente por insectos hematéfagos de la familia Reduviidae, pertenecientes a la

subfamilia 7riatominae.l

Se trata de una compleja zoonosis que incluye més de 180 especies de vertebrados de
diferentes érdenes, tanto domésticos como salvajes como posibles hospedadores, y diferentes
especies de insectos triatominos vectores. Dado que el ser humano es un huésped ocasional, sin
importancia para el mantenimiento del parasito en la naturaleza, su erradicacién es muy

complicada.?

La EC pretenece al grupo de enfermedades tropicales desatendidas u olvidadas. Se trata de
la principal enfermedad parasitaria del continente americano, afectando a paises desde Méjico
hasta Argentina. Las estimaciones més recientes indican que la EC afecta a entre 7 y 8 millones de
personas y unos 100 millones de personas estarian en riesgo de contraer la enfermedad,
provocando anualmente cerca de 13.000 muertes. La enfermedad produce ademaés grandes
pérdidas socioeconémicas en las regiones endémicas debido a las elevadas tasas de morbilidad

sobre la poblacién activa.?

En los dltimos afios, debido a los masivos movimientos migratorios, la EC estd
comenzando a ser una preocupacién de salud publica en paises no endémicos por la aparicién de
la transmisiéon no vectorial a través de transfusiones sanguineas, trasplantes de o6rganos vy

transmisién congénita.

En el ser humano la enfermedad presenta 2 fases diferentes, una fase aguda y una fase
crénica. En funcién de la evolucién que siga la fase crénica se distingue entre la forma
indeterminada o asintomética y la forma determinada de la fase crénica con las manifestaciones

clinicas caracteristicas de la enfermedad.

Las medidas de prevencién y control de la transmisién, llevadas a cabo en los ultimos afios
mediante iniciativas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién
Panamericana de la Salud (PAHO) y diferentes gobiernos latinoamericanos, han aportado

interesantes resultados en cuanto a la disminucién de los niveles de transmisién.*

En cuanto al tratamiento de la enfermedad, sélo 2 farmacos, Nifurtimox y Benznidazole,
han sido comercializados desde los aflos 60 hasta la actualidad. Las abundantes limitaciones que
presentan estos fa&rmacos han llevado a la prohibicién de su uso en muchos paises y ponen de
manifiesto la imperante necesidad de desarrollar nuevos farmacos activas para el tratamiento de

la EC.1#
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2. Historia de la Enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis humana americana ha existido naturalmente en el continente americano
como una enfermedad enzodtica durante millones de afios en el continente americano. La
enfermedad ha sido transmitida a través de multiples especies de vectores triatominos a los
mamiferos silvestres durante casi 10 millones de afios. El ser humano llegd al continente
americano hace entre 26.000 y 12.000 afios. Poco a poco fue ocupando zonas naturales donde
la enfermedad estaba establecida. El auge de la agricultura y la domesticacién de animales, que
comenzdé hace unos 10.000 afos, fomentaron la posibilidad de infeccién en el hombre, pasando
a convertirse en una antropozoonosis en la que el hombre era infectado accidentalmente.

Momias encontradas en Chile y PerG que datan de hace unos 9000 afios mostraron restos
de ADN de 7. cruzi. Ademés, se han encontrado evidencias de la presencia de 7riatoma infestans
en viviendas de la época precolombina, lo que indica que el principal vector de la enfermedad

fue gradualmente incorporandose en el ambiente doméstico.

A partir de la colonizacién del continente americano por parte de los espafioles vy
portugueses durante los siglos XV y XVI se produjo la mayor propagacién doméstica de Triatoma
infestans debido a la intensa deforestacién llevada a cabo por la expansion de la agricultura y la
ganaderia. En el siglo XVI Fray Ferdinando de Lizarraga describié la presencia y los hébitos del
insecto vector, Triatoma infestans, en Bolivia. En el siglo XIX, Darwin también realizd
descripciones acerca del comportamiento del insecto vector en Argentina. Incluso hay numerosas

teorias que proponen que el propio Charles Darwin fallecié debido a la EC.

Esta ocupacién progresiva de los ecotopos de los insectos triatominos provocaron que
éstos perdieran su fuente alimenticia primaria, sangre de pequefios vertebrados silvestres. Poco a
poco se fueron adaptando al ambiente humano y se establecieron en las viviendas humanas
donde comenzaron a alimentarse de la sangre de los animales domésticos y del ser humano. De

esta manera se estableci® un nuevo ciclo de infeccién, convirtiéndose la EC en una zoonosis.

El estudio de la EC en el mundo de la medicina es relativamente reciente. La enfermedad
fue descrita por primera vez en 1909 por el Dr. Carlos Ribeiro Justiniano Das Chagas (1879-1934)
(Figura 1), médico que trabajaba en el Instituto Bacteriolégico de Manquinhos de Rio de Janeiro,
Brasil. En el curso de una campana antimaldrica previa al tendido de la via férrea del Ferrocarril
Central del Brasil en el Noreste del Estado de Minas Gerais, el Dr. Chagas supo de la existencia de
un insecto hematéfago, llamado "barbeiro" por los naturales de la regién, que habitaba en las
chozas de barro y paja de la zona y atacaba al hombre durante la noche. Trabajando en la
localidad de Lassance, a orillas del rio Bicudo, capturd y analizd estos insectos, identificAindolos

como Conorrhinus megistus, actualmente denominados como Panstrongylus megistus.
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Al analizarlos més detalladamente hallé que el intestino posterior estaba poblado de parasitos
que supuso formas intermediarias de un tripanosoma. Tras esta observacién, se puso en contacto
con el Dr. Oswaldo Cruz, a quien envié varios ejemplares del insecto, quien hizo picar con ellos
a un ejemplar de mono de la especie
Callitrix ~ penicillata. Pasados veinte o
treinta dias desde la picadura, observaron
en la sangre periférica del mono
tripanosomas en gran ndmero, con una
morfologia distinta a cualquier especie
conocida del género Trypanosoma. El Dr.
Chagas llamé  entonces a  este
microorganismo flagelado T7rypanosoma
cruzi, en homenaje a su maestro Oswaldo
Cruz.

El trabajo del Dr. Chagas fue

- especial en la historia de la medicina, por
Figura 1. Carlos Chagas.

ser el Unico investigador que pudo

Fuente: http://WWW.bVSChagaS.COC.ﬁOCI"UZ.br describir por completo una enfermedad

infecciosa, es decir, el patdégeno, su vector

y hospedador, las manifestaciones clinicas y la epidemiologia.>-?

3. Enfermedad de Chagas, enfermedad desatendida

La EC, segin indica la OMS, pertenece al grupo de enfermedades conocidas como
enfermedades tropicales desatendidas u olvidadas (ETD).> Las ETD son un grupo de
enfermedades tropicales infecciosas crénicas y debilitantes, entre las que se incluyen el dengue, la
malaria, la leishmaniasis, la enfermedad del suefio y la filariasis entre otras, para las cuales las
intervenciones de salud e I4+D son inadecuadas a sus necesidades. La mayoria de ellas son
enfermedades parasitarias en las que el parasito es transmitido por un insecto vector. Afectan a
un billén de personas en todo el mundo, fundamentalmente gente que vive bajo el umbral de la
pobreza en paises en vias de desarrollo. En los altimos afios, estas enfermedades han conseguido
salir del anonimato en el que estaban sumidas y su control y eliminacién se han asumido como
una prioridad para conseguir una reduccién sostenible de la pobreza y poder cumplir los

objetivos del Desarrollo del Milenio de las Naciones Unidas.'o3


http://www.chagaspace.org/esp/tcruzi/index.htm
http://www.chagaspace.org/esp/tcruzi/index.htm
http://www.chagaspace.org/eng/chagas/oswaldo_cruz.htm
http://www.chagaspace.org/eng/chagas/oswaldo_cruz.htm
http://es.wikipedia.org/wiki/Historia_de_la_medicina
http://es.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Epidemiolog%C3%ADa
http://www.bvschagas.coc.fiocruz.br/
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4. Transmision de la Enfermedad de Chagas al ser humano

La transmisién de la EC al ser humano puede darse a través de diferentes mecanismos que
se pueden clasificar en mecanismos de transmisién vectoriales y mecanismos de transmisién no

vectoriales.

4.1. Transmisién vectorial

La transmisién de 7. cruzi a través de la picadura del insecto vector es el mecanismo de
transmisién mas importante, ya que el 80% de los nuevos casos de infeccién se dan a través de
este mecanismo. La transmisién es llevada a cabo por chinches hematéfagas de la familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae, Han sido identificadas més de 130 especies de chinches
capaces de transmitir el parésito, las cuales muestran una distribucién geografica especifica a lo
largo del continente Americano (Figura 3). Sin embargo, de todas las especies identificadas, sélo
unas pocas son importantes en la transmision del parédsito al hombre. Las tres especies mas
significativas en la infeccién humana son Triatoma infestans (Figura 2), Rhodnius prolixus y

Triatoma  dimidiata, todas  ellas

endémicas del continente americano.

La caracteristica que distingue a
estas especies es que han evolucionado
para adaptarse al ambiente doméstico,
principalmente en construcciones de

zonas rurales empobrecidas.

Historicamente, Triatoma infestans

Figura 2. Triatoma infestans. Fuente:

. . ha sido el vector més importante, y el
http://www.padil.gov.au/pests-and-diseases P Y

principal vector en las regiones
endémicas sub-amazdnicas. R. prolixus ha sido identificado principalmente en el norte de
Sudamérica y en América central y 7. dimidiata ocupa regiones similares al anterior, pero

también se extiende hasta regiones de Méjico (Figura 3).%1

El insecto triatomino suele ocupar grietas y hendiduras de las construcciones de adobe de
las zonas rurales empobrecidas y durante la noche, las personas son picadas mientras duermen. El
insecto, preferiblemente se alimenta de sangre de la mucosa oral, nasal o conjuntival, aunque
también pueden alimentarse sobre piel intacta. En la zona de la picadura deposita sus heces, las
cuales contienen el parésito. El parésito, a través de la lesién provocada en la piel o a través de
las mucosas penetrard en el organismo, normalmente ayudado por el rascado involuntario por

parte de la persona infectada, y provoca la infeccién.'e1”
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Figura 3. Distribucién geografica de los principales vectores triatominos vectores de la EC Fuente:

Heredity (2012) 108, 190-202; doi:10.1038/hdy.2011.71.14

4.2. Transmisién no vectorial:

La transmisién de la EC sin la participacién del insecto vector también es muy importante.
Esto implica que esta enfermedad tenga una importancia cada vez mayor en paises no endémicos
donde no se encuentra el insecto vector. Los principales mecanismos de transmision en orden de

importancia son los siguientes:

Transfusiones de sangre y trasplantes de 6rganos provenientes de donantes infectados

crénicamente:

La probabilidad de adquirir la infeccién tras una transfusién de sangre contaminada es del
10-20% vy depende de numerosos factores. Se convirtié en la principal fuente de transmisién en
regiones urbanas de paises endémicos y en los paises no endémicos, aunque su incidencia en los
altimos afios ha disminuido mucho debido a los estrictos controles impuestos sobre los bancos de
sangre. La transmisién por trasplantes de érganos tiene una menor incidencia, ya que, para que
ocurra, en los érganos donados deben haber células hospedadoras que contengan la forma

amastigote de 7. cruzi, la cual, tras el trasplante evolucionara hasta la forma infectiva.'®?!
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Transmisién congénita de la madre infectada al feto:

La transmisién tiene lugar por via transplacentaria y puede ocurrir en cualquier fase de la
enfermedad materna y en cualquier periodo de la gestacién, siendo mas probable en el Gltimo
trimestre de embarazo y durante el parto. La existencia de la transmisién congénita de 7. cruziha
sido bien caracterizada por diferentes investigadores en paises endémicos y numerosos estudios
mostraron que entre el 1 y el 10% de los recién nacidos con madres con infeccién crénica
también mostraron la infeccién.??23 Esta variacién se debe a diferentes factores que todavia no
son bien conocidos, pero presumiblemente se piensa que pueden estar implicados el grado de
parasitemia en la madre, la cepa parasitaria implicada, el estado inmunolégico de la madre y
factores placentarios. Este modo de transmisién ha adquirido importancia en los paises no

endémicos debido a los flujos migratorios.
Transmisién oral:

La transmision oral puede darse por la ingestién de alimentos altamente contaminados
conteniendo el parésito o excrementos del insecto vector. Se trata de un mecanismo de
transmisién esporadico y circunstancial que aparece en forma de brotes que afectan a un nimero
escaso de personas en lugares determinados. Clinicamente se manifiesta de diferente modo al
resto de mecanismos de transmisién, presentando una infeccién aguda severa que provoca una

miocarditis grave. El grado de mortalidad es muy elevado, principalmente en nifios.?*

Dentro de la transmisién oral se incluye también la infeccién de lactantes por la presencia
del parésito en la leche materna. Se han detectado parésitos en leche humana de madres con

infeccién aguda y han sido descritos diferentes casos de este tipo de transmisién.2*
Transmision por accidentes de laboratorio:

El cultivo de la forma infectiva de 7. cruzi en laboratorio es sencillo, lo cual implica la
posibilidad de infeccién a través del contacto con las mucosas o pequeiias heridas en la piel. Este
mecanismo de transmisién puede darse también por contacto con heces infectadas de triatominos

o con sangre proveniente de personas infectadas.?¢

5. Epidemiologia

La EC ocupa la sexta posicién en cuanto a las enfermedades tropicales con una mayor
carga global a nivel mundial. Como se observa en el mapa de la Figura 4, la EC es endémica en
21 paises del continente americano, abarcando desde Méjico hasta la zona sur de Argentina, ya
que es donde Unicamente se encuentra el insecto vector. Histéricamente, la enfermedad se
limitaba a estas regiones, sin embargo, los cambios demogréficos producidos por los
movimientos migratorios en las Gltimas décadas han hecho que la enfermedad se haya extendido

hasta paises no-endémicos de Norteamérica, Europa, Asia y Oceania.

10
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Los datos epidemiolégicos de la enfermedad varfan en funcién de la fuente consultada,
pero las estimaciones maés recientes indican que el nimero de infectados a nivel mundial se
encuentra entre 7 y 8 millones de personas, causando mas de 12.000 muertes anuales. El niGmero
de nuevos infectados cada afio supera los 40.000 individuos y se estima que unos 100 millones

de personas se encuentran en riesgo de adquirir la infeccién.?7-28
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Figura 4. Distribucion mundial de afectados por la enfermedad de Chagas. Fuente: Rassi Jr A. et

al., Chagas disease, Lancet, 2010.

Para tener una visiéon mas real de la epidemiologia de la enfermedad a nivel mundial

tipicamente se divide el estudio entre paises endémicos y paises no-endémicos.

5.1 Enfermedad de Chagas en paises endémicos

Como se ha indicado anteriormente la EC es endémica en 21 paises del continente
americano, siendo un grave problema de salud publica y provocando un elevado impacto social
y econémico en las regiones afectadas por su elevada carga de morbilidad. La enfermedad esté
estrechamente asociada a la pobreza y a las malas condiciones de vivienda, por ello, las regiones
maés afectadas son las zonas rurales empobrecidas y los cinturones de pobreza alrededor de las

grandes ciudades.

En las zonas rurales el impacto de la transmisién vectorial es muy elevado. La ocupacién
de los ecotopos del insecto vector ha provocado que éstos se hayan adaptado al ambiente
humano y se hayan domiciliado. La domiciliacién esta favorecida por las tipicas construcciones de

adobe y cafa utilizadas en estas zonas rurales.

En los alrededores de las grandes ciudades la incidencia de la enfermedad también es
elevada, ya que, buscando nuevas oportunidades, muchas personas migran desde zonas rurales

hacia las ciudades. Un porcentaje de estas personas presenta la enfermedad, adquiriendo

11
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importancia la transmisién congénita y por transfusiones de sangre infectada. La transmision

vectorial en este caso es menor.

Tabla 1. Estimacién de afectados por la enfermedad de Chagas en paises endémicos llevada a

cabo por la PAHO en los aios 1980-1985 y 2005. Fuente:3+27,

1980-1985 2005

.. Individuos en .. Individuos en
Individuos . Individuos .
. riesgo de - riesgo de
infectados . .. infectados . ..
infeccion infeccion
Iniciativa del Cono Sur (iniciada en 1991)
Argentina 2.640.000 (10,0%) 23% 1.600.000 (4,1%) 19%
Bolivia 1.300.000 (24,0%) 32% 620.000 (6,8%) 35%
Brasil 6.180.000 (4,2%) 32% 1.900.000 (1,0%) 12%
Chile 1.460.000 (16,9%) 63% 160.200 (1,0%) 5%
Paraguay 397.000 (21,4%) 31% 150.000 (2,5%) 58%
Uruguay 37.000 (3,4%) 33% 21.700 (0,7%) 19%

Iniciativa del Pacto Andino (iniciada en 1997)

Colombia 900.000 (30,0%) 11% 436.000 (1,0%) 11%
Ecuador 30.000 (10,7%) 41% 230.000 (1,7%) 47%
Perti 621.000 (9,8%) 39% 192.000 (0,7%) 12%
Venezuela 1.200.000 (3,0%) 72% 310.000 (1,2%) 18%

Iniciativa de América Central (iniciada en 1997)

Belice - -- 2.000 (0,7%) 50%
Costa Rica 130.000 (11,7%) 45% 23.000 (0,5%) 23%
El Salvador 900.000 (20,0%) 45% 232.000 (3,4%) 39%
Guatemala 1.100.000 (16,6%) 57% 250.000 (2,0%) 17%
Honduras 300.000 (15,2%) 47% 220.000 (3,1%) 49%
Nicaragua - -- 58.600 (1,1%) 25%

Panamé 200.000 (17,7%) 47% 21.000 (1,0%) 31%

Méjico - -- 1.100.000 28%

Total 17.395.000 (4,3%) 25% 7.694.500 (1,4%) 20%

Como muestra la Tabla 1, estimaciones de la PAHO realizadas en el afio 2005 indicaban
que el nimero de infectados rondaba los 7.600.000 con una prevalencia entre la poblacién total
del 1,4%, siendo Bolivia y Argentina, con una prevalencia de la infeccién cercana al 7% y del
4,1%, respectivamente, los paises més afectados. También muestran una elevada prevalencia
Paraguay, Honduras, Guatemala y El Salvador. Caben destacar también Brasil y Méjico, que aun
mostrando una menor prevalencia (1%), el nimero de afectados es superior a 1.000.000 de

individuos debido a su elevado numero de habitantes. Ademaéas del nimero de infectados, es

12
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preocupante el elevadisimo ndmero de personas en riesgo de adquirir la infeccién, rondando el
50% de la poblacién en varios paises como Paraguay, Ecuador, Belice y Honduras. A nivel global
el porcentaje de individuos en riesgo de infeccién en las regiones endémicas seria del 20%, lo

que significa una cifra de 109 millones de personas.

A pesar de lo alarmantes que son estos datos, como se indica en la Tabla 1, la reduccién en
la prevalencia de la enfermedad y el nimero de afectados en los ultimos 20 aflos ha sido muy
significativa. En los afios 80 la EC afectaba a méas de 17 millones de personas, mientras que esa
cifra se redujo a 7,6 millones en el afio 2005. Otros avances conseguidos fueron una importante
reduccién en el nimero de nuevos casos anuales, pasando de 700.000 en 1990 a 41.200 en el
afio 2005 y en el nimero de fallecimientos por afio, de unas 50.000 personas en los afios 80 a

las 12.500 personas fallecidas en 2005.

Esta importante reduccién se ha conseguido principalmente por la aplicacién de programas
de prevencién, control y educacién a través de diferentes iniciativas llevadas a cabo por los paises

afectados y la OPS.10-29-32

5.2 Iniciativas para el control de la Enfermedad de Chagas
Las iniciativas para el control de la EC se fijaron 3 principales objetivos:

1. Interrumpir la transmisién vectorial de Trypanosoma cruzi:
Los programas de control vectorial de la EC, al tratarse de una zoonosis compleja con un

gran nimero de reservorios implicados, sélo pueden estar dirigidos hacia la disminucién de las
poblaciones de insectos triatominos vectores en el ambiente doméstico y peridoméstico, pero no
a la erradicacién. La lucha anti-vectorial con insecticidas es eficaz (Figura 5) y se ha comprobado

que interrumpe la transmisién de manera muy importante.

Figura 5. Tratamiento con insecticidas en una vivienda rural tipica de las zonas endémicas.

Fuente: www.losandes.com

Esta lucha se debe continuar con un severo plan de vigilancia para evitar reinfestaciones y

un plan educacional.
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2. Bvitar la transmisién transfusional y a través de trasplantes de érganos:
Los indices de seropositividad, segin datos de la OMS, a menudo superan el 20% en

zonas altamente endémicas y, en algunos casos, llega a cifras de hasta el 63% en &reas
hiperendémicas de Bolivia. La estrategia a seguir es realizar un muestreo exhaustivo de los bancos
de sangre y de los potenciales donantes mediante métodos de diagnéstico rdpido. Lo mismo
ocurriria con los donantes de érganos.

3. Desarrollo efectivo de métodos de diagndstico, manejo y vigilancia de la enfermedad de
Chagas:

La OMS lanzd una nueva estrategia en julio de 2009 para crear una Red Mundial para la
Eliminacién del Chagas. Esta estrategia se centré en seleccionar una prueba efectiva de
diagnostico para cribar y diagnosticar la infeccién, establecer sistemas que prevengan la
transmisién a través de transfusiones sanguineas y trasplantes de érganos y fortalecer los sistemas

de vigilancia existentes.!0-3:32

Entre las iniciativas promovidas en la década de los 90 en los paises endémicos destacan
principalmente: la Iniciativa del Cono Sur, la Iniciativa del Pacto Andino, la Iniciativa de América
Central y la Iniciativa de la Regién Amazdnica.

Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR): Fue creada en 1991 para eliminar la transmisién
vectorial provocada por los principales vectores domiciliados de esta regién, 7. infestans, T.
brasiliensis, T. sordida y Panstrongylus megistus, y para eliminar la transmisién transfusional
mediante el cribado de todos los bancos de sangre y donantes. La Iniciativa fue altamente
satisfactoria ya que Uruguay fue declarado libre de transmisiéon en 1997; Chile, en 1999; y en

Brasil en el aflo 2006. En Argentina y Paraguay todavia queda trabajo por hacer.?’

Iniciativa del Pacto Andino (IPA): Fue puesto en marcha oficialmente en 1997 por
Venezuela, Colombia, Ecuador y Perl. El objetivo era acabar con la transmision vectorial
(Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma maculata y Rhodnius ecuadoriensis) vy
desarrollar un sistema de cribado efectivo entre los donantes de sangre. Los avances en cuanto a
la transmisién transfusional fueron muy significativos, sin embargo, la eliminacién de la
transmisién vectorial ha tenido menos éxito que la obtenida por el Pacto del Cono Sur, ya que, a
excepcion de Venezuela, los programas nacionales de eliminacién de vectores no han sido bien

desarrollados.

Iniciativa de los Paises de Centroamérica (IPCA): Desarrollada desde 1999 por Belice, Costa
Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Méjico, Nicaragua y Panama. En cuanto a la transmisién
vectorial se han obtenido muy buenos resultados, habiendo certificado la eliminacién de la
transmisién de la enfermedad a través de R. prolixus en Guatemala, Honduras y Nicaragua. Los
esfuerzos estdn mas centrados ahora en la eliminacién del vector secundario, 7. dimidiata. El
porcentaje de sangre donada testada para comprobar que esté libre de 7. cruzi es muy cercano al

100%.
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Iniciativa de la Regién Amazdénica (AMCHA): Creada en 2004 y coordinada por la OPS,
ha centrado sus esfuerzos en el tratamiento inmediato de los nuevos casos de infeccién en esta

region.

Tras estos aflos de actividades de control por parte de las Iniciativas para el Control de la
EC se ha conseguido una interrupcién de la transmisidn en muchas regiones del continente
americano (Figura 6). Ademas, la mejora en la calidad de vida de la gente en zonas rurales ha
sido muy importante, asi como la educacién acerca de la enfermedad, punto fundamental a la
hora de reducir la transmisién. Sin embargo, a pesar de los buenos resultados, siguen habiendo
importantes desafios ya que la transmisién sigue ddndose en muchos paises, e incluso puede estar
aumentando en paises como Argentina, Venezuela y regiones amazénicas. Ademas, en cuanto a
la transmisién a través de transfusiones sanguineas, los programas y metodologias de cribado en
los bancos de sangre no han alcanzado un nivel de seguridad aceptable en Bolivia, Ecuador, Perd,

Costa Rica y Méjico.293134
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Transmisién por el vector principal interrumpida
I Area no endémica sin evidencia de transmisién vectorial

! La interrupcion de la transmisién vectorial no es una meta Fuonto do Datos:

Area participante donde el vector principal ha sido eliminado PAHOMSD/CI dades D

Paises no incluidos en el estudio N Cartogtafia: ~

Limites de paises ~ PAHOMSD/IR

Figura 6. Estado del control de la transmisién vectorial de la enfermedad de Chagas, 2011.

Fuente: PAHO/HSD/CD/Enfermedades Desatendidas.
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5.3 Enfermedad de Chagas en paises no-endémicos:

En los Gltimos afios, debido a los cambios en los patrones migratorios mundiales, se ha
producido una importante internacionalizacién de la EC. El aumento en el nimero de emigrantes
provenientes de paises endémicos del continente americano junto con el carécter persistente de la
infeccién, ya que la mayoria de los infectados presenta un largo periodo asintoméatico, han

permitido la aparicién de la infeccidn en paises no-endémicos.3>-36

T. cruzi viaja hasta estos paises en el organismo de inmigrantes infectados. Ante la
inexistencia del insecto vector en paises no-endémicos, los Gnicos mecanismos de transmisién de
la infeccién serdn no-vectoriales, principalmente transmisién congénita y a través de transfusiones

sanguineas y trasplantes de érganos provenientes de personas infectadas.3’

La EC importada se ha convertido en un nuevo problema socioeconémico, epidemiolégico
y de salud publica en una gran cantidad de paises no-endémicos. Los principales destinos de los
emigrantes, tanto legales como ilegales, provenientes de paises latinoamericanos endémicos son
paises de Norteamérica, Europa, Asia y Oceania. Destaca principalmente Estados Unidos, donde
residen millones de inmigrantes latinoamericanos. A partir de los aflos 90 comenzd a producirse
un movimiento migratorio desde Latinoamérica hacia Europa, principalmente estimulado por las
nuevas oportunidades creadas a partir de la formacién de la Unién Europea. A partir del afio
2000 esta migracién aumenté en gran medida, llegando en 2005 a superar los 2 millones de
inmigrantes. Los principales paises receptores fueron Francia, ltalia, Potugal y, sobretodo, Espafia.
Otros paises receptores importantes son Canadd, Suiza, Japdn, paises asidticos emergentes y

Australia.34.35:38-43

En la Tabla 2 se muestran datos de migracién y estimaciones de prevalencia de infectados

en los principales paises afectados por la EC importada.

Tabla 2. Estimacién de datos de migracién y prevalencia de inmigrantes infectados en diferentes

regiones mundiales entre 1999 y 2008.38

Pais o Regién Nimero de Inmigrantes infectados con  Afio del estudio
inmigrantes T. cruzi estimados
EEUU 16.689.172 325.671 (2%) 2007
Espafia 1.678.711 86.948 (5,2%) 2008
Europa? 483.000 14.010 (2,9%) 1999-2005
Canadé 156.960 5.530 (3,5%) 2006
Australia 80.522 3.088 (3,8%) 2006

@Paises de la Unién Europea excepto Espana.
Los datos presentados en la Tabla 2 se corresponden a estimaciones aproximadas, sin
embargo, reflejan muy claramente la propagacién de la enfermedad a nivel mundial,

convirtiéndose en un nuevo problema de salud publica en muchos paises no-endémicos.
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5.4 Enfermedad de Chagas en Espafia

Los casos clinicos de EC registrados en Espafia hasta finales del siglo XX eran muy escasos.
Este hecho estd en concordancia con la inexistencia de transmisién vectorial autéctona, los
escasos o nulos casos de infeccién en viajeros que visitan paises endémicos, y principalmente, con

la baja tasa de inmigracién que se habia dado hasta ese momento.*

Sin embargo, a partir del afio 2000 se produjo un aumento exponencial en el nimero de
inmigrantes, de los cuales, mas de la tercera parte provenian de Latinoamérica. Entre los afios
2001 y 2005 se produjo un aumento de 5 veces en el nimero de inmigrantes, pasando de
446.000 en 2001 a 2.090.695 en 2008 siendo Ecuador, Argentina, Bolivia y Pert los principales
paises de origen.* Este aumento en el nimero de inmigrantes ha convertido a Espafia en el pais
no-endémico en el que se registra una mayor incidencia de EC importada, constituyendo un
nuevo problema de salud publica en nuestro pais. Al tratarse de una enfermedad que no es de
declaracién obligatoria la mayor parte de los contagios se han dado por transfusiones de sangre y

trasplantes de 6ganos provenientes de personas infectadas.?”

Debido a la alta tasa de emigracién, en el afio 2005 se emitié un Real decreto en el que se
obligaba a excluir o testar la sangre u &rganos donados por personas nacidas en paises
endémicos, hijos de mujeres nacidas en estos paises o donantes con un historial de haber residido

o haber sido transfundidos en paises endémicos.*¢

En los dltimos anos se han llevado a cabo numerosas estimaciones del nimero de personas
infectadas residentes en Espafia. Sin embargo, debido a los cambios de los patrones migratorios,
la diferente seroprevalencia en funcién del pais de origen y la dificil deteccion de las diferentes
fases crénicas de la enfermedad, la estimacién es complicada. Tomando los datos estimados por
diferentes grupos de trabajo el nimero de personas infectadas residentes en Espafia rondaria los

53.000 casos.35:38:47-50

6. Etiologia de la Enfermedad de Chagas:

6.1 Agente causante: 7rypanosoma cruzi

La EC o tripanosomiasis humana americana estd causada por Trypanosoma cruzi, un
parasito  protozoario hemoflagelado perteneciente al orden Kinetopldstida, familia

Tryponosamatidae, género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum y grupo Stercoraria.

El género Trypanosoma incluye otras especies causantes de importantes enfermedades
humanas y animales como 7rypanosoma brucei, cuyas subespecies T. brucei rhodesiense y T.
brucei gambiense causan la tripanosomiasis humana africana o enfermedad del suefio.
Trypanosoma brucei brucei, Trypanosoma equiperdumy Trypanosoma equinum causan

importantes enfermedades en animales.”'
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El género Trypanosoma fue dividido en dos grupos en funcién del comportamiento del
parésito en el insecto vector. Por un lado, el grupo Stercoraria, que incluye a los tripanosomas
que sufren su desarrollo en el intestino del insecto vector y las formas infectantes son liberadas
junto a las heces. A este grupo pertenece 7. cruziy T. lewisi. El segundo grupo se denomind
Salivaria, que incluye todos aquellos tripanosomas que inicialmente se desarrollan en el tubo
digestivo y posteriormente atraviesan el epitelio digestivo y ocupan las gldndulas salivales. Las
formas infectantes son inoculadas con la saliva tras la picadura. A este grupo pertenecen 7.
brucei, T. congolensey T. rangeli. Debido a la gran complejidad en el comportamiento biolégico
de los tripanosométidos del género Trypanosoma se crearon subgéneros. 7. cruzi pertenece al
subgénero Schizotrypanum, en el cual también estédn incluidos otros tripanosomas como 7.

dionisii, T. vespertilionisy T. myoti. Todos se caracterizan por presentar un ciclo de vida similar.

51,52

6.1.1. Estructura celular de 7rypanosoma cruzi

7. cruzi es un organismo unicelular eucariota, por lo tanto, posee un nicleo asociado a la
membrana nuclear, membrana plasmatica, aparato de Golgi y reticulo endoplasmético. Sin
embargo, al igual que otros miembros del orden kinetopldstida, T. cruzi posee una serie de
estructuras celulares particulares (Figura 7). 7. cruzi posee una Unica mitocondria, cuyo ADN se
encuentra en el interior de una estructura suborganular muy caracteristica denominada
kinetoplasto. EIl ADN del kinetoplasto estd formado por una red interconectada de cientos de

moléculas circulares de ADN, los minicirculos y los maxicirculos.”'

En 7. cruzii como en la mayoria de tripanosométidos, la glucolisis ocurre
fundamentalmente en organulos especializados en forma de vesiculas que contienen enzimas
glucoliticas y rodeadas de membrana denominados glicosomas. Ademds, posee organulos
especializados en el almacenamiento, como los acidocalcisomas, donde almacena cationes, y el
reservosoma, en el que almacena macromoléculas que toma del medio y que serdn empleadas en

el proceso de diferenciacién de la forma epimastigote a la forma tripomastigote.>3-56

7. cruzi presenta un citoesqueleto peculiar, ya que éste debe ser capaz de dirigir enormes
cambios morfolégicos y el crecimiento y movilidad del flagelo. El citoesqueleto estd formado
principalmente por microtibulos que se encuentran distribuidos por toda la célula
inmediatamente después de la membrana plasmética, por ello, se denominan subpeliculares.
Estdn formados por la proteina tubulina, y se encuentran interconectados entre si y con la
membrana plasmatica, lo cual, confiere al parésito una gran resistencia mecénica, a cambios de

temperatura e incluso a farmacos.*'

T. cruzi se caracteriza por poseer un Unico flagelo muy caracteristico que varia de longitud,
desde 20 um hasta menos de 2 um, en las diferentes etapas del ciclo vital del paréasito. El flagelo
estd rodeado por una membrana especial que es rica en esteroles y esfingolipidos y se sujeta por

un cuerpo basal y probasal que se encuentra en el interior de la célula. En la zona en la que el
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flagelo penetra a la célula se forma una invaginacién entre la membrana plasmética pelicular y la
membrana flagelar que se conoce como bolsillo flagelar. Esta zona es rica en receptores y se
piensa que es muy importante en el trafico vesicular y la captacién de nutrientes. Cerca de este
bolsillo flagelar aparece otra pequefia invaginacién denominada citostoma, comin en otros

grupos de protozoos, y que estd implicada en la captacién de nutrientes.28.51:54.56.57

Glicosoma

Nucleolo

Nucleo

Reticulo

endoplasmatico

' ' Flagelo

Inclusiones
lipidicas

{
Axonema Q)A — Reservosoma

Bolsa Complejo de Glogi
flagelar ™
\ Mitocondria
Corpusculo
basal

Kinetoplasto

Microtubulos
subpeliculares

9T
Figura 7. Estructura celular de la forma tripomastigote de T. cruzi. Fuente: Teixeira et al. PLoS

Negl Trop Dis 6(8): e1749. doi:10.1371/journal.pntd.0001749 (modificado)-8.

6.1.2. Morfologia

Las poblaciones de 7. cruzi circulan en la naturaleza entre el insecto vector y los

reservorios mamiferos, incluido el hombre. A lo largo de su ciclo vital sufren alteraciones

19



Introduccién: Enfermedad de Chagas

morfolégicas y bioquimicas para adaptarse al medio en el que se encuentran. Las diferentes
morfologias que adquiere 7. cruzi se clasifican en funcién de su aspecto general, de la manera en
que el flagelo emerge del cuerpo celular y de la posicién relativa de dos importantes estructuras
celulares: el nucleo y el kinetoplasto (identificadas como 1y 2 en la Figura 8). Asi, como se
muestra en la Figura 8, 7. cruzi adquiere 3 morfologias diferentes principales durante su ciclo de

vida:

Figura 8. Morfologias de 7. cruzi, a) Forma amastigote; b) Forma epimastigote; c¢) Forma

tripomastigote. 1: kinetoplasto; 2: Nucleo; 3: Flagelo.

Amastigote: Se trata de una forma esférica u ovalada de unas 2 um de didmetro. Posee un
ntcleo voluminoso y un kinetoplasto del que nace un flagelo corto que no sale al exterior. Es la

forma reproductiva en el interior de las células mamiferas.

Epimastigote: En esta fase 7. cruzi adquiere una morfologia fusiforme y una longitud de
unas 20 um. El nicleo es grande y el kinetoplasto se sitia delante o al nivel del nicleo. A partir
de él nace una membrana ondulante corta que acaba en un flagelo libre. Presenta una elevada
movilidad. Es la forma reproductiva en el tracto digestivo de los vectores invertebrados y en

medios de cultivo.

Tripomastigote: Presenta una morfologia fusiforme y mide aproximadamente 20 um de
longitud. Presenta un gran nicleo central vesiculado y un kinetoplasto subterminal posterior al
nucleo. Del kinetoplasto surge una membrana ondulante que recorre todo el cuerpo del parésito
y emerge como un flagelo libre en la parte anterior del cuerpo. En funcién del tejido que

colonicen se distingue entre:

-Tripomastigote sanguineo: Es la forma que aparece en la sangre de los vertebrados

infectados. Es capaz de infectar células y no puede replicarse.

-Tripomastigote metaciclico: Es la forma que aparece en la luz intestinal y posteriormente

en las heces del insecto vector y es la que se transmite al hospedador vertebrado.
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6.1.3. Diversidad genética

En el afo 2005 se publicé la secuencia completa del genoma de 7. cruzi®® la
secuenciacién mostré que el genoma posee un tamafo de 60,4 Mb con més de 22.000 genes
codificantes de proteinas, casi la mitad de ellas desconocidas todavia. A lo largo de los afios se
fue viendo como 7. cruzi mostraba grandes diferencias en cuanto a la severidad y el tipo de
manifestaciones clinicas en diferentes regiones del continente americano. Numerosos estudios
sobre proteinas y marcadores genéticos han mostrado que 7. cruzi presentaba una gran
heterogeneidad genética.®® De esta manera, en 1999, tras una reunién entre los mayores expertos

mundiales, el taxén 7. cruzi se dividié en dos linajes, 7. cruzily T. cruzill.

7. cruzil predomina en el ciclo de transmisién selvético, es menos resistente a los farmacos

antichagasicas y estd principalmente asociado a la enfermedad en paises al norte del Amazonas.

T. cruzi ll estd méas presente en el ambiente doméstico de paises del cono sur. Presenta una
resistencia a farmacos mas elevada y en cuanto a las manifestaciones clinicas, este linaje se ha
asociado al dafio tisular causado por la EC. 7. cruzi 1l se dividié a su vez en diferentes subtipos

lla, b, llc, lid y lle.>%&

En 2006 se publicé la existencia del linaje 7. cruzi lll y finalmente se re-clasificd el taxén
en seis grupos diferenciados,®? Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV y TcVI, en funcidn de caracteristicas
geogréficas y ecoldgicas, del ciclo de transmisién y de las manifestaciones de la enfermedad que

provocan.53-65
6.1.4. Ciclo de vida

T. cruzi, al igual que otros miembros del género Trypanosoma, se caracteriza por necesitar
dos hospedadores, uno vertebrado, donde establece la infeccién, y uno invertebrado, que actia
como vector de transmisién, para completar su ciclo vital. Dentro de los tripanosométidos, 7.
cruzi presenta uno de los ciclos de vida més complejos, el cual, implica diferentes etapas de
diferenciacién celular en los hospedadores vertebrados e invertebrados. Estas etapas de
diferenciacién celular variardn en funcién del ambiente en que se encuentre el parésito, si el
hospedador es mamifero o insecto, y en funcién de si el parasito va a ocupar un espacio

extracelular, como la circulacién sanguinea, o un espacio intracelular.28:6¢

El reservorio natural de 7. cruzi es una amplia variedad de mamiferos marsupiales y
placentarios autdctonos del continente Americano, los cuales, han co-evolucionado con el
parésito durante millones de afios. La infeccién es transmitida por insectos hematéfagos

triatominos de la familia Reduviidae.

Se distinguen dos tipos de ciclo biolégico en funcién del nicho ecoldgico ocupado por el
vector y el hospedador vertebrado. El ciclo selvético, entre los insectos vectores silvestres y
mamiferos vertebrados salvajes, y el ciclo doméstico, entre insectos vectores domiciliados y los

seres humanos y animales domésticos. Los dos ciclos pueden interferir cuando ratas, ratones,
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murciélagos, zariglieyas e insectos vectores infectados migran a zonas ocupadas por el hombre.
960 La aparicién de la enfermedad en el hombre es el resultado de la invasidon de los ecotopos
naturales, lo que ha permitido el establecimiento del vector en las viviendas humanas de los
medios rurales y por tanto, el hombre ha pasado a ser un reservorio més en el ciclo vital natural

de 7. cruzi .57

Como se muestra en la Figura 9, los insectos vectores se infectan cuando se alimentan de
sangre periférica de un mamifero infectado (1). En la sangre periférica de los hospedadores
mamiferos se encuentran formas tripomastigotes y amastigotes del parésito (3). La poblacién de
tripomastigotes presente en esta fase del ciclo estd formada por una mezcla pleomérfica de dos
morfologias que generalmente se describen como “esbelto” y “ancho”. Por lo tanto, las chinches
vectores adquieren una poblacién pleomérfica de tripomastigotes circulantes y hasta un 10% de

formas amastigotes tras alimentarse de la sangre de un mamifero infectado (2, 3).677°

Cuando estos parésitos llegan hasta el estébmago del insecto, muchos de ellos son lisados.
Los parasitos supervivientes pasan entonces hasta el intestino medio del insecto vector. En pocos
dias, los tripomastigotes se diferencian a la forma amastigote. Una vez formados los amastigotes,
en primer lugar prolongan su flagelo para convertirse en esferomastigotes, los cuales se alargan
posteriormente y se transforman en epimastigotes (3). Estos epimastigotes contindan alargdndose
hasta que los nutrientes provenientes de la ingesta de sangre se acaban. Los epimastigotes migran
entonces hacia el intestino medio posterior del insecto donde se dividen intensamente (4) y
atacan, mediante su flagelo, a través de una interaccién hidrofébica, la cuticula cérea de las
células del intestino medio posterior. Este proceso de adhesién parece ser importante para
desencadenar el proceso de diferenciacién de la forma epimastigote hasta la forma
tripomastigote metaciclica, altamente infectiva.”' Este proceso se denomina metaciclogénesis (5).
Estos tripomastigotes metaciclicos (7), tras desprenderse de la cuticula del intestino, son
excretados con las heces y la orina del insecto en la zona donde se ha producido la picadura (6).
De este modo, finaliza el ciclo biolégico del parésito en el insecto vector y comienza el ciclo en el

ser humano.®’

Los tripomastigotes metaciclicos tienen la capacidad de infectar a un amplio espectro de
células nucleadas cercanas al sitio de infeccién, tanto fagociticas como no fagociticas (ejm.:
fibroblastos, macréfagos y células epiteliales) (8). Los tripomastigotes metaciclicos invaden la
célula a través de un proceso de reconocimiento especifico entre el paréasito y la célula del
hospedador con la participacién de un alto ndmero de moléculas parasitarias, entre ellas la
cruzipaina y la trans-sialidasa, y filamentos de actina de la célula hospedadora, formando una
vacuola parasitéfora donde el tripomastigote metaciclico comienza a diferenciarse a la forma
amastigote (9).7274 Los amastigotes lisan la membrana de la vacuola por mediacién de enzimas

lisosomales y pasan a ocupar el citoplasma celular donde termina la diferenciacién (10).
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Figura 9. Ciclo vital de Trypanosoma cruzi. Fuente: Teixeira et al. PLoS Negl Trop Dis 6(8):
el1749. doi:10.1371/journal.pntd.0001749 (modificado)-S.

Los amastigotes proliferan por fisién binaria en el citoplasma formé&ndose un pseudoquiste
(11).7>7¢ Cuando la cantidad de amastigotes en el interior celular es muy elevada, éstos contintian
con el ciclo bioldgico y se diferenciardn de nuevo hasta la fase de tripomastigote (12). Esta forma
tripomastigote es liberada por la rotura de la célula y puede invadir las células adyacentes o pasar
a la circulacién sanguinea o linfatica e invadir otras regiones del organismo, principalmente bazo,
higado y miusculo cardiaco (13, 14, 15a). Extracelularmente, estos tripomastigotes pueden
diferenciarse hasta amastigotes que también pueden llevar a cabo la infeccién de macréfagos

(15b). Esta mezcla morfoldgica presente en la circulacion sanguinea puede ser ingerida por un
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insecto triatomino que pique a la persona infectada (14). De esta forma el ciclo biolégico de T.

cruzi se completarfa y volveria a comenzar.>8:66:67.72

7. Patogénesis

7.1. Fases, formas y evolucién clinica

Tras la transmisién de 7. cruzi comienza la fase aguda de la infeccién, la cual, como se
resume en la Figura 10, puede seguir una evolucién clinica muy variable. Esta fase suele tener una
duracién de entre 4 y 8 semanas y en general no muestra sintomas caracteristicos y puede
confundirse con una sintomatologia gripal al presentarse como una enfermedad febril
autolimitada. Los sintomas aparecen 1 6 2 semanas después de la transmisién vectorial, o tras
varios meses si la infeccién se produce por una transfusién de sangre contaminada. El tratamiento
con BNZ durante esta fase de la enfermedad es efectivo y previene la aparicién de las
manifestaciones crénicas de la enfermedad en un alto porcentaje de casos. Entre el 5 y el 10% de
los infectados sintomaticos pueden morir durante la fase aguda si se produce una miocarditis
severa, una meningoencefalitis, o una combinacién de ambas. Sin embargo, en general las
manifestaciones clinicas de la fase aguda se resuelven espontdneamente en cerca del 90% de los

individuos infectados, incluso en ausencia de tratamiento con farmacos tripanocidas.

Transmision de T. cruzi al ser humano
(vectorial, transfusional, congénita, etc...)

No infeccién

Tratamiento 5-10% de los casos
Curacién (50-80% | antiparasitario Fase aguda sintomaticos _ | Muerte por miocarditis
de los casos) o meningoencefalitis
Tratamiento l 10-30 afios l
Curacién (20-60% a'nhpamsnano Fase cronica: después Fase cronica: a{]rt?tﬁ:irt];fio
de los casos) Forma indeterminada Forma determinada \p‘
Inmunosupresion Curacion (un porcentaje de casos

muy inferior a los registrados
en la forma indeterminada

Reactivacion

v
v

Forma indeterminada ‘ Cardiaca ‘ Cardiodigestiva H Digestiva ‘
permanente

Figura 10. Cuadro resumen de la patogénesis de la Enfermedad de Chagas. Fuente: Rassi, A. Jr.;

Rassi, A.; Marin-Neto, J. A.: "Chagas disease". Lancet, 2010, 375, 1388-1402, (modificado).?®

Entre el 60 y el 70% de los pacientes que sobreviven a la fase aguda presentaran la forma
indeterminada de la EC crénica y nunca llegarén a desarrollar las manifestaciones clinicas propias

de la EC Los pacientes que presentan la forma indeterminada muestran una serologia positiva
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para anticuerpos frente a 7. cruzi, un electrocardiograma normal y un examen radiolégico de los

organos diana de la enfermedad (corazén, eséfago y colon) normal.28:52.60.77-79

Entre el 30-40% de los infectados desarrollarén, generalmente 10-30 afios después de la
infeccién inicial, la forma determinada de la EC crénica. Durante esta fase pueden verse afectados
los érganos diana de la enfermedad, lo cual se manifiesta clinicamente como una afeccién
cardiaca, digestiva (megaesdfago y megacolon) o cardiodigestiva.

En pacientes infectados crénicamente que se encuentren inmunoldgicamente deprimidos
puede producirse una reactivacién de la EC. Esta reactivacién se observa principalmente en
pacientes que muestren una co-infeccion con VIH o aquellos que reciban férmacos

inmunosupresores.8°

7.2. Patogénesis y mecanismos patofisiolégicos

La EC es una enfermedad parasitaria y esto implica una relacién singular entre el parasito,
T. cruzi, y el hospedador. T. cruzi depende de su hospedador para su continuidad como especie,
por lo que ha co-evolucionado con éste y ha conseguido desarrollar mecanismos para evadir las
diferentes respuestas inmunitarias. De esta manera, consigue perpetuarse en su organismo para
seguir transmitiéndose a otros hospedadores. 7. cruzi es capaz de permanecer muchos afios en el
organismo infectado causando el menor dafio posible e incluso aportando una cierta inmunidad

al hospedador, la cual, mantendré generalmente la enfermedad equilibrada.

El dafio sufrido por los tejidos y érganos durante la infeccion aguda causada por 7. cruzi
estd provocado por el propio parésito y por la respuesta inmunoinflamatoria que sufre el
hospedador por la presencia del parésito. Varios estudios de modelos experimentales de
infecciéon por T. cruzi han sugerido que una fuerte respuesta inmune T-helper-1, tanto de
linfocitos CD4 como CD8, vy caracterizada por la produccién de citoquinas especificas como 1FN-
Y, FNT-q, e IL-12 es importante para el control del parasitismo. En contraste, la produccién de IL-
10 y el TGF-B estdn relacionados con la replicacién parasitaria mediante la inhibicién de la
actividad tripanocida ejercida por los macréfagos.®-82 La respuesta inmune T-helper-1 tiene una
funcién protectora principalmente a través de la formacién de 6xido nitrico, el cual ejerce una

accion tripanocida importante.

Durante la fase crénica de la infeccidn, el equilibrio entre la contencién del parésito
mediante la respuesta inmune y el dafio inflamatorio sufrido por los tejidos del hospedador
probablemente determina el curso de la enfermedad hacia la forma indeterminada o la forma
determinada. Si la respuesta inmunoldgica es ineficiente, o incluso conduce a un dafo en los
tejidos, tanto la carga parasitaria como la inflamacién inmuno-mediada incrementan.® Por el
contrario, una respuesta inmune satisfactoria, en la cual, la carga parasitaria disminuye y las
consecuencias inflamatorias se mantienen a un nivel minimo, da como resultado una reduccién

del dafio en los tejidos.
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La patogénesis observada durante la fase crénica de la enfermedad no estd completamente
esclarecida y existen diversas teorias no excluyentes entre si que intentan explicar las lesiones
observadas en los pacientes afectados por la EC.%* Estas discrepancias acerca del principal
fendmeno causante de los dafios observados durante la EC vienen determinadas en gran medida
por el elevado periodo de tiempo (10-30 afios) necesario para ver las manifestaciones més
acusadas de la fase crénica de la enfermedad, lo cual complica en gran medida su estudio y

seguimiento. Las tres teorfas fundamentales defendidas por diferentes autores son:
-Teoria de la persistencia del parasito.
-Teria autoinmune.
-Teoria neurogénica.

La idea de que la persistencia del parasito es necesaria para el desarrollo de la enfermedad
estd muy aceptada actualmente.®-8 Durante afios no se le dio una importancia crucial debido a
que estudios en pacientes fallecidos por EC crénica por afectacién cardiaca no mostraron
presencia parasitaria en cortes histolégicos de corazén. Sin embargo, estudios més recientes
mediante el uso de técnicas inmunohistoquimicas, anticuerpos monoclonales frente a antigenos
de T. cruziy PCR han mostrado una relacién entre la presencia de antigenos parasitarios y los
focos de inflamacién.®” Sin embargo, no existe una certeza completa de si el dafio tisular es
causado principalmente por factores parasitarios directos (lisis celular por multiplicacién del
parésito), o si es desencadenado indirectamente por una inmunopatologia asociada a la presencia

del parésito o incluso por un mecanismo autoinmune.

En algunos pacientes y en modelos animales se han observado mecanismos de
autoinmunidad, los cuales, podrian surgir por diferentes mecanismos como una activacidon
policlonal, una imitacién molecular por parte de antigenos del parésito o epitopos cripticos
compartidos por el hospedador y el parésito.%® Estudios experimentales mostraron que linfocitos
de conejos infectados con 7. cruzi producen una destruccién de células cardiacas embrionarias
libres de parésitos en 2 horas, mientras que linfocitos no inmunizados requierian unas 72 horas.
Ademaés, los linfocitos inmunes destruian también las neuronas del intestino grueso de conejo y
las miofibrillas y las neuronas del sistema nervioso parasimpatico. Esto indicaba que los ataques
inmunoldgicos eran &rgano-especificos. Estos resultados indicaban que los linfocitos
inmunocompetentes de los conejos infectados poseian una capacidad preformada para destruir
rdpidamente la célula diana. Sin embargo, al intentar crear una respuesta autoinmune similar a la
observada en los enfermos de chagas inoculando antigenos de 7. cruzi en conejos sanos, solo se
obtuvieron pequefios infiltrados de linfocitos en el corazén, resultados muy alejados a los
observados en conejos infectados con 7. cruzi. Ademas, el establecimiento de la infeccidén crénica

por 7. cruzi esté relacionado con una depresién generalizada de la respuesta de las células T.

La Ilamada teoria neurogénica surgi® en base a la demostracién de una intensa

despoblacién neuronal cardiaca y una destruccién de los ganglios autondmicos intramurales que
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afecta a eséfago, colon o a ambos. Defiende que el trastorno del sistema parasimpético permite
una hiperactividad simpéatica. Algunos autores achacaron esta despoblacién neuronal a la accién
de una neurotoxina procedente de nidos parasitarios, sin embargo nunca ha sido demostrada.
Esta teoria presenta numerosas objeciones conceptuales y experimentales, las cuales incluyen la
sutileza y variabilidad de la denervacién cardiaca en pacientes con afectacién cardiaca chagésica,
la ausencia de correlacién entre la denervacién parasimpética y el grado de disfuncién
miocérdica, y el hecho de que la denervacién parasimpética también se puede observar durante

la fase temprana de la enfermedad.

Estas discrepancias observadas en las tres teorias ponen de manifiesto que todavia es

necesario un conocimiento més profundo de la patogénesis con la que cursa la EC

8. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas observadas durante la EC dependeran de multiples factores.

Estos factores se pueden dividir en:

-Factores parasitarios, como la cantidad de parésitos en su forma infectiva

(tripomastigotes) inoculados en el momento de la infeccidn y el linaje genético al que pertenezca
el parésito, el cual, le aportard una mayor o menor virulencia y una mayor tendencia por unos

érganos que por otros.

-Factores de la persona infectada, como su estado nutricional, edad y el estado de su

sistema inmunoldgico, el cual puede estar afectado por la presencia de otras enfermedades como

el SIDA o por la toma de medicamentos inmunosupresores.”
Las principales manifestaciones clinicas en las diferentes etapas de la EC serian:

Fase aguda: En la mayoria de los individuos,
con independencia del mecanismo de transmisién,
la fase aguda de la enfermedad es generalmente

asintomatica, hecho que seguramente se deba a la

baja carga parasitaria. Cuando existe una

T

Figura 11. Signo de Romaiia. Fuente:

sintomatologia, ésta incluye sintomas generales e
inespecificos como fiebre, dolor de cabeza, dolores
musculares, somnolencia, calambres, diarrea,
areyesmed406.wordpress

problemas respiratorios y edema, que muchas

veces son tratados como un proceso febril comun sin la sospecha de EC. Ademaés puede aparecer
un agrandamiento del higado, bazo y ganglios linfaticos y en el caso de la transmisién vectorial,
los signos tipicos en la zona de entrada del parésito a través de la piel (chagoma) o a través de la
membrana mucosa ocular (signo de romafa, Figura 11). En el electrocardiograma pueden verse

taquicardia sinusal, bloqueo atrioventricular de primer grado, etc... Una radiografia de torax

puede mostrar cardiomegalia en diferentes grados. En nifios infectados congénitamente, los
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sintomas mds comunes, que pueden aparecer desde el nacimiento o unas semanas después del
parto, incluyen un bajo tono muscular, fiebre, hepatoesplenomegalia y anemia. Otras
manifestaciones observadas incluyen nacimientos prematuros y bajo peso al nacer.
Manifestaciones més serias como miocarditis, meningoencefalitis y neumonitis son poco comunes
pero presentan un alto riesgo de muerte asociado en pacientes con inmunosupresién o en nifios

menores de 6 afios.

Fase crénica: La evolucién clinica de la fase crénica de la EC puede oscilar entre la ausencia
de signos y sintomas de enfermedad (forma indeterminada) hasta una enfermedad severa y una
muerte prematura (forma determinada). Las manifestaciones clinicas de esta fase estdn
relacionadas con el compromiso patolégico del corazén, eséfago, colon o una combinacién de

ambos, y se agrupan en tres formas principales: cardiaca, digestiva y cardiodigestiva.

La forma digestiva se observa casi exclusivamente en paises al sur de la cuenca del
Amazonas (principalmente Argentina, Brasil, Chile y Bolivia). Esta distribucién geografica se debe
a la distribucién de las diferentes cepas parasitarias. La disfuncién gastrointestinal (principalmente
mega-eséfago, megacolon o ambos) se desarrolla en aproximadamente el 10-15% de los
pacientes infectados crénicamente. El mega-eséfago causa disfagia con odinofagia, combinado
con dolor epigéstrico, regurgitacién, una excesiva segregacion de saliva, y una malnutricién en los
casos més severos. El megacolon a menudo afecta al segmento sigmoideo, al recto o al colon
descendente, o una combinacién, y produce un estrefiimiento prolongado, una hinchazén
abdominal, y ocasionalmente obstruccién del intestino grueso debido a fecaloma o vélvulo
sigmoideo (Figura 12). Los pacientes con mega-es6fago poseen una mayor probabilidad de sufrir

cancer de eséfago.

Corazon normal Corazon agrandado debido Megacolon
a la cardiomiopatia - -
4 ’
1
)

8
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<

Figura 12. Manifestaciones clinicas cardiacas y digestivas durante la fase crénica de la enfermedad

de Chagas. Fuente: ADAM

La forma cardiaca es la manifestacién més grave y frecuente de la EC crénica. Se desarrolla
en el 20-30% de los individuos y tipicamente produce anormalidades del sistema de conduccién

eléctrica, bradiarritmias y taquiarritmias, aneurismas apicales, fallos cardiacos, tromboembolismo
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y puede provocar muerte subita. Las anormalidades més comunes observadas en el ECG incluyen
bloqueo de la rama derecha y bloque fascicular anterior izquierdo. La muerte sibita es la
principal causa de muerte en pacientes con EC, provocando cerca de los 2/3 de las muertes por
Chagas. Le sigue el fallo cardiaco refractario (25-30%) y el tromboembolismo (10-15%). La
muerte sibita puede aparecer en pacientes asintométicos y estd asociada con una taquicardia

ventricular y fibrilacién o més raramente, con un bloqueo atrioventricular completo (Figura 12).

Individuos con SIDA o en tratamiento con inmunosupresores pueden experimentar una
exacerbacién de la fase crénica de la infeccién, que conlleva un incremento de la parasitemia y
de la replicacién intracelular del parésito. Fiebre, miocarditis, paniculitis y lesiones en la piel son
comunes en pacientes infectados tras un trasplante de un érgano o médula ésea, mientras que en
pacientes con SIDA las manifestaciones mas comunes son la meningoencefalitis y lesiones del

sistema nervioso central.

9. Diagnéstico®*8%

El diagnéstico de la EC se apoya, como ocurre con otras enfermedades infecciosas, en
datos clinicos, datos epidemiolégicos y datos de laboratorio. En cuanto a los métodos de
diagnostico empleados en el laboratorio, éstos dependeran de la fase de la enfermedad que se
sospeche sufra el paciente. La variacién en la parasitemia y la respuesta inmunoldgica que se
observan entre la fase aguda y la fase crénica de la enfermedad hardn que el método de eleccién

varie.

Durante la fase aguda de la enfermedad y en casos de reactivacién en pacientes
inmunodeprimidos la parasitemia es elevada, por lo tanto, los métodos de diagndstico de
primera eleccién serén los estudios parasitolégicos. Estos métodos se basan en la blsqueda y
visualizacién directa del parésito. En las etapas latente y crénica la presencia del parésito en la
circulacién sanguinea es muy escasa, de modo que los métodos empleados serdn principalmente

serologicos.

9.1. Diagnéstico durante la etapa aguda de la enfermedad

Los métodos de eleccién cuando existe la sospecha clinica o epidemiolégica de infeccién
aguda persiguen la deteccién directa del parasito en sangre. Existen diferentes métodos que
variarén en su especificidad, sensibilidad y dificultad técnica. Los métodos més utilizados son los

siguientes:
9.1.1. Métodos parasitolégicos directos

-Examen directo: Se busca detectar la presencia del parésito en un frotis de gota gruesa de

sangre periférica (Figura 13) o liquido cefalorraquideo. Si se observa su presencia a través del
microscopio el diagndstico queda confirmado, ya que la especificidad es del 100% y no es

necesario realizar mas pruebas. Sin embargo, la sensibilidad es baja ya que puede dar
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frecuentemente falsos negativos, debido a que el resultado depende del tamafio de la gota y del

grado de parasitemia presente en ese momento.

Figura 13. Forma tripomastigote de T. cruzi detectada en un frotis de sangre. Fuente: Coura J.R.

Chagas disease: a new worldwide challenge Nature Junio 2010.

-Técnicas de concentracién: Cuando el parésito no es facilmente visible o cuando no se
dispone de una cantidad elevada sangre, como en recién nacidos, se utilizan las técnicas de
concentracién. Dependerédn del volumen de sangre utilizado y de la concentracién parasitaria.

Destacan dos métodos:

-Método de Strout: Este método concentra los parasitos mediante sucesivas
centrifugaciones tras dejar coagular una muestra de sangre de unos 3 mL. La especificidad

es del 100% vy la sensibilidad es del 95 %.

-Microhematocrito: Este método es recomendado en los recién nacidos, por la
escasa cantidad de sangre utilizada. La sangre es extraida por capilaridad, mediante
puncién digital o plantar en tubos de microhematocrito heparinizados para evitar la
coagulacién. Posteriormente son sometidos a centrifugacion en una microcentrifuga,
quedando los parésitos en la capa de leucocitos. Posee una especificidad del 100% y una

sensibilidad del 95 %.
9.1.2 Métodos parasitoldgicos indirectos

-Hemocultivo: Consiste en la siembra de sangre venosa en un medio apropiado en busca
de crecimiento parasitario. Por su baja sensibilidad (40 %), elevado tiempo necesario y escaso

crecimiento del parésito no tiene utilidad en la practica clinica.

-Xenodiagnéstico: En el xenodiagnéstico el individuo a diagnosticar es expuesto a un
vector no infectado criado en el laboratorio. Posteriormente el insecto vector es examinado en

busca de la presencia de 7. cruzi. Se usa raramente en la fase aguda de la enfermedad.
9.1.3 Serologia

Se puede utilizar como segunda opcidn si los exdmenes parasitélogicos negativos se repiten

pero la sospecha clinica es muy elevada. En la etapa aguda la capacidad de identificar anticuerpos
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se registra a partir de la cuarta semana de la infeccién. Habitualmente se suelen examinar

respuestas IgM.
9.14 PCR

En los dltimos afios la deteccion de ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se ha convertido en una alternativa muy prometedora.”’ Las dianas més utilizadas para
detectar la presencia del parésito son el minicirculo del ADN del kinetoplasto y la secuencia
repetida del ADN satélite. Este método posee una sensibilidad muy elevada y permite la
detecciéon de parésitos en la fase aguda, en los tejidos en la etapa crénica y en la transmisién
congénita. Ademas el limite de deteccién es muy bajo, incluso un solo parésito, y es un método
rdpido y préctico en comparacién con pruebas parasitolégicas como el hemocultivo o el
xenodiagndstico. La PCR puede ser Gtil para detectar la presencia del parésito, calcular la carga
parasitaria y hacer un seguimiento de un tratamiento determinado en un paciente. El
inconveniente de este método de diagndstico es que no se encuentra totalmente estandarizado y
se han detectado resultados controvertidos en forma de falsos positivos. Su uso en paises
endémicos como rutina diagndstica no estd extendido y se utiliza principalmente en laboratorios
de investigacidén especializados. Actualmente se estdn centrando los esfuerzos en lograr una
puesta a punto y una estandarizacién correcta del método, ya que, dadas sus caracteristicas
deberia llegar a ser el método de eleccién mas efectivo en el futuro tanto para el diagnéstico

como para el seguimiento de la respuesta al tratamiento.

9.2 Diagndstico durante la etapa crénica de la enfermedad

Durante la fase crénica de la enfermedad la presencia de 7. cruzi en sangre es transitoria,
por lo que los métodos de deteccidn directa del parasito en sangre ofrecen una sensibilidad muy
baja. Pueden ser utilizados los métodos parasitolégicos de hemocultivo y xenodiagnéstico, pero
a pesar de presentar buena especificidad, su sensibilidad es inferior al 50%. El diagndstico
fundamentalmente se basard en métodos serolégicos para la deteccién de anticuerpos circulantes
frente a 7. cruzi. Durante la etapa crénica predomina la respuesta de inmunoglobulinas de tipo G
(18C).

Los principales métodos serolégicos utilizados son:

-Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Se destaca su utilizacién para

screening por su alta sensibilidad (97,6-100%) y especificidad (96,5-99,6%) y es actualmente el
método de diagndstico més difundido. Se utilizan kits comerciales que llevan incorporados
extractos totales de 7. cruzi y antigenos de membrana o antigenos recombinantes. Permite la

deteccién de anticuerpos 1gG frente al parésito.

-Inmunofluorescencia indirecta (IFl): Presenta una sensibilidad del 98,2% en esta etapa, y

su especificidad es del 98,0 %.
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-Hemaglutinacién indirecta (HAI): Se considera una técnica sencilla con limitaciones

operativas y baja sensibilidad y especificidad (88%; 59-76%).
-Western blot: Presenta una sensibilidad del 100% y una especificidad del 97,3%.

-Ensayo de radioinmunoprecipitacién: Sensibilidad y especificidad del 100% pero

escasamente empleado.

-Inmunoblot recombinante: Sensiblidad del 98,2% vy especificidad del 99,6%.

Empleando péptidos sintéticos se han comercializado kits de diagnéstico rédpido en forma
de tiras inmunocromatogréficas y aglutinacién en tarjeta, que en apenas 15 minutos muestran el

resultado.

Debido a que ningln ensayo seroldgico asequible alcanza el 100% de sensibilidad y
especificidad, la OMS recomienda utilizar al menos 2 técnicas serolégicas convencionales de
diferente principio, como IFl y ELISA por ejemplo, y con diferente antigeno para confirmar la

infeccién. En caso de discrepancias se recomienda emplear una tercera técnica.

El método diagndstico ideal para la EC todavia no existe, pero debiera de cumplir los

siguientes requisitos:
- Fécil de realizar en un Gnico paso.
- Répido.
- Barato.
- No requerir equipamiento especial ni reactivos refrigerados.

- Sensibilidad y especificidad del 100%.

10. Tratamiento de la enfermedad

A pesar de haber transcurrido mas de cien afios desde la definicién de la enfermedad por
el Dr. Carlos Chagas (1909), todavia no se dispone de una vacuna ni de una quimioterapia eficaz

para todas las formas clinicas de la enfermedad.
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Figura 14. FArmacos utilizados en el tratamiento de la Enfermedad de Chagas
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En la actualidad, sélo 2 farmacos derivados de nitroheterociclos poseen un uso clinico
aceptado, Nifurtimox (Nfx, Lampit®, Bayer) y Benznidazole (Bnz, Rochagan®, Radanil®,
Roche), mostrados en la Figura 14. En el caso del Bnz, Roche transfirié el proceso de fabricacién
al Laboratorio Farmaceutico del Estado de Pernambuco (LEFEPE) debido a los problemas para
satisfacer la demanda de medicamento entre la poblacién. Ambos fa&rmacos no estan aprobados

por la Food and Drug Administration (FDA).>3.5492.93

La actividad anti- 7. cruzi de ambos farmacos fue descubierta empiricamente hace més de
tres décadas y remplazaron a nitrofuranos anteriormente utilizados como la furadantina, la

nitrofurazona y la furaltadona, menos activos como agentes tripanocidas.

10.1. Limitaciones del tratamiento actual

Nfx y Bnz presentan una serie de importantes limitaciones y efectos secundarios que no
son aceptables desde un punto de vista terapéutico y que demuestran su ineficacia.?3>49293 Los

principales problemas que presentan estos farmacos son:

e Efectos secundarios:

Tanto el Nfx como el Bnz producen efectos adversos sobre los pacientes tratados. Las
manifestaciones secundarias pueden incluir pérdida de peso, nduseas, vémitos, prurito,
neuropatia periférica, leucopenia y neurotoxicidad, entre otras, en el caso del Nfx; en el caso del
Bnz pueden presentarse edemas, fiebre, prurito, neuropatia periférica, linfoadenopatia,
agranulocitosis, plrpura trombocitopénica, dolores musculares y articulares. Ambos farmacos no
deben ser administrados a mujeres embarazadas, por su potencial teratogénico, y a personas con

insuficiencia renal o hepética. También ha sido comprobada su actividad carcinogénica.

e Actividad:

La particularidad de la patogénesis de la enfermedad complica en gran medida encontrar
tratamientos totalmente eficaces frente a las diferentes fases de la enfermedad. El tratamiento con
Nfx y Bnz se considera activo en la fase aguda de la enfermedad, principalmente en pacientes
menores de 18 anos, alcanzando un nivel de curacién cercano al 80% en nifos y cercano al
100% en recién nacidos en casos de transmisién congénita. Sin embargo, en la fase crénica de la
enfermedad, con un historial de infeccién superior a 10 afios, su eficacia disminuye mucho. En
este caso, el tratamiento se recomienda en pacientes con una edad entre 19 y 50 anos que
todavia no han experimentado las manifestaciones de la fase crénica de la enfermedad. En
pacientes de mas edad la eficacia no ha sido probada y, debido a los problemas asociados al
tratamiento, éste se considera opcional. Cuando los pacientes crénicos presentan un dafio
coronario severo o un cuadro de megaeséfago avanzado el tratamiento con estos farmacos no se
recomienda. De todas formas, Bnz parece mostrar un mejor comportamiento que Nfx en la fase
crénica de la enfermedad, sin llegar a curar totalmente. Pacientes crénicos tratados con Bnz

mostraron una menor incidencia de problemas cardiacos y un menor deterioro de su situacién
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clinica. Este hecho puede explicarse por la reduccién del nimero de paréasitos en los tejidos

infectados, lo cual conllevaria un proceso inflamatorio menos acusado.

¢ Dosificacion:

La dosificaciéon del tratamiento con estos farmacos es complicada si se tienen en cuenta las
caracteristicas sociales de los afectados y la dificultad que tienen para acceder al tratamiento. En
el caso del Nfx, se requieren periodos de tratamiento de 90 dias, con una dosis de 8-10
mg/kg/dia. En el tratamiento con Bnz se debe tomar una dosis de 5 mg/kg/dia durante 30-60
dias en caso de infeccién aguda. Si se trata de una reactivacién de la infeccién crénica, el
tratamiento requerido puede durar mé&s de 5 meses. Estos largos periodos de tratamiento

dificultan que los tratamientos se completen.

e Aparicién de resistencias:

Los efectos terapéuticos de Nfx y Bnz en la infeccién chagésica presentan diferencias
importantes, lo que se puede explicar, en parte, por la existencia de cepas de 7. cruzi con una
susceptibilidad diferente a los farmacos, o lo que es lo mismo, con resistencia a los famacos.
Ademads, el dificil seguimiento del tratamiento y su prematura detencién también contribuye a la
aparicién de parasitos resistentes. Las diferentes respuestas de 7. cruzi a los farmacos sugieren la
existencia de diferencias moleculares entre las diferentes cepas del parésito. Entre estas
propiedades moleculares se encuentran las dependientes de isoenzimas y de los marcadores
genéticos. La diversidad genética de T. cruziy su diferente distribucién geografica provoca que el

tratamiento muestre una diferente eficacia en funcién del lugar de origen de la persona afectada.

Estas importantes limitaciones ponen de manifiesto la necesidad de seguir investigando

para obtener nuevos farmacos més eficaces y especificos frente a la EC.

10.2. Mecanismo de acciéon de Nifurtimox y Benznidazole

A pesar de utilizarse desde hace més de 40 afios, el mecanismo de accién mediante el cual
Nfx y Bnz causan dafo sobre el parésito sigue siendo un tema de discusién y su conocimiento es
todavia insuficiente.®* Histéricamente, se aceptd que Nfx y Bnz actian como pro-fadrmacos que
deben ser activadas in vivo por un proceso enzimético de bioreduccidén del grupo nitro. Esta
nitroreduccién conllevaria la formacién de especies reactivas de oxigeno y/o metabolitos
electrofilicos que causarian el dafio sobre el parésito. Estos mecanismos se apoyaban en la
creencia de que 7. cruzi era un organismo deficiente en cuanto a sistemas defensivos frente al

estrés oxidativo.?

En el caso del Nfx, el proceso comenzaria con una reduccién, via un electrén, catalizada
por nitroreductasas de tipo 1l sobre el grupo nitro de las moléculas de tipo R-NO,, produciendo
un radical nitro-anién intermedio (R-NO-). En presencia de oxigeno, este radical sufriria un ciclo
que genera aniones superéxido y regeneraria la molécula. El anién superéxido sufriria entonces
una reaccién de dismutacién, catalizada por una superdxido dismutasa, que generaria O~ y

H>O,. El anién superdxido y el perédxido de hidrégeno formados, en presencia de Fe3t,
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formarian el potente radical hidroxilo (OH®) a través de la reaccién de Habber-Weiss. Esta
generacién de radicales libres en forma de especies reactivas de oxigeno conllevaria a un estrés
oxidativo que, junto con la accién dafina directa provocada por el radical OH" sobre lipidos,

proteinas y ADN, produciria el dafio sobre el paréasito.9¢-98

A diferencia del Nfx, el mecanismo tripanomicida propuesto para el Bnz no dependeria de
especies reactivas de oxigeno. En experimentos realizados para determinar el mecanismo de
accién no se observé la generacién de O y H.O, a concentraciones de Bnz que producian
inhibicién del crecimiento de epismastigotes. Lo que se propuso es que los metabolitos reducidos
electrofilicos del BNZ son los responsables de su efecto tripanomicida por uniones covalentes a
macromoléculas como lipidos, proteinas y &cidos nucleicos.?”?° Otros estudios indicaron que el
Bnz es capaz de potenciar la fagocitosis, incrementar la muerte de 7. cruzi por la accién del

Interferén gamma (IFN-y) e inhibir la NADH-fumarato reductasa del parasito.10%-19"

Nuevos estudios llevados a cabo en los dltimos afios han conducido a discutir los
mecanismos de accién histéricamente propuestos para Nfx y Bnz y la capacidad del parasito para
enfrentarse al estrés oxidativo. Recientemente, se han identificado dos nuevas enzimas
parasitarias capaces de llevar a cabo la reduccién de Nfx y Bnz en un proceso mediado por dos
electrones. La primera de ellas es la denominada Old Yellow Enzyme, una prostaglandina F2a
sintasa cuya actividad oxidoreductasa tiene lugar Unicamente en condiciones anaerobias y su
accién no forma especies reactivas de oxigeno. La otra enzima identificada es una Nitroreductasa
de tipo | que utiliza flavin mononucleétido (FMN) como cofactor, de localizacién mitocondrial,
y que es capaz de reducir el grupo nitro de Nfx y Bnz, ademdés de otros muchos compuestos con
estructura relacionada, generando un intermedio nitroso que rdpidamente sufre una nueva
reduccién para dar el derivado de hidroxilamina. Empleando lineas de T7.cruzi con niveles
alterados de esta enzima se demostré una clara conexidn entre esta actividad nitroreductasa y la
activacién del Nfx.192104 Este proceso no requiere la participacién de oxigeno vy, por lo tanto, no
se forman especies reactivas de oxigeno. El intermedio hidroxilamina puede ser transformado
posteriormente en tres productos finales correspondientes a la forma amina, que se piensa que es
inerte, cationes nitronio, capaces de dafiar el ADN, y nitrilos saturados e insaturados de cadena

abierta por la rotura del anillo de furano, téxicos para 7. cruzi.'%

La accién del Nfx mediante la produccién de especies reactivas de oxigeno se apoyaba
también en la creencia de que 7. cruzi era un organismo con sistemas de defensa deficientes
frente al estrés oxidativo. Sin embargo, los avances en el conocimiento bioquimico de 7. cruzien
los altimos afios han llevado a la conclusién de que los tripanosomas presentan un complejo y

efectivo sistema para luchar frente al estrés oxidativo.

El sistema antioxidante de 7. cruziestd formado por una serie de enzimas y moléculas con
actividad redox no enzimética que se encuentran distribuidas en el reticulo endoplasmético,

glicosomas, mitocondria y citosol. El donador de electrones final para todos los sistemas
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enziméticos que intervienen en la detoxificacion en el NADPH. Las moléculas reducibles
participantes en los sistemas redox de detoxificacion son la tripanotiona, glutatién, ascorbato y

triparedoxina.106:197

A diferencia con todos los eucariotas, los tripanosoméatidos carecen de catalasa (excepto
Crithidia fasciculata) y glutatién peroxidasas. La ausencia de metabolismo de H.O, glutation-
dependiente fue considerada durante mucho tiempo como una diana en el disefio de compuestos
anti- 7.cruzi a través del incremento de las concentraciones basales de H,O, intracelulares. Sin
embargo, recientemente, se han identificado 5 peroxidasas en 7. cruzi, las cuales son capaces de
detoxificar eficazmente H.O,, hidroperdxidos orgénicos de cadena corta y peroxinitrito. Al igual
que en eucariotas superiores, la eliminacién de O, en 7. cruzi estd basada en la actividad de
superoxido dismutasas, con la diferencia de que las de 7. cruzi pertenecen a las que poseen Fe

como cofactor, un grupo restringido a protozoos, procariotas y plantas.®>:105.106.108

Estos nuevos hallazgos parecen indicar que el proceso de bioreduccién mediado por
nitroreductasas de tipo | es importante en la activacién de este tipo de compuestos. Sin embargo,
el mecanismo a través del cual Nfx y Bnz desarrollan el dafio sobre el parasito necesita una
mayor profundizacién, ya que, la teoria del estrés oxidativo, debido al buen sistema defensivo

que el parésito posee, no parece explicar la actividad observada en su totalidad.

11. Disefio de nuevos farmacos frente a 7rypanosoma cruzi

Los puntos tratados en el apartado anterior ponen de manifiesto la urgente necesidad de
obtener nuevas moléculas activas frente al parésito y que presenten menos limitaciones que los

actualmente utilizados.

En los Gltimos afios se ha producido un importantisimo avance en el conocimiento de la
bioquimica y la biologia molecular y celular de 7. cruzi Este conocimiento, junto a la
secuenciacién completa del genoma de 7. cruzien el afio 2005, ha permitido identificar una serie
de dianas moleculares y rutas metabdlicas especificas de 7. cruzi susceptibles de ser atacadas por
nuevas moléculas. Sin embargo, el disefio de nuevos farmacos sigue siendo complejo y requiere

la colaboracién multidisciplinar de diferentes grupos especializados.!%?

El disefio racional de nuevos farmacos o la utilizaciébn de estructuras conocidas con
diferente uso a partir de este conocimiento, ha proporcionado compuestos prometedores que se

encuentran en diferentes fases de desarrollo.

11.1. Dianas moleculares estudiadas en 7. cruzi

Las principales dianas moleculares y rutas metabdlicas susceptibles de ser inhibidas, junto a

los compuestos més prometedores se describen a continuacién.
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11.1.1. Inhibicién de la biosintesis del ergosterol

T. cruzi requiere, para su viabilidad celular y proliferacién en sus diferentes estadios vitales,
esteroles enddgenos especificos que forman parte de su membrana celular. El principal esterol
presente en 7. cruzi es el ergosterol. El parésito no es capaz de utilizar los esteroles producidos
por células mamiferas, como el colesterol, por lo que debe sintetizar sus propios esteroles a través
de una ruta que presenta diferencias con respecto a la mamifera. Por lo tanto, la ruta de
biosintesis del ergosterol, que implica a un elevado nimero de enzimas, es una diana adecuada y
especifica para el disefio de moléculas activas. Existen inhibidores de la biosintesis del ergosterol,
comercialmente disponibles para el tratamiento de otras infecciones, como ketoconazol,
itraconazol o terbinafina. Estos derivados de imidazol no poseen suficiente potencia como para
eliminar al parasito de animales o humanos infectados crénicamente. Sin embargo, en los Gltimos
afios nuevos derivados del triazol han demostrado (en modelos de ratdén) ser potentes
inhibidores selectivos de la esterol-Cl4a-demetilasa, una enzima de la ruta biosintética del
ergosterol."%12. Algunos ejemplos son D0870 (Zeneca Pharmaceuticals), Posaconazol (SCH
56592, Schering-Plough Research Institute) y Tak-187 (Takeda Chemical Company) (Figura 15). El
posaconazol ha sido aceptado como agente antimicético en Estados Unidos, Europa y Australia,
por lo que se seria factible probarlo en pacientes con la EC y actualmente se encuentra en fase Il

de desarrollo clinico."3115
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Figura 15. Nuevos triazoles inhibidores selectivos de la esterol-C14a-demetilasa més interesantes

como potenciales agentes antichagdsicos.
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Otro compuesto que presenta resultados prometedores es el Tipifarnib (Johnson &
Johnson) (Figura 15), un compuesto que se encuentra en ensayos clinicos de fase Ill como agente
antitumoral y que se ha visto que presenta una actividad /in vitro anti-T. cruzi muy elevada.
Derivados del fenarimol también han mostrado una buena actividad inhibitoria sobre la esterol-
Cl4a-demetilasa y se encuentran en desarrollos preclinicos. Cabe destacar otro derivado del
triazol, el ravuconazol (Figura 15), ya que actualmente se encuentra en ensayos clinicos el

compuesto E1224 (EISAl Farmacéutica S.A.), una prodoga del ravuconazol."®

11.1.2. Inhicibicién del metabolismo del pirofosfato

Los tripanosomaétidos poseen unos orgénulos celulares especificos, denominados acidocalcisomas,
que se encargan del almacenamiento de polifosfatos de cadena corta, como el pirofosfato, y
cationes divalentes como calcio y magnesio. El pirofosfato estd involucrado en la respuesta de 7.
cruzi al estrés ambiental, en la osmoregulacién y en la transduccién de energia. La captacién y
liberacién de calcio a través de la membrana del acidocalcisoma estd regulada por diferentes
mecanismos que incluyen una Ca?*-ATPasa, un intercambiador de Naf/H*, bombas de H*
dependientes de ATP y pirofosfatasas."”

Los bisfosfonatos (utilizados en el tratamiento de la osteoporosis, Figura 16) son anélogos
metabolicamente inertes del pirofosfato que se han ensayado en ratones ya que se acumulan en
el acidocalcisoma del parésito y pueden inhibir la accién de enzimas involucradas en el
metabolismo del pirofosfato como la farnesil pirofosfato sintasa (FPPS), la escualeno sintasa o

pirofosfatasas de bombas de protones.

Se realizaron ensayos con N-alquil-bisfosfonatos, andlogos del pirofosfato, que eran
utilizados en el tratamiento de trastornos de resorcién &ésea y que se sabia que inhibian
especificamente la FPPS. Mostraron una alta selectividad tanto /n vitro como in vivo frente a T.
cruzi. Sin embargo, ensayos en ratones utilizando risedronato, un farmaco inhibidor de la FPPS
utilizado para la desorcién ésea, no produjo curacién."®” Esto lleva a considerar a estos
compuestos utilizados en la osteorporosis como lideres para el disefio de nuevos compuestos

activos frente a 7. cruzi >+M.112

a) b) c)
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Ho\g,OH Ho\g,ml | HO\i}I,OH
| X OH HIN\/\l/OH /\/\/N\/\|/0H
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Figura 16. Estructura de bisfosfonatos con actividad especifica frente a T. cruzi. a) Risedronato; b)

Pamidronato; ¢) Ibandronato.
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11.1.3. Inhibores de la cruzipaina

La cruzipaina o cruzaina es la principal cisteina proteasa de 7. cruzi Se localiza
principalmente en los lisosomas y su concentracién en mas elevada en la forma epimastigote del
parésito. La cruzipaina actGa principalmente en la digestién de proteinas, tanto exdgenas como

endégenas, en los lisosomas, en la proteccién contra la respuesta inmune del hospedador y en el

proceso de invasién de la célula mamifera por parte
de la forma tripomastigote. También participa en las
etapas de diferenciacién del ciclo vital del parasito.

0\@ Estas importantes funciones la convierten en una

diana perfecta para el diseio de nuevos compuestos

)

anti- 7. cruzi.

Existen inhibidores selectivos de esta proteasa

Figura 17. Estructura de K777, potente . » . .
que bloquean la proliferacién de epimastigotes

inhibidor de la cruzipaina. . . )
extracelulares y amastigotes intracelulares y ademaés

son capaces de detener, in vitro, el ciclo vital del parésito en el punto en el que los epimastigotes
se transforman en tripomastigotes metaciclicos. De esta forma, se obtuvieron buenos resultados
en modelos de ratén, donde se observé una importante reduccién de la parasitemia y un fuerte

aumento del tiempo de supervivencia.30:53.54.120

En 2002, el instituto One World Health y los National Institutes of Health de Estados
Unidos iniciaron el desarrollo de la vinilsulfona K777 (Figura 17) como nuevo tratamiento
antichagésico.'?"'22 Sin embargo, en 2005 el desarrollo se tuvo que detener ya que se detectd
hepatotoxicidad y su sintesis era muy complicada como para llevar a cabo un escalado.
Actualmente K777 sigue siendo estudiado por el National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID, www.niaid.nih.gov) y se est& planteando el escalado y estudios en fase clinica |

en humanos.

En los dltimos afos se han identificado nuevas moléculas con grupos tiosemicarbazona con

actividad inhibitoria frente a cruzipaina.

Recientemente, han sido identificadas una serie de nuevas quinoxalinas-/N-acilhidrazonas

inhibidoras de cruzipaina pero que todavia estdn en los primeros pasos de desarrollo.!?3
11.1.4. Inhibidores de la sintesis y el metabolismo de la tripanotiona

Otra ruta bioquimica especifica identificada en protozoos quinetopléstidos es la sintesis y el
metabolismo redox de la tripanotiona (N;,Ng-bis (glutationil)-espermidina). La tripanotiona
cumple funciones similares a las del glutation de mamiferos ya que participa en reacciones redox
dependientes de NADPH para regular el balance tiol-redox y enfrentarse a especies reactivas de
oxigeno. Las enzimas involucradas en esta ruta representan una diana terapéutica muy interesante

y muchos grupos de investigacién estén trabajando sobre ellas.3%-124125 | a estructura tridimensional
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de enzimas como tripanotiona reductasa y tripanotiona sintasa ha sido determinada por

cristalografia de rayos X.'26

En los dltimos afios se han identificado muchos grupos de moléculas inhibidoras de
tripanotiona reductasa que han resultado activas /in vitro, sin embargo, muy pocos estudios
demuestran actividad selectiva in vivo. Esto ocurre por ejemplo con la tioridazina (Figura 18),
que muestra inhibicién de tripanotiona reductasa y actividad tripanocida in vitro, pero en

modelos /n vivo no mostrd ningln tipo de cura parasitoldgica.

Otro ejemplo es el clomipramine (Novartis) (Figura 18), un antidepresivo triciclico con
actividad inhibitoria sobre tripanotiona reductasa y calmodulina. Es efectivo en cuanto al
aumento de supervivencia y prevencion de dafios miocardicos en modelos de ratén, sin
embargo, el mecanismo molecular de accién no esté claro por lo que no se puede concluir que se

deba a una inhibicién especifica de la tripanotiona reductasa.

N
H,C
N
Cl
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“CH, P

N

S |

Tioridazina Clomipramine

Figura 18. Tioridazina y Clomipramine, inhibidores del metabolismo de la tripanotiona.

Los estudios de inhibidores especificos se encuentra actualmente en pleno progreso y su
profundizacién es muy importante, ya que ha quedado demostrado que la ruta de sintesis y

metabolismo de la tripanotiona es esencial para la supervivencia del parasito.
11.1.5. Inhibidores de la captacién de purinas

Los parésitos tripanosomaétidos son incapaces de sintetizar purinas de novo, por lo tanto,

deben captarlas del medio donde se encuentren, ya sea el medio

de cultivo o el huésped. Una vez captadas las incorporan al
metabolismo de sus acidos nucleicos. En esta ruta metabdlica se

ha conseguido identificar y validar una diana terapéutica, la

N
L
N

Figura 19. Estructura del

enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRT)>3. El

farmaco maés estudiado como inhibidor de esta via es el
allopurinol. . ) _

allopurinol (Figura 19), usado desde hace muchos afios para el

tratamiento de la gota. En tripanosomaétidos el allopurinol actia a modo de anélogo de purinas,

el cual es incorporado por la HGPRT al ADN del parésito, causando una interrupcién de la

sintesis de ARN vy proteinas.’?* Se demostrd la actividad del allopurinol en modelos de ratén en

40



Introduccién: Enfermedad de Chagas

fase aguda de la enfermedad, mostrando diferente susceptibilidad por parte de diferentes cepas
de T. cruzi. Sin embargo, los ensayos en humanos no han demostrado los efectos terapéuticos del

allopurinol.

A raiz de la obtencién de la estructura cristalina de la enzima HGPRT se disefiaron nuevos
inhibidores de la enzima pero que no dieron ningin tipo de actividad en ensayos sobre

amastigotes intracelulares en un cultivo de macréfagos de ratén.
11.1.6. Inhibidores de la actividad de la trans-sialidasa

La trans-sialidasa (TS) es una enzima que se encuentra en la superficie celular de 7. cruzi
que tiene un papel determinante en la patogenicidad del paréasito. Su funcién es la de catalizar la
transferencia de las glicocoproteinas y glicolipidos presentes en circulacion y en los tejidos del
huésped hacia mucinas aceptoras en la superficie del parésito en estado tripomastigote. Dado que
la TS cumple un papel fundamental en el ciclo de vida del parésito y es una proteina especifica de
la familia 7ripanosomatidae, se trata de una diana terapéutica de gran interés para el desarrollo
de nuevas quimioterapias e inmunoterapias.®*'?” Fruto de este interés han sido identificados

numerosos inhibidores de la trans-sialidasa de 7. cruzi.'?8130

11.2. Situacién actual del desarrollo de formacos antichagéisicos!'®**

A pesar de todo el conocimiento que se posee y la multitud de nuevos compuestos
prometedores sintetizados, la realidad es que el desarrollo de nuevos fa&rmacos es escaso y como
se resume en la Figura 20 sélo unos pocos candidatos han llegado hasta las fases clinicas de
desarrollo. Por el momento, el maximo desarrollo lo ha alcanzado una nueva dosificacién del
benznidazol para el tratamiento de la enfermedad en nifilos menores de 2 afios, que ya se utiliza
con éxito en pacientes y se estd llevando a cabo su seguimiento en fase IV de desarrollo clinico en
Argentina, en el Hospital General de Nifios Ricardo Gutierrez y en el Hospital de Nifios Doctor
Héctor Quintana con la colaboracién de la Iniciativa Medicamentos para Enfermedades

Olvidadas (DND:i) y de la organizacién privada LAT Research.

DESCUBRIMIENTO

DESARROLLO DESARROLLO TCCTAN
' PRE-CLINICO CLINICO PRODUCCION

I—_._;;}

-Combinaciin de PACIENTES
Screening / tratamientos: Azoles +
Benznidazol/Nifurtimox. Fal"e F;;?e
Seleccion de
lideres -K777.
Optimizacién -Series Fenarimol.
de lideres

-Nitroimidazoles. -E12-24 -Dosis pediitrica
-Posaconazol de Benznidazol

Figura 20. Desarrollo de nuevos farmacos frente a la enfermedad de Chagas.
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Los compuestos mas prometedores como nuevos agentes antichagasicos son E1224, un
tratamiento combinado de Posaconazol y Beznidazol, y Tak-187, todos ellos derivados de triazol

inhibidores selectivos de la esterol-Cl4a-demetilasa.

-E1224: El Centro de Investigacién en Salud Internacional de Barcelona (CRESIB) junto a la
Plataforma de Tratamiento Integral de Pacientes con Chagas, dentro del proyecto colaborativo
con el "Colectivo de Estudios Aplicados y Desarrollo Social" (CEADES), la Universidad Mayor San
Simén y la Universidad Auténoma San Misael Caracho, en Bolivia, estan llevando a cabo ensayos
clinicos de fase Il desde 2011 en Bolivia, en coordinacién con la Iniciativa Medicamentos para
Enfermedades Olvidadas (DND:i). El proyecto esté financiado por la fundacién Wellcome Trust.!32

(http://www.isglobal.org/-/clinical-trial-of-new-drug-for-chronic-chagas-disease).

-Posaconazol: Ha llegado hasta ensayos clinicos de fase 1l, desarrollados en la Unidad de
Medicina Tropical e Internacional del Hospital Vall d’Hebron, Barcelona, dentro del Programa
de Salud Internacional del Instituto Cataldn de Salud (PROSICS). Actualmente, también se
encuentra en periodo de reclutamiento en Argentina, Chile, Colombia y Méjico para llevar a
cabo ensayos de fase 1l para evaluar su actividad frente a la fase crénica asintomatica bajo la
supervisiéon de Merck Sharp & Dohme y la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos

y Tecnologia Médica de Argentina.

-Tak-187: Se ha completado la fase | de desarrollo clinico.

12. Vacuna frente a la enfermedad de Chagas

En las regiones del continente Americano donde la transmisién vectorial de 7. cruzi tiene
una elevada incidencia, ésta no es facil de erradicar mediante el uso de insecticidas. En esta
situacién, ante la falta de otra medida de prevencién, los habitantes de estas regiones estan
condenados a contraer la EC. Si a esto le sumamos la ineficacia de los tratamientos comerciales
disponibles, estos individuos no tienen forma de prevenir ni de tratar la enfermedad. Ante este
panorama, el desarrollo de una vacuna contra la infeccién podria ser una estrategia muy eficaz

para reducir la incidencia de la EC.

El esfuerzo por desarrollar una vacuna eficaz para humanos frente a la EC todavia no ha
dado resultados satisfactorios. La hipdtesis del componente autoinmune de la enfermedad
durante su fase cronica y la falta de financiacién frenaron durante mucho tiempo el estudio en
este campo. Ademés, debido al éxito de las medidas de control, numerosos grupos, piensan que
es més conveniente invertir los esfuerzos en la blisqueda de nuevos agentes inmunoterapéuticos
para evitar la infeccién de animales domésticos o peridomésticos, potenciales reservorios de 7.
cruzi, y de esta manera frenar esa via de transmisién.’?* De hecho, recientemente se ha creado
una vacuna que parece proteger eficazmente a los animales domésticos de la infeccién con 7.

cruzi34
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Una vacuna eficaz para el hombre frente a la infeccion por 7. cruzi debe cumplir 4

requisitos bésicos:

1-La vacuna debe conferir una esterilidad total. Esta proteccién total se exige por las
caracteristicas de la fase crénica de la enfermedad, ya que la presencia de un bajo nimero de

parésitos es capaz de provocar graves problemas en diferentes érganos.

2-Debido a la variabilidad genética de 7. cruzi, la vacuna debe ser eficaz frente a los

diferentes linajes del parésito.

3-La vacuna no debe provocar una respuesta autoinmune. En el caso de la EC este aspecto
se debe tener en cuenta, ya que, es posible que fracciones y antigenos de 7. cruzi induzcan

manifestaciones de la fase crénica de la enfermedad sin haber infeccién.

4-La vacuna debe ser eficaz en modelos animales experimentales con un comportamiento
patogénico y una respuesta inmune similar a la del hombre. El modelo universalmente adoptado
fue el murino, sin embargo, se ha demostrado que se queda muy limitado por el diferente

comportamiento que presenta frente a 7. cruzi con respecto al hombre.

Las diferentes estrategias seguidas en la busqueda de una vacuna eficaz en el hombre

incluyen:

-Induccién de proteccién mediante inmunizaciones previas. Para ello se han utilizado
antigenos atenuados provenientes de cultivos de la forma no patogénica de 7. cruzi presente en
el insecto, cepas de T. cruzi atenuadas por radiacién, fracciones subcelulares y antigenos celulares
y de la superficie celular, purificados de 7. cruzi u otros tripanosométidos. Los resultados

obtenidos no fueron satisfactorios en cuanto a la reduccién de la mortalidad y la carga parasitaria

135

-En los Gltimos afios, las vacunas de ADN han abierto un nuevo campo de investigacién. Se
ha demostrado que vacunas de ADN, creadas mediante la insercién de genes de superficie de 7.
cruzi en un plasmido, estimulan la inmunidad de tipo 1, produciendo una proteccion total contra
cepas virulentas de 7. cruziy en principio son capaces inmunizar al individuo vacunado durante

toda su vida.'3613?

-Uso de fragmentos antigénicos de proteinas conocidas de 7. cruzi. Se empled el dominio
N-terminal de cruzipaina con el que se consiguid redirigir la respuesta inmune del huésped para
mejorar la proteccién frente a la infeccién por 7. cruzi. La enzima trans-sialidasa también ha

demostrado ser util para la inmunizacién de animales.™0-141
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Introduccién: Quinoxalinas y Chagas

13. Quinoxalina, molécula con un amplio espectro de actividades
bioldgicas

Las quinoxalinas, también denominadas 1,4-benzodiazinas, son biciclos aromaticos que
presentan dos nitrégenos en las posiciones 1 y 4 (Figura 21). Los derivados de quinoxalina son

estructuras con un amplio rango de actividades biolégicas y su interés en el campo de la quimica

o
ks
N
/
= T+
o

médica continlia en progreso.

N

quinoxalina quinoxalina 1.4-di-N-oxido

Figura 21. Estructura de la quinoxalina y la quinoxalina 1,4-di-N-6xido

Se han descrito multitud de derivados de quinoxalina con actividades bioldgicas
interesantes como agentes anticancerosos,'#24¢ antituberculosos,'#>147-149153 antitrombéticos,'>*+1>>
analgésicos,’”*'% antiinflamatorios o antioxidantes.'%¢! En las Figuras 22 y 23 se muestran
derivados de quinoxalina estudiados por diferentes grupos de investigacién y que han mostrado

buenas actividades biolégicas en diferentes enfermedades.
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R \ \/©
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Figura 22. Estructura de derivados de quinoxalina con actividades bioldgicas: a) anticancerosa; b)

antituberculosa; c) antitrombédtica; d) analgésica.
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Figura 23. Derivados de quinoxalina con actividad antiinflamatoria y antioxidante.

También se han publicado muchos articulos en los que derivados de quinoxalina, como las
quinoxalinonas, se estudian como agentes con actividad sobre el sistema nervioso central (Figura

24) 162-165

—N
= N
N 7 0 NC N 0 O,N N0
L. 1ot oxx
N o O,N N o O,N N So
Py d i

a) b) c)

Figura 24. a) Estructura de una quinoxalinona triciclica con actividad ansiolitica; b) Estructura de

derivados de quinoxalinona que poseen actividad inhibitoria sobre los receptores AMPA.

También se han publicado diversos derivados de quinoxalina como potenciales agentes
antivirales. Alguno de estos compuestos posee actividad inhibitoria frente al enzima transcriptasa

inversa de VIH-1, como es el caso del compuesto representado en la Figura 25.166-168

H;CO E /C[\I )
L 1

0 0]

H,C

Figura 25. Derivados de quinoxalina que han mostrado actividad como inhibidores de la

Transcriptasa Inversa de VIH-1.

La oxidacién de ambos nitrégenos del anillo de quinoxalina para la obtencién de los
derivados de quinoxalinas 1,4-di-N-6xido (Figura 26), amplia el espectro de actividades
biolégicas observadas.'®®'”! Existe una extensa bibliografia que describe como derivados de
quinoxalina 1,4-di-N-6xido presentan una mayor actividad que sus respectivos andlogos
reducidos. Ademas, se asocian con importantes actividades anticancerosas,'”>'73 anticandida'3'7+

176 y antibacterianas.152:174.177-179
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Figura 26. Estructura general de los derivados de quinoxalina 1,4-di- N-6xido.

Desde los afos 40 es conocida la actividad antibacteriana de los derivados di-oxidados y
mono-oxidados frente a muchas bacterias Gram (+) y Gram (-). Comercialmente, derivados de
quinoxalina 1,4-di-N-6xido como Carbadox (a), Olaquindox (b) y Mequindox (c) (Tabla 3) se
han utilizado a concentraciones subterapéuticas como potenciadores del crecimiento animal en

aditivos nutritivos por su actividad antibacteriana.!78.180-183

Tabla 3. Derivados de quinoxalina con actividad antibiética.

DERIVADO DE
QUINOXALINA ACTIVIDAD
i

.

Activo frente a Trichomonas
vaginalis y Candida albicans

y actividad antibacteriana

=
| H
N .N__O e . .
@: \\J/\N Y Aditivo en piensos animales

1
a) 0
(I)' [s]
©:N+\ " Aditivo en piensos animales
N y actividad antibacteriana
b) o
5
@E‘\j Aditivo en piensos animales
N y actividad antibacteriana
c) o

Nuestro grupo ha descrito ampliamente derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido con una

actividad selectiva frente a células hipdxicas que forman parte de tumores sélidos (Figura 27).18+

191

o
R7: i :IC\ RT:@N:ICN
Rq NONH, R N* -\'/\|
' L o l\/\'
0 Nr

Z=0

Figura 27. Derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido que presentan actividad citotdxica selectiva

sobre células hipdxicas.

14. Quinoxalinas y enfermedades olvidadas

Como se ha comentado, la enfermedad de Chagas pertenece al denominado grupo de

enfermedades olvidadas. El anillo de quinoxalina se ha descrito como un bioiséstero de
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estructuras como la quinoleina, naftaleno, benzotiofeno, pirazina y piridina (Figura 28), de

actividad conocida frente a este
importante actividad antibidtica
cloroquina y la mefloquina. La

pirazinamida. La isoniazida es un

tipo de enfermedades infecciosas. La quinoleina posee una
y es la base de potentes agentes antimaldricos como la
pirazina es la base de agentes antituberculosos como la

potente antituberculoso. Estos ejemplos demuestran que nos

encontramos ante un tipo de estructuras con una potencial actividad en el tratamiento de

diferentes enfermedades infecciosas olvidadas.'”0192

Quinoleina

Isoniazida y pirazinamida

Anillo de quinoxalina

MALARIA
TUBERCULOSIS
CHAGAS
LEISHMANIASIS

o
+

Rg f;“ R3
o

1,4-di-N-6xidos de quinoxalina

Figura 28. Quinoxalinas y sus principales bioisésteros activos en enfermedades olvidadas.

Desde hace afios nuestro grupo de investigacion esté trabajando en la basqueda de nuevas
estructuras activas frente a este grupo de enfermedades mediante métodos de sintesis sencillos y
econémicamente viables y empleando como estructura base la quinoxalina 1,4-di-N-6xido.
Como resultado de diversos proyectos de investigacién, el grupo de trabajo ha sintetizado
diferentes series de derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido, con una gran variedad de
sustituyentes en las posiciones 2, 3, 6 y 7, obteniendo estructuras con interesantes actividades /in
vitro en tuberculosis,'?3-205 malaria,?°¢-?'* enfermedad de Chagas 123215218 y |eishmaniasis.?"-212:219:220
En la posiciéon 2, el grupo de trabajo ha sintetizado principalmente derivados que presentan
grupos carbonitrilo, cetona, éster y amida. Los sustituyentes més habitualmente introducidos en la
posicién 3 son el grupo metilo, fenilo, piperazina y trifluorometilo. En las posiciones 6 y 7 del
anillo de quinoxalina se introducen tanto grupos electrodonantes (metilo y metoxi) como grupos

electrotrayentes (cloro, flGor y trifluorometilo).
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En las Figuras 29, 30 y 31 se muestran algunos de los

derivados mas interesantes obtenidos

por el grupo en los diferentes proyectos desarrollados dentro del marco de las enfermedades

olvidadas.
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Figura 29. Compuestos sintetizados por nuestro grupo con actividad /n vitro frente a

Mycobacterium tuberculosis.
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Figura 31. Alguno derivados de quinoxalinas publicadas con interesantes resultados de actividad

frente a 7. cruzi.
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14.1. Quinoxalinas y enfermedad de Chagas, blsqueda de nuevos derivados

con actividad antichagasica llevada a cabo por el grupo de trabajo

En los dltimos afios el grupo de investigacién en colaboracién con el grupo del Dr.
Cerecetto y la Dra. Mercedes Gonzélez de la Universidad de la Republica (Montevideo,
Uruguay), ha apostado por el disefio, sintesis y evaluacién bioldgica de mdltiples derivados de
quinoxalinas como posibles agentes antichagésicos formando parte de la Red Iberoamericana de
Investigacién, Desarrollo e Innovacién de Medicamentos Anti-Chagas (RIDIMEDCHAG). El grupo
colaborador de la Universidad de la Republica cuenta con una amplia experiencia en el disefio y

sintesis de nuevas estructuras N-oxidadas como potenciales agentes con actividad frente a 7.

cruzi.9>169.221-247

Gracias a la colaboracién establecida, diferentes series de derivados de quinoxalina 1,4-di-
N-6xido han sido sintetizados y evaluados por el grupo y el grupo del Dr. Cerecetto como
potenciales agentes antichagésicos durante los Gltimos afios. La informacién adquirida gracias a la
evaluacién de una alta variabilidad de estructuras ha permitido llevar a cabo un estudio de
relacién estructura-actividad (SAR). Gracias a este estudio se establecieron una serie de
requerimientos estructurales importantes para la actividad antichagésica, lo cual, llevd a

establecer una estructura base lider sobre la que se basa el trabajo presentado.

En las Tablas 4-10 se presentan clasificados por estructura los 106 derivados de quinoxalina
evaluados frente a 7. cruzi por el grupo desde el afio 1999. Se muestran los diferentes
sustituyentes presentados por los derivados y los valores de porcentaje de inhibicién del
crecimiento a una concentraciéon de 25 micromolar (%INH 25 (uM)) y la concentracidon
inhibitoria 50 (Clso) en el caso de los compuestos més activos. Los 106 compuestos evaluados

frente a 7. cruzi fueron previamente disefiados y evaluados por nuestro grupo frente a diferentes

enfermedades 186,187,189,190,196,198,200-203,205-207,209,217,218,248-251

Como se muestra en las Tablas 4, 5, 6 y 7, un total de 62 derivados de quinoxalina 1,4-di-
N-6xido que poseian el grupo carbonitrilo en la posicidn 2 del anillo de quinoxalina fueron
evaluados in vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi. Los derivados presentaban diferentes

sustituyentes en la posicién 3 del anillo de quinoxalina:
-Aminas primarias, secundarias o ciclicas (Tabla 4).
-Amidas unidas a furilo o tienilo sin sustituir o sustituidos por el grupo nitro (Tabla 5).
-Grupo furilo o tienilo (Tabla 6).

-Grupo fenilo sin sustituir o sustituido en posicidn para por atomos electroatrayentes

(Tabla 7).

En las posiciones R¢ y/0 R7 los derivados presentaban sustituyentes electrodonantes (CHs y

CH;0), electroatrayentes (Cl, F y CF3), o no presentaban sustituyentes (diH).
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Se observé que los compuestos sustituidos por aminas y amidas en la posicién 3 del anillo
de quinoxalina (Tablas 4 y 5) mostraron malos resultados de actividad /n vitro frente a T. cruzi, a

excepcién de los compuestos 14, 16 y 22.

El compuesto 14 (Tabla 4) fue claramente el més activo de su serie, y éste, se diferencia
del resto de compuestos de su serie por la presencia de una fenilpiperazina sustituida en posicién
3 por un grupo trifluorometilo. Se observé que el compuesto 12, anédlogo al compuesto 14 pero
presentando una fenilpiperazina sustituida por un grupo nitro en posicién para, presentaba una
actividad précticamente nula frente a 7. cruzi La misma observacién se podia extraer de los
compuestos 10, 11 y 13 de la tabla 1, que también presentaban fenilpiperazinas sustituidas en

posicién para por grupos nitro y que mostraban una baja actividad bioldgica frente al parésito.

Tabla 4. Resultados de actividad biolégica /n vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi

obtenidos por nuestro grupo para los derivados de 2-cianoquinoxalina-1,4-di-N-6xido 1-16.
o
R, N{CN
OCX
o

Comp. | R3 Re Rs %INH (25 uM)  %INH (5 uM)

1 NH, H H 25
2 NH; H CH; 5 -
3 NH, H  |R-CONHN=CH- 1 .
4 NH, H  |R-CONHN=CH- 20 -
5 NH, H  |R-CONHN=CH- 19 .
6 L H cl 16 .
7 L o CH; CH; 1 .
8 m—) H cl 63 ;
9 HN-@—CH; H Cl 19 -
10 |- < )ve.| H OCH; 19 .
|- v )ve.|  CHs CH; 0 .
12 |- ) H cl 3 .
13 |- )| OCH; 6 -
CF
4| O H cl 94 100
15 | OTCD H al 33 :
H00,
16 | H al 100 20
p—

El compuesto activo 22 (Tabla 5) presentaba un grupo amida unido a un anillo tienilo sin
sustituir. El grupo tienilo, en comparacién con el andlogo 26, que posee el anillo furilo, parece
contribuir positivamente en la actividad biolégica. Los resultados mostrados en la Tabla 5
parecen indicar que, de manera similar a lo observado en los derivados de la Tabla 4, la

introduccién de un grupo nitro conduce, en general, a una disminucién de la actividad frente a 7.
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cruzi. Esta disminucién se acentta en el caso del compuesto 36, cuya actividad frente a 7. cruzi,

en comparacién con la de los compuestos anadlogos 22 y 26, disminuye de forma clara.

Los compuestos més activos mostrados en las tablas 4 y 5 (Compuestos 14, 16 y 22)
comparten la presencia de sustituyentes electroatrayentes en las posiciones R¢/R; del anillo de

quinoxalina, CI/H, CI/H y F/F respectivamente.

Tabla 5. Resultados de actividad bioldgica /in vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi

obtenidos por nuestro grupo para los derivados de 2-cianoquinoxalina-1,4-di- N-6xido 17-39.

o
R, NL_-CN
j@ I i
R NT N X R
I H |\ g~

o

x

Comp. | Rs Re Ry % INH (25 uM) Clso (UM)

17 S H H H 19,01

18 S H H OCH; 15,1 -
19 S H H CH; 16,37 -
20 S H CH; CH; 13,55 -
21 S H H F 27,48 31,8
22 S H F F 92,4 10,8
23 ®) H H H 3.1 -
24 ®) H cl cl 31,61 31,8
25 ®) H H CH; 11,59 -
26 O H H F 19,83 -
27 O H H OCH; 9,48 -
28 O H F F 53,12 19,2
29 O H CHs CHs 13,06 -
30 S NO; H H 0] -
31 S NO; H CHs 11,40 -
32 S NO; CH; CHs 36,40 14,9
33 S NO; H cl 15,04 -
34 S NO; cl cl 29,79 15,9
35 S NO; H F 2,49 -
36 S NO, F F 9,20 -
37 ®) NO; H H 0] -
38 ®) NO; H CHs 0 -
39 ®) NO; CH; CHs 0 -

Los compuestos presentados en la Tabla 6 mostraron buenos resultados de actividad frente

a 7. cruzi, mostrando porcentajes de inhibicién del 100% en 5 de los 11 derivados evaluados.

Al comparar los compuestos analogos 40 vs 46, 42 vs 47, 43 vs 48 y 45 vs 50 se
observaba que los derivados con un grupo tienilo unido a la posicién 3 mostraban una mejor

actividad que los sustituidos por furilo.

Los compuestos que presentaban una mayor actividad (44-46, 48-50) poseian sustituyentes
electroatrayentes en las posiciones Rs y/o R; del anillo de quinoxalina, corroborando los

resultados observados en las series anteriores.
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Al comparar los resultados obtenidos en estos compuestos en los que el heterociclo se
encuentra directamente sustituido sobre el anillo de quinoxalina con los compuestos anélogos de
la Tabla 5, que presentaban un grupo amida entre el heterociclo y el anillo de quinoxalina, por
ejemplo, compuesto 26 vs 45, 25 vs 42, 17 vs 46 y 21 vs 50, se observa como la incorporacién
del grupo amida afecta negativamente a la actividad frente a 7. cruzi, disminuyendo en gran

medida la actividad.

Tabla 6. Resultados de actividad biolégica /in vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi

obtenidos por nuestro grupo para los derivados de 2-cianoquinoxalina-1,4-di- N-6xido 40-50.

Comp. X Re | R; | %INH (25 uM) Clso (UM)
40 0 H H 46,3 25
41 o H |OCH; 33,4 >25
42 o H | CHs 68,5 18.1
43 o H Cl 64,5 18.9
44 o H | CFs 100 12,5
45 o) H F 83.4 14,9
46 S H H 100 12,7
47 s H | CH; 74.3 14.8
48 s H Cl 100 7.1
49 s H | CFs 100 7.8
50 S H F 100 13.0

Los compuestos que se muestran en la Tabla 7 presentaron una elevada actividad bioldgica
in vitro frente a T. cruzi Todos ellos posefan sustituyentes electroatrayentes, o bien en las
posiciones R¢ y/o R; o unidos en posicién para al fenilo de la posicién 3 del anillo de quinoxalina

o0 en ambas.

Los compuestos mas activos (54, 60 y 62) presentaban un grupo electroatrayente (-Cl 6 -
OCF;) unido en posicién para al fenilo de la posicién 3. Los sustituyentes que presentaban en las
posiciones R¢ y/o R; variaban més en su caracter electrénico, presentando elevada actividad el
derivado sustituido por el grupo electrodonante metoxilo (60) y los sustituidos por el grupo

electroatrayente trifluorometilo (54 y 62).

Lo més llamativo de los compuestos que presentan una mayor actividad bioldgica era la
presencia en todos ellos del grupo -CFs, bien fuera en la posicién R7, sustituido en el fenilo de la

posicién 3 (-OCF;) o en ambas posiciones.

Tabla 7. Resultados de actividad bioldgica in vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi

obtenidos por nuestro grupo para los derivados de 2-cianoquinoxalina-1,4-di- N-6xido 51-62.
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o
R,j@v\ CN
R¢ T:
&
R;

Comp. R: | Re | Ry | %INH (25uM) Clso (UM)
51 H H F 89,4 15,4
52 H H CF; 100 15,1
53 Cl H F 85,4 13,4
54 Cl H CF; 100 9,2
55 F H H 82,8 15,2
56 F H CH;O 84,2 14,6
57 F H F 63.8 14,4
58 F H CF; 100 14,9
59 OCF; H H 100 14,5
60 OCF; H OCH; 100 8,2
61 OCF; H F 80,2 13,1
62 OCF; H CF; 100 9,2

En la evaluacién de nuevos derivados con el grupo carbonitrilo en la posicién 2 frente a 7.
cruzi fueron incluidos también derivados de quinoxalina di-reducidos (Tabla 8). Se evaluaron
compuestos con un sustituyente electroatrayente (Cl) (compuestos 63 y 64) o un sustituyente
electrodonante (NH,) (compuesto 65) en la posicion 3 del anillo de quinoxalina. El compuesto
65 fue totalmente inactivo frente al parésito, sin embargo, se observd que la presencia de un
sustituyente electroatrayente en esa posicién proporcionaba actividad frente al paréasito. Esta
actividad, como se observa al comparar los resultados obtenidos para los compuestos 63 y 64,
era potenciada por la presencia de més sustituyentes electroatrayentes en las posiciones R¢ y/o R;

del anillo de quinoxalina.

Estos resultados mostraron que los compuestos reducidos podian ser también interesantes
en la blsqueda de nuevos agentes frente a 7. cruzi. El papel de los N-6xidos en la actividad
biolégica no pudo ser determinado por la falta de resultados que permitieran una comparaciéon

maés amplia entre productos 1,4-di- N-oxidados y di-reducidos.

Tabla 8. Resultados de actividad bioldgica /n vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi

obtenidos por nuestro grupo para los derivados de 2-cianoquinoxalina 63-64.

R, N._ _CN
=
R, N7 R,

Comp. | Ri | Re | R; | 9%INH (25 uM) %INH (5 uM)
63 cl H Cl 100 94
64 Cl | CHs | CH;s 81 4
65 NH, [ H [ CH; 0 -
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Nuestro grupo de trabajo en colaboracién con el grupo del Dr. Cerecetto llevd a cabo

también la evaluacién de 34 derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido que presentaban un grupo

carbonilo en la posicién 2 del anillo de quinoxalina en lugar de un grupo carbonitrilo (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados de actividad biolégica /in vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi

obtenidos por nuestro grupo para los derivados de 2-carbonilquinoxalina-1,4-di- N-6xido 66-100.

(i)' o]
R, N
R¢ -T+ Ry
o

Comp. | R, R; R Clso (UM)

6 | Rz | %INH (25 uM)
H H 29

66 -CH; CH;
67 -CH; CH; | CHs | CH; 2 .
68 -CH; CH: | al 60 .
69 -CH; CH: | H F 22 :
70 -CH; CH; F F 100 04
71 -OCH; CH: | H H 24 .
72 -OCH; CH; | CHs | CH; 11 :
73 -OCH; CH: | cl 66 .
74 -OCH,CH; CH; | CHs | CH; 1 :
75 -OCH,CH; CH; | cl 32 :
76 “NH-C(CHs); CH, | CH; | CH; 0 :
77 -NH-C(CH)3 CH: | cl 28 :
78 “NH-CeHs CH: | H H 10 :
79 “NH-CeHs CH; | CHs | CH; 16 :
80 -NH-CeHs CH; | cl 61 .
81 |-NH-CHe(0)-CH; | CH; | H H 21 .
82 | -NH-CeHe-(0)-CH; | CH; | CH; | CHs 12 .
83 | -NH-CeHe-(0)-CH; | CH; | CI al 49 .
84 ) CH: | CH:; | CH; 0 .
85 ) CH: | d cl 47 .
86 | N ). | CHs; | CH; | CH; 1 .
87 -CeHs CHs H H 19 -
88 -CeHs CH: | H |CHO 9 .
89 -CeHs CH: | H | CH; 8 .
90 -CeHs CH: | CH; | CH; 1 .
91 -CeHs CH: | H al 33 :
92 -CeHs CH; | cl 91 -
93 -CeHs CH; F F 92 <5,0
94 -OCH,CH:; CHs | Cl cl 99,2 10,3
95 -OCH,CH; CHs | H H 28,8 :
96 -OCH,CH; CHs | CH; | CHs 10,4 .
97 -OCH,CH; CHs | H | OCH; 0 .
98 -OCH,CH; CHs | H | CHs 13,5 .
99 -OCH,CH; CHs | H al 87,6 12,5
100 -OCH,CH; CHs | F F 100 -

Los derivados evaluados presentaban un grupo cetona, un grupo éster o un grupo amida

en posicién 2 y un grupo CH; o Ph en la posicidn 3 del anillo de quinoxalina. En las posiciones

Rs y/o R7 poseian sustituyentes electroatrayentes, como Cl y F, sustituyentes electrodonantes
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como CH; y CH;O, ademas de los derivados sin sustituir. S6lo 6 de los 34 compuestos (70, 92,
93, 94, 99 y 100) presentaron actividad /n vitro y todos ellos presentaban sustituyentes

electroatrayentes (Cl/Cl, ClI/H y F/F) en las posiciones R¢ y R;.

Los resultados indicaron que un sustituyente de tipo amida en la posicién 2 del anillo de
quinoxalina (compuestos 76-86) provocaba una disminucién de la actividad anti- 7. cruzi como se

observé al comparar los compuestos analogos 80 y 92.

Los compuestos mostrados en la Tabla 10 no presentaban grupo carbonilo y se observé
que la actividad frente al parésito era practicamente nula, excepto en el derivado 107, donde la
sustitucién del grupo carbonilo por un azufre no afecta a la actividad e incluso mejora
ligeramente la actividad mostrada por su andlogo 92 (Tabla 9). Se observé una importante
disminucién al comparar la actividad mostrada por los compuestos anélogos 91 y 92 (Tabla 9) vs
104 y 101 (Tabla 10). Estos datos parecian indicar que la presencia del grupo carbonilo tenia
influencia en la actividad in vitro, probablemente relacionada con la importante disminucién de

solubilidad observada al eliminar este grupo.

Tabla 10. Resultados de actividad biolégica in vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi

obtenidos por nuestro grupo para los derivados de quinoxalina-1,4-di-N-6xido 101-107.

o
R¢ f*f R,
N

% INH25 Clso (uM
Comp. R Rs Re Ry to M) Clso M)
101 | -CHyCeHs | -CH; Cl Cl 23 -
102 | -CH-CeHs | -CH; H H 0 ;
103 | -CH»-CeHs | -CHs CH; CH; 0 -
104 | -CHyCeHs | -CH; H Cl 0 ;
105 CHs; | -CHs |Ph(CH,):NHCONHN=CH-| H 17 -
106 -CH; -CH3 CH;OCONHN=CH- H 28 -
107 SPh | -CH, Cl Cl 93 6.5

14.2. Resumen de las relaciones estructura-actividad observadas

El estudio de los resultados biolégicos obtenidos a lo largo de los Gltimos afios permitid
establecer una serie de importantes relaciones entre la estructura de los derivados de quinoxalina
evaluados y la actividad biolégica mostrada. Dividiendo la estructura de la quinoxalina en los 4
puntos estudiados, Rz, R3, Re/R7 y N-6xido se extrajeron las relaciones de estructura-actividad que
se muestran en la Figura 32. Se observa como las posiciones més determinantes a la hora de

modular la actividad biolégica frente a 7. cruzi parecen ser las posiciones Rs, Rg y Ry.
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e La presencia de sustituyentes electroatrayentes (Cl, F y CF3) en las posiciones Rg y/0 Ry
tiene un efecto claramente potenciador de la actividad biolégica frente a 7. cruzi. En cada serie
evaluada los compuestos sustituidos por estos grupos presentaron los mejores valores de
actividad. Por otro lado, la incorporacién de sustituyentes electrodonantes en estas posiciones

conduce a una disminucién de la actividad.

e Los resultados observados indican que la posicién Rz tiene un papel muy importante en
la actividad frente a 7. cruzi. Los derivados con sustituyentes electroatrayentes para-sustituidos
sobre un fenilo ofrecen buenos resultados de actividad independientemente de los sustituyentes
empleados en las posiciones Rg y Rz, mientras que derivados sustituidos con grupos con un grupo
metilo o fenilo en Rz requieren la presencia de sustituyentes electroatrayentes en las posiciones Rg
y/o Ry para mostrar una buena actividad in vitro frente al parésito. Ademas, se observa como la
introduccién de un grupo amino o un grupo amida en esta posicién parece disminuir la actividad
bioldgica de los derivados evaluados, aunque ante la falta de este tipo de derivados sustituidos
por flior en las posiciones Rs y R7 no permite extraer una conclusién firme. La unién de un cloro
directamente al anillo de quinoxalina en esta posicién ofrece buenos resultados de actividad
incluso en ausencia de los grupos N-6xido. Este dato indica la importancia de tener en cuenta

también los compuestos reducidos en la funcién N-6xido.

e En cuanto a los sustituyentes empleados en la posicién Ry, la presencia de un grupo
carbonilo entre el anillo de quinoxalina y el sustituyente Rz empleado parece tener una influencia
muy positiva en la actividad si lo comparamos con la actividad presentada por los derivados sin
grupo carbonilo, sustituidos por bencilo o metilo. Esta influencia positiva se observa cuando el
grupo funcional introducido es cetona o éster. Sin embargo, los compuestos evaluados con un
grupo amida en esta posicién presentan mala actividad. La presencia del grupo CN en esta
posicion no parece tener una influencia determinante y la actividad de los derivados que lo
poseen parece venir marcada mas por los sustituyentes empleados en las otras posiciones del
anillo de quinoxalina. El sustituyente empleado en Ry, unido al grupo carbonilo, no parece tener
una influencia importante sobre la actividad por si mismo, ya que series evaluadas con un mismo
sustituyente en R, presentan mala o buena actividad en funcidon de los sustituyentes empleados

en R3 Yy RG/R7.

e De modo generalizado se observa como los derivados de quinoxalina evaluados que
poseen un grupo NO; en su estructura presentan una mala actividad antichagésica, indicando la
influencia negativa que este grupo parece tener sobre la actividad presentada por este tipo de

derivados.
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SUSTITUYENTES SUSTITUYENTES

-CN: Poca influencia.
-CO: Presencia importante en la

-Electrodonantes:
»CH,/H, CHy/CH,: $¥ Actividad.

*CH;0/H: ¥ Actividad. actividad, excepto amida, que

-H/H: Poca influencia, actividad dependiente del muestra mala actividad.
sustituyente en Rs. =Sustituyente R, unido a CO:
-Electroatrayentes (Cl/H, CV/Cl, F/H, F/F, CF3/H): Poca influencia

44 Actividad, especialmente CVCI, F/Fy CFy/H. -Bencilo: lActividad.

-Metilo: l Actividad.

Considerar también los SUSTITUYENTES
productos reducidos. -Amina:/Amida : {} Actividad.
-Metilo y Fenilo: Poca influencia,

relacion con  sustituyentes en

posicion Rg v R,
-Actividad Tienilo > Furilo.
Presencia de grupo NO,: -Fenil-p-electroatrayente (Cl, F,
¥ Actividad OCF,):+1 Actividad.

-C1: $ Actividad.

Figura 32. Resumen de las relaciones estructura-actividad biolégica /n vitro extraidas de la

revision de los derivados de quinoxalina evaluados por nuestro grupo.

15. Fldor y quimica médica

Las relaciones estructura-actividad biolégica obtenidas tras la revisidn mostraron la
importancia que parecia tener la presencia de sustituyentes electroatrayentes en las posiciones R;
vy Re y/0 R7 en la actividad bioldgica de los derivados evaluados. Para estudiar como podian
influir este tipo de sustituyentes, en especial F y OCF; se realizé una revisidn bibliogréfica acerca
de nuevas estrategias para la obtencién de nuevos lideres en la cual se comprobé como la
sustitucién de hidrégenos por fldor es una estrategia ampliamente utilizada en la bisqueda de

nuevos compuestos lideres con un mejor comportamiento biolégico.

Existe una extensa base bibliogréfica que indica como la presencia de atomos de fldor
puede modificar y modular de manera radical las propiedades fisico-quimicas de los compuestos
orgénicos en los que es introducido modificando su comportamiento bioldgico. El interés en

quimica médica por los compuestos fluorados ha aumentado mucho en los Gltimos afos. Sirva
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como dato que entre el 20 y el 25% de las moléculas farmacéuticas comercializadas contienen
uno o mas atomos de flior?>2233, entre las que detacan la Fluoxetina (Prozac), Atovarstatina
(Lipitor) y Risperidona, algunos de los farmacos clasicos mas comercializados de la historia, y las

nuevas moléculas Efarivenz o derivados del acido shikimico.254259

Los principales efectos que se asocian a la introduccién de flGor en moléculas orgénicas

serian:
» Un aumento de la lipofilicidad, especialmente en compuestos aromaticos.

» La introduccién de fldor puede alterar de manera considerable las preferencias

conformacionales de una molécula por interacciones electrostaticas.

» Por su efecto inductivo, el flior puede afectar a los nitrégenos adyacentes
reduciendo la basicidad de las aminas, lo cual aporta a la molécula un caracter mas

neutro aumentando su biodisponibilidad y permeabilidad a través de membranas.

» El fldor puede aumentar la estabilidad metabdlica de la nueva molécula ya que
actla como grupo protector frente al ataque enzimético llevado a cabo por el

sistema citocromo P450.
» La presencia de flior es capaz de aumentar la solubilidad en agua.

» La introduccién de fldor puede alterar de manera crucial el modo de unién a

dianas moleculares.

Existen multiples hipdtesis que intentan explicar el mecanismo de accién por el cual se
produce un cambio de comportamiento tan importante tras la introduccién de dtomos de fldor,
sin embargo, no hay un consenso al respecto. Se considera que el flior no es un buen aceptor de
puentes de hidrégeno por la baja capacidad de polarizacién de sus electrones de los orbitales s y
p. La explicacién més generalizada defiende que la elevada electronegatividad del flior (es el
elemento mas electronegativo de la tabla periédica) convierte al enlace C-F en altamente
polarizado (C&*-F&), aportdndole un caracter idnico. Esta alta polaridad hace que pueda sufrir
fuertes interacciones electrostéticas especificas con otros dipolos o &omos cargados cercanos y

favorecer la interaccién entre un ligando y una diana en un centro activo de proteinas.260-2¢!
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Hipétesis, objetivos y plan de trabajo: Hipotesis

Se proponen los derivados del sistema quinoxalina 1,4-di-N-6xido con un grupo carbonilo
sustituido en posicion 2 y un grupo trifluorometilo en posicién 3 como potentes agentes anti-

T.cruzi (Figura 33).

Figura 33. Estructura base del trabajo presentado.
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Hipétesis, objetivos y plan de trabajo: Objetivos y plan de trabajo

El principal objetivo de este trabajo es el disefio y sintesis de nuevos derivados de
quinoxalina 1,4-di-N-6xido que curen la enfermedad de Chagas. La estrategia seguida para llegar

a cumplir este objetivo final se componia de las siguientes etapas de trabajo:
16. Revisién bibliografica y de resultados previos: estado del arte.

Se propone una extensa revision bibliogréfica sobre la problemética de la enfermedad de
Chagas, situacidon epidemioldgica, tratamiento y las nuevas lineas de investigacién en la basqueda
de nuevos agentes antichagéasicos. Ademads, se propone como punto de partida una revisién de
los resultados previos obtenidos por el grupo de trabajo para extraer relaciones estructura-
actividad que ayuden en el disefio de los nuevos derivados de quinoxalina. La informacién maés
importante extraida de esta revision se presenta en el apartado 14.2 de la introduccién de este

trabajo.

17. Disefio de nuevos derivados de quinoxalina 1,4-di-M6xido.

17.1. Disefio de las series iniciales

A partir de las relaciones estructura-actividad establecidas tras la revisién de los resultados
obtenidos por el grupo de trabajo durante los Gltimos afios se propone como punto de partida la
selecciéon de los derivados 1.1-1.7 pertenecientes a la serie 1 de la biblioteca de compuestos del
grupo de trabajo y su evaluacidon bioldgica frente a 7. cruzi. Los buenos resultados obtenidos
parecian confirmar la hipdtesis de trabajo planteada, por lo que se popone en primer lugar el
disefio de nuevas series de derivados de quinoxalina introduciendo una alta variabilidad de
sustituyentes en las posiciones Rz, Rg y R7 del anillo de quinoxalina a partir de la estructura bésica

establecida (Figura 33).
En el disefio de las nuevas series 1, 3 y 5 se seguird la siguiente estrategia:

1- Se decide mantener constante el grupo —CF; en posicién 3, debido a los excelentes

resultados mostrados por los nuevos derivados tras la introduccién de este sustituyente.

2- Todos los nuevos derivados disefiados inicialmente mantendran los grupos 1,4-di-N-
6xido en base a buenos resultados obtenidos previamente por los derivados que poseian estos

grupos.

3- Las nuevas series se disefian manteniendo constante el grupo carbonilo en la posicién 2
del anillo de quinoxalina. Pese a la buena actividad mostrada por derivados con el grupo —-CN en
posicion 2 (Tablas 6 y 7), se desecha la idea de incluir en el disefio este tipo de derivados debido
a los indicios de toxicidad asociada a este grupo previamente observados por el equipo de
trabajo.290-20' Ademés, la aparente escasa influencia que el sustituyente empleado en esta posicidon
parecia presentar sobre la actividad /n vitro y la mayor dificultad a la hora de trabajar con ellos

por su escasa solubilidad justifican esta decisién.
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Mantener el grupo carbonilo permite introducir una amplia variedad de sustituyentes en la
posicién R, mediante métodos de sintesis sencillos y reactivos comerciales disponibles en nuestro
laboratorio y asequibles econémicamente. Como se indica en la Figura 34 las series 1, 3 y 5 se
disefian utilizando diferentes grupos funcionales en esta posicién, cetona-R,, amida-R, y éster-Rs,
pero siempre manteniendo el grupo carbonilo unido directamente al anillo de quinoxalina. Las
modificaciones disefiadas para el sustituyente R, consisten en la introduccién de una alta
variabilidad de estructuras que se pueden clasificar en grupos aliféticos de diferente longitud y
grado de ramificacién, anillos arométicos no sustituidos o sustituidos en posicién para y anillos

heteroarématicos.

Este diseflo puede aportar una valiosa informacién que permitir llevar a cabo un estudio

de las relaciones estructura-actividad de la posicién 2.

o0
eSS
R IT"' CF;
&
Serie 1
Sustituyentes en R,:
o o0 AL
Sustituyentes en Rg y Ry: ~ I Alifaticos
T~ X v/w _ . ,oe
Electrodonantes — le‘L/N Anillos aromaticos
- + —_— . Sy
y electroatrayentes Rg N OCE -Anillos aromaticos
o o
p-sustituidos
Serie 3 ) »
/ -Anillos heteroaromaticos
(I)’ [0}
Ry 171* CF;
o
Serie S

Figura 34. Disefio planteado para las series 1, 3 y 5 presentadas en este trabajo.

En el plan disefiado se utilizan benzofuroxanos (BFXs) con diferentes sustituyentes en sus
posiciones Ry y/o R; como reactivos de partida. Estos sustituyentes serdn los que estén presentes
en el producto final sintetizado. Se decide emplear un total de 9 tipos de BFXs con diferentes
sustituyentes en estas posiciones ademds del BFX sin sustituir. Los sustituyentes empleados se

dividen en 2 clases:
-Sustituyentes electrodonantes, que incluyen grupos metoxilo y metilo.

-Sustituyentes electroatrayentes: cloro, fldor y grupo trifluorometilo.
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17.2. Modificaciones propuestas a partir de las series iniciales disefiadas
17.2.1. Reduccién de quinoxalinas 1,4-di-A~6xido

Para estudiar la influencia de la presencia de los grupos N-6xido en la actividad mostrada
por los nuevos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido frente a 7. cruzi se disefia la serie 2. Se
decide llevar a cabo la reduccién de los grupos N-6xido de alguno de los compuestos

previamente evaluados.

17.2.2. Modificacién de la posicién R; del anillo de quinoxalina

Para profundizar en el estudio sobre la influencia del grupo —CF; en la actividad in vitro
frente a 7. cruzi se disefa la serie 4 (Figura 35), una serie de compuestos en los que se sustituye el

grupo —CF; de la posiciéon R; por un grupo —CHF..

Al igual que en las series anteriores la variabilidad de sustituyentes se introduce en las
posiciones Rs y R; y el plan disefiado es igual al de las series iniciales 1, 3 y 5, utilizando los

mismos sustituyentes electrodonantes y electroatrayentes (CH;O, CHs;, Cl y F) y el derivado sin

sustituir.
(I)’ 0
.
R7D:N\
R¢ 171* CHF
o
Serie 4

Figura 35. Estructura general de los derivados pertenecientes a la serie 4 presentada en este

trabajo.
17.2.3. Ampliacién del estudio de las posiciones Rg y R,

Para cumplir este objetivo se disefia la serie 6, en la que se busca aumentar la variabilidad
de sustituyentes en las posiciones Rs y R; mediante un método sencillo introduciendo grupos
biolégicamente interesantes. Se decidié introducir diferentes derivados de aminas heterociclicas

alifaticas empleando una sustitucién nucleofilica aromética.

Como se muestra en la Figura 36, el disefio de esta serie se basa en la similitud estructural
con las fluoroquinolonas. La variabilidad estructural que presentan las fluoroquinolonas es muy
elevada, pero con respecto a las posiciones tratadas en este punto presentan una amina

heterociclica de diferentes tipos en la posicién R; y un 4tomo de fldor unido a la posicién Re.

Basar la estrategia de disefio de la serie 6 en este tipo de estructuras se apoya en 2 puntos

principales:

-Tras observar la importancia de la presencia de sustituyentes electroatrayentes en las

posiciones Rs y/o R; se planted el disefio de nuevos derivados que mostraran una mayor
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variabilidad de sustituyentes en estas posiciones pero manteniendo un grupo electroatrayente
directamente unido al anillo de quinoxalina, andlogamente a lo observado en los diferentes

derivados de fluoroquinolonas, que presentan un atomo de flGor en posiciéon Re.

-Las fluoroquinolonas son un importante grupo de antibiéticos de amplio espectro con una
conocida actividad frente a patégenos intracelulares. Tras una revisién bibliogréafica se comprueba
que diferentes derivados de fluoroquinolonas han mostrado actividades interesantes frente a

diferentes protozoos tripanosomatidos parasitos, entre ellos, 7. cruzi.262-263

on Estructura general
| fluoroquinolonas

=2

[Similitud estructural]

R, Estructura general

derivados serie 6
CF;

R/R,: CI/Cl, F/F, H/F. R,: CLF, H.

Figura 36. Disefio planteado para los derivados de la serie 6.
17.2.4. Ampliacién del estudio de la posicién R,

Para corroborar la importancia de la presencia del grupo carbonilo en posicion 2
observada en la revisién de los resultados antichagasicos mostrada en la introduccion se diseia el
compuesto 7.1 (Figura 37). La evaluacién de este derivado se considerd necesaria ya que todos
los datos disponibles pertenecen a derivados sustituidos con el grupo metilo en posicién 3 y no
se conoce en qué grado el grupo trifluorometilo puede afectar a la actividad bioldgica en

ausencia del grupo carbonilo en posicion 2.

(l)_
@:‘\TCHJ
N|'+ CF;

o

Compuesto 7.1

Figura 37. Estructura del compuesto 7.1.
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18. Sintesis de los compuestos disefiados. Optimizacién de los métodos

de sintesis.

Considerando la idiosincrasia de las comunidades més afectadas por la EC y la urgente
necesidad de nuevas alternativas terapéuticas, en el presente trabajo se propone como objetivo
la obtencién de nuevos derivados de quinoxalina como potenciales agentes antichagésicos

mediante rutas sintéticas simples y a partir de reactivos comerciales asequibles econémicamente.

Como se muestra en la Figura 38, los nuevos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido
serdn sintetizados utilizando la reaccién de Beirut (series 1, 3, 4, 5, 6 y compuesto 7.1), una
reaccién sencilla y de un solo paso que permite introducir una elevada variabilidad de

sustituyentes en las posiciones de interés (Ra, R3, Rg y Ry).

Debido a los descensos de rendimientos y aumentos de tiempos de reaccién observados
previamente por nuestro grupo al trabajar con derivados trifluorometilados con respecto a sus
bioisésteros metilados, uno de los objetivos que se plantean es la optimizacién del método de
sintesis mediante la utilizacion de la sintesis orgénica asistida por microondas aplicada a la

reaccion de Beirut.

A partir de los nuevos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-Oxido sintetizados (serie 1) se
propone como objetivo aumentar la variabilidad de los nuevos derivados mediante reacciones
sencillas como son la reduccion de quinoxalinas 1,4-di-N-Oxido (serie 2) y la sustitucidn
nucledfila aromética a partir de derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido de la serie 1 sustituidos

por dtomos halégenos en las posiciones Re y/o Ry (serie 6) (Figura 38).

Método -
tradicional ?+ 2
L
2
|

Reduccion de quinoxalinas
1,4-di-N-6xidos

N*
|

Serie 1
o ( R; N CF
R¢ N g 9
~ o + M Reaccion de
~. 7/ F3C R, Beirut
Rs
(I)' o
+ § R, N
< X R
o o & | :@i . Serie1,3y5
Rg T‘* CF,
F,HC Microondas o
Método Reaccion de
tradicional Beirut
A
NS R/\ o o
IO L) Ok
. . Ry N : N
R¢ N* “CHF, Serie 2 Ij: \fLR, :@: fLRZ Serie 6
=
o R, N~ CF. R¢ CF;
&

Sustitucion nucleofilica
aromatica

Figura 38. Plan de trabajo establecido para llevar a cabo la sintesis de los nuevos derivados de

quinoxalina.
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19. Caracterizacién de los compuestos sintetizados

Todos los compuestos sintetizados serdn quimicamente caracterizados mediante
determinacién del punto de fusidn, espectroscopia de infrarrojo (IR), resonancia magnética
nuclear de protén ("H-RMN) y microanélisis elemental (CHN), como se muestra en los capitulos

de material y métodos y caracterizacién de los compuestos.

20. Evaluacién biolégica /n vitro de los nuevos compuestos sintetizados

frente a 7. cruzi

La evaluacién bioldgica in vitro de los nuevos derivados de quinoxalina sintetizados seré
llevada a cabo por el Grupo de Quimica Medicinal del Laboratorio de Quimica Orgénica de la
Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay), dirigido por el Dr. Hugo Cerecetto y la

Dra. Mercedes Gonzélez.

Todos los nuevos derivados sintetizados seran evaluados biolégicamente in vitro frente a
la forma epimastigote de la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi. Serdn evaluados tanto el porcentaje de
inhibicion del crecimiento del parasito a una concentracién de 25 uM (%INH) como la
concentracién inhibitoria 50 (Clso). Ademds, se evaluard la actividad bioldgica in vitro de un
grupo de derivados frente a la forma epimastigote de otras cepas de 7. cruzi (clon CL Brener,

cepa Y y cepa Colombiana) y frente a la forma tripomastigote del clon CL Brener.

21. Estudio de las relaciones estructura-actividad biolégica de los
nuevos derivados de quinoxalina evaluados frente a 7. cruzi

Una vez obtenidos los resultados de actividad bioldgica se llevarad a cabo un estudio de las
relaciones observadas entre la estructura quimica de los nuevos derivados sintetizados y los

resultados de actividad biolégica obtenidos.
22. Evaluacion de la toxicidad in vitro de los compuestos evaluados

La toxicidad in vitro de un grupo seleccionado de los nuevos derivados sintetizados seré

estudiada a dos niveles:

-Se llevard a cabo la evaluacién de la citotoxicidad /n vitro sobre células mamiferas
utilizando el ensayo MTT, el cual nos permitird calcular el indice de selectividad que los nuevos

derivados muestran frente a 7. cruzi.

-Se realizard el ensayo preliminar de mutagenicidad en Sa/monella (test de Ames) para

evaluar la toxicidad /n vitro a nivel del ADN.

La evaluacién de la citotoxicidad y la mutagenicidad de los nuevos derivados sintetizados
serd realizada por el Grupo de Quimica Medicinal del Laboratorio de Quimica Orgénica,

Facultad de Ciencias-Facultad de Quimica, Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay),
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y personalmente en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Universidad de

Navarra, Pamplona, Espafia.

23. Estudio de las posibles relaciones entre la estructura quimica y los
resultados de toxicidad obtenidos

Se llevara a cabo un estudio de las relaciones observadas entre la estructura quimica de los
nuevos derivados y los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad con el objetivo de
determinar los requerimientos estructurales para la obtencién de compuestos con una menor

toxicidad.

24. Evaluacion biolégica /in vivo de los nuevos derivados sintetizados

La evaluacién biolégica in vivo de los nuevos derivados de quinoxalina sintetizados seré
realizada en el Departamento de Medicina Tropical del Instituto de Ciencias de la Salud de
Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay. Se utilizard& un modelo de ratén para infeccién

aguda por T. cruzi.

25. Estudio del posible mecanismo de accién de los nuevos derivados

de quinoxalina 1,4-di-A-6xido presentados

25.1. Evaluaciéon del comportamiento electroquimico de los nuevos derivados

de quinoxalina 1,4-di-Méxido sintetizados

Un grupo de derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido pertenecientes a las series 1 y 5
presentados en este trabajo, junto a un grupo de compuestos anélogos a éstos, previamente
sintetizados por nuestro grupo de trabajo, serdn seleccionados con el objetivo de estudiar el
comportamiento electroquimico de esta familia de heterociclos y la obtencidén de informacién
sobre el mecanismo de accién. Se medira el potencial de reduccién de los grupos N-6xido en los

diferentes compuestos ensayados utilizando la voltametria ciclica.

Los estudios electroquimicos se llevardn a cabo en el Departamento de Quimica de la
Southeast Missouri State University a través de un proyecto de colaboracién con el Dr. Philip W.

Crawford.

25.2. Estudios biolégicos de mecanismo de accién de los nuevos derivados de
quinoxalina 1,4-di-Méxido sintetizados

Con el objetivo de conocer el posible mecanismo de accién por el cual los nuevos
derivados producen dafio sobre 7. cruzi se estudiard la capacidad inhibitoria de un grupo de
derivados pertenecientes a la serie 1 sobre la actividad de deshidrogenasas mitocondriales.
Ademés, se estudiardn los posibles cambios en rutas metabdlicas del parésito inducidos tras el

tratamiento con un derivado de la serie 1.
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El ensayo serd llevado a cabo por el Grupo de Quimica Medicinal del Laboratorio de

Quimica Organica de la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay).

26. Estudio de las posibles relaciones estructura-comportamiento

electroquimico y comportamiento electroquimico-actividad anti-7. cruzi

La relacion entre el potencial de reduccién de los nuevos derivados de quinoxalina 1,4-di-
N-6xido y su estructura se estudiard con el objetivo de obtener informacién acerca del posible
mecanismo de accién de estos compuestos como agentes antichagésicos. Asimismo se intentaran
buscar relaciones entre el comportamiento electroquimico y la actividad antichagésica mostrada

por los diferentes derivados de quinoxalina estudiados.

27. Busqueda de nuevos lideres y disefio de futuros planes de trabajo

El estudio conjunto de los resultados bioldgicos de actividad y toxicidad in vitro, los datos
electroquimicos y la estructura quimica de los derivados, dard lugar a la seleccién de nuevos
compuestos lideres y la definicién futuros planes de trabajo apoyados en una continua revisién

bibliogréfica.
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Figura 39. Esquema general de sintesis
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28. Quimica de los benzofuroxanos

28.1. Sintesis de benzofuroxanos

Como se indica en la Tabla 11, en este trabajo se utilizaron 9 benzofuroxanos (BFXs) con
diferentes sustituyentes en las posiciones Rs y/o Re. Dado que cuatro de los BFXs utilizados

estaban disponibles comercialmente, se llevd a cabo la sintesis de los cinco BFXs no comerciales.

Tabla 11. BFXs utilizados en la sintesis de los compuestos de este trabajo.

Comerciales Método 1 Método 2
Rs/Re Rs/Re Rs/Re
H/H CH3/CH; F/F
H/OCH; cl/cl H/CF;
H/ CH; F/H
H/Cl

Para ello, se utilizaron dos métodos de sintesis diferentes en funcién de los sustituyentes
que presentaban en las posiciones Rs y/o Re (Tabla 11). Los BFXs con sustituyentes F/H, CI/Cl y
CHs/CH3; en las posiciones Rs/R¢ fueron sintetizados mediante una ciclacién oxidativa a partir de
la 2-nitroanilina comercial correspondiente. Los BFXs sustituidos por F/F y CFi3/H en las

posiciones Rs/R¢ fueron sintetizados a partir de la 2-nitrofenilazida correspondiente.
28.1.1. Sintesis de benzofuroxanos mediante ciclacién oxidativa

La sintesis de BFXs por este método consiste en una ciclacién oxidativa a baja temperatura
de la 2-nitroanilina correspondiente utilizando hipoclorito sédico (NaClO) como oxidante y

N, N-dimetilformamida (N, N-DMF) como disolvente (Figura 40).

(0] o
R, _|\!.+ N,N-DMF/NaClO R, L.
\0_ = - \0
:@: Baiio de hielo --.\‘f
R NH, Rs )

Figura 40. Sintesis de benzofuroxanos mediante ciclacién oxidativa.

Rs NO, _ Rs Y20 Rs %0
ClO N —_—
—_—
o Du -
R, NH, R, N R, N:

o 0 |
R i+ :
¢ ,--\O - K ))3’3
~_7 ) )
Rs N S

R, N

Figura 41. Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis de BFX mediante

ciclacién de o-nitroanilina.
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Esta ciclacién oxidativa parece tener lugar por un mecanismo que involucra la formacién
de un anién N-cloronitroanilina intermedio, el cual posteriormente se descompone a un
intermedio nitreno que sufrird la ciclacion dando lugar a la formacién del BFX correspondiente
(Figura 41). Este paso es facilmente reconocible por la generacién transitoria de un fuerte color

rojo-purpura producido durante la oxidacién de hipoclorito.266-267
28.1.2. Sintesis de benzofuroxanos a partir de azidas

Para sintetizar los BFXs con sustituyentes F/F y CFs/H se utilizé el método de pirdlisis o

descomposicién térmica de o-nitrofenilazidas,266-2¢8-26° que se describe en la Figura 42.

:@/ \"/ *C RSD: NHCOCH,
CH,COOH 4; : HNO;  H,S04 R, NO,
Anilina Reflujo Acetanilida o-nitroacetanilida
H,S0,
100 °C
(l)_
. \ R NH
R":@:,\ Tolueno Rs Ny NaN; NaNO, / H,0 Sm 2
0 --———
-~ 7 .
Rs N Reflujo R, No, AcONa HCVH,0 R, NO,
Benzofuroxano o-nitrofenilazida o-nitroanilina

Figura 42. Sintesis de los BFXs con sustituyentes F/F y CF3/H en posiciones R5/R6.

En el caso del BFX sustituido por el grupo trifluorometilo, el proceso de sintesis comienza a
partir de la o-nitroanilina, ya que es disponible comercialmente. Para la sintesis del BFX sustituido

por dos dtomos de flior hay que seguir el esquema de la Figura 42 completo.

Se parte de la anilina comercial adecuada y se protege el grupo amino con anhidrido
acético. Seguidamente, se realiza la nitracidn de la acetanilida mediante una sustitucién
electrofilica aromatica, utilizando una mezcla de acido sulfurico y acido nitrico como agente

nitrante.

El mecanismo propuesto para la sustitucién electrofilica se muestra en la Figura 43. En una
primera etapa el &cido sulfirico protona el hidroxilo del 4cido nitrico, produciéndose la salida de
una molécula de agua y origindndose de este modo el ién nitronio, que posee una gran
reactividad, por lo que ataca facilmente a la nube m del benceno forméndose el compuesto

esperado, 2-nitroacetanilida (83, 83).

H,0
0 0
1 04 -0 i o
NETN TRIDLLS Ni-)' _L. i,
- - + 1
o on Jo" ©OH 0 o} N
H 'y

Figura 43. Formacién del ion nitronio.
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A continuacién, se lleva a cabo la desproteccién de la o-nitroacetanilida mediante una
hidrolisis acida utilizando 4cido sulfirico, generdndose la o-nitroanilina correspondiente. Esta se
trata con nitrito sédico, form&ndose una sal de diazonio (Figura 44). En este paso es muy
importante el control de la temperatura ya que este intermedio es estable sélo a 0-5°C. En un
primer paso, se forma el ién nitroso (NO*) /in situ a partir de nitrito sédico. Este ién posee una
alta reactividad y ataca al par de electrones libres del nitrégeno de la o-nitroanilina,

produciéndose la deshidratacién de la amina para formar la correspondiente sal de diazonio.?”°

N H* N H™ (N i=0*
—_— 4N\t — NZ0* + H,0
0” O Nat % \OH_)' O:I(vOHz :
H
R N ) 3 B R '{ OH
5 \Hz N=O* RS ¥4 ,.’pO 5 0 \“N -
| | » N
Ry NO, Ry NO, R, NO,
H+
CI H
+ | +
Rsm“é‘x Hcr Rs :@:FN’SHZ
R —
R4 :\02 Rq N()2

Figura 44. Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis de la sal de diazonio.

Una vez obtenida la sal de diazonio, ésta se trata con azida sédica. El mecanismo de
reaccién més probable es la formacién de un aducto inestable que se descompone en nitrégeno

gas, en forma de vapores naranjas, y en la o-nitrofenilazida correspondiente (Figura 45).27°

Ny
R« R=n: . R Ns _No+ Rs N3
5 A=d NaNj 5 NN - >
—_— e - '\N
R, NO, {0} Ry NO,

Figura 45. Mecanismo de reacciéon propuesto para la formacién de o-nitrofenilazida.

Finalmente, se realiza un tratamiento térmico de la o-nitrofenilazida, originando un
intermedio nitreno, fruto de la pirdlisis de la azida. Este intermedio, por su caracter electréfilo, es
susceptible de ser atacado intramolecularmente por el grupo nitro situado en posicién orto. La

posterior reordenacién electrénica permite la obtencién del BFX correspondiente (Figura 46).268
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Figura 46. Mecanismo de reaccién propuesto para la ciclacion final del benzofuroxano.

28.2. Isébmeros de posicion en la sintesis de benzofuroxanos 5(6)-
monosustituidos

La interconversién de dos BFXs isoméricos en solucién es uno de las rasgos mas
importantes y caracteristicos de la quimica de estos compuestos. El tautomerismo de los BFXs ha
sido objeto de numerosas publicaciones y ha sido ampliamente estudiado mediante métodos de
RMN multinuclear, los cuales posibilitaron establecer que el equilibrio entre isémeros ocurria a

través de un intermedio o-dinitrosobenceno (Figura 47).

R(l \Q' |
~
N

6-R-benzofuroxano 2-dinitroso-4-R-benceno 5-R-benzofuroxano

———
—~—

\O/,.F"O
=
; S
2
A\
o
&
;I \;
7
£ N

Figura 47. Equilibrio de isémeros en BFX-5(6) monosustituidos.

Las constantes de equilibrio en la isomerizacién de los BFX’s son determinadas por una
combinacién de factores que dependen de los sustituyentes y la forma en que son capaces de
interactuar con las dos posiciones del anillo heterociclico. El equilibrio de los 5(6)-
benzofuroxanos sustituidos debe estar sujeto a efectos electrénicos y no a efectos estéricos.
Algunos autores han sugerido que sustituyentes electroatrayentes, como NO,, COOH y CN,
favorecian la estabilidad del isémero Rs-sustituido, y los sustituyentes electrodonantes, como CHj;

y OCHG3, favorecen la formacion del isémero Rg-sustituido.250.266.268.269.271-273

29. Quimica de las B-cetoamidas

29.1. Sintesis de los intermedios de la serie 3 (INT3.1 y INT3.2)

La sintesis de las B-cetoamidas intermedias utilizadas en la sintesis los compuestos de la

serie 3 se llevd a cabo mediante la condensacién entre el 4,4,4-trifluoroacetoacetato y la
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piperazina correspondiente utilizando 2-hidroxipiridina como catalizador (Figura 48). La reaccién

se realizé bajo atmdsfera de N3 para asegurar unas condiciones de maxima ausencia de humedad.

En el caso del INT3 sintetizado a partir de la 4-clorofenilpiperazina se requirié un
tratamiento previo de la piperazina de partida con una disolucién saturada de hidréxido sédico
para obtener la 4-clorofenilpiperazina en su forma de base libre, ya que se comercializa en forma

de clorhidrato.

*HCI

HN N Cl + NaOH
n_/
o o

NH/\I o o Nz atm. FCM‘/ﬁ
+ > I3 *

N FyC )‘\/"\0/ |\/ N

R, 2-hidroxipiridina ’

~

~
R,

Figura 48. Esquema de sintesis empleado en la obtencién de los intermedios de la serie 3 (INT3).

Se ha propuesto que la reaccién, como se muestra en la Figura 49, ocurre a través de un
mecanismo que implica la formacién de un intermedio ciclico (ciclo espirdnico). En primer lugar,
la 2-hidroxipiridina atacaria nucleofilicamente al grupo carbonilo del éster de partida,
forméndose un intermedio A que es estabilizado por puentes de hidrégeno. La piperazina ataca a
este intermedio generdndose un nuevo intermedio B, estabilizado también por puentes de

hidrégeno, el cual, tras un reordenamiento electrénico, da lugar al producto buscado.?48-274

o o OH 0') ~ A i
AN == N H
FyC o~ F3C C/ \ o o/
H
SN
.. OH F;C \+ d
N=
7y \
N\ /
0 L A

H
N
E;/r + CH;0H B
Z H, .
f 0/ 0 0/ A

o o N | Jo o H
F5C N—"\ i LHL T
N NP
i
INT3 I\ _
N
A
R
B

Figura 49. Mecanismo de reaccién propuesto.

El producto intermedio (INT3) obtenido tras esta reaccién presentaba una cantidad muy

elevada de productos secundarios que dificultaba en gran medida su purificacién. Por esta razén,
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se decidié utilizarlo sin purificar. Intermedios analogos presentando un grupo metilo en lugar de
un grupo trifluorometilo, sintetizados previamente por nuestro grupo,?#250 poseian un
rendimiento més elevado y unos perfiles de reaccién mas limpios. Esta observacion parece indicar

la clara influencia que presenta el grupo trifluorometilo sobre la reactividad de los compuestos.

30. Quimica de los derivados de 1,4-di-M6xido de quinoxalina

30.1. Reaccién de Beirut. Sintesis de los derivados de quinoxalina 1,4-di-M-6xido
(series 1, 3, 4y 5)

La sintesis de los compuestos de las series 1, 3, 4 y 5 se llevé a cabo mediante la reaccién
de Beirut. Esta reaccién fue descrita por primera vez en 1965 por dos investigadores, M.
Haddadin y C. Issidorides, de la Universidad Americana de Beirut, ciudad a la que debe su

nombre.266.270.275.276

Antes de 1965, los métodos generales para obtener derivados de quinoxalina di-N-6xido
se basaban en la ciclacién de un precursor adecuado para dar el producto di-N-oxidado o en la
oxidacién directa de la quinoxalina correspondiente. Estos procedimientos, generalmente, eran
probleméticos por la formacién de mezclas de productos mono y di-N-oxidados, por la posible
oxidacién total del producto y, en muchas ocasiones, no se disponia del precursor adecuado. Su
descubrimiento supuso un gran avance en el desarrollo de la sintesis de compuestos arométicos
N-oxidados, de gran interés en quimica médica, ya que se trataba de un método de sintesis de un

solo paso que implicaba la condensacién entre BFXs y enaminas, Figura 50.

(I)-
2 HN__R, NI _R,
N* N
5 QO
H.‘, H RZ ¥+ R2
o

Figura 50. Reaccién de Beirut descrita por M. Haddadin y C. Issidorides.

Sin embargo, ademds de esta primera definicién, la reaccién de Beirut engloba a toda
reaccién en la que un BFX es condensado con un derivado carbonilico, principalmente B-
cetoésteres, B-dicetonas y B-cetocarboxamidas, en presencia de una base, con o sin la formacién

de las enaminas correspondientes.?”>

El mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis de derivados de quinoxalina 1,4-di-N-

6xido mediante la reaccién de Beirut se muestra en la Figura 51.

En primer lugar actuaria la base condensante afiadida en la reaccién. Esta es capaz de
arrancar un protén del a-metileno del reactivo dicarbonilico, forméndose un carbanién. Este
carbanién atacaré nucleofilicamente al nitrégeno positivo del BFX. Posteriormente, promovido

por el nitrégeno nucleofilico del intermedio formado en el primer paso, se produce un nuevo
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ataque nucledfilo sobre el carbono carbonilico. Tras esto, se produce un reordenamiento
electrénico que conlleva la pérdida de una molécula de agua y da lugar a la formacién del

correspondiente derivado de quinoxalina-1.4-di- N-6xido.

Por la presencia de grupos funcionales de diferente reactividad en las posiciones R, y R; del

reactivo dicarbonilico la reaccién es quimioselectiva.?7%-277:278

(0 o («0 0
\
Rz)JCI/LRJ ‘)
H 0]
b —/ R6 f\{\'_
Base </ 0
-,
R5 \"'\
(0 (0]
| H
Rs AN R
TP,
Rs AN 0HR3
*n 3 ¢
R, Nt R, N*
s RI N RI
Ry \N" R; ] Ry N: R;
| YOH I
(0 (0

Figura 51. Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis de los compuestos de las series 1, 3,

4 y 5 a través de la reaccién de Beirut.
30.1.1. Reaccién de Beirut convencional. Sintesis de las series 1, 4, 5 y compuesto 7.1

Existen diferentes procedimientos sintéticos convencionales para llevar a cabo la reaccién
de Beirut, los cuales, se diferenciaran principalmente en el tipo de base condensante y en el
disolvente de reaccién empleados. Estos diferentes métodos vendran determinados generalmente

por el tipo de compuesto carbonilico que se pretenda condensar con el correspondiente BFX.

Tradicionalmente, el grupo de trabajo ha realizado la reaccién de Beirut utilizando los

métodos que se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Métodos de sintesis convencionales utilizados por el grupo investigador para llevar a

cabo la reaccién de Beirut. *Temperatura ambiente.

carboa?ll;:’:do Base Disolvente T#/Tiempo
B-dicetona Trietilamina Cloroformo seco T amb?/1-5 dias
B-dicetona KF/Aldmina 40% Acetona T2 amb?/14-24 horas
B-cetoéster K>COs Acetona T2 amb?/1-7 dias
B-cetoéster Tamiz molecular - 90°C/1 hora
B-cetocarboxamida Etanolamina/CaCl; Metanol T2 amb?/1-48 horas
B-cetocarboxamida Morfolina Cloroformo seco T2 amb?/48 horas
2-butanona Trietilamina/Pirrolidina - 0-5°C/20 minutos

Los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido pertenecientes a las series 1, 4 y 5 vy el
compuesto 7.1 han sido sintetizados mediante métodos de sintesis convencionales siguiendo el

esquema mostrado en las Figura 52 y 53, respectivamente.

(o} 0
P - Base R \I"'
R, Nt 0 0 Tm‘ S R,
~ \0 )j\)j\ -
SVASRE & R Disolvent R N7 R
R N isolvente 6 ) 3
: o
Series 1,4y 5

Figura 52. Esquema general de sintesis de los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido

pertenecientes a las series 1, 4 y 5 mediante la reaccién de Beirut convencional.
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Compuesto 7.1

Figura 53. Esquema general de sintesis del compuesto 7.1 mediante la reaccién de Beirut

convencional.
30.1.2. Sintesis organica asistida por microondas. Sintesis de las series 1, 3y 5

La sintesis de compuestos pertenecientes a las series 1 y 5 presentados en este trabajo
mediante la reaccién de Beirut convencional ofrecia importantes limitaciones en cuanto a
tiempos de reaccién, rendimientos y dificultad de purificacién. Por ello, con el objetivo de
optimizar la sintesis de derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido mediante la reaccién de Beirut,

ha sido utilizada la sintesis orgénica asistida por microondas (SAM).

La SAM es una técnica en auge en la quimica médica y que ha sufrido un gran desarrollo

en los ultimos 20 afos.
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Los primeros trabajos sobre la utilidad de la energia microondas en la aceleracién de la
velocidad de reacciones quimicas fueron publicados en 1986 por Giguere y Gedye. Desde
entonces, el avance en el nimero de investigaciones ha sido muy importante, pasando de 200
publicaciones en el afio 1995 a cerca de 3000 en el 2006. Las mejoras técnicas de los aparatos

microondas (Figura 54) han hecho posible monitorizar

,\| , totalmente las condiciones de reaccién, consiguiéndose de esta
" ¢
J forma una comparabilidad y reproducibilidad muy eficaz de las
-—
§ ’ reacciones quimicas. La importancia adquirida por esta técnica en

el mundo de la quimica médica es muy relevante.?79-283

vy

Figura 54. Aparato En las reacciones llevadas a cabo en microondas, la
microondas empleado en radiacién, como se muestra en la Figura 55, incide directamente
este trabajo. sobre las moléculas presentes en la reaccién consiguiendo un
calentamiento uniforme por un efecto dieléctrico. A este efecto se

le denomina efecto térmico de la radiacién

microondas y muchos autores indican que Baiio de
es el Unico responsable de las caracteristicas i Micreondas aceite
. . . < i
mostradas por la sintesis en microondas. Sin - %0 :
St
embargo, existe controversia acerca del ‘E e
. . 450 0 ™ 470
efecto de la energia microondas sobre las 2
- . E i 40
moléculas participantes en la reaccién E wh
100 i
quimica, y diferentes autores defienden la
existencia también de un efecto no térmico 350
provocado por el campo eléctrico
300
generado, el cual conduciria a wuna
disminucién de la energia de activacion en Figura 55. Calentamiento de la reaccién por
las reacciones por un mecanismo polar, microondas y mediante baino de aceite.

pasando del estado fundamental al estado

de transicion.281-287

A la hora de plantear la optimizacién del método de sintesis se pensé en la utilizacién de

la sintesis asistida por microondas por las ventajas tedricas que ofrece:

¢ Calentamiento uniforme, ya que se da una transferencia directa de energia a todo el
volumen de la muestra.

¢ Disminucién significativa de los tiempos de reaccion.

e Aumento de los rendimientos.

e Mayor grado de pureza del producto de reaccién. Al aumentarse la velocidad de
reaccién se evita la posible descomposicién del producto que se estd formando y se
disminuye el nimero de reacciones colaterales que dan lugar a la formacién de

productos secundarios.
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e Simplificacion del método experimental.

e Tecnologia emergente y sostenible. El calentamiento por microondas es energéticamente
mas eficiente que el calentamiento cl&sico ya que se trata de un calentamiento molecular
directo. Ademas la cantidad de disolvente empleada se reduce considerablemente, lo que
conlleva una menor cantidad de residuos generados.

La significativa reduccién en los tiempos de reaccién, el aumento de rendimientos y la

progresion limpia de la reaccion permiten una optimizacion mas répida de los métodos de
sintesis y la obtencién de una libreria extensa de compuestos en menos tiempo, con la

importancia que esto tiene en la bisqueda de nuevos lideres activos.

Mediante el uso de la SAM se ha conseguido optimizar el método de sintesis de derivados
de quinoxalina 1,4-di-N-6xido a través de la reacciéon de Beirut. Este nuevo método de sintesis
(Figura 56) ha sido empleado para la sintesis de los compuestos pertenecientes a las series 1, 3 y
5.

o o0
Rﬁ \{+ (¢] o TEA 7 TR R
T + e -~ 2
+ -
/ F;C R :
Re =y 3 2 Tolueno R¢ ?*' CF;
s &
Series 1,3y 5

Figura 56. Esquema general de sintesis de los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido

pertenecientes a las series 1, 3 y 5 empleando la SAM aplicada a la reaccién de Beirut.

Las condiciones de reaccién aplicadas (potencia, temperatura y tiempo), mostradas en el
apartado 34 de métodos generales de sintesis, variaban para cada serie. Ademas, dentro de cada
serie las condiciones de reaccién se muestran como un rango de valores ya que se modificaron en
funcién de los sustituyentes que presentara el BFX de partida. Los derivados con sustituyentes
electrodonantes (CH; o CH;O) en las posiciones Rs y/o Rz del anillo de quinoxalina requerian
tiempos de reaccién mas elevados y condiciones de mayor temperatura y potencia que los

derivados con sustituyentes electroatrayentes (Cl, F y CF3).

Para comprobar las ventajas ofrecidas por este nuevo método de sintesis con respecto a la
sintesis convencional se sintetizaron por duplicado, utilizando ambos métodos de sintesis, varios
derivados pertenecientes a las series 1 y 5. La comparacién en cuanto a rendimientos y tiempos

de reaccién obtenidos se muestran en la seccién 41 de resultados y discusion.
30.2. Isémeros de posicién en las quinoxalinas 6(7)-monosustituidas

La existencia de isdbmeros de posicidon es observada también en el caso de las quinoxalinas
1,4-di-N-6xido sustituidas asimétricamente. Cuando la reaccién de Beirut es llevada a cabo

empleando BFXx mono-sustituidos, se obtiene una mezcla de isébmeros de posicion de la
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correspondiente quinoxalina 1,4-di-N-6xido. El grado de regioespecificidad de la reaccién
depende de la naturaleza de los sustituyentes. Cuando el sustituyente es un grupo metoxilo, se ha
observado que Unicamente se obtiene uno de los isémeros posibles, mientras que cuando los
sustituyentes empleados son halégenos, metilo o trifluorometilo, se observa una mezcla de
isdmeros. La proporcién de cada isébmero estd relacionada con la naturaleza del sustituyente
empleado y con el método sintético utilizado; sin embargo, de acuerdo con estudios previos, en
todos los casos el isbmero més abundante se corresponde con el derivado sustituido en la
posicién 7 del anillo de quinoxalina y coincide con el obtenido en los compuestos presentados

en este trabajo.!85-250.288

31. Sustitucién nucleofilica aromatica. Sintesis de los derivados de la
serie 6

Para realizar la sintesis de los derivados de la serie 6 se utilizé una sustitucién nucleofilica
aromatica (SnAr) utilizando como reactivos intermedios de partida compuestos de la serie 1
(INT1), todos ellos conteniendo cloro o fldor en las posiciones R¢ y/o R; del anillo de
quinoxalina. A partir de estos intermedios, se llevé a cabo una SnAr sobre los &tomos de cloro o
flior de las posiciones R¢ y/o R; del anillo de quinoxalina utilizando diferentes tipos de aminas

heterociclicas como nucledfilo.

El mecanismo propuesto para la reaccién, mostrado en la Figura 57, constaria de 2 etapas
y se denomina mecanismo de adicién-eliminacién, también denominado por otros autores como

desplazamiento bimolecular.?#°
-Primera etapa:

Conlleva el ataque del nucledfilo, en este caso la amina heterociclica, sobre el carbono que
presenta el sustituyente halégeno (Cl o F). Tras este ataque se rompe la aromaticidad del anillo
generdndose un carbanién intermediario estabilizado por resonancia y que se denomina
complejo Meisenheimer. El complejo de Meisenheimer consta de 3 formas resonantes cargadas
negativamente. Se forma un nuevo enlace C-Nu, donde el carbono pasa de una estructura plana
(sp?) a una estructura tetraédrica (sp3). Esta etapa determina la velocidad de la reaccién, siendo

mucho mas lenta que la segunda etapa.
-Segunda etapa:

Se produce la salida del a&tomo halégeno. El carbanién intermedio experimenta la
eliminacién del halogenuro con la consiguiente recuperacién de la aromaticidad y obteniéndose

el producto sustituido.

El proceso de optimizacién del método de sintesis empleado en la obtencién de los

derivados de la serie 6 se discute en el apartado 42 de resultados y discusién.

94



Material y métodos: Sintesis quimica

eo‘ \
HN R
\__/
1-ADICION
(i!' (0]
DS
X .'I~'+ CF,

&

COMPLEJO DE MEISENHEIMER
o 1) (08 0 , [0} O
X — X X
R N N R N N Z ONLR Nt
L T =~ . S
/ Tg\@: ) O L~ "1
: X NT T CF N
XTGFNT e, © v 3 X N,
o 0 &

2-ELIMINACION

. o o o 0
J— x) 7 —\ D
R N N3 R N NS
I - 3 =~
Y - x o+ N/ :@:
XTONT N R X N7 CF,
o o

Figura 57. Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis de los derivados de la serie 6

utilizando sustitucion nucleofilica aromatica.

32. Reduccién de quinoxalinas 1,4-di-M6xido: obtencién de los derivados
de la serie 2 y el compuesto 6.17

Los compuestos de la serie 2 y el compuesto 6.17 fueron obtenidos, como se muestra en la
Figura 58, mediante la reduccién de los grupos N-6xido a partir de derivados di-N-6xido de la
serie 1 y de la serie 6, respectivamente, utilizando ditionito sédico (Na»5:04) como agente

reductor.

A la hora de llevar a cabo la reaccién es muy importante controlar el tiempo de reaccién,
ya que anteriormente, el grupo observé que una exposicién prolongada al agente reductor,
ditionito sédico en este caso, podia provocar una reduccién del grupo carbonilo en posicién 2 y
una aparicion de productos secundarios que imposibilitaran la purificacién y aislamiento del
producto buscado. El tiempo necesario para una correcta reduccién en este tipo de compuestos
se establecié en 10-15 minutos, en funcién de la naturaleza de los sustituyentes presentes en las
posiciones R y/o R; del anillo de quinoxalina. Los compuestos con sustituyentes
electroatrayentes reaccionan més répidamente que los compuestos con sustituyentes

electrodonantes, posiblemente por la potenciacién de la polaridad del enlace N-6xido
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provocada por los &tomos electroatrayentes. Este aumento de polaridad provoca una mayor

facilidad de rotura del enlace N-6xido.288

O O 0]
+
R, N\ R, Na,S,0, R, N\ R
Z
- Metanol/Acetat >
etanol/Acetato <
R¢ 1}‘* CF, de etilo 1:1 R, N™ °CF,
O 65°C

Figura 58. Esquema general de sintesis utilizado en la obtencién de los derivados de la serie 2 y

del derivado 6.17.

Si la reduccién ocurre correctamente es facilmente detectable a través de espectroscopia de
infrarrojo ya que el pico de fuerte absorcién correspondiente al enlace N-6xido (1350-1320 cm)

desaparece.

El mecanismo de reaccién no estd claramente establecido pero se propone que transcurra
como se muestra en la Figura 59. Ocurriria a través de dos pasos, primero se produciria el ataque
nucleofilico del ditionito sédico sobre la posicion 3 del anillo de quinoxalina. Se cree que la
afinidad del ditionito sédico es superior por centros electréfilos, por ello, se propone que la
primera posicién atacada sea la posicion 3, donde se encuentra el grupo trifluorometilo,
altamente electréfilo. El intermedio resultante del ataque nucleofilico perderia un grupo SO,
formandose un anién sulfinato que finalmente se descompondria para dar el producto mono-
reducido. En un segundo paso se daria el ataque del ditionito sédico sobre la posicién 2 del

anillo de quinoxalina dando como resultado el derivado de quinoxalina final.2%0-2!
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Figura 59. Mecanismo de reacciéon propuesto para la reduccién de 1,4-di-N-éxido de

quinoxalina.
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33. Materiales y reactivos
Reactivos

Todos los reactivos y disolventes comerciales han sido adquiridos de: Sigma-Aldrich
Quimica S.A. (Alcobendas, Madrid), Merck (Darmstadt, Alemania), Scharlau (FEROSA, Barcelona,
Espafia), Panreac Quimica S.A. (Montcada i Reixac, Barcelona, Espafia), Acros Organics (Janssen

Pharmaceuticalaan, Geel, Bélgica) y Lancaster (Bischheim-Estrasburgo, Francia).

Sintesis asistida por microondas

Para la sintesis de muchos de los compuestos presentados se ha utilizado el equipo
microondas Discover SP System (CEM Corporation), utilizando el software Synergy™. Las
reacciones se han llevado a cabo en envases especiales de 35 ml (compafia CEM) con un sistema

especial (IntelliVent Technology) para poder realizarlas a alta presién bajo radiacién microondas.

Todos los compuestos sintetizados han sido estructuralmente caracterizados mediante
punto de fusién, cromatografia en capa fina (CCF), infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear

de protén (RMN-'H) y microandlisis elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno CHN).

Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Los espectros de infrarrojo han sido realizados en un aparato Nicolet Nexus FTIR (Thermo,
Madison, EE.UU.), con el programa informéatico OMNIC 6.0, utilizando pastillas de bromuro
potésico (KBr) para las muestras sélidas. Los nGmeros de onda se expresan en cm™ y la intensidad
de las bandas se describe de la siguiente manera: mf (sefial muy intensa), f (sefial intensa), m

(sefial media) y d (sefal débil).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-'H)

Los experimentos de RMN han sido obtenidos en un aparato Brucker 400 Ultrashield™
(400 MHz), utilizando como referencia interna tetrametilsilano (TMS). Los disolventes
empleados en la preparacién de las muestras fueron cloroformo deuterado (CDCls) y
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) en funcidn del compuesto a analizar. Los desplazamientos
quimicos () se expresan en partes por millén (ppm) y el valor de las constantes de acoplamiento
se expresa en Herzios (Hz). La multiplicidad de las sefiales se representa mediante las siguientes
abreviaturas: s (singlete), sa (singlete ancho), d (doblete), dd (doble doblete), ddd (doble doblete
desdoblado), t (triplete), tt (triple triplete) y m (multiplete).

Andlisis elemental (C, H, N)

Los microandlisis elementales fueron realizados en un analizador elemental CHN-900
(Leco, Tres Cantos, Espafa) a partir de muestras secadas al vacio. Los resultados analiticos para el

C, Hy N estuvieron dentro del limite 0,4 respecto a los valores tedricos calculados.

Puntos de fusién (Pf)
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Los puntos de fusién de los productos descritos han sido determinados en un equipo
Mettler FP82 + FP80 (Greifense, Suiza) y no han sido corregidos. La temperatura de fusién se

muestra en grados centigrados (°C).

Cromatografia

e Las cromatografias en capa fina (TLC) se han desarrollado sobre gel de silice de 0,2 mm
de espesor (ALLUGRAM SIL G/UV254, ref. 818133, Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG.,
Diren, Alemania). El revelado de las placas se ha realizado bajo luz ultravioleta de 254 y
365 nm.

e las cromatografias en columna (CC) se han desarrollado en columnas de vidrio
empaquetadas con gel de silice de 0,040-0,063 mm de tamafio de particula (Merck,

Darmstadt, Alemania).
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34. Métodos generales de sintesis

341. Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-oxo-3-
trifluorometilquinoxalina-1,4-di-AV-6xido pertenecientes a la serie 1

La sintesis de los compuestos pertenecientes a la serie 1 se llevd a cabo empleando la
reaccién de Beirut. Para ello se utilizaron tres métodos de sintesis diferentes, un método
convencional (la) y dos métodos asistidos por microondas (Ib-1 y Ib-2) tal y como se indica en la
Tabla 13. La sintesis de los compuestos 1.2, 1.7-1.12, 1.14, 1.15, 1.17, 1.23 y 1.24 mediante el
método convencional fue previamente publicada por el grupo de trabajo,!®52!© pero para su

evaluacién bioldgica frente a 7. cruzi tuvieron que ser re-sintetizados.

Comp. R7/Rs R Método
12 |CHOM | =) | laylb1 | 124 F/F C(CHs); | lay Ib-1
1.7 FE | =) | laylb1 | 125 HH | — ) Ib-1
1.8 H/H \@ laylb-1 | 1.26 F/F — ) Ib-1
1.9 FF | ) | tayiba | 127 HH | = s Ib-2
110 HH | ) | tayibd | 128 | cHsoH | — ) Ib-2
11 FE | ) | tayibd | 129 | cHyH | = ) Ib-2
112 | CR/H | () Ib-1 130 | CHy/CH; | —{ ) Ib-2
114 | HH Ib-1 131 | aH | < v | b2
115 F/F Ib-1 132 | ca | < Hr | b2
117 F/F CH: | laylb1 | 133 FH | — ) Ib-2
1.23 H/H |-C(CHs)s | laylb1 | 1.34 F/F —~ v Ib-2

34.1.1. Método la: Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-oxo-3-
trifluorometilquinoxalina-1,4-di-M-6xido mediante el método convencional (1.2, 1.7-1.11,

117, 1.23 y 1.24)

En un matraz de 100 mL se disuelve el BFX correspondiente (2,4 mmol) en 35 mL de
cloroformo seco. Una vez disuelto se afiaden 10,6 mmol de la 4,4,4-trifluorometil-B-dicetona
correspondiente (5,05 mmol). La mezcla de reaccién se enfria a 0-5°C colocdndola sobre hielo y

entonces se afiade 1 mL de TEA gota a gota. La reaccién se mantiene en agitacién y protegida de
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la luz durante 1-5 dias a temperatura ambiente. La formacién de producto se comprueba
mediante CCF utilizando CH,Cl, como fase mévil. En ese momento se elimina el disolvente a
presion reducida y se obtiene un aceite marrén que se purifica mediante cromatografia en
columna, utilizando CH,Cl, como fase mdvil. Las fracciones de interés recogidas de la columna se

evaporan a presion reducida y el aceite obtenido se precipita y se lava con éter etilico.

34.1.2. Método Ib-1: Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-oxo-3-
trifluorometilquinoxalina-1,4-di-M-éxido mediante el método de sintesis asistido por

microondas (1.2, 1.7-1.12, 1.14, 1.15, 1.17 y 1.23-1.26)

En un recipiente de reaccién de microondas de 35 mL se disuelve con agitacién magnética
vigorosa el BFX correspondiente (10 mmol) en 15 mL de tolueno. Una vez disuelto, se coloca el
tubo sobre hielo y se anade 4,4,4-trifluorometil-B-dicetona correspondiente (15 mmol) gota a
gota. Finalmente, se afiaden 1,5 mL de TEA, también gota a gota, y se coloca el tapén al

recipiente de microondas. Se mantiene en agitacién 15 minutos.

La mezcla de reaccidén se coloca entonces en el microondas y es sometido al método

optimizado:

-Potencia: 70 W. -Tiempo: 45-60 minutos. -Temperatura: 70-80°C.

Una vez completado el tiempo de reaccién, la formacién de producto se comprueba
mediante CCF utilizando CH,Cl, como fase mévil. La mezcla de reaccién se coloca en un matraz
de 50 mL y se elimina el disolvente a presién reducida. El sélido obtenido se purifica mediante
cromatografia en columna utilizando CH,Cl, como fase mévil. Las fracciones de interés obtenidas
de la columna se evaporan a presién reducida y el sélido amarillo obtenido se filtra a vacio y se

lava con éter etilico.
34.1.3. Método Ib-2: Método general de sintesis de los derivados (1.27-1.34)

En un tubo de microondas se disuelven 2,94 mmol del BFX de partida correspondiente en
15 mL de tolueno. Una vez disuelto, bajo agitacién magnética vigorosa, se enfria la reaccién
sobre hielo y se afaden 3,63 mmol del reactivo comercial 1,1,1-trifluorometil-4-fluorofenil-2,4-
butanodiona. Finalmente, se afiaden a la mezcla de reaccién 1,5 mL de TEA gota a gota. Una vez
afiadido se coloca el tubo de reaccién en el microondas y se somete al método optimizado

durante siete tandas repetidas:

Potencia: 50 W. -Temperatura: 80°C. -Tiempo: 15 minutos. X 7

En cada tanda de reaccién aplicada se sigue la evolucién de la reaccién mediante CCF
utilizando CH,Cl,; como fase mévil. Una vez comprobada la formacién de producto, se traspasa

la mezcla de reaccién a un matraz de 50 mL y se elimina el disolvente bajo presién reducida. El
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aceite obtenido se purifica mediante cromatografia en columna utlizando CH,Cl, como eluyente.
Se elimina el disolvente de las fracciones de interés bajo presién reducida y el sélido amarillo

obtenido se filtra a vacio y se lava con éter dietilico.

34.2. Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-(piperazina-1-

carbonil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-Méxido pertenecientes a la serie 3

La sintesis de los derivados 3.1 y 3.2 (Tabla 15) de la serie 3 incluia dos pasos, la obtencién

del INT3 (Tabla 14) y la condensacion entre el INT3 y el BFX correspondiente.
34.2.1. Método llla. Procedimiento general de sintesis de los INT3

1-Desproteccién de la 4-clorofenilpiperazina:

En el caso del INT3.2 fue necesario desproteger previamente la 4-clorofenilpiperazina de
partida ya que se comercializaba en forma de clorhidrato. Para ello, sobre una disolucién
saturada de NaOH (100 mlL) se afaden 22 mmol de 1-(4-clorofenil) piperazina hidrocloruro
95%. Se mantiene 10 minutos en agitacién y para obtener la base libre se realiza una extraccién
con acetato de etilo. Se recoge la fase de acetato de etilo, se seca con Na,SO, y se elimina el

disolvente a presién reducida. El sélido obtenido se filtra a vacio y se lava con éter dietilico frio.
2-Método general de sintesis de los INT3.1y INT3.2:

Sobre un matraz de 250 mL de 3 bocas se afiaden, en agitacién magnética, 35,8 mmol de
4,4 4-trifluoroacetoacetato de metilo y 86,5 mmol de Ia

J\/[L correspondiente piperazina. Seguidamente se adicionan 26,8
FiC O mmol de 2-hidroxipiridina. La mezcla de reaccién se calienta sobre
R, un bafio de aceite a 169°C y se mantiene durante 5 horas bajo

atmdsfera de nitrégeno. Una vez transcurrido el tiempo se

Tabla 14. Intermedios de la . _ . . . .,
quita el bafio de aceite y se deja enfriar la reaccién hasta los

serie 3.

60-70°C. Alcanzada esa temperatura se afiade agua caliente

Compuesto ‘ (60°C) sobre la mezcla de reaccién y se coloca en agitaciéon
INT3.1 “@ 15 minutos. La suspensién resultante se extrae con CH)Cly, se
INT3.2 —@—m eliminan las trazas de agua de la fase orgénica utilizando

NaxSO, y se elimina el disolvente a presién reducida. El

aceite obtenido se utiliza como INT3 en la siguiente reaccién sin una purificacién completa.

34.2.2. Método llIb. Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-(piperazina-

1-carbonil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-M-6xido (Compuestos 3.1 y 3.2):

En un recipiente de reaccién de microondas se disuelven 2,8 mmol del BFX
correspondiente en 20 mL de tolueno y se afladen 5,7 mmol del INT3 correspondiente. El
recipiente de reaccién se enfria sobre hielo y se afiaden entonces 1,5 mL de TEA gota a gota. La

solucién se mantiene 10 minutos en agitacion magnética a temperatura ambiente. Pasado el
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tiempo, se coloca el recipiente en el microondas y se aplica el método optimizado, que muestra

los siguientes pardmetros:

-Potencia: 50 W. -Temperatura: 90°C. -Tiempo: 105 minutos.

(l)' o La formacién de producto se comprueba mediante CCF
CE‘%N/\I utilizando tolueno/dioxano (9/1) como fase moévil. Se elimina el
_\I-: CFJK‘/X\RZ disolvente a presién reducida en el rotavapor y el aceite obtenido

o se purifica mediante cromatografia en columna utilizando una

Tabla 15. Compuestos de la  mezcla de tolueno/dioxano (9/1) como eluyente. Se elimina, a
serie 5. presion reducida, el disolvente de las fracciones de interés

obtenidas de la columna y el aceite amarillo obtenido se precipita

con éter dietilico y se filtra a vacio.

34.3. Método IV. Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-
benzoil-3-difluorometilquinoxalina-1,4-di-A*6xido pertenecientes a la serie 4

(Compuestos 4.1-4.6)

La sintesis de los compuestos de la serie 4 (Tabla 16) se llevd

a cabo utilizando la reaccién de Tabla 16. Compuestos de la

Beirut mediante un  método (ll' o] serie 4.
convencional empleado por el Ry N Compuesto R7/Re
- 4.1 H/H
grupo, el cual proporcioné buenos g, N NCHF, 4.2 CH>O/H
) .
resultados en cuanto a rendimientos o 4.3 CHs/H
4.4 CI/H
de reaccion vy facilidad del procedimiento de purificacién. 4.5 cl/cl
4.6 F/H

En un matraz de 250 mL se disuelve el BFX
correspondiente (5,05 mmol) en 40 mL de acetona. Una vez disuelto se afiaden 6,56 mmol de
fluoruro de potasio soportado sobre alimina 40% (KF/Al,O; 40%) y finalmente se afiade la 1-
fenil-4,4-difluoro-1,3-butanodiona (5,05 mmol) gota a gota. La mezcla de reaccién se mantiene
en agitacion y protegida de la luz durante 14-24 horas a temperatura ambiente. La formacién de
producto se comprueba mediante CCF utilizando CH,Cl, como fase mévil. La purificacion del
producto se lleva a cabo mediante la filtracidn de la mezcla de la reaccién para eliminar el
KF/Al,Os; 40%. Posteriormente se elimina el disolvente de la fase organica, obtenida tras el
filtrado, en el rotavapor. El aceite obtenido se disuelve en CH.Cl, y se lava con agua. Tras el
lavado, se recoge la fase orgénica, se seca con Na;SO4 y se elimina el disolvente a presién
reducida. El aceite obtenido precipita utilizando una mezcla de n-hexano y metanol. Finalmente

el precipitado amarillo obtenido se lava con éter dietilico.
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34.4. Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-carboxilato-3-

trifluorometilquinoxalina-1,4-di-AV-6xido pertenecientes a la serie 5

Los compuestos pertenecientes a la serie 5, como se muestra en la Tabla 17, se obtuvieron
utilizando la reaccién de Beirut empleando 2 métodos de sintesis, el método convencional
empleado por el grupo (Va) y un nuevo método de sintesis asistida por microondas (Vb). Los
derivados 5.6-5.8, 5.10-5.12 y 5.14-5.17 se sintetizaron por duplicado empleando ambos

métodos de sintesis.

Tabla 17. Estructura y métodos empleados en la sintesis de los derivados de la serie 5.

Comp. Ri/Rs | R: Método Método
5.1 H/H |-CHs| Va 5.10 H/H | -CH:CHs | Vay Vb
52 | CH:O/H |-CHs| Va 5.1 CHO/H | -CHxCH; | Vay Vb
53 | CHyH |-CHs;| Va 5.12 CH:yH | -CH,CHs | Vay Vb
54 | CHy/CH; |-CH;|  Va 513 | CHy/CH; | -CH.CHs |  Va
5.5 CVH |-CHs| Va 5.14 CV/H | -CH.CHs | Vay Vb
56 | Cl/CI |-CHs;| VayVb | 5.5 Cl/Cl | -CHsCHs | Vay Vb
5.7 F/H |-CHs| VayVb | 5.16 F/H CH,CH; | Vay Vb
5.8 F/F |-CHs| VayVb | 5.7 F/F CH,CH; | Vay Vb
59 | CFyH |-CHs| Va 5.18 CFyH | -CH,CH; | Va

34.4.1. Método Va: Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-carboxilato-
3-trifluorometilquinoxalina-1,4-di-A-éxido mediante el método convencional (Compuestos

5.1-5.18).

En un matraz de 250 mL se disuelve el BFX correspondiente (10 mmol) en 25 mL de
acetona y se coloca sobre hielo para que la disolucién se enfrie. Una vez fria, se afiade gota a
gota el 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etilo (15 mmol). Finalmente, se afade el K,CO; (20
mmol), que actuard como catalizador de la reaccién. La mezcla de reaccién se coloca en
agitacién magnética vigorosa y a temperatura ambiente durante 1-7 dias, dependiendo de los
sustituyentes que presente el BFX. El seguimiento de la reaccién se realiza mediante CCF
utilizando CH.Cl, como fase moévil. La reaccion a medida que avanza va tomando una
coloracién naranja-rojiza. La finalizacién de la reaccién se comprueba mediante CCF. En ese
momento se elimina el disolvente a presién reducida y al sélido obtenido se le afiade CH.Cl, y se
lava con agua para eliminar el KyCOs. Tras el lavado se recoge la fase orgénica, se seca con
Nay$SO,4 y se elimina el disolvente a presién reducida. El aceite marrén obtenido se purifica

mediante cromatografia en columna, utilizando CH»Cl, como fase moévil. Las fracciones de interés
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recogidas de la columna se evaporan a presién reducida y el sélido amarillo obtenido se filtra a

vacio y se lava con éter etilico.

34.4.2. Método Vb: Procedimiento general de sintesis de los derivados de 2-carboxilato-
3-trifluorometilquinoxalina-1,4-di-M-éxido mediante el método de sintesis asistido por

microondas (Compuestos 5.6-5.8, 5.10-5.12 y 5.14-5.17)

En un recipiente de reaccién de microondas de 35 mL se disuelve en agitacién magnética
vigorosa el BFX correspondiente (10 mmol) en 15 mL de tolueno. Una vez disuelto, se coloca el
tubo sobre hielo y se afade el 4,4,4-trifluoroacetoacetato (15 mmol) gota a gota. Finalmente se

afiaden 1,5 mL de TEA, también gota a gota, y se coloca el tapén al recipiente de microondas.

La mezcla de reaccidén se coloca entonces en el microondas y es sometido al método

optimizado:

-Potencia: 60 W. -Tiempo: 40-60 minutos. ~-Temperatura: 70°C.

Una vez completado el tiempo de reaccién, la formacién de producto se comprueba
mediante CCF utilizando CH.Cl, como fase mévil. La mezcla de reaccién se coloca en un matraz
de 50 mL y se elimina el disolvente a presién reducida. El sélido obtenido se purifica por
cromatografia en columna utilizando CH>Cl, como fase moévil. Las fracciones de interés recogidas
de la columna se evaporan a presién reducida y el sélido amarillo obtenido se filtra a vacio y se

lava con éter etilico.

34.5. Procedimiento general de sintesis del derivado 7.1

o -Método VII: En un matraz de 100 mL se disuelve el BFX
{f\ CH;  correspondiente (12 mmol) en 15 mL de tolueno bajo agitacién magnética
@:_\; CF, vigorosa. Una vez disuelto se afladen gota a gota 20 mmol de 1,1,1-
(')- trifluoro-2-butanona y 5 mL de TEA. La reaccidén se mantiene en agitacién a

temperatura ambiente durante 20-30 horas. El seguimiento de la reaccién se realiza por CCF
utilizando una mezcla de tolueno/dioxano (8/2) como fase mévil. Finalmente, se elimina el
disolvente de la reaccién a presidon reducida en el rotavapor y el aceite obtenido se purifica por
cromatografia en columna utilizando tolueno/dioxano (8/2) como eluyente. El sélido obtenido

se filtra a vacio y se lava con éter etilico.

34.6. Métodos generales de sintesis de los derivados de la serie 6

Los compuestos de la serie 6 (Tablas 18, 19 y 20) se obtuvieron empleando una SNAr que

se llevd a cabo a través de tres métodos de sintesis diferentes (Vla, VIb y Vic).
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34.6.1. Método Vla. Procedimiento general de sintesis de los compuestos 6.1-6.6

Tabla 18. Compuestos de la serie 6, método Vla.

Compuesto | n R, Re Ry
6.1 0 1 -OCH(z)CHg -Cl —.\Do
VY
6.2 1 1 \@ -C| -~N_p
0 N\
6.3 0 1 \@ -Cl S
6.4 11| -CH(CHs): |-N(CHas): | —X p
/N A
6.5 1 1 -CH(CHs), —_p —~»
6.6 1 1 -CH; -F —NCS

En un matraz de 50 mL se disuelven 1,01 mmol de INT1 en 20 mL de AN,N-
dimetilformamida en agitacién magnética. Una vez disuelto se adicionan 2 mmol de la amina
ciclica secundaria correspondiente. La reaccién se coloca en agitacién a reflujo durante 1-2 horas.
La reaccién se sigue mediante CCF utilizando una mezcla de tolueno/dioxano (8/2) como fase
moévil. Tras comprobar la formacién de producto, se quita el reflujo y se deja enfriar a
temperatura ambiente. Tras esto se afladen 20 mL de una mezcla de hielo y agua. Tras la adicién
precipita un sélido que se filtra a vacio y se purifica por diferentes procedimientos en funcién del

compuesto.
34.6.2. Método VIb. Procedimiento general de sintesis del derivado 6.7

En un matraz de 50 mL se disuelven con agitacién

F\©\ magnética vigorosa 0,94 mmol del INTI en 15 mL de
\/\I ?‘ o acetonitrilo. Una vez disuelto se afiade 1 mmol de DBU.
K/'\\E IN%O/ Tras la adicién del DBU se procede a afiadir el derivado

_\"*I CF, de piperazina. Una vez afiadidos los reactivos, se coloca
&

la reaccién sobre un bafo de aceite a 50°C. El
seguimiento de la reaccién se realiza por CCF utilizando una mezcla de tolueno/dioxano (7/3)
como fase mévil. Transcurrida una hora se da una importante formacién de producto asi que la
reaccién se da por finalizada. Se deja enfriar la reaccién a temperatura ambiente y se adiciona
hielo y agua. Se mantiene en agitacién con agua durante una noche y el precipitado obtenido se
filtra a vacio y una vez seco se purifica mediante cromatografia en columna utilizando una
mezcla de tolueno/dioxano (7/3) como eluyente. El sélido obtenido de la columna se purifica

completamente mediante un lavado con una mezcla de éter etilico/metanol (1/1).
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34.6.3. Método Vic. Procedimiento general de sintesis de los derivados 6.8-6.16
o o
Rg T: CF,
o

Tabla 19. Compuestos de la serie 6, método Vlc.

Compuesto R, R R;
6.8 -CH; -F _,\Co
6.9 -CH3 —\DO —,\Do
6.10 -CH; -F —_\Q
6.1 -CH; —.\Q __\Q
6.12 -CH; -F _D_
6.13 -CH; —\D—OH —.\Qou
N (o]
6.14 CH; LT
6.15 -CH; -F —_‘D_VCO
—xm.\ CF;
6.16 -CH; -F N/
O,N

En un matraz de 50 mL se disuelven en agitacién magnética 1,01 mmol del INT1 en 15 mL

de acetonitrilo. Una vez disuelto se afiaden 2 mmol de la amina ciclica secundaria
correspondiente y 1,5 mL de TEA. La reaccién cambia de color tras finalizar la adicién y se
mantiene en agitacién a temperatura ambiente. La reaccién se sigue mediante CCF utilizando una
mezcla de tolueno/dioxano (8/2) como fase mdvil. Tras 1 hora en agitacién el consumo de
reactivos es total. Se detiene la agitacion y se afiaden 20 mL de hielo y agua. Tras la adicién se
obtiene un abundante precipitado que se filtra a vacio. El sélido obtenido se purifica mediante
cromatografia en columna utilizando una mezcla de tolueno/dioxano, en diferente proporcién

en funcién del producto final, como eluyente.

34.7. Método II. Procedimiento general de sintesis de los derivados de la serie
2 y del compuesto 6.17

En un matraz de 100 mL se disuelve, bajo agitaciéon magnética vigorosa, 1 mmol del derivado de
quinoxalina 1,4-di-N-6xido utilizando una mezcla de metanol/acetato de etilo 1/1 (20-30 mL)
como disolvente. Una vez disuelta se coloca sobre un bafio de agua y se calienta a 65°C. Una vez
alcanzada la temperatura se afiaden lentamente 6 mmol de ditionito sédico disueltos en 10-15 mL
de agua. Una vez adicionado se quita la reaccién del bafio de agua a 65°C y se deja en agitacion
durante 5-10 minutos. Pasado el tiempo se elimina el disolvente orgénico a presién reducida en

el rotavapor. Se obtiene un aceite blanquecino y un sélido blanco al que se le afiade hielo y agua
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para conseguir una mayor cantidad de sélido precipitado. El sélido obtenido se filtra a vacio y se

purifica mediante cromatografia en columna utilizando CH>Cl, como eluyente.
Tabla 20. Compuestos de la serie 2.
0 o/ﬁ 0
GO MO0
s o~
R, N7 CF, cl N7 CF,

Serie 2 Compuesto 6.16

Compuesto Re/R7 R

2.1 H/H -CH(CHs)3

2.2 H/H —@

m
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35. Evaluacion biolégica /in vitro anti- Trypanosoma cruzi

La evaluacién biolégica in vitro de los nuevos derivados de quinoxalina frente a diferentes
cepas y formas de Trypanosoma cruzi presentados en este trabajo ha sido realizada por el Grupo
de Quimica Medicinal del Laboratorio de Quimica Orgéanica de la Facultad de Ciencias-Facultad

de Quimica, Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay).

35.1. Evaluacién biolégica in vitro frente a la forma epimastigote de la cepa

Tulahuen 2 de 7. cruzi

Epimastigotes de la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi se cultivan en un medio axénico (BHI-
triptosa) segin el método previamente descrito,208217.218.244.246.247.292 syplementado con suero
bovino fetal al 5%. Las células se mantienen en cultivo durante 10 dias y cuando el cultivo
alcanza la fase estacionaria, se inoculan en 50 mL de medio de cultivo fresco para obtener una
concentracién inicial de 1 x 106 células/mL. El crecimiento celular se sigue diariamente midiendo la
absorbancia del cultivo a 600 nm. Antes de la inoculacién, el medio fresco se suplementa con
una cantidad dada del compuesto a ensayar disuelto en DMSO. La concentracién final de DMSO
en el medio de cultivo nunca excede el 0,4%. Como control negativo se utiliza DMSO a una
concentracién de 0,4%. Concentraciones de DMSO inferiores al 1% se ha comprobado que no
causan ningun efecto sobre la forma epimastigote de 7. cruzi, por ello se elige como control

negativo.
El porcentaje de inhibicién (%INH) se calcula mediante la férmula:

%INH = {1-(Ap - AOp)/(Ac - AOc)} x 100
donde,

Ap es la absorbancia a 600 nm del cultivo que contiene la quinoxalina medida en el dia 5.

AOp es la absorbancia 600 nm del cultivo que contiene la quinoxalina medida a tiempo O,
justo después de la adicién del inoculo de células.

Ac es la absorbancia a 600 nm del cultivo en el quinto dia de crecimiento en ausencia de la
quinoxalina, control negativo.

AOc es la absorbancia a 600 nm del cultivo sin quinoxalina a tiempo O.

Para determinar la concentracién inhibitoria 50 (Clso), el crecimiento parasitario se sigue
en ausencia (control negativo) y en presencia de concentraciones crecientes del derivado de
quinoxalina evaluado correspondiente. Al quinto dia, la absorbancia del cultivo se mide y se
relaciona con la medida en el control negativo. El valor de Clso se toma como la concentracidon
de compuesto necesaria para reducir la absorbancia en una proporcién del 50%. Como farmaco

de referencia se emplea el Nfx.
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35.2. Evaluacién biolégica in vitro frente a la forma epimastigote del clon CL

Brener y las cepas Y y Colombiana de 7. cruzi

Formas epimastigotes de las cepas CL Brener, Y y Colombiana de 7. cruzi se cultivan
mediante el método descrito previamente para la cepa Tulahuen 2.244.246247.292 Ge emplean para
ello placas de 24 pocillos. Cada pocillo se llena con 1 mL de la cepa parasitaria correspondiente
durante su fase de crecimiento exponencial en el medio de cultivo correspondiente. Diferentes
concentraciones de los compuestos estudiados se disuelven en DMSO vy se afiaden a cada pocillo,
donde se mantiene en incubacién durante 2 dias. Pasado el tiempo las células se lavan dos veces
con PBS-glucosa (5,5 mM) y se resuspenden en 200 uL de PBS-glucosa. A continuacién, se toman
100 uL de la suspension y se afiaden 0,4 mg/mL de MTT (Sigma-Aldrich). Una vez afiadido se
incuba a 28 °C durante 4 horas. Pasado el tiempo se lleva a cabo la lisis de las células empleando
SDS-isopropanol (1:5) y las densidades opticas se miden a 610 nm. Cada concentracidn se ensaya
por triplicado y en cada test se emplean 6 controles de crecimiento.

Los porcentajes de citotoxicidad (%Cit) se determinan empleando la siguiente férmula:

%Cit = [100 — (DOd - DOdm)/( DOc - DOcm)] x 100, donde,

DOd es la media de la DO595 de los pocillos con parésitos y diferentes concentraciones de
los compuestos.

DOdm es la media de la DO595 de los pocillos con diferentes concentraciones de los
compuestos en el medio.

DOc es el control de crecimiento.

DOcm es la media de la DO595 de los pocillos que contienen sélo medio.

Como férmaco de referencia se emplea Nfx (Lampit). La concentracién inhibitoria 50
(Clso) se toma como la concentracién necesaria para reducir la absorbancia un 50% y se calcula

en un ensayo de dosis-respuesta empleando concentraciones entre 1y 50 uM.

35.3. Evaluacién biolégica in vitro frente a la forma tripomastigote del clon CL

Brener de 7. cruzi

Los productos fueron evaluados in vitro en la forma tripomastigote de 7. cruzi (clon CL
Brener) siguiendo una metodologia descrita previamente.?3¢240 Para obtener la forma
tripomastigote sanguinea se emplean ratones BALB/c infectados con 7. cruzi. La sangre se obtiene
a los 7 dias de infeccién mediante una puncién cardiaca empleando citrato sédico al 3,8% como
anticoagulante en una relacién 7:3 sangre/anticoagulante. La parasitemia en los ratones
infectados oscila entre 1x10° y 5x10° parésitos/mL. Los compuestos a ensayar se disuelven en la
menor cantidad posible de DMSO vy se afiaden sobre PBS hasta obtener una concentracién final

de 100 y 250 ug/mL. Se toman alicuotas de 10 uL de cada solucién por triplicado y se mezclan en
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una microplaca con 100 uL de la sangre infectada extraida que contiene una concentracién
cercana a 108 parasitos/mL. La sangre infectada y la sangre infectada conteniendo cristal violeta
(250 pg/mlL) se emplean como controles. Las placas se mantienen en agitacién durante 10
minutos a temperatura y seguidamente se colocan a 4°C durante 24 horas. Cada solucién se
examina microscépicamente (microscopio Olympus BH2) para llevar a cabo el recuento
parasitario. La actividad, expresada como porcentaje de reduccién parasitaria, se compara con la

mostrada por el compuesto control, cristal violeta.

36. Citotoxicidad frente a células mamiferas

36.1. Principio del ensayo

En el momento de evaluar un compuesto en busca de una actividad especifica, como en
este caso en busca de actividad frente a 7. cruzi, es fundamental llevar a cabo ensayos citotéxicos
cuantificables como complemento a los ensayos /n vitro sobre las diferentes formas parasitarias
para poder asegurar que la actividad observada es selectiva frente al parésito.

Para la medicién de la viabilidad celular se emple el ensayo colorimétrico del MTT,
método desarrollado por Mosmann en 19832°3 y modificado en 1986 por Francois Denizoty Rita
Lang.?** El método se basa, como se muestra en la Figura 60, en la reduccién metabdlica del
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa para dar el producto insoluble formazan, un compuesto
de color morado. El MTT afiadido al cultivo celular es captado por las células y reducido a su
forma insoluble formazan, el cual queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la
solubilizacién de las mismas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazan producido y esta cantidad es cuantificable gracias al cambio de coloracién del amarillo

del MTT al morado del formazan mediante la medicién de la absorbancia a 595 nm.

/@ Succinato
Nen deshidrogenasa

N .
©_</\1§® N E "[“\H
I \l_f, N N
/ N
S
B \8; ©/L 5\.{—_
MTT Formazan

Figura 60. Reduccién del MTT a formazén llevada a cabo por la succinato deshidrogenasa.

Este ensayo permite la obtencidn del indice de selectividad (IS), que consiste en la relacién
entre la Clso del compuesto estudiado sobre las células mamiferas utilizadas y la Clso obtenida
frente a 7. cruzi. Este pardmetro indica en qué medida el compuesto es activo sobre el parésito,
pero no sobre las células mamiferas.

En noviembre del 2008, se celebré un simposio sobre “Modelos experimentales en la

basqueda de farmacos y desarrollo para la enfermedad de Chagas™ en la ciudad de Rio de
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Janeiro, donde el Programa de Investigacién y Desarrollo Tecnolégico en Enfermedad de Chagas
(PIDC/Fiocruz) y la Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi) propusieron una metodologia
secuencial de cribado que permitiera el rédpido ensayo de compuestos y su avance hacia ensayos
clinicos.?”> Uno de los pasos de este proceso de seleccidn es hallar el IS /in vitro, sin embargo no
existe un consenso sobre el valor de corte 6ptimo. Algunos autores como Nwaka y Hudson
proponen que éste debe ser mayor o igual a 50 para que el nuevo compuesto pueda avanzar al

siguiente paso de evaluacién, para otros este valor puede ser més bajo.30-2%

36.2. Método experimental

Debido a los buenos resultados de actividad biolégica /in vitro frente a 7. cruzi obtenidos
se decidi6 llevar a cabo la evaluacién de la citotoxicidad in vitro frente a células mamiferas. El
ensayo fue llevado a cabo por el Grupo de Quimica Medicinal de la Facultad de Ciencias-
Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay).

Para realizar la evaluacién de la citotoxicidad se sigue un método previamente empleado
por el grupo colaborador en el que se utiliza la linea celular de macréfagos murinos J-774
(ATCC, Estados Unidos), que se mantiene mediante pases en medio de Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) que contiene L-glutamina 4 mM y estd suplementado con suero fetal bovino
al 10% inactivado por calor y antibiéticos al 1% (10.000 U/mL de penicilina y 10.000 lg/mL de
estreptomicina). Las células J-774 se siembran (1 X 10° células/pocillo) en microplacas de 96
pocillos con 200 puL de medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 20%
inactivado por calor. Las células se dejan 48 horas adhiriéndose a 37°C y 5% de CO; en una
atmosfera humidificada. Pasado ese tiempo, las células se exponen a los compuestos (100,0-
400,0 uM) durante otras 48 horas. Tras esto, se evalla la viabilidad celular midiendo la
reduccién del MTT (Sigma Aldrich), dependiente de enzimas mitocondriales, a formazén. Para
ello, se afade MTT a las células hasta una concentracién de 0,4 mg/mL y se incuban a 37°C
durante 3 horas. Tras eliminar el medio, los cristales de formazén formados se disuelven en
DMSO (180 puL) y se mide la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotémetro para
microplacas. Los porcentajes de citotoxicidad (%Cit) se determinan como:

%Cit = {100- (DOg - DOdm)/( DO~ DOcm)} x 100, donde,

DOq es la media de la DOsgs de los pocillos con macréfagos y diferentes concentraciones
de los compuestos.

DOym es la media de la DOses de los pocillos con diferentes concentraciones de los
compuestos en el medio utilizado en el sistema.

DO, es la mostrada por el control de crecimiento.

DO es la media de la DOsgs de los pocillos que solo contiene medio.

Los resultados se expresan como Clso, que es la concentracién de compuesto necesaria para
reducir el 50% de la absorbancia a 595 nm del control. Todas las Clsp son la media de 3
experimentos diferentes. Los indices de selectividad (IS) se expresan como el cociente entre la Clso

obtenida en macréfagos y la Clsp obtenida en 7. cruzi (cepa Tulahuen 2).230-243.297
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37. Evaluacién de la mutagenicidad: Test de Ames

37.1. Principio del ensayo

Para evaluar la mutagenicidad de los nuevos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido
sintetizados se lleva a cabo el ensayo preliminar de mutagenicidad en Sa/monella o test de Ames,
un estudio inicial especialmente disefiado para detectar mutagénesis inducida por un amplio
abanico de agentes quimicos.?’® A través de los afios su valor ha sido reconocido por la
comunidad cientifica, por empresas y agencias gubernamentales.

Para realizar el test de Ames se pueden emplear diferentes cepas de Salmonella
typhimurium, todas ellas auxotrdficas para la histidina y especialmente disefiadas para ser
sensibles a mutagenos quimicos.

Cuando las cepas de S. typhimurium empleadas en el ensayo se cultivan en una placa de
agar con medio minimo conteniendo trazas de histidina, Gnicamente aquellas bacterias que hayan
sufrido la reversion de su mutacién serdn capaces de formar colonias. El nimero de colonias
revertientes por placa debido a mutaciones inducidas espontdneamente es relativamente
constante. Sin embargo, cuando un mutageno es afiadido a la placa, el nimero de colonias
revertientes por placa se incrementa, generalmente observando una relacién dosis-respuesta.

El test de mutagenicidad de Ames ha evolucionado con el paso de los afios y ha conducido
a la seleccién de mutantes que son altamente sensibles a la reversién por una gran variedad de
mutégenos quimicos por la presencia de mutaciones y alteraciones genéticas adicionales.???3% Las
mas comunes son:

-Delecién en la regién wuvrB-bio, lo cual aporta una hipersensibilidad a la accién de
diferentes mutdgenos por afectar al sistema de reparacion por escision y hace que la bacteria sea
auxotroéfica para la biotina.

-Mutacién rfa que afecta a la capa de lipopolisacédrido y aumenta la permeabilidad a
productos quimicos voluminosos.

-La introduccién del plasmido pKMI0I en las cepas TA1535 y TA1538 de S. typhimurium
da como resultado las cepas isogénicas TA100 y TA98 vy las cepas TA97, TA102 y TA104. El
plasmido pKMI0I potencia la mutagénesis por productos quimicos y luz UV. El pldsmido confiere
ademés resistencia a la ampicilina, lo cual es un marcador conveniente.

Debido a que muchos carcinégenos permanecen inactivos hasta que son enziméticamente
transformados en metabolitos electréfilos capaces de unirse covalentemente al ADN y producir
mutaciones, se evalla el efecto del producto en ausencia y presencia de activacién metabdlica.
Dado que las bacterias empleadas en el ensayo carecen de los sistemas enzimaticos necesarios
para la metabolizacién de xenobidticos se introduce en el ensayo un sistema exdgeno de
metabolizacién enzimética para intentar reproducir lo que pudiera ocurrir en el hombre. Se
realizan ensayos en paralelo con fraccién S9 y sin fraccién S9 para poder detectar la accién
directa de los compuestos cuya mutagenicidad podria ser disminuida o aumentada tras

metabolizarse. La fraccion S9 de higado de rata es cominmente utilizada. Contiene la fraccién
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microsomal y citosélica y posee principalmente enzimas del sistema citocromo P-450, las cuales
estan involucradas en el metabolismo de farmacos.299-301-303

Existen diferentes metodologfas para llevar a cabo la evaluacién de la mutagenicidad que
han ido evolucionando a lo largo de los afios. En 1966, Ames y Whitfield propusieron el estudio
de la mutagenicidad de compuestos quimicos utilizando el test de la gota, previamente utilizado
por Szybalski e lyer para el estudio de la mutagenicidad en cepas de £. co/i*°* En 1973, Ames y
colaboradores desarrollaron el método de incorporacién directa en placa, més sensible y
cuantitativo que el test de la gota.?® El procedimiento consiste en la adicion del buffer o la
mezcla $9, las bacterias histidina dependientes y el compuesto a ensayar sobre 2 mL de agar
conteniendo trazas de biotina e histidina (0,05 mM de cada una), el cual se vierte sobre la placa
de agar minimo de glucosa. Se mantiene en incubacién a 37°C durante 48 h. Pasado este tiempo
se cuentan las colonias revertientes.

A lo largo de los afios, diferentes investigadores han ido introduciendo modificaciones al
método estdndar de incorporacién en placa que han incrementado la sensibilidad del test y ha
permitido el andlisis de una gran variedad de compuestos quimicos, incluyendo gases vy
compuestos volatiles. Una de estas modificaciones es el ensayo de preincubacién, donde las
bacterias empleadas en el ensayo son expuestas al producto quimico estudiado durante un corto
periodo de tiempo en un pequefio volumen (0,5 mL) de buffer o mezcla S9 previamente a ser
afiadido a las placas de agar de medio minimo de glucosa suplementado con trazas de histidina.
Se piensa que este método es mas sensible que el método de incorporacién directa en placa ya
que los posibles metabolitos mutagénicos de corto tiempo de vida tienen una mayor posibilidad
de reaccionar con las bacterias en el pequefio volumen de preincubacién empleado y, porque
ademés, el volumen efectivo de la mezcla $9 en el volumen de preincubacién es mayor que en la

placa‘305-307

37.2. Método experimental

La evaluacién de la mutagenicidad de los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido 1.7, 1.17
y A.7 ha sido realizada por el Grupo de Quimica Medicinal del Laboratorio de Quimica Orgéanica
de la Facultad de Ciencias-Facultad de Quimica, Universidad de la Republica (Montevideo,
Uruguay), empleando el método de incorporacién directa en placa.

La evaluacién de la mutagenicidad de los derivados 5.1-5.18 ha sido realizada
personalmente en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Universidad de
Navarra, empleando para ello el ensayo de mutagenicidad con preincubacién. En este apartado
s6lo serd detallado el protocolo seguido para la realizacién del ensayo de mutagenicidad con
preincubacién.

El ensayo ha sido realizado utilizando la estirpe TA98 de Sa/lmonella typhimurium

adquirida de Moltox, Inc.
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Se emplearon placas de Petri estériles de 90 mm, Comercial médica y de laboratorio, S.L.
Para el cultivo de las bacterias empleadas en el ensayo se ha empleado el caldo nutritivo N°2
obtenido de Oxoid S.A..

Como sistema exégeno de metabolizacién enzimética se ha empleado la fraccién S9 y
consiste en un homogenado de higado de rata inducido con Aroclor 1254, que ha sido adquirido
comercialmente de Trinova Biochem GMBH Moltox, Giessen, Alemania. La nicotinamida
adenina dinucleético fosfato (NADPH) adquirida de Sigma Aldrich S.A. se ha usado como
cofactor de las enzimas presentes en la fraccién $9.

El ensayo de mutagenicidad en Sa/monella, test de Ames, se desarrolla de acuerdo al
método descrito por Maron y Ames en 1983 vy siguiendo la directriz 471 (Test de mutacién
reversa en bacterias) de la OECD (Organizacién para la Cooperaciéon y Dsarrollo Econémico)
,3%empleando Unicamente la cepa TA98 de S. fyphimurium His-. Previamente se determina la
solubilidad de los compuestos a ensayar en una mezcla de DMSO y PBS con el fin de conocer la
concentracién maxima de producto que puede ser evaluada en el ensayo de toxicidad.
Seguidamente, se determina la dosis toxica minima (DTM) sobre la cepa bacteriana utilizada en el
ensayo (S. typhimurium His, cepa TA98) para todos los productos estudiados. La DTM
determinada es utilizada como la dosis maxima de partida. Para llevar a cabo el ensayo se
prepara una suspensién bacteriana de 2x10° S. typhimurium/mL. Ambos ensayos se llevan a cabo
tanto en ausencia como en presencia de la fraccidn $9 como sistema de metabolizacién
enzimatica externa.

Para realizar el ensayo de preincubacién sin activacién metabdlica se mezcla en los tubos
de ensayo:

-50 uL de la disolucién de compuesto a ensayar

-500 uL de PBS (0,1 M, pH 7.4)

-100 uL de suspension bacteriana

Cada compuesto se ensaya por triplicado a 5 dosis diferentes, comenzando por la dosis
mas alta, que se corresponde con la DTM, seguido por 4 dosis decrecientes, cada una de ellas 1/3
de la anterior (1/3 DTM, 1/6 DTM, 1/9 DTM y 1/12 DTM). Una vez agitada la mezcla de cada
compuesto, se incuba durante 60 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo, se afiaden sobre la
mezcla 2 mL de agar fundido suplementado con trazas de histidina y biotina (0,05 mM de cada
una), se agita inmediatamente vigorosamente y se vierte la mezcla sobre placas con agar minimo
de glucosa.

El ensayo con activacién metabdlica, representado en la Figura 63, se realiza siguiendo el
mismo procedimiento, pero reemplazando los 500 uL de PBS de la mezcla inicial por 500 uL de
la mezcla S9 (10%, v/v S9, NADP 4,7 mM, d-glucosa-6-fosfato 6 mM, MgCl, 19 mM, KCl 36
mM, buffer fosfato 0,1 M, pH 7.4).
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Derivado de

. . Fraccion S9
quinoxalina

a4

NN

Cultivo de
S. yphimurium
Tubo de estudio TA98 His® Tubo control
Pre-incubacion 1h, 37°C
( / | Agar con trazas de | \ \

histidina y biotina '
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| v . (
{ | Conteo de colonias |

Numero de revertientes His™ espontaneos Nurpero de .
+ Revertientes His™
debidos al compuesto en estudio espontaneos

Figura 61. Procedimiento experimental empleado para llevar a cabo el ensayo de mutagenicidad.

Se muestra el ejemplo para el ensayo con activacién metabdlica de un compuesto.

Los controles utilizados en el ensayo son:

-Control negativo, en el cual se afiade el disolvente, DMSO, sin compuesto. Este control
proporciona el nimero de bacterias que sufren mutaciones espontaneas sin presencia de
producto.

-Se utilizan dos compuestos con actividad mutagénica conocida como control positivo. La
4-o-nitrofenilendiamina se emplea en el ensayo sin activacién metabdlica y el 2-aminofluoreno
en el ensayo con activacién metabdlica.

-Se realiza también un control de bacterias para comprobar que éstas desarrollan un
crecimiento normal.

-Control de fenotipo para confirmar que se estd trabajando con la cepa bacteriana
correcta, TA98 en este caso. Sobre la placa preparada se afiaden una gota de ampicilina, una
gota de tetraciclina y una gota de cristal violeta. Una parte de la placa se somete a luz UV. La
estirpe TA98 cumple las siguientes caracteristicas: Ampicilina resistente, tetraciclina sensible, cristal

violeta sensible y UV sensible.
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Una vez solidificado el agar, las placas se incuban en posicién invertida en estufa a 37°C
durante 48 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se sacan del incubador y se cuenta
manualmente el nimero de colonias histidina revertientes. Los resultados se expresan como la
media de los tres experimentos junto a la desviacién estdndar.

Todos los datos obtenidos son analizados utilizando la modified 2-fold rule, por la cual
una respuesta se considera positiva si la media de la respuesta para dos dosis consecutivas supera
en dos veces a la frecuencia de mutacién esponténea3®®. En este caso, un compuesto se considera
mutagénico cuando el nimero de colonias revertientes contadas en dos dosis consecutivas supera

al doble de las contadas en el control negativo observdndose una relacién dosis-respuesta.

38. Evaluaciéon biolégica in vivo frente a Trypanosoma cruzi

La evaluacién bioldgica preliminar in vivo de dos de los nuevos derivados de quinoxalina
1,4-di- N-6xido presentados en este trabajo se llevé a cabo en modelos de ratén para enfermedad
de Chagas en fase aguda. Los ensayos han sido realizados en el Departamento de Medicina
Tropical del Instituto de Ciencias de la Salud de Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay.

Los ensayos se realizan utilizando ratones BALB/c o ratones SWISS albino machos (30 dias
de vida y 25-30 g) criados en condiciones especificas libres de patdgenos (SPF). Los ratones se
infectan con 10°® tripomastigotes sanguineos (clon CLBrener o cepa Y, dependiendo del
experimento) mediante una inyeccién intraperitoneal. Un grupo de diez animales se utiliza como
control sin tratar, empledndose PBS, y tres grupos de ocho animales se tratan con los dos
derivados de quinoxalina y con el f&rmaco de referencia empleado, Bnz, repectivamente. La
primera determinacién de la parasitemia se realiza 5 dias después de la infeccién (semana 1), y el
tratamiento se inicia 7 dias mas tarde. Los compuestos se administran oralmente como soluciones
acuosas en PBS durante diez dias a 10, 30 o 50 (mg/kg pc)/dia para el derivado de quinoxalina
1.7, 10 (mg/kg pc)/dias para el derivado de quinoxalina 1.17, y 50 (mg/kg pc)/dia para el Bnz.

La parasitemia en el grupo control y en los ratones tratados se determina a partir de sangre
venosa de la cola una vez por semana tras la primera administracién durante un periodo de 60
dias. La tasa de mortalidad se registra cada semana.

Todos los sueros obtenidos tras la centrifugacién de la sangre extraida a los ratones
infectados se analizan dos veces mediante ELISA a los 30, 60 o 90 dias tras la infeccién. Para
realizar el ELISA se emplea un kit especifico para la enfermedad de Chagas (Chagas test, IICS,
Asuncién, Paraguay) siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor (lICS Production
Department, Asuncién, Paraguay).23¢ Los valores de densidad &ptica se obtuvieron en un lector
de placas de ELISA (Titerek, Unistan, I). La comparacién de los niveles de anticuerpos anti- 7. cruzi
entre los diferentes grupos experimentales se realiza empleando el test de Wilcoxon.

Los protocolos experimentales con animales fueron evaluados y supervisados por el
Comité de Etica de Paraguay para investigaciones cientificas y la investigacion se adhirié a los

Principios de Proteccién de Animales de Laboratorio.3'©
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39. Estudio electroquimico

Los estudios electroquimicos fueron llevados a cabo por el grupo de trabajo del Dr. Philip
W. Crawford del Departamento de Quimica de la Southeast Missouri State University a través de
un proyecto de colaboracién.

La dimetilformamida (DMF) empleada como disolvente fue obtenida comercialmente de
Fisher Scientific. El Perclorato de tetrabutilamonio (TBAP) y el Ferroceno se obtuvieron de
Aldrich Chemical Company. Todos los reactivos fueron obtenidos en la maéaxima pureza
disponible y fueron utilizados sin una purificacién adicional.

Los experimentos de voltametria ciclica se llevaron a cabo en un analizador voltamétrico
modelo CHI Instruments 630. La célula electroquimica consistia en un electrodo de trabajo
formado por un disco de platino (1,6 mm de didmetro), un electrodo auxiliar formado por un
alambre de platino y un electrodo de referencia de Ag/AgNO; (0,1 M en acetonitrilo). La
desoxigenacion de todas las soluciones se efectiia haciendo pasar una corriente suave y constante
de nitrégeno previamente purificada a través de la solucién durante 15 minutos y manteniendo
una atmosfera de gas inerte sobre la solucién durante el experimento.

El ferroceno (Fc) fue utilizado como sistema redox interno de referencia para explicar las
variaciones diarias en los potenciales del electrodo de referencia y el liquido de contacto. El
ferroceno (1 mM) fue anadido a cada solucién después de completar cada medicién voltamétrica
del derivado de quinoxalina 1,4-di- N-6xido estudiado.3"

Todas las soluciones de trabajo contenian una concentracién de 1 mM de la quinoxalina
1,4-di- N-6xido estudiada correspondiente y 0,10 M de TBAP como electrolito de soporte.

Las velocidades de barrido empleadas fueron desde 50 mV/s hasta 1000 mV/s.

Los potenciales de semionda (E;.) fueron calculados como la media entre los potenciales
de pico catédico y anddico,*'? de manera que se calcularon empleando la siguiente ecuacién:

Eivz = (Epa+ Epd)/2

La diferencia en los potenciales de pico se calculé6 como AE, = E. — E,..

Todos los potenciales se presentan en comparacién al par redox ferroceno/ferricinio
(Fc/Fc*), por ejemplo,

Epo sre — Eiz2, rorct OF B2, sre — Ev, Frc™

[Fe(CsHs)2] [Fe(CsHs)o]t + e

Los potenciales de semi-onda (E;2) para el ferroceno variaron de -0,0095 V a 0,0485 V

durante el desarrollo del estudio.

40. Estudios biolégicos de mecanismo de accién

Para estudiar el posible mecanismo de accién anti-7. cruzi de los nuevos derivados de
quinoxalina 1,4-di-N-6xido se evaluaron los efectos que producian sobre la actividad de
deshidrogenasas mitocondriales y los posibles cambios en los metabolitos excretados por los

parésitos tras el tratamiento con los compuestos seleccionados. El ensayo fue realizado por el
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Grupo de Quimica Medicinal del Laboratorio de Quimica Orgénica de la Universidad de la

Republica (Montevideo, Uruguay).

40.1. Efecto sobre la actividad de deshidrogenasas mitocondriales

El ensayo se lleva a cabo en placas de 24 pocillos. En cada pocillo se siembran 1x10¢
epimastigotes de 7. cruzi (cepa Y) en 500 pL de medio. Los compuestos estudiados son afadidos
a cada pocillo a una concentracién de 20 uM. Como control se utilizan dos pocillos con parésitos
que no son tratados con los derivados de quinoxalina 1,4-di- N-6xido. El cultivo se incuba a 28°C.
A los diferentes tiempos de incubacion los epimastigotes son contados y se lleva a cabo el
método colorimétrico del MTT, donde la sal de tetrazolio es convertida en formazan, compuesto
morado insoluble en agua. Para llevar a cabo este ensayo se afiaden a cada pocillo 50 L de una
solucion que contiene 5 mg/mL de MTT en PBS y se incuban durante 4 horas. La reaccién se
detiene afiadiendo 500 pL de isopropanol &cido (0,4 mL de HCI 10N en 100 mL de
isopropanol). La absorbancia se mide a 570 nm. Bajo las condiciones empleadas los compuestos
no interfieren con la mezcla de reaccidén. El porcentaje de actividad de deshidrogenasas
mitocondriales (Pmdh (%)) en los diferentes pocillos tratados con los derivados de quinoxalina se

determina en comparacién con el control de parésitos sin tratar, que se toma como el 100%.

40.2. Estudio por RMN-'H de los metabolitos excretados

Se afnade el derivado de quinoxalina 1,4-di-N-6xido estudiado (5 uM) sobre un cultivo de
T. cruzi (cepa Y) y se mantiene durante dos dias. Como control inhibidor de la respiracién en
tripomastigotes se utiliza benzotiadiazol (BTH). Pasado el tiempo se recogen 5 mL del cultivo
tratado con el compuesto correspondiente. Los 5 mL recogidos se centrifugan a 1500 g durante
10 minutos a 4°C. El pellet obtenido es descartado y el sobrenadante libre de parésitos se guarda
a -20°C hasta su uso. Antes de la medicién de los metabolitos se afiaden 0,1 mL de DMF (10
mM), como estdndar interno, y 0,1 mL de agua deuterada (D,O) sobre 0,3 mL de sobrenadante.
El espectro de RMN-'H se registra suprimiendo la sefial del agua en tubos para RMN de 5 mm.
Los desplazamientos quimicos empleados para identificar los respectivos metabolitos se
confirman mediante la adicién de cada metabolito analizado al sobrenadante estudiado vy
mediante el estudio de una solucién control que contiene 4 ug/mL de cada metabolito en buffer

fosfato (pH 7.4).
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

En esta seccién se muestra la caracterizacién estructural de los compuestos presentados en
este trabajo. La descripcidon de los 57 nuevos compuestos finales presentados incluye la siguiente
informacién: nombre quimico, cédigo del compuesto, férmula molecular, peso molecular, punto
de fusién, aspecto, rendimiento, espectroscopia de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear
de protén (RMN-H) y andlisis elemental. En el caso de los compuestos que presentan isébmeros
de posicidon sélo se describe la RMN-H del isémero en proporcién mayoritaria. Ademés se
incluye la tabla 21, en la que se indica el cédigo del compuesto, férmula molecular, peso
molecular, espectroscopia de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de protén (RMN-'H) y
anélisis elemental de los 9 productos re-sintetizados pertenecientes a la serie 1 previamente

sintetizados por el grupo de trabajo.

2-(2-Furoil)-3,7-di(trifluorometil)quinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto

1.12)
(i)' 0 Férmula molecular: CisHeN2O4Fs
FiC N"\ 0o P.M.: 392,21 g/mol
\©: . | 4 Punto de fusién: 198-199°C
N* “CF; Aspecto: Sélido amarillo.
(!y Rendimiento: 10%

IR (KBr): 3122 (d, vC-H Ar), 1668 (f, vC=0), 1362 (d, v-6xido), 1265 (m, vC-O), 1148(m, vC-
F) cm™.

TH-RMN (CDCl3, 400 MH2z): 3 ppm: 8,91 (s, 1H, Hg); 8,84 (d, 1H, Hs, Jss= 9,0 Hz); 8,18 (dd,
]H, H6, ./5.5 = 9,0 HZ, J5.,9 = ],7 HZ): 7,66 (dd, ]H, H3’, ./3'.5'= 0,6 HZ, ./3'.4'= 1,6 HZ); 7,53 (dd,
]H, Hs’, ./5'.3'= 0,5 HZ, ./5',4'= 3,7 HZ): 6,73 (dd, ]H, H4’, ./4'.3'= ],7 HZ, ./4'.5'= 3,7 HZ)

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 45,93 1,54 7,14

Hallado 46,06 1,77 6,67
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2-(2-Naftoil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-N-6xido (Compuesto 1.14)

?‘ 0 Férmula molecular: CyoHiN2OsF;
N:_ P.M.: 384,31 g/mol.
@ QO Punto de fusién: 186-187°C
N: CF; Aspecto: Sélido amarillo.
6- Rendimiento: 2%

IR (KBr): 3119 (d, vC-H Ar), 1665 (f, LC=0), 1356 (d, vN-6xido), 1175 (m, vC-F) cm™.

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz): § ppm: 8,77-8,74 (m, 1H, Hs); 8,64-8,61 (m, 1H, Hs); 8,32 (s, 1H,
Hy), 8,04 (m, 4H, He + Hz y Hs + Hg); 7,94-7,92 (m, 2H, He¢ + H7); 7,70-7,66(m, TH, Hs);
7,60-7,56 (m, TH, Hs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 62,51 2,89 7,29
Hallado 62,53 3,32 7,05

6,7-Difluoro-2-(2-naftoil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 1.15)
(IJ' 0 Foérmula molecular: CooHsN,OsFs
F N:_ P.M.: 420,29 g/mol
m QO Punto de fusién: 118-119°C
F N* “CF, Aspecto: S6lido amarillo.
6- Rendimiento: 21%

IR (KBr): 3058 (d, vC-H Ar), 1689 (f, LC=0), 1350 (d, vN-6xido), 1178 (m, vC-F) cm.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,53 (dd, 1H, Hs, Jsr = 9,1 Hz, Jsr, = 7,1 Hz); 8,41 (dd,
1H, Hs, Jors = 7,1 Hz, Jor,= 9,0 Hz); 8,28 (s, 1H, Hy), 8,02-8,00 (m, 2H, Hs + Hg); 7,95-7,91
(m, 2H, Hs + H7); 7,70-7,66 (m, 1H, Hz); 7,61-7,57 (m, TH, Hg).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 57,15 2,16 6,67
Hallado 57,00 2,48 6,49
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-(4-Clorobenzoil)-3-trifluorometilquinoxaline 1,4-di-N-6xido (Compuesto

1.25)
o O Férmula molecular: Ci;HsN2O;F;Cl
Nt P.M.: 368,69 g/mol
@ S Punto de fusidén: 168-169°C
N: CF; (o] Aspecto: S6lido amarillo.
(!)‘ Rendimiento: 6%

IR (KBr): 3100 (w, vC-H Ar), 1689 (s, LC=0), 1351 (s, vN-6xido), 1162 (s, LC-F), 909 (w, vAr-
Cl) cm.

H-RMN (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,73-8,70 (m, 1H, Hs); 8,61-8,58 (m, 1H, Hg); 8,04-8,02
(m, 2H, He + Hy); 7,86 (d, 2H, H> + He, /.3 = 8,7 Hz); 7,54 (d, 2H, Hs + Hs, J;» = 8,7
Hz).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 52,12 2,19 7,60
Hallado 51,78 2,08 7,39

2-(4-Clorobenzoil)-6,7-difluoro-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-N-6xido

(Compuesto 1.26)
o © Férmula molecular: CigHgN2OsF5Cl
F Nt P.M.: 404,68 g/mol
-~
m Punto de fusién: 186-188°C
F I:l‘ CF; (o] Aspecto: Sélido amarillo.

Rendimiento: 8,6%

IR (KBr): 3065 (w, vC-H Ar), 1698 (s, LC=0), 1353 (s, UN-6xido), 1176 (s, vC-F), 910 (w, vAr-
Cl) cm.

TH-RMN (CDCl3, 400 MHz): § ppm: 8,51 (dd, 1H, Hs, J5sr = 9,1 Hz, Jsr= 7,2 Hz); 8,39 (dd,
1H, Hs, Jsr7= 9,0 Hz, Jors = 7,1 Hz); 7,83 (d, 2H, Hx> + He, J>-3 = 8,6 Hz); 7,55 (d, 2H, Hs +
Hs, J5> = 8,6 Hz).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 47,49 1,49 6,92
Hallado 47,50 1,71 6,72
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-(4-Fluorobenzoil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto

1.27)
Cl)‘ 8] Férmula molecular: CisHsN2>OsF4
N¥, P.M.: 352,24 g/mol
©: ~ Punto de fusion: 167-168°C
N: CF; F Aspecto: Solido amarillo.
6‘ Rendimiento: 7%

IR (KBr): 3110 (d, vC-H Ar), 1690 (f, «C=0), 1357 (f, UN-oxide), 1154 (f, vC-F) cm.

'H-NMR (CDCl3;, 400 MHz): 5 ppm: 8,73-8,70 (m, 1H, Hs); 8,61-8,58 (m, TH, Hs); 8,03 (m,
2H, H¢ + Hz); 7,97-7,93 (m, 2H, Hy + Hg); 7,26-7,22 (m, 2H, Hz + Hs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 54,56 2,29 7,95
Hallado 54,74 2,28 7,69

2-(4-Fluorobenzoil)-7-metoxi-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 1.28)

o o Férmula molecular: Ci7HioN2O4F .

1
0 N: P.M.: 382,27 g/mol
. Punto de fusién: 200-202°C
N TCF, F

Aspecto: Sélido amarillo.

Rendimiento: 5%

IR (KBr): 3077 (d, vC-H Ar), 1691 (f, LC=0), 1350 (f, vN-oxide), 1163 (f, vC-F) cm.

H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 ppm: 8,59 (d, 1H, Hs, Jss = 9,5 Hz); 7,96-7,92 (m, 2H, Hx> +
He); 7,86 (d, TH, Hs, Jss = 2,4 Hz); 7,57 (dd, TH, He, Js.s = 2,2 Hz, Jss = 9,4 Hz); 7,26-7,21
(m, 2H, Hz + Hs); 4,04 (s, 3H, -OCH3).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 53,41 2,64 7,33
Hallado 53,15 2,71 7.26
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-(4-Fluorobenzoil)-7-metil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 1.29)
o o Férmula molecular: Ci7HioN>OsF,
rﬁ: P.M.: 366,27 g/mol
\@ . Punto de fusién: 181-184°C
l:l* CFy F Aspecto: Sélido amarillo.
o

Rendimiento: 2%
IR (KBr): 3087 (d, vC-H Ar), 1692 (f, LL=0), 1353 (f, vN-oxide), 1158 (f, vC-F) cm.

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,59 (d, 1H, Hs, Js6 = 8,2 Hz); 8,37 (s, 1H, Hs); 7,95-

7,92 (m, 2H, H2 + Hg¢); 7,82 (d, TH, He, Jss= 8,5 Hz); 7,25-7,21 (m, 2H, Hs + Hs); 2,68 (s,
3H, CHa).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 55,75 2,75 7,65
Hallado 55,52 3,00 7,53

2-(4-Fluorobenzoil)-6,7-dimetil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 1.30)

o) Férmula molecular: CigHi2N2OsF4

N} P.M.: 380,29 g/mol
™y
:@ . Punto de fusién: 198-199°C
N* TCF, F

Aspecto: Sélido amarillo.

Rendimiento: 3%

IR (KBr): 3056 (d, vC-H Ar), 1689 (f, LC=0), 1339 (f, vN*-O"), 1177(f, LC-F) cm™.

TH-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 ppm: 8,44 (s, TH, Hs); 8,33 (s, TH, Hg); 7,95-7,91 (m, 2H, Ha
+ He); 7,25-7,20 (m, 2H, Ha+ Hs); 2,60 (s, 3H, CH3); 2,57 (s, 3H, CHs).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,18 2,86 11,47
Hallado 49,37 2,96 11,34
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

7-Cloro-2-(4-fluorobenzoil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 1.31)
o 0 Férmula molecular: CigH7N>OsF.Cl
ci N P.M.: 386,68 g/mol
-~
\©: . Punto de fusién: 152-154°C
N* CFy F Aspecto: Sélido amarillo.

Rendimiento: 9%

IR (KBr): 3076 (d, vC-H Ar), 1691 (f, LLC=0), 1346 (f, vN-oxide), 1177 (f, LC-F) cm.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,65 (d, 1H, Hs, Jss = 9,1 Hz); 8,58 (d, 1H, Hg, Jss = 1,9
Hz); 7,95-7,91 (m, 3H, Hs y H> + H¢); 7,26-7,22 (m, 2H, Hx> + He).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,70 1,82 7,24
Hallado 49,29 1,77 7,37

6,7-Dicloro-2-(4-fluorobenzoil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- V-6xido

(Compuesto 1.32)

o Férmula molecular: CigHgN>OsF4Cla

o
cl N2 P.M.: 421,13 g/mol
~
I;[ . Punto de fusién: 197-199°C
Cl * “CF; F

Aspecto: Sélido amarillo.

Rendimiento: 5%

IR (KBr): 3093 (d, vC-H Ar), 1687 (f, LL=0), 1332 (f, vN-oxide), 1174 (f, vC-F) cm™.

H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,80 (s, 1H, Hs); 8,68 (s, 1H, Hsg); 7,94-7,90 (m, 2H, Hz
+ Hg); 7,27-7,22 (m, 2H, Hz + Hs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 45,63 1,44 6,65
Hallado 45,38 1,70 6,62
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

7-Fluoro-2-(4-fluorobenzoil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 1.33)

o Férmula molecular: CisH7N2OsFs

E N? P.M.: 370,23 g/mol
@ N Punto de fusién: 177-178°C
N* "CF, F Aspecto: S6lido amarillo.
o Rendimiento: 9%

IR (KBr): 3104 (d, vC-H Ar), 1690 (f, LLC=0), 1353 (f, vN-oxide), 1154 (f, vC-F) cm.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 ppm: 8,75 (dd, TH, Hs, Jss = 9,5 Hz, Jsr= 4,8 Hz); 8,24 (dd,
TH, Hs, Jsr = 8,0 Hz, Jgs = 2,7 Hz); 7,95-7,92 (m, 2H, H> + H¢); 7,75 (ddd, TH, He, Js.5 =
9,7 Hz, Jor= 7,1 Hz, Jss = 2,6 Hz); 7,26-7,22 (m, 2H, H> + Hsy).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 51,91 1,91 7,57
Hallado 51,66 2,12 7,49

6,7-Difluoro-2-(4-fluorobenzoil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 1.34)
o O Férmula molecular: CigHgN2OsFq
F NG P.M.: 388,22 g/mol
m . Punto de fusién: 173-175°C
F ':" CF,3 F Aspecto: Solido amarillo.
0-

Rendimiento: 17%
IR (KBr): 3065 (d, v\C-H Ar), 1697 (f, \C=0), 1352 (f, vN-oxide), 1176 (f, vC-F) cm™.

TH-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,51 (dd, 1H, Hs, Jsr= 7,1 Hz, Jsrs = 9,1 Hz); 8,39 (dd,
1H, Hs, Jors = 7,2 Hz, Jsrr = 9,1 HZ): 7,94-7,91 (m, 2H, Hx + Hs'); 7,27-7,23 (m, 2H, Hz +
Hs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,50 1,56 7,22
Hallado 49,19 2,04 7,09
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-(4-Fenilpiperazina-1-carbonil)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- NV-6xido

(Compuesto 3.1)

o 0 Férmula molecular: CooHi7N4OsFs

1
N:. N/\ P.M.: 418,37 g/mol
@ . k/" Punto de fusién: 209-210°C

l:l" CF3 Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 7%

IR (KBr): 3453 (w, vC-H Ar), 1655 (s, LL=0), 1444 (m, vC-N amida), 1356 (s, vN-6xido), 1236
(m, vC-N Ar-amina), 1153 (m, vC-F) cm™.

H-RMN (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,68-8,66 (m, 1H, Hg); 8,64-8,62 (m, 1H, Hs); 8,04-7,96
(m, 2H, H5 + H7); 7,32 (dd, 2H, H3’ + Hs’, Jyo= 8,9 Hz, J3.4 = 7,1 HZ); 6,98-6,95 (m, 3H, Hz'
+ Hs + Hg); 4,04-4,00 (m, 2H, CHz-piperazina); 3,60-3,15 (m, 6H, 3xCH-piperazina).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 57,42 4,10 13,39
Hallado 57,46 4.1 13,36

2-[4-(4-Clorofenil) piperazina-1-carbonil]-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-

N-6xido (Compuesto 3.2)

Férmula molecular: CxoHig N4O3FsCl
P.M.: 452,81 g/mol

Punto de fusién: 227-228°C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 6%

IR (KBr): 3440 (w, vC-H Ar), 1654 (s, C=0), 1498 (m, LC-N amida), 1357 (s, vN-6xido), 1236
(m, vC-N Ar-amine), 1157(m, vC-F) cm™.

H-RMN (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,68 (dd, 1H, Hs, J5ss = 8,1 Hz, J5, = 1,4 Hz); 8,63 (dd,
]H, Hs, J,g.7= 8,] HZ, J,g.5 = ],7 HZ); 8,04-7,97 (m, 2H, H6 + H7); 7,26 (d, 2H, H2' + Hs‘, ./2'.3' =
8,6 Hz); 6,88 (d, 2H, Hz + Hs, J;» = 8,6 Hz); 4,09-3,93 (m, 2H, CH»-piperazina); 3,59-3,12
(m, 6H, 3xCH,-piperazina).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 53,05 3,56 12,37
Hallado 52,90 3,40 12,22
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Benzoil-3-difluorometilquinoxalina 1,4-di- V-6xido (Compuesto 4.1)

(I)“ 0 Férmula molecular: CigHioN2OsF,
N* P.M.: 316,26 g/mol
D)
@ Punto de fusién: 196,9-201,5°C
-
r:|* CHF, Aspecto: Sélido amarillo.
o Rendimiento: 9%

IR (KBr): 3199 (d, C-H Ar), 1638 (f, C=0), 1340 (f, N-6xido), 1232 (m, C-O), 1044 (m, C-F) cmr
1

'H-RMN (CDCl3;, 400 MHz): & ppm: 8,71-8,69 (m, 1H, Hs); 8,63-8,61 (m, 1H, Hsg); 8,01-7,99
(m, 2H, He + H7); 7,92 (dd, 2H, H» + He, J>3»= 8,4 Hz, J>.»= 1,24 Hz); 7,69 (tt, 1H, He Js3
= 7.4 Hz, Jyr= 1.2 Hz): 7,54 (m, 2H, Hs+ Hs): 7.36 (t, 1H, CHFs, Jus = 52.3 Hz).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 60,75 3,16 8,86
Hallado 60,75 3,60 8,52

2-Benzoil-3-difluorometil-7-metoxiquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto

4.2)
o 0 Férmula molecular: Ci7H1,N2O4F,
i
0 N: P.M.: 346,28 g/mol
. Punto de fusion: 187,2-188,8°C
Fl" CHF, Aspecto: Sélido amarillo.
o-

Rendimiento: 5,6%

IR (KBr): 3111 (d, vC-H Ar), 1685 (f, LC=0), 1343 (f, vN-6xido), 1239 (m, vC-O), 1042 (m, vC-
F) cm™.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm : 8,58 (d, 1H, Hs, J5s6 = 9,5 Hz); 7,93-7,90 (m, 2H, Hx +
He); 7,89 (d, TH, Hg, Jss = 2,7 Hz); 7,68 (td, 1H, He, Jy3= 7,4 Hz, J,y> = 1,7 Hz); 7,59-7,52
(m, 3H, He-QX + Hz + Hs); 7,35 (t, TH, CHF3, Jur = 52,4 Hz); 4,03 (s, 3H, -OCH5).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 58,95 3,46 8,09
Hallado 58,78 3,50 7,96
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Benzoil-3-difluorometil-7-metilquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto 4.3)

0 Férmula molecular: Ci7Hi;N,OsF,

1N P.M.: 330,29 g/mol
\(D: . Punto de fusién: 175,8-177,5°C
If+ CHF, Aspecto: Sélido amarillo.
o Rendimiento: 3%.

IR (KBr): 3064 (d, vC-H Ar), 1683 (f, LC=0), 1340 (f, vN-6xido), 1044 (m, vC-F) cm.

TH-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,58 (d, TH, Hs, Js5 = 8.8 Hz); 8,39 (d, TH, Hs, Jss = 1,0
Hz); 7,91 (dd, 2H, Ha + He, Jo-s = 1,2 Hz, Joz= 8,3 Hz); 7,81 (dd, TH, He, Jss = 1,4 Hz, Jss
= 8,8 Hz); 7,70-7,66 (m, TH, Hs); 7,55-7.52 (m, 2H, Hz + Hs); 7,35 (t, 1H, CHF2, Jur = 52,4
Hz); 2,67 (s, 3H, CH3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 61,82 3,66 8,48
Hallado 61,65 4,00 8,08

2-Benzoil-7-cloro-3-difluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto 4.4)

O 0 Férmula molecular: CisHgN,OsFoCl

ci N P.M.: 350,70 g/mol
\g . Punto de fusién: 210,4-211,5°C
I;i*’ CHF, Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 45%.

IR (KBr): 3083 (d, vC-H Ar), 1679 (f, LL=0), 1333 (f, vN-6xido), 1239 (m, vC-O), 1045 (m,
WC-F) cm.

H-RMN (CDCl3, 400 MHz): d ppm: 8,64 (d, 1H, Hs, J5ss= 9,2 Hz); 8,60 (d, TH, Hs, Jss = 2.1
HZ); 7,93-7,89 (m, 3H, H¢ + H» + Hs’); 7,70 (td, 1H, He, Jy3= 7,2 Hz, Jyr= 1,2 HZ); 7,55
(m, 2H, Hz + Hs’): 7,32 (t, 1H, CHF,, Jur= 52,3 HZ)

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 54,78 2,57 7,99
Hallado 54,54 2,83 7,96
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Benzoil-6,7-dicloro-3-difluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto

4.5)

o 0 Férmula molecular: CigHgN>OsF.Cly

Cl N"\ P.M.: 385,15 g/mol
j@[ . Punto de fusién: 214,6-215,3°C
cl I’il" CHF, Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 52,3%.

IR (KBr): 3090 (d, vC-H Ar), 1681 (f, \C=0), 1324 (f, vN-6xido), 1245 (f, LC-O), 1051(m, vC-F)
cm’.

H-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8.78 (s, 1H, Hs); 8,70 (s, TH, He); 7.89 (dd, 2H, Hz + He,
Joz = 8,4 Hz, Jooy = 1.2 Hz); 7,70 (td, 1H, He, Jy-s= 7.4 Hz, Jy» = 1,2 Hz); 7,56-7,52 (m,
2H, Hs + Hs); 7,30 (t, 1H, CHF,, Jir = 52,2 Hz).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,87 2,08 7,27
Hallado 49,94 2,13 6,98

2-Benzoil-3-difluorometil-7-fluoroquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto

4.6)
(.;)“ 8] Férmula molecular: CisHoN,OsF3
F N~ P.M.: 334,25 g/mol
\©: > Punto de fusion: 196,9-199,3°C
r;]; CHF, Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 8,9%

IR (KBr): 3077 (d, vC-H Ar), 1675 (f, LC=0), 1338 (f, vN-6xido), 1219 (m, vC-O), 1046 (m, vC-
F) cm™.

H-RMN (CDCls, 400 MHz): 6 ppm; 8,74 (dd, TH, Hs, Js6 = 9,5 Hz, Jsr = 4,9 Hz); 8,26 (dd,
]H, Hs, .jg./: = 8,] HZ, .jg.5 = 2,6 HZ); 7,9] (dd, 2H, H2' + H(,', ./2'.3' = 8,2 HZ, ./2/.4' = 1,] HZ); 7,75-
7,68 (m, 2H, He+ Hg); 7,55 (t, 2H, Hs + Hs, J52= 7,8 Hz) (t, 1H, CHF,, Jur = 52,3 Hz).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 57,48 2,69 8,38
Hallado 57,82 2,89 8,18
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- V-6xido (Compuesto 5.1)

O 0 Férmula molecular: CiiH7N,O4F;
~ e P.M.: 218,18 g/mol
©: N © Punto de fusion: 132-133°C
N: CF, Aspecto: Solido amarillo.
cl)' Rendimiento: 3%

IR (KBr): 3108 (d, vC-H Ar), 1748 (f, LL=0), 1364 (f, V-6xido), 1163 (m, vC-F) cm.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): 6 ppm: 8,63-8,57 (m, 2H, Hs + Hg); 7,97-8,04 (m, 2H, He + Hy);
4,12 (s, 3H, CHa).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 45,85 2,45 9,72
Hallado 45,98 2,34 9,55

7-Metoxi-2-metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.2)

o 0 Férmula molecular: Ci2HoN,OsF3
|+

P.M.: 318,21 I

-0 N3 o~ .,g/mo

Punto de fusién: 145-146°C
l:l"' CF; Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 4%

IR (KBr): 3085 (d, v\C-H Ar), 1740 (f, «C=0), 1354 (f, vN-6xido), 1267 (m, LC-O), 1147 (m,
CF3) cm.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,54 (d, 1H, Hs, Jss = 9,3 Hz); 7,88 (d, 1H, Hg, Jss = 2,3

Hz); 7,54 (dd, 1H, He, Js5s = 9,3 Hz, Jss = 2,6 Hz); 4,11 (s, 3H, CH3-O-CO-); 4,06 (s, 3H,
CH;0).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 45,28 2,83 8,80
Hallado 45,18 2,90 8,86
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

7-Metil-2-metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.3)
o o Férmula molecular: Ci2HgN2O4F3
N _ P.M.: 302,21 g/mol
< (o} <
U Punto de fusién: 127-128°C
I:I" CF; Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 8%

IR (KBr): 3105 (d, vC-H Ar), 1735 (f, LC=0), 1355 (f, vN-6xido), 1274 (m, vC-O), 1152 (m, vC-
F) cm™.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,54 (d, 1H, Hs, Jss = 8,6 Hz); 8,40 (s, 1H, Hs); 7,79 (d,
1H, He¢, Js.5= 8,6 Hz); 4,10 (s, 3H, CH30); 2,67 (s, 3H, CHj3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 47,69 3,00 9,27
Hallado 47,49 3,07 9,13

6,7-Dimetil-2-metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.4)
o o0 Férmula molecular: CisHiN2O4F3
&% _ P.M.: 316,23 g/mol
j@[ ° Punto de fusion: 171-172°C
I:I: CF, Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 4%

IR (KBr): 3090 (d, vC-H Ar), 1756 (f, LIC=0), 1343 (f, vN-6xido), 1268 (m, LC-O), 1174 (m, C-
F) cm™.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,38 (s, 1H, Hs); 8,35 (s, 1H, Hs); 4,10 (s, 3H, CH30);
2,57 (s, 6H, 2xCHs).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,38 3,51 8,86
Hallado 48,99 3,20 8,17
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

7-Cloro-2-metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.5)

o 0 Férmula molecular: C;iHsN2O4F3Cl
cl N? _ P.M.: 322,62 g/mol
N 0 <
\@ Punto de fusién: 172-173°C
Il\|* CF; Aspecto: Sélido amarillo.
o Rendimiento: 22%

IR (KBr): 3069 (d, vC-H Ar), 1742 (f, «L=0), 1349 (f ,vN-6xido), 1267 (m, vC-O), 1163 (m,
CF3) cm.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,58 (d, 1H, Hg, Jss = 2,0 Hz); 8,57 (d, 1H, Hs, Jss= 8,9
Hz); 7,90 (dd, TH, He, Js.s= 9,3 Hz, Js5= 2,0 Hz); 4,00 (s, 3H, CHj3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 40,95 1,87 8,68
Hallado 41,03 1,88 8,58

6,7-Dicloro-2-metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.6)

o 0 Férmula molecular: CiHsN>O4FsCl,
cl N? _ P.M.: 357,07 g/mol
X 0 .
D: Punto de fusién: 178-179°C
ci l:l* CF; Aspecto: Sélido amarillo.
o Rendimiento: 4%

IR (KBr): 3177 (d, vC-H Ar), 1756 (f, LC=0), 1339 (f, vN-6xido), 1278 (m, vC-O), 1169 (m, C-
F) cm™.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,74 (s, TH, Hs); 8,71 (s, TH, Hs); 4,10 (s, 3H, CHs3).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 36,97 1.4 7,84
Hallado 36,66 1,38 7,72
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

7-Fluoro-2-metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- V-6xido

(Compuesto 5.7)

o 0 Férmula molecular: CiiHsN2O4F4
E N P P.M.: 306,17 g/mol
B (o} <
\©: Punto de fusién: 123-124°C
I;I" CF; Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 25%

IR (KBr): 3077 (d, vC-H Ar), 1756 (f, «C=0), 1340 (f, vN-6xido), 1278 (m, 1C-O), 1168 (m, vC-
F) cm™.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,69 (dd, 1H, Hs, J5ss = 9,6, Jsr= 4,9 Hz); 8,28 (dd, 1H,
Hs, Jor= 8,0 Hz, Jss = 2,7 Hz); 7,72 (ddd, TH, He, Js.5= 9,7 Hz, Jsr= 7,2 Hz, Jss = 2,7 Hz);
4,12 (d, 3H, CHs).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 43,15 1,98 9,15
Hallado 43,18 1,84 8,85

6,7-Difluoro-2-metoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- NV-6xido

(Compuesto 5.8)

o o Férmula molecular: C;iHsN2O4Fs
F N? P P.M.: 324,16 g/mol
hS 0 <
j@ Punto de fusién: 172-173°C
F I:l" CF, Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 4%

IR (KBr): 3066 (d, vC-H Ar), 1750 (f, LIC=0), 1356 (f, vN-6xido), 1252 (m, LC-O), 1187 (m, vC-
F) cm™.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,47-8,39 (m, 2H, Hs+ Hs; 4,12 (s, 3H, CHs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 40,70 1,55 8,64
Hallado 40,79 1,35 8,54
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Metoxicarbonil-3,7-di(trifluorometil)quinoxalina 1,4-di- NV-6xido

(Compuesto 5.9)
o O Férmula molecular: CizHgN2O4Fs
FoC ,'..YLO _ P.M.: 356,18 g/mol
\©: Punto de fusién: 138-139°C
I;J: CF, Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 2%

IR (KBr): 3108 (d, vC-H Ar), 1755 (f, ,«C=0), 1351 (f, vN-6xido), 1267 (m, LC-O), 1170 (m,
VAr-CF;) cm.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): 6 ppm: 8,92 (d, 1H, Hs, Js5s = 1,8 Hz); 8,80 (d, 1H, Hs, J56 = 9,0
Hz); 8,18 (dd, 1H, He, Js.s = 9,0 Hz, Js.s = 1,7 Hz); 4,12 (s, 3H, CHs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 40,45 1,68 7,86
Hallado 40,82 1,75 7,73

2-Etoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto 5.10)

o 0o Férmula molecular: Ci2HsN2O4F3
,E.YLO ~ P.M.: 302 g/mol
(::[ j Punto de fusién: 131-132 °C
l:l+ CF, Aspecto: Solido amarillo.
0 Rendimiento: 1% / 8%

IR (KBr): 3106 (d, vC-H Ar), 1744 f, ,C=0), 1360 (f, vN-Oxido), 1264 (m, vLC-O), 1154 (m,
CF3) cm.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,66-8,62 (m, 2H, Hs + Hs); 7,97-8,03 (m, 2H, He + Hy);
4,59 (q, 2H, CH>); 1,47 (t, 3H, CHs3).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 47,69 3,00 9,27
Hallado 47,49 3,07 9,13
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Etoxicarbonil-7-metoxi-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.11)

(IJ‘ 0 Férmula molecular: CisHiiN>OsF3
P N: 0/\ P.M.: 332,2 g/mol
. Punto de fusién: 142-143,5°C
'}i* CF3 Aspecto: So6lido amarillo.
o Rendimiento: 1% / 4%

IR (KBr): 3087 (d, vC-H Ar), 1742 (f, LL=0), 1356 (f, vN-6xido), 1263 (m, vC-O), 1143 (m,
CF3) cm.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,54 (d, 1H, Hs, Jss = 9,5 Hz); 7,89 (d, TH, Hs, Jss= 2,6
Hz); 7,53 (dd, TH, He, Js.s = 9,5 Hz, Jss = 2,7 Hz); 4,59 (q, 2H, CH2); 4,05 (s, 3H, CH30);
1,47 (t, 3H, CHs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 46,98 3,31 8,43
Hallado 46,83 3,24 8,14

2-Etoxicarbonil-7-metil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- V-6xido

(Compuesto 5.12)

Férmula molecular: CisHioN2O4F3

CI)' 8]
I P.M.: 315,2 g/mol

. Punto de fusién: 150-151 °C
!:P CFs Aspecto: Sélido amarillo.
. Rendimiento: 1% / 4%

IR (KBr): 3096 (d, vC-H Ar), 1743 (f, «C=0), 1352 (f, vN-6xido), 1271 (m, vC-O), 1153 (m,
CF3) cm.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,53 (d, 1H, Hs, Jss = 8,8 Hz); 8,41 (s, 1H, Hs); 7,78 (dd,
1H, He, Js.5= 8,9 Hz, Jss= 1,4 Hz); 4,58 (q, 2H, CHy); 2,67 (s, 3H, CH3); 1,47 (t, 3H, CH3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,36 3,48 8,86
Hallado 49,22 3,38 8,79
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Etoxicarbonil-6,7-dimetil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.13)
o 0 Férmula molecular: Ci4Hi3sN,O4F3
[
N*\ 0™ P.M.: 330,2 g/mol
. Punto de fusién: 182-183 °C
N* “CF, Aspecto: Sélido amarillo.
o Rendimiento: 1%

IR (KBr): 3068 (d, vC-H Ar), 1749 (f, «L=0), 1356 (f, vN-6xido), 1270 (m, vC-O), 1175 (m,
CF3) cm.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,39 (d, 1H, Hs, Js5s = 8,8 Hz); 8,36 (s, TH, Hsg); 4,58 (q,
2H, CHy); 2,57 (s, 6H, 2xCH3); 1,47 (t, 3H, CH3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 50,90 3,93 8,48
Hallado 51,09 3,91 8,24

7-Cloro-2-etoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.14)
o 0O Férmula molecular: Ci;HgN,O4F;Cl
1
Cl N: 0~ P.M.: 336,5 g/mol
. Punto de fusién: 137-138 °C
|;‘+ CF; Aspecto: Sélido amarillo.
o

Rendimiento: 8%/21%

IR (KBr): 3071 (d, vC-H Ar), 1749 (f, ,C=0), 1355 (f ,vN-6xido), 1267 (m, vC-O), 1161 (m,
CF3) cm.

H-RMN (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,61 (d, TH, Hs, Jss = 2,1 Hz); 8,59 (d, 1H, Hs, Jss = 9,2
Hz); 7,90 (dd, TH, He, Js.s= 9,2 Hz, Jss= 2,1 Hz); 4,59 (q, 2H, CH>); 1,47 (t, 3H, CHs).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 42,79 2,37 8,32
Hallado 42,61 2,28 8,20
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

6,7-Dicloro-2-etoxicarbonil-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.15)

?‘ 0 Férmula molecular: Ci;H7N2O4F;Cl>
Cl N: 0™ P.M.: 371 g/mol
. Punto de fusién: 175-177 °C
Cl ’;‘+ CF3 Aspecto: Sélido amarillo.
o

Rendimiento: 3% / 31%

IR (KBr): 3081 (m, vC-H Ar), 1755 (f, \C=0), 1342 (f, vN-6xido), 1269 (m, vC-O), 1171 (m,
CF3), 1022 (s, vAr-Cl) cm™.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,74 (s, TH, Hs); 8,72 (s, TH, Hg); 4,58 (q, 2H, CHy); 1,46
(t, 3H, CHs3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 38,81 1,88 7,54
Hallado 38,67 1,87 7,39

2-Etoxicarbonil-7-fluoro-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- NV-6xido

(Compuesto 5.16)

O 0 Férmula molecular:Ci,HgN>O4F4
[
F N: Y P.M.: 320 g/mol
. Punto de fusién: 130-131 °C
!;F CF, Aspecto: Sélido amarillo.
o Rendimiento: 1% / 22%

IR (KBr): 3119 (d, vC-H Ar), 1750 (f, \C=0), 1359 (f, vN-6xido), 1267 (m, vC-O), 1171 (m,
CF3) cm.

H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,69 (dd, 1H, Hs, Jss = 9,4 Hz, Jsr= 4,8 Hz); 8,28 (dd,
1H, Hg, Jor= 8,0 Hz, Jgs= 2,6 Hz); 7,72 (ddd, 1H, He, Js.s = 9,7 Hz, Jsr= 7,2 Hz, Jss = 2,6
Hz); 4,59 (q, 2H, CH2); 1,47 (t, 3H, CHs3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 45,0 2,5 8,75
Hallado 45,0 2,41 8,63
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Etoxicarbonil-6,7-difluoro-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 5.17)

o 0O Férmula molecular: CioH/N>O4Fs5
[
F N: 0/\ P.M.: 338,1 g/mol
. Punto de fusién: 162-163 °C
F N* "CFy Aspecto: Sélido amarillo.
o Rendimiento: 10%/17%

IR (KBr): 3048 (d, vC-H Ar), 1745 (f, «C=0), 1354 (f, vN-6xido), 1253 (m, vC-O), 1182 (m,
vCF3) cm™.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,46 (dd, 1H, Hs, Jsrs = 6,3 Hz, Jsr7= 4,3 Hz); 8,43 (dd,
1H, Hs, Js.,7= 6,4 Hz, Jors = 4,3 Hz); 4,58 (q, 2 H, CHy); 1,47 (t, 3H, CH;3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 42,60 2,07 8,28
Hallado 42,59 1,97 8,16

2-Etoxicarbonil-3,7-di(trifluorometil)quinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto

5.18)
O O Férmula molecular: CisHgN2O4Fs
i
FsC N: o™~ P.M.: 370 g/mol
. Punto de fusion: 112-113 °C
'§+ CF, Aspecto: Sélido amarillo.
o

Rendimiento: 2%

IR (KBr): 3112 (d, vC-H Ar), 1750 (f, \C=0), 1350 (f, vN-6xido), 1268 (m, vC-O), 1159 (m,
VCFs), 1118 (m, vC-F) cm.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): 6 ppm: 8,93 (s, TH, Hg); 8,79 (d, 1H, Hs, Js6s = 9,0 Hz); 8,16
(dd, TH, He¢, Js.s = 9,0 Hz, Jss = 1,4 Hz); 4,60 (q, 2H, CHy); 1,47 (t, 3H, CH3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 42,16 2,16 7,56
Hallado 42,21 1,96 7,49
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

6-Cloro-2-etoxicarbonil-7-morfolino-3-trifluorometilquinoxalina-1- N-6xido

(Compuesto 6.1)

Férmula molecular: CisHisN3O4F;Cl
P.M.: 405,76 g/mol

Punto de fusién: 152-153°C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 36%

IR (KBr): 2975 (d, vC-H Ar), 1748 (f, IC=0), 1439 (f, LC-N), 1369 (m, vN- éxido), 1177 (m,
C-F) cm ™.

H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,27 (s, 1 H, Hs); 7,98 (s, 1H, Hs); 4,59 (q. 2H, CHy);
3,97-3,95 (m, 4H, 2xCH,-O-morfolina); 3,33-3,31 (m, 4H, 2xCH,-N-morfolina); 1,46 (t, 3H,
CHs).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 47,34 3,69 10,35
Hallado 47,29 3,63 10,58

6-Cloro-2-furoil-7-morfolino-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 6.2)

FSrmula molecular: CigHi3N3;OsF;Cl
P.M.: 443,76 g/mol

Punto de fusién: 225-226 °C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 12%

IR (KBr): 3127 (d, vC-H Ar), 1667 (f, LL=0), 1442 (f, 1C-N), 1360 (f, vN-6xido), 1171 (m, VC-F)
cm.

TH-NMR (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,67 (s, 1H, Hs), 7,95 (s, 1H, Hg); 7,65 (d, 1H, Hs, J5.s- =
1,5 Hz); 7,48 (d, 1H, Hs, J;»» = 3,6 Hz); 6,70 (dd, TH, Hs, Js3 = 3,6 Hz, J,.5= 1,5 Hz); 3,95-
3,93 (m, 4H, 2xCH,-O-morfolina); 3,34-3,31 (m, 4H, 2xCH2-N-morfolina).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 48,70 2,93 9,47
Hallado 48,32 3,39 9,04
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

6-Cloro-2-furoil-7-morfolino-3-trifluorometilquinoxalina 1- NV-6xido

(Compuesto 6.3)

) Férmula molecular: CisHisN3O4F;Cl
O vl P.M.: 427,76 g/mol
m < \ O/ Punto de fusién: 218-219 °C
P Cean .
cl N CF, Aspecto: Sélido amarillo.

Rendimiento: 14%

IR (KBr): 3127 (d, vC-H Ar), 1656 (f, LC=0), 1466 (f, vC-N), 1362 (d, vN-6xido), 1176 (m, C-

F) cm™.

TH-NMR (CDCl3, 400 MHz): d ppm: 8,32 (s, 1H, Hs); 7,98 (s, TH, Hg); 7,63 (s, 1H, Hs); 7,41
(d, TH, Hz, J5-»= 3,7 Hz); 6,68 (dd, 1H, Hy, J.5= 0,9 Hz, J,3 = 3,1 Hz); 3,97-3,94 (m, 4H,
2xCH3-O-morfolina), 3,33-3,31 (m, 4H, 2xCH,-N-morfolina).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 50,52 3,04 9,82
Hallado 50,26 3,29 9,58

6-Dimetilamino-2-isobutitil-7-morfolino-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- V-

oxido (Compuesto 6.4)

Férmula molecular: CioHz3N4O4F3
P.M.: 428,41 g/mol

Punto de fusién: 152-153°C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 36%

IR (KBr): 2970 (d, vC-H Ar), 1716 (f, LC=0), 1462 (f, C-N), 1354 (f, vN- 6xido), 1163 (m, vC-
F) cm™.

TH-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 7,82 (s, 1H, Hs); 7,77 (s, TH, Hg); 3,95-3,93 (m, 4H,
2xCH,-O-morfolina); 3,35-3,33 (m, 4H, 2xCH,-N-morfolina); 3,20-3,13 (m, TH, CH); 3,06
(s, 6H, (CH3)2-CH); 1,33 (s, 3H, CH3-N); 1,31 (s, 3H, CH3-N).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 53,27 5,37 13,08
Hallado 53,25 5,73 12,89
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Isobutitil-6,7-dimorfolino-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- /N-6xido

(Compuesto 6.5)

Férmula molecular: CyH2sN4OsF;
P.M.: 470,44 g/mol

Punto de fusién: 200-201°C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 18%

IR (KBr): 2945 (d, vC-H Ar), 1710 (f, ,IC=0), 1468 (f, LC-N), 1358 (f, v- 6xido), 1117 (m, vC-
F) cm.
H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 7,92 (s, TH, Hs); 7,82 (s, TH, Hg); 3,99-3,84 (m, 8H,

4xCH>-O-morfolina); 3,43-3,39 (m, 8H, 4xCH,-N-morfolina); 3,20-3,09 (m, 1H, CH); 1,32 (s,
6H, 2xCH3).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 53,61 5,31 11,91
Hallado 53,80 5,39 11,81

2-Acetil-6-fluoro-7-tiomofolino-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 6.6)

Férmula molecular: CisHisNsOsFs$

P.M.: 391,34 g/mol

Punto de fusién: 215-216°C

Aspecto: Sélido amarillo.

Rendimiento: 17%

IR (KBr): 2919 (d, vC-H Ar), 1728 (f, IL=0), 1488 (f, vC-N), 1357 (f, vN- 6xido), 1186 (m, C-
F) cm™.

TH-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,20 (d, 1H, Hs, Jsr = 12,7 Hz); 7,81 (d, TH, Hs, Jor =
8.0 Hz); 3,76-3,74 (m, 4H, 2xCH,-N-tiomorfolina); 2,87-2,85 (m, 4H, 2xCH,-S-tiomorfolina);
2,70 (s, 3H, CHs3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 46,03 3,32 10,70
Hallado 46,18 3,71 10,60
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Resultados y discusién: Caracterizacién de los compuestos

2-Metoxicarbonil-7-[4-(4-fluorofenil)-piperazin-1-il]-3-

trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto 6.7)

Férmula molecular: Co1HisN4O4F,4
P.M.: 466,39 g/mol

Punto de fusién: 185-186 °C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 47%

IR (KBr): 2955 (d, vC-H Ar), 1747 (f, ,C=0), 1477 (f, C-N), 1338 (f, vN- éxido), 1142 (m, vC-
F) cm.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,45 (d, 1H, Hs, Jss = 9,7 Hz); 7,67 (d, 1H, Hg, Jss= 2,6
Hz); 7,56 (dd, 1H, He, Js.5 = 9,7 Hz, Jss= 2,7 Hz); 7,04-7,00 (m, 2H, Hs + Hs); 6,97-6,93
(m, 2H, Hz + Hg¢); 4,09 (s, 3H, CHs); 3,76-3,73 (m, 4H, 2xCH,-piperazina); 3,33-3,30 (m,
4H, 2xCH,-piperazina).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 54,07 3,86 12,01
Hallado 53,84 4,17 11,93

2-Acetil-6-fluoro-7-morfolino-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- NV-6xido

(Compuesto 6.8)

Férmula molecular: Ci5Hi3N3O4F;
P.M.: 375,28 g/mol

Punto de fusién: 198-200°C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 5%

IR (KBr): 2859 (d, vC-H Ar), 1729 (f, ,LC=0), 1478 (f, LC-N), 1364 (f, vN- 6xido), 1164 (m, vC-
F) cm™.

TH-NMR (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,24 (d, 1H, Hs, Jsr = 13,2 Hz); 7,69 (d, TH, Hs, Jsr = 8,1
Hz); 3,81-3,79 (m, 4H, 2xCH,-O-morfolina); 3,37-3,35 (m, 4H, 2xCH,-N-morfolina); 2,59 (s,

3H, CHa).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 48,01 3,49 11,20
Hallado 48,01 3,98 10,76
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2-Acetil-6,7-dimotfolino-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 6.9)

0/\ o 0 Férmula molecular: CioHxN4OsF3
N N*\\’f‘\ P.M.: 442,39 g/mol
I:E . Punto de fusién: 212-213°C
N l;i* CF; Aspecto: Sélido amarillo.
0\) o Rendimiento: 1%

IR (KBr):

H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 7,70 (s, TH, Hs), 7,63 (s, 1H, Hg); 3,85-3,78 (m, 8H,
4xCH,-O-morfolina); 3,42-3,37 (m, 2H, CHj;-N-morfolina); 3,30-3,25 (m, 6H, 3xCH»-N-
morfolina); 2,59 (s, 3H, CH3).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 51,58 4,78 12,66
Hallado 51,39 4,84 12,27

2-Acetil-6-fluoro-7-(piperidin-1-il)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- /N-6xido

(Compuesto 6.10)
o o Férmula molecular: CigHisN3OsF4
O. N P.M.: 373,30g/mol
:@: ‘fk Punto de fusién: 176-177 °C
F N cF, Aspecto: S6lido amarillo.
0 Rendimiento: 20%

IR (KBr): 2939 (d, vC-H Ar), 1730 (f, LC=0), 1484 (f, LC-N), 1358 (f, v- 6xido), 1164 (m, vC-
F) cm™.

H-NMR (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,19 (d, TH, Hs, Jsr = 13,3 Hz); 7,64 (d, 1H, Hs, Jsr= 8,0
Hz); 3,39-3,32 (m, 4H, 2xCH,-N-piperidina); 2,59 (s, 3H, CH3); 1,73-1,67 (m, 4H, 2xCH>-CH.-
N-piperidina); 1,66-1,59 (m, 2H, CH,-CH,-CH>-N-piperidina).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 51,47 4,02 11,26
Hallado 51,39 4,03 11,22
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2-Acetil-6,7-di(piperidin-1-il)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido

(Compuesto 6.11)
o 0 Férmulamolecular: C5H25N4OsF;
O« ﬁ:fk P.M.: 438,44 g/mol
:@: . Punto de fusién: 178-179 °C
O l:l+ CF, Aspecto: Solido amarillo.
o Rendimiento: 18%

IR (KBr): 2940 (f, vC-H Ar), 1734 (f, LC=0), 1469 (f, vC-N), 1357 (f, v\- 6xido), 1164 (m, vC-
F) cm.
H-NMR (CDCl3;, 400 MHz): & ppm: 7,66 (s, 1H, Hs); 7,60 (s, TH, Hg); 3,33-3,29 (m, 4H,

4xCH-N-piperidina); 3,28-3,21 (m, 4H, 4xCH-N-piperidina); 2,58 (s, 3H, CHj3); 1,76-1,68 (m,
8H, 4xCH2-CH,-N-piperidina); 1,65-1,58 (m, 4H, 2xCH>-CH,-CH»>-N-piperidina).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 57,53 5,70 12,78
Hallado 57,57 5,69 12,72

2-Acetil-6-fluoro-7-(4-hidroxipiperidin-1-il)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-

N-6xido (Compuesto 6.12)

Férmula molecular: CisHisN3O4F,
P.M.: 389,30g/mol

Punto de fusién: 173-174 °C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 21%

IR (KBr): 3373 (d, vOH), 2922 (d, vC-H Ar), 1729 (f, LC=0), 1488 (f, vC-N), 1331 (f, vN-
6xido), 1160 (m, vC-F) cm.

TH-NMR (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,19 (d, TH, Hs, Jsr = 13,2 Hz,); 7,65 (d, 1H, Hs, Js.r =
8,2 Hz); 4,85 (d, 1H, OH, Jop.c = 4,1 Hz); 3,79-3,72 (m, 1H, CH); 3,64-3,59 (m, 2H, 2xCH-
N-piperidina); 3,21-3,15 (m, 2H, 2xCH-N-piperidina); 2,59 (s, 3H, CHs); 1,93-1,89 (m, 2H,
2xCH-CH-OH); 1,60-1,51 (m, 2H, 2xCH-CH-OH).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,35 3,85 10,79
Hallado 49,02 4,04 10,40
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2-Acetil-6,7-di(4-hidroxipiperidin-1-il)-3-trifluorometilquinoxalina 1,4-di-/N-
oxido (Compuesto 6.13)

Férmula molecular: CoH25N4OsF;
P.M.: 470,44 g/mol

Punto de fusién: 201-202 °C
Aspecto: Solido amarillo.
Rendimiento: 12%

IR (KBr): 3443 (m, vOH), 2932 (d, vC-H Ar), 1730 (f, LC=0), 1470 (f, LC-N), 1365 (f, VN-
6xido), 1194 (m, vC-F) cm™.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 ppm: 7,67 (s, TH, Hs), 7,61 (s, TH, Hs); 4.84 (d, 2H, 2xOH,
Jorcr = 4,0 Hz); 3,74-3,64 (m, 6H, 2xCH-OH + 4xCH-N-piperidina); 2,98-2,87 (m, 4H,
4xCH-N-piperidina); 2,58 (s, 3H, CHs); 1,96-1,93 (m, 4H, 4xCH-CH-OH); 1,63-1,55 (m, 4H,
4xCH-CH-OH).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 53,61 5,61 11,91
Hallado 53,29 5,63 11,68

2-Acetil-6-fluoro-7-[4-(3,4-metilendioxibencil)-piperazin-1-il]-3-

trifluorometilquinoxalina 1,4-di- N-6xido (Compuesto 6.14)

¢ @

o K/N]@:"‘:l/k

IR (KBr): 2816 (d, vC-H Ar), 1733 (f, «C=0), 1481 (f, vC-N), 1364 (f, vN- 6xido), 1168 (m, vC-
F) cm™.

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,21 (d, 1H, Hs, Js.r = 13,0 Hz); 7,66 (d, 1H, Hs, Jor =
8,0 Hz); 6,90 (s, TH, Hx); 6,87 (d, 1H, He, Js.5= 7,9 Hz); 6,79 (d, TH, Hs, J5:s = 8,0 Hz);
6,00 (s, 2H, O-CH»>-O); 3,47 (s, 2H, CH2-N); 3,38-3,36 (m, 4H, 2xCH,-N-Quinoxalina); 2,59
(s, 3H, CH3); 2,58-2,54 (m, 4H, 2xCH>-N-CH).

Férmula molecular: Cz3H20N4OsF,
P.M.: 508,42 g/mol

Punto de fusién: 149-150 °C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 27%

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 54,33 3,93 11,02
Hallado 54,17 4,24 10,87
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2-Acetil-6-fluoro-7-(4-morfolino-piperidin-1-il)-3-(trifluorometil)quinoxalina

1,4-di- N-6xido (Compuesto 6.15)

Férmula molecular: CooH22N4O4F4
P.M.: 458,41 g/mol

Punto de fusién: 198-199°C
Aspecto: Solido amarillo.
Rendimiento: 64%

IR (KBr): 2958 (d, vC-H Ar), 1732 (f, LIC=0), 1478 (f, vC-N), 1362 (f, vN- 6xido), 1168 (m, vC-
F) cm™.

H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5 ppm: 8,20 (d, 1H, Hs, Jsr = 13,1 Hz); 7,66 (d, 1TH, Hs, Js.r= 8,0
Hz); 3,82-3,75 (m, 2H, 2xCH-N-piperidina); 3,60-3,56 (m, 4H, 2xCH,-O-morfolina); 3,06-
3,00 (m, 2H, 2xCH-N-piperidina); 2,59 (s, 3H, CHj3); 2,52-2,46 (m, 4H, CH>-N-morfolina);
2,46-2,41 (m, TH, CH-N); 1,97-1,93 (m, 2H, 2xCH-CH-piperidina); 1,62-1,52 (m, 2H, 2xCH-
CH-piperidina).

Anélisis elemental: %C %H %N
Calculado 52,40 4,80 12,22
Hallado 52,21 4,95 11,94

2-Acetil-6-fluoro-7-[4-(2-nitro-4-trifluorometilfenil)-piperazin-1-il]-3-

trifluorometilquinoxalina 1,4-di- V-6xido (Compuesto 6.16)

F1C
Férmulamolecular: CoHigNsOsF;
P.M.: 563,38 g/mol

Punto de fusién: 234-235 °C
Aspecto: Sélido amarillo.
Rendimiento: 30%

IR (KBr): 3074 (d, vC-H Ar), 1721 (f, LL=0), 1475 (f, vC-N), 1366 (f, vN- éxido), 1326 (f,
WNOy), 1170 (m, vC-F) cm.

TH-NMR (CDCl;, 400 MHz): d ppm: 8.25 (d, 1H, Hs, Jsr = 13,0 Hz); 8,21 (d, TH, Hsz, J35 =
1,3 Hz); 7,92 (dd, TH, Hs, Js-3» = 1,6 Hz, J5ss = 8,6 Hz); 7,67 (d, 1H, Hs, Jssr = 8,1 Hz);
7,51 (d, TH, He, Js:5 = 8,7 Hz); 3,61-3,54 (m, 4H, 2xCH3-N-2-nitro-4-trifluorometilfenilo);
3,43-3,39 (m, 4H, 2xCH>-N-Quinoxalina); 2,60 (s, 3H, CH3).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 46,89 2,84 12,43
Hallado 47,01 3,19 12,32
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6-Cloro-2-etoxicarbonil-7-morfolino-3-trifluorometilquinoxalina (Compuesto

6.17)

Férmula molecular: CisHisNsOsF;Cl
P.M.: 389,76 g/mol

Punto de fusién: 92-93°C

Aspecto: Solido amarillo.
Rendimiento: 43%

IR (KBr): 2985 (d, vC-H Ar), 1742 (f, LL=0), 1469 (f, LC-N), 1183 (m, vC-F) cm™.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & ppm: 8,29 (s, 1H, Hs); 7,70 (s, 1H, Hs); 4.58 (q, 2H, CH,);
3,98-3,96 (m, 4H, 2xCH>-O-morfolina); 3,31-3,28 (m, 4H, 2xCH>-N-morfolina); 1,48 (t, 3H,
CHs).

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,31 3,88 10,78
Hallado 49,23 3,57 10,92

2-Metil-3-trifluorometilquinoxalina-1,4-di- V-6xido (Compuesto 7.1)

o
,:r
Crx
N*"CF,
o
IR (KBr): 3110 (d, vC-H Ar), 1352 (f, vN-6xido), 1147 (m, vC-F).

TH-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,51 (t, 2H, Hs + Hs, Js5 = 9,1 Hz); 8,08-8,03 (m, 1H,
H6); 8,0]-7,97 (m, ]H, H7); 2,70 (dd, 3H, CH3, -/CH3»CF3= 6,1 HZ, -/CH3~CF3= 3,1 HZ)

Férmula molecular: CioH7N2O,F3
P.M.: 244,17 g/mol

Punto de fusién: 131-132°C
Aspecto: Solido amarillo.
Rendimiento: 20%

Analisis elemental: %C %H %N
Calculado 49,18 2,86 11,47
Hallado 49,37 2,96 11,34
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Tabla 21. Caracterizacion de los productos re-sintetizados seleccionads para su evaluacion in

vitro.
Comp. Caracterizacién
Férmula molecular: C;;HiN2O4F; P.M.: 364,28 g/mol.
IR (KBr): 3077 (d, vC-H Ar), 1659 (f, LC=0), 1339 (f, vN-6xido), 1177 (m, C-
F) cm™.
1.2 'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,60 (d, 1H, Hs Js.s = 9,5 Hz); 7,91 (d, 2H,
’ Hx + Heg); 7,87 (d, TH, Hg, Jos = 2,5 Hz); 7,71 (dt, 2H, Hs + Hs); 7,57 (dd, TH,
Ha, Jy2eo= 1,2 Hz, Jy35= 8,1 HZ); 7,55 (m, TH, He )
Anélisis elemental CHN: Calculado: C: 56,05%; H: 3,04%; N: 7,69%. Hallado:
C: 55,50%:; H: 2,97%:; N: 7,48%.
Férmula molecular: CisH;N>OsFs P.M.: 370,23 g/mol.
IR (KBr): 3061 (d, vC-H Ar), 1687 (f, 1C=0), 1354 (f, vN-6xido), 1181 (m, vC-F)
cm ™,
1.7 TH-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,52 (dd, 1H, Hs, Jsr= 7,1 Hz, Jsr = 9,1
’ Hz ); 8,40 (dd, 1H, H8, Jers = 7,1 Hz, Jsr» = 9,1 Hz ); 7,89 (dd, 2H, Hx + Hs);
7,73 (t, TH, Ha); 7,58 (t, 2H, Hs + Hs).
Anélisis elemental CHN: Calculado: C: 51,91%; H: 1,91%; N: 7,57%. Hallado:
C: 51,99%; H: 1,97%:; N: 7,43%.
Férmula molecular: Ci4H;N>OsF3S P.M.: 340,28 g/mol.
IR (KBr): 3103 (d, vC-H Ar), 1653 (f, LC=0), 1361(f, vN-6xido), 1185 (m, vC-F)
cm .
TH-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 ppm: 8,61 (dd, 1H,J = 1,4 Hz, J = 8,6 Hz,); 8,33
1.8 (dd, 1H, J = 1,3 Hz, J = 8,4 Hz); 8,03 (ddd, 1H, J = 1,3 Hz, ) = 6,8 Hz, J =
8,3 Hz,); 7,96 (ddd, 1H, J = 1,3 Hz,J = 7,0 Hz, J = 8,4 Hz,); 7,86 (dd, 1H, J
=1,1Hz,J =49 Hz); 7,52 (dd, 1H, J = 0,7 Hz, ) = 3,8 Hz,); 7,18 (m, 1H).
Anélisis elemental CHN: Calculado: C: 49,42%; H: 2,07%; N: 16,75%.
Hallado: C: 49,14%; H: 2,08%; N: 7,83%.
Férmula molecular: Ci4HsN,OsFsS P.M.: 376,26 g/mol.
IR (KBr): 3070 (d, vC-H Ar), 1665 (f, LL=0), 1341 (d, vN-6xido), 1184 (m, vC-
F) cm.
1.9 TH-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,50 (ddd, 1H, Hg, J = 2,5 Hz, ) = 7,2 Hz,
) J = 9,5 Hz,); 8,41 (ddd, TH, Hs); 7,90 (m, 1H, H3); 7,60 (m, 1H, Hs), 7,22 (td,
TH, H).
Andlisis elemental CHN: Calculado: C: 44,69%; H: 1,34%; N: 25,25%.
Hallado: C: 44,29%; H: 1,38%; N: 7,34%..
Férmula molecular: Ci4H;N.O4F; P.M.: 324,21g/mol.
IR (KBr): 3116 (d, vC-H Ar), 1670 (f, LC=0), 1349 (d, vN-6xido), 1148 (m, 1C-
F) cm™.
H-NMR (CDCl;, 400 MHz): 6 ppm: 7,68 (dd, 1H, J = 0,7 Hz, ) = 1,6 Hz); 7.63
1.10 (dd, TH,J = 0,7 Hz, J = 1,6 Hz); 7,56 (d, 1H, J = 1,4 Hz); 7,33 (dd, 1H, J =
0,7 Hz, J = 3,6 Hz); 7,29 (dd, 1H, J = 0,8 Hz, J = 3,6 Hz); 6,61 (ddd, 2H, );
4,40 (s, 2H); 1,59 (s, 3H).
Anélisis elemental CHN: Calculado: C: 51,86%; H: 2,18%; N: 8,64%. Hallado:
C: 51,76%; H: 2,27%; N: 8,52%.
Férmula molecular: Ci4HsN2O4Fs P.M.: 360,19g/mol.
IR (KBr): 3127 (d, \C-H Ar), 1665 (f, LL=0), 1357 (d, vN-6xido), 1206 (m, vC-
0), 1159(m, VC-F) cm.
111 TH-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,50 (dd, 1H, Hs, J = 7,1 Hz); 8,41 (dd, 1H,
' Hs, Jss = 7,1 Hz); 7,66 (dd, 1H, Hs, J5»= 1,5 Hz); 7,51 (dd, 1H, Hs, J5.p = 3,7
Hz); 6,73 (dd, TH, Hs, Js3= 1,6 Hz, J5»= 3,6 Hz).
Anaélisis elemental CHN: Calculado: C: 46,68%; H: 1,40%; N: 7,78%. Hallado:
C: 46,38%; H: 1,71%; N: 7,39%.
Férmula molecular: C;;HsNOsFs P.M.: 308,16 g/mol.
117 IR (KBr): 3061 (d, vC-H Ar), 1736 (f, «=0), 1351 (d, vN-6xido), 1168 (m, LC-

F) cm™.
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TH-NMR (CDCl;, 400 MHz): d ppm: 8,46 (dd, 1H, J = 7,1 Hz, ) = 9,2 Hz); 8,41
(dd, TH, J = 7,1 Hz, J = 9,1 Hz); 2,71 (s, 3H).

Analisis elemental CHN: Calculado: C: 42,87%; H: 1,64%; N: 9,09%. Hallado:
C: 42,93%; H: 1,63%; N: 9,01%

Férmula molecular: Ci4sHi3N2OsF; P.M.: 314,26g/mol.

IR (KBr): 2975 (d, vC-H Ar), 1712 (f, ,IC=0), 1352 (d, vN-6xido), 1162 (m, vC-F)
cm,

1.23 'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & ppm: 8,66 (dd, 1H,J = 1,7 Hz, ) = 8,2 Hz); 8,59
(dd, TH, J = 1,6 Hz), 8,30 Hz); 7,99 (m, 2H); 1,41 (s, 9H).

Analisis elemental CHN: Calculado: C: 53,51%; H: 4,17%; N: 8,91%. Hallado:
C: 53,42%; H: 4,07%; N: 8,72%.

Férmula molecular: CisH;N2OsFs P.M.: 350,24 g/mol.

IR (KBr): 2983 (d, vC-H Ar), 1709(f, LC=0), 1348 (d, vN-6xido), 1157 (m, LC-F)
cm.

1.24 'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & ppm: 8,45 (dd, 1H, Hs,J = 7,1 Hz, J = 9,1 Hz);
8,40 (dd, TH, Hg, J = 7,1 Hz, ) = 9,1 Hz); 1,41 (s, 9H, 3xCHs).

Analisis elemental CHN: Calculado: C: 48,01%; H: 3,17%; N: 8,00%. Hallado:
C: 47,95%:; H: 3,57%; N: 8,08%.
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41. Reaccién de Beirut

41.1. Sintesis de los derivados de quinoxalina de las series 1 y 5

Como se indica en la Figura 64, a la hora de llevar a cabo la sintesis mediante el método

convencional de los derivados de la series 1 y 5 se encontraron importantes limitaciones, como

los bajos rendimientos obtenidos, los elevados tiempos de reaccién requeridos y la compleja

purificacién por la elevada cantidad de subproductos.

Como se ha comentado en el apartado 30 de material y métodos, teniendo en cuenta

estas limitaciones se optd por optimizar un nuevo método de sintesis empleando la SAM (Figura

62).

METODOS DE SINTESIS TRADICIONALMENTE UTILIZADOS POR

NUESTRO GRUPO
o o
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Figura 62. Nueva estrategia de sintesis para los derivados de las series 1y 5.
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41.1.1. Comparativa de los métodos de sintesis utilizados: Convencional vs microondas

Para determinar si los métodos de SAM (Ib-1 y Vb) ofrecian las ventajas buscadas, se llevd
a cabo una comparacién de ambos métodos teniendo en cuenta los dos pardmetros de mayor
interés, rendimientos y tiempos de reaccién. Para ello, se sintetizaron por duplicado un total de
19 compuestos, 9 pertenecientes a la serie 1 (1.2, 1.7-1.11, 1.17, 1.23 y 1.24) y 10 pertenecientes a
la serie 5 (5.6-5.8, 5.10-5.12 y 5.14-5.17).

Rendimientos de reaccién

Como se muestra en la Gréfica 1, la utilizacién del método de SAM proporcioné un
incremento de los rendimientos de reaccién en 16 de los 19 compuestos re-sintetizados. El
aumento més destacable se observd en el compuesto 5.16, donde el rendimiento se incrementd
en més de 20 veces, pasando de obtener un 1% de rendimiento mediante el método
convencional a un 22% gracias al método en microondas. También destacan las mejoras
obtenidas en los compuestos 5.6, 5.10 y 5.15, en los que se aumenté el rendimiento de reaccién

en mas de 8 veces.

Rendimientos de reaccion
40%

35%
30%
25%

20%

O Tradicional

0, .
15% m Microondas

Rendimiento

10%

5%

0%
~

N ~ i N
IH TS ITLRIESLSE ST YT oS
~ o~ N N N oW e e

Compuesto

Gréfica 1. Comparacién de los rendimientos de reaccién obtenidos mediante el método

convencional (la/Va) y el nuevo método en microondas (1b-1/Vb).

Los resultados observados indican que la mejoria en los rendimientos obtenidos mediante
el uso del microondas es superior en los derivados de la serie 5 que en los derivados de la serie 1,
posiblemente por la diferencia estructural localizada en la posicién 2 (serie 1: cetona- serie 5:
éster) y por el perfeccionamiento del método de sintesis de la serie 5, ya que se disponia de una
mayor experiencia cuando se llevé a cabo.

Ademds los resultados indican, més claramente en los datos para la serie 5, que los

derivados con sustituyentes halogenados en las posiciones Rs y/o R; del anillo de quinoxalina
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muestran un mejor rendimiento mediante el método en microondas que los que no poseen este
tipo de sustituyentes.

Este aumento de rendimiento observado es también atribuible a la simplificacion del
método de purificacién del producto final. Ademaés, el nuevo método permitié reducir en gran
medida la cantidad de disolvente empleada, con las ventajas econdmicas y medioambientales

que puede suponer a gran escala.

Tiempos de reaccién

Otro pardmetro que se perseguia mejorar era el tiempo de reaccién, ya que en general
mediante los métodos convencionales (la/Va) se requerian tiempos elevados de reaccién que
llegaban incluso a los 7 dias. Como se muestra en la Tabla 22, los nuevos métodos de sintesis en
microondas (Ib-1/Vb) permitieron una importante reduccién de estos tiempos, pasando de horas
y dias a escasamente una hora de reaccién, con el importante avance que esto supone. Valga de
ejemplo el compuesto 5.12, cuya sintesis mediante el método Va requirié 7 dias y mediante el
nuevo método Vb se consiguid reducir a 52 minutos, lo cual supone una disminucién de casi 200
veces en el tiempo de reaccién.

Esta gran reduccién en los tiempos de reaccién supone, sin duda alguna, una ventaja
crucial del nuevo método de sintesis en microondas frente al anterior método de sintesis
empleado.

Tabla 22. Comparacién de los tiempos de reaccién obtenidos mediante el método tradicional

(la/Va) y el nuevo método en microondas (Ib/Vb).

TIEMPO DE REACCION

Método Convencional Método Microondas
COMPUESTO (la/Vla) (1b/Vib)
1.2 1-5 dias 60 min
1.7 24 horas 45 min
1.8 1-5 dias 60 min
1.9 56 horas 50 min
1.10 1-5 dias 60 min
1.1 5 dias 55 min
1.17 3 dias 60 min
1.23 1-5 dias 60 min
1.24 3 dias 50 min
5.6 1dia 50 min
5.7 2 dia 50 min
5.8 1dia 60 min
5.10 3 dias 50 min
5.11 4 dias 70 min
5.12 7 dias 52 min
5.14 1dia 65 min
5.15 1dia 65 min
5.16 15 horas 50 min
5.17 1 dia 50 min
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41.2. Optimizacién de la sintesis del compuesto 7.1

Nuestro grupo de trabajo tenia una amplia experiencia en la sintesis de este tipo de
compuestos pero poseyendo un grupo metilo en ambas posiciones, R, y Rs, del anillo de
quinoxalina. El método de sintesis que se empleaba para obtener este tipo de compuestos se
muestra en la Figura 63. La base condensante empleada en esta reaccién actuaba también como
disolvente. Cuando se empleaban BFXs con sustituyentes electrodonantes (CH; o CH3O) o sin
sustituir, Unicamente se empleaba pirrolidina, sin embargo, cuando se partia de BFXs con
sustituyentes electroatrayentes (Cl, F o CF3;) se empleaba una mezcla de TEA y pirrolidina,
disminuyendo la cantidad de pirrolidina, con el fin de evitar una violenta reaccién que

degradaba los reactivos de reaccién.

o o TEA ?+
_N! )]\/ PIRROLIDINA @i-\\ CH,
(I_‘ ,0 + H;C I
N 0-5°C TJ' CH;,
o

Figura 63. Esquema de sintesis utilizado para la obtencién de los compuestos anélogos al 7.1.

Para llevar a cabo la sintesis del compuesto 7.1 se utilizd este método de sintesis, sin
embargo, no se obtuvieron buenos resultados ya que la reaccién mostraba una elevada cantidad
de subproductos y el producto final no se pudo aislar. Se pensd, que al igual que ocurria con los
BFXs sustituidos por atomos halégenos, la presencia del grupo trifluorometilo en la butanona de
partida provocaba que la utilizacion de TEA y pirrolidina conducia a un desarrollo muy agresivo
de la reaccién con la consiguiente aparicion de multiples subproductos.

Debido a esto se decidié eliminar la pirrolidina de la reaccién y se decidié afadir tolueno
como disolvente de reaccién, como se indica en la Figura 64. El nuevo método optimizado,

método VII, permitié obtener el compuesto 7.1 en un buen rendimiento.

>

P_ o {’f CH

_N! METODO VII AN 3

o + FJCJI\/ > I

~ 7/ -~

N T CF,
L

Compuesto 7.1

Figura 64. Esquema de sintesis del compuesto 7.1 utilizando el método de sintesis optimizado VII:

TEA, tolueno, T2 amba/20-30 horas.
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42. Sustituciéon nucleofilica aromatica. Sintesis de los derivados de la
serie 6

La sintesis de los compuestos pertenecientes a la serie 6 se optimizd experimentalmente
modificando las condiciones de reaccién en base a los resultados obtenidos y a la informacién

bibliogréfica consultada.

Como se resume en la Figura 65, el método de sintesis se optimizé a través de tres

modificaciones experimentales a partir del método empleado inicialmente.

El método de eleccidn inicial para llevar a cabo la sustitucién nucleofilica consistid en el
uso de N,N-DMF a reflujo como disolvente de reaccién utilizando como intermedios de partida
(INT1) derivados de quinoxalina 1,4-di- N-6xido sustituidos por cloro en las posiciones R¢ y R7 del
anillo de quinoxalina. Mediante este método se sintetizaron los compuestos 6.1, 6.2 y 6.3. Como
se muestra en la Figura 65, la reaccion dio lugar a una mezcla del producto buscado, di-N-
6xidado y su andlogo mono-reducido, probablemente, debido al elevado tiempo de reacciéon y a
la elevada temperatura necesaria. El producto de interés, el derivado di-N-oxidado, ofrecia un
menor rendimiento que el andlogo mono-reducido y ademés, la mezcla de productos obtenida

dificultaba en gran medida la purificacién debido a la semejanza estructural.

Pese a que ya se conocia con anterioridad que el flior era un mejor grupo saliente que el
cloro en este tipo de reacciones, se decidié emplear en primer lugar intermedios sustituidos por
cloro por una cuestién de simplicidad sintética de los intermedios y un menor coste de reactivos.
Sin embargo, los resultados obtenidos comentados en el parrafo anterior obligaron a llevar a
cabo la 1® modificacion del método de sintesis. Se decidié continuar la sintesis utilizando las
mismas condiciones de reaccidén pero empleando como intermedios de partida (INT1) derivados
de quinoxalina 1,4-di-N-6xido sustituidos por fldor en las posiciones Re¢ y R;. Esta modificacién
permitié disminuir el tiempo de reaccién con respecto a los intermedios clorados. Esta
disminucién del tiempo estd relacionada con la gran capacidad electroatrayente del fldor, que
hace mas positivo al carbono al que estd unido, por lo tanto, serd més facilmente atacable por el
nucledfilo 289313314 Ademads, se evitd el problema de la aparicién de mezcla de productos mono-
reducidos y di-reducidos. De esta forma se obtuvieron los derivados 6.4, 6.5 y 6.6. Sin embargo,
los resultados no fueron los esperados, ya que Gnicamente el compuesto 6.6 se correspondia con
el derivado mono-sustituido buscado. Al caracterizar el producto 6.4 se comprobd que el
producto se habia mono-sustituido con la amina heterociclica, pero el flior de la otra posicién se
habia sustituido por la N,N-DMF, disolvente de la reaccién, probablemente por la elevada
temperatura utilizada en este método de sintesis. El producto 6.5 se correspondié con el
derivado di-sustituido por la amina heterociclica. Este hecho, junto con la dificultad encontrada
en la purificacién debido a la elevada cantidad de subproductos formados hizo necesario buscar

un nuevo método de sintesis.
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*Proveniente de la N.N-DMF

'S

ﬁ — e O

1?2 Modificacion N,N-DMF
Reﬂu]o R 0 Rs: -N(CH3)2*

‘ A N\
' —~ R
A

CF, "\ CF;

-F
6.1—6.6 /

22 Modificacién

DBU
Acetonitrilo

T amb.

Método
optimizado

So6lo con aminas heterociclicas
de un solo anillo

Figura 65. Proceso de optimizacién del método de sintesis empleado en la obtencién de los

derivados de la serie 6.

Tras una nueva revision bibliogréfica se comprobd que la presencia de una base podia
facilitar en gran medida la sustitucidn nucleofilica aromética y permitia realizar la reaccién a
temperatura ambiente. Ademés, se decidi® modificar el disolvente, N,N-DMF, por otro
disolvente también polar aprético, en este caso acetonitrilo.3'>3” Se decidié llevar a cabo la 22
modificacién, empleando como disolvente acetonitrilo y 1,8-Diazabicyclo [5.4.0] undec-7-en
(DBU) como base catalizadora, a temperatura ambiente (Figura 65). El método de sintesis
utilizado no ofrecié buenos resultados cuando se emplearon intermedios sustituidos por flior en
las posiciones R¢ y R; del anillo de quinoxalina. La reaccién se dio de manera instantdnea y
violenta y el derivado de quinoxalina se degradé. Utilizando este método sélo se consiguid

obtener el producto 6.7, el cual se sintetizaba a partir de un INT1 sustituido Unicamente por un
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fldor en la posicion Ra del anillo de quinoxalina. EIl DBU es una base muy fuerte y se propone

que sea esta la razén de la violenta reaccién observada que degradaba la quinoxalina.

Se sabe que la presencia de un flGor en posicidn orto con respecto al flior que sufre el
ataque nucleofilico tiene un efecto muy activante. Esto podria explicar que la reaccién se diera en
productos sustituidos con un flGor y no en los sustituidos con fldor en las posiciones R¢ y R del

anillo de quinoxalina,289.313.314

Esto llevé a introducir la 32 modificacién del método de sintesis. Se decidié utilizar el
mismo disolvente, acetonitrilo, y una base catalizadora mé&s débil que el DBU. Se eligié la
trietilamina (TEA). Gracias a este nuevo método se obtuvieron los productos 6.8-6.16. En todas
las reacciones llevadas a cabo por este método se obtuvo el derivado mono-sustituido de interés
en buen rendimiento. Ademads, se obtuvieron los derivados di-sustituidos cuando la amina
heterociclica utilizada presentaba un solo anillo. Cuando se utilizaron aminas con dos anillos la
di-sustitucién no se obtuvo, posiblemente por un impedimento estérico. Este nuevo método
ofrecié6 muy buenos resultados en cuanto a rendimientos, tiempos de reaccién y facilidad de

purificacién.
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43, Resonancia magnética nuclear de 'H. Acoplamientos protén-flior

En espectros de RMN-'H de moléculas orgénicas normalmente sélo se observaran los
acoplamientos entre protones. Sin embargo, en moléculas que posean otros nucleos con

momento magnético se podrén observar acoplamientos adicionales.

De todos los nicleos que son capaces de acoplarse con los protones los méas importantes
desde un punto de vista practico son el flior (*°F) y el fésforo (3'P). Esta importancia se debe a
dos razones principales, su elevada abundancia natural (100%) y su valor de nimero cuéntico de

espin (1/2).

Todos los compuestos presentados en este trabajo se caracterizan por la presencia de '°F en
diferentes posiciones de su estructura, lo que provoca acoplamientos adicionales 'H-F muy

caracteristicos en todas las moléculas.

Debido a esta caracteristica espectrocdpica peculiar presentada por los compuestos de este
trabajo a continuacién se muestran algunos ejemplos representativos de los acoplamientos que
provoca el °F sobre los protones vecinos cuando se encuentra sustituido en diferentes posiciones

del anillo de quinoxalina.
Ejemplo 1: Compuesto mono-sustituido con flGor en la posiciéon 7 del anillo de quinoxalina.
o o En este ejemplo (compuesto 5.16, Figura 66) se
F Hy {+ muestran los acoplamientos F-'H que se observan en
NS o N
todas las moléculas que presentan un atomo de fllor
Hﬁ -+’
N CF
H I -‘
o

unido a la posicion 7 del anillo de quinoxalina. El fldor en

th

esta posicidon provoca un desdoblamiento de las sefiales

Figura 66. Compuesto 5.16  correspondientes a los protones Hs, Hg y Hg mostrando
constantes de acoplamiento (Js) caracteristicas. En la Figura

67 se muestra el espectro de RMN-'H ampliado en las posiciones correspondientes a los protones

comentados. Estudiando los protones por separado se observa lo siguiente:

-Hs: La sefial correspondiente a este protén se corresponde con un doble doblete que
muestra dos constantes de acoplamiento. Una J con el protén vecinal He (Jss = 9,4 Hz)
observada en todos los compuestos mono-sustituidos y una J con el ¥F de la posicién 7 con un

valor de 4,8 Hz. Este valor es caracteristico entre un 'H y un '°F a una distancia de 4 enlaces.
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Figura 67. Espectro de RMN-1H del derivado 5.16. Se muestran las sefiales correspondientes a los

protones H5, H6 y HS.

-Hs: Al igual que en el caso de Hs, la sefial se corresponde con un doble doblete
presentando dos Js. En este caso la / de mayor intensidad es debida al acoplamiento con el °F

situados a 3 enlaces de distancia (Js-= 8,0 Hz). La / con Hg muestra un valor de 2,6 Hz.

-He: Al recibir la influencia de Hs, Hg y del ¥F la sefial obtenida para He es un doble
doblete desdoblado que muestra 3 Js (Jss = 2,6 Hz, Jor= 7,2 Hz y Js5 = 9,7 Hz). Se observa
que la J con el ¥F, a pesar de estar a una distancia de tres enlaces como en el caso de Hg,
presenta una intensidad menor (Js.r= 8,0 Hz vs Js.r= 7,2 Hz), lo que parece indicar que el fldor

de la posicién 7 estd més cerca de Hg que de He.
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Ejemplo 2: Compuesto di-sustituido con fldor en las posiciones 6 y 7 del anillo de quinoxalina.

o O En la Figura 69 se muestra el espectro de RMN-'H obtenido
I . .
F Hy N* CH para el compuesto 1.17 (Figura 68) ampliado en la posicidn de las
-~
3
m . sefiales correspondientes a los protones Hs y Hs. La sedal
T+
F H- ‘} CFy obtenida para cada protén se corresponde con un doble doblete
5o
. debido al acoplamiento con los dos atomos de fldor. Compuestos
Figura 68. Compuesto
117 di-sustituidos por otros atomos como Cl o CHs; presentados en
este trabajo muestran dos singletes como sefiales caracteristicas de
Hs Y Hs.
150Q
100
H; Hg
I l 500
/ H& ’ ’
|
o\ AT L
U I o NI i TP 0
g 2
8500 8450 8.400 8.350
Lppm (t1)

Figura 69. Espectro de RMN-1H del derivado 1.17. Se muestran las sefiales correspondientes a los

protones H5 y H8.

El desdoblamiento de las sefiales obtenidas para ambos protones se debe Unicamiente a
acoplamientos 'H-"’F ya que la distancia existente entre Hs y Hg impide un acoplamiento entre
ellos. Las Js obtenidas, idénticas para ambos protones, mostraron un valor de 7,1 Hz con el flGor

a cuatro enlaces de distancia y 9,2 Hz a tres enlaces de distancia.

Ejemplo 3: Compuesto sustituido por el grupo difluorometilo (CHF>) en la posicién 2 del anillo

de quinoxalina.

En este ejemplo se muestra la sefial obtenida para
| el protén del grupo CHF; presente en los derivados de

la serie 4 de este trabajo. Se muestra el espectro de

I
0
o
Z Z
EN 0
\ 7/

‘CHF; RMN-'H obtenido para el compuesto 4.2 (Figura 70)

(0} ampliado en la zona del protén de interés (Figura 71).

Figura 70. Compuesto 4.2.
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La sefal para este protén es muy peculiar e inconfundible con otros protones de la
molécula ya que se corresponde con un triplete muy amplio (7,48-7,21 ppm) debido al intenso
acoplamiento ™H-"F. El triplete obtenido muestra una J de 52,4 Hz, valor caracteristico entre un

un protén y un fldor situados a dos enlaces de distancia.

2 ] @

- 2 2 =
@ & &
~ ~

CDCl,

CHF,

500

ppm (11)

Figura 71. Espectro de RMN-1H del derivado 4.2. Sefial correspondiente al H del grupo CHF2 de

la posicién 2.
44, Resonancia magnética nuclear de *C. Acoplamientos carbono-fliior

Al igual que ocurre en los espectros de RMN-'H las sefiales correspondientes a los carbonos

obtenidas en el espectro de RMN-'3C desacoplado se desdoblan por el acoplamiento por el flGor.

A la hora de llevar a cabo el estudio de la sustitucién

0/\l C ? 0 de las posiciones 6 y 7 de los compuestos de la serie 6
K/ AN CH; explicado en el punto anterior se realiz6 también un
r N estudio de RMN-13C desacoplado. El estudio se llevd a cabo

Cs (l) utilizando el compuesto 6.8 (Figura 72). El espectro

Figura 72. Compuesto 6.8. obtenido permitié estudiar los acoplamientos caracteristicos
entre los carbonos de la molécula y el flGor presente tanto

en la posicién 6 del anillo de quinoxalina como en el grupo trifluorometilo de la posicién 3.

A continuacién se muestran ampliados los espectros correspondientes a los Cs y Cg (Figura

73), Cs y C7 (Figura 74), y C3 y CF; (Figura 75).
-Carbonos 5 y 8:

Como se muestra en la Figura 73 la sefial para ambos carbonos, debido a la cercania del
fldor sustituido en la posicién 6 del anillo de quinoxalina, se encuentra desdoblada obteniéndose
un doblete para cada carbono. Los dos dobletes obtenidos son claramente diferenciables entre si

por las diferentes constantes de acoplamiento mostradas. El Cs se encuentra a una distancia de
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dos enlaces del &tomo de flior, mostrando una Jes.r = 29,2 Hz. El doblete correspondiente al Csg

muestra una ./ de 4,7 Hz ya que en este caso la distancia en de 3 enlaces.
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Figura 73. Espectro de RMN-13C desacoplado del derivado 6.8. Sefiales correspondientes al C5 y
al C8.
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Figura 74. Espectro de RMN-13C desacoplado del derivado 6.8. Sefiales correspondientes al C6 y
al C7.

-Carbonos 6y 7:

Las sefiales obtenidas para los carbonos 6 y 7 (Figura 74), al igual que lo observado en los
carbonos 5 y 8, se correspondieron con dos dobletes. El Cg, directamente unido al dtomo de

fldor presenta una constante de acoplamiento de 259,3 Hz, valor tipico entre un carbono vy el
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dtomo de fluor al que estad unido directamente. El C; muestra una constante de acoplamiento con
el fldor de 10,6 Hz, un valor claramente inferior a la obtenida entre el Cs y el F pese a estar

también a 2 enlaces de distancia del fldGor.
-Carbono 3 y grupo CF3:

En la Figura 75 se muestran las sefiales obtenidas para el carbono de la posicién 3 del
anillo de quinoxalina y para el carbono del grupo trifluorometilo. El espectro se muestra muy
ampliado ya que las sefiales son débiles y dificiles de detectar dentro del espectro, caracteristica
habitual en el espectro de RMN-3C desacoplado de moléculas que poseen el grupo
trifluorometilo. Ambos carbonos se observan como cuadrupletes por la influencia de los tres

&tomos de fllor pero claramente diferenciables por las Js mostradas.

El C; se encuentra directamente unido al grupo trifluorometilo, por lo que recibe la
influencia de los 3 &omos de flGor a dos enlaces de distancia. Esto se observa en las constantes
de acoplamiento obtenidas, Jes.r= 34 Hz, valor tipico entre un carbono y un flGor separados por

dos enlaces.

El carbono perteneciente al grupo CF3 estd directamente unido al flior por lo que, como
ocurria en el Cg, las constantes de acoplamiento muestran una intensidad muy superior, Jer =

273,2 Hz.
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Figura 75. Espectro de RMN-13C desacoplado del derivado 6.8. Sefiales correspondientes al C3 y
grupo CFs.

45. Determinacién estructural de los derivados de la serie 6

Como se ha comentado en la seccién de material y métodos los derivados 6.8-6.16 de la
serie 6 se sintetizaron utilizando una SNAr en la que se emplearon como intermedios de partida

derivados de quinoxalina 1,4-di- N-6xido sustituidos por fldor en las posiciones 6 y 7 del anillo de
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quinoxalina. Estos intermedios se hicieron reaccionar con diferentes tipos de aminas heterociclicas
en presencia de acetonitrilo y TEA. Como resultado de la reaccién se obtuvo un producto mono-
sustituido por la amina heterociclica en uno de los &tomos halégenos y en el caso de las aminas

heterociclicas con un solo anillo se obtuvo ademas el producto di-sustituido.

La obtencién de un Udnico producto mono-sustituido indicaba que la sustitucién
nucleofilica se daba preferentemente en una de las dos posiciones halogenadas, 6 o 7. Para
identificar cual de los dos isdbmeros se obtenia se realizé un estudio mediante resonancia
magnética nuclear de protén (RMN-'H) utilizando para ello el compuesto 6.8, cuya sintesis se
muestra en la Figura 76. Se muestra como en la reaccién también se obtuvo el derivado di-

sustituido 6.9.

0 o o o 4a
" F N
N N
S TP e o
F N CF, oy YR
o o o 0\) o
F N 6.8
= CH, 7\ TEA +
) + HN o0 — o
F \—y

1:4' CF, Acetonitrilo

Figura 76. Sintesis de los compuestos 6.8 y 6.9.

La RMN-H del compuesto 6.8 se muestra en la Figura 77. El espectro de la parte superior
de la Figura se corresponde con la parte aromética de la molécula, formada por dos sefiales
correspondientes a los 2 protones del anillo de quinoxalina, H’ y H”. El espectro de la parte
inferior de la Figura se corresponde con la parte alifatica de la molécula formada por los 8

protones del anillo de morfolina y por el grupo metilo de la posicién 2 de la molécula.

Las sefiales pertenecientes a los dos protones del espectro de la zona aromética aparecen
como dobletes debido al acoplamiento que sufren con el flGor unido al anillo de quinoxalina.
Analizando ambas sefales se comprueba como presentan dos constantes de acoplamiento (J)
diferentes. El doblete correspondiente a H* muestra una / de 13,2 Hz y el correspondiente a H”

presenta una ./ de 8,1 Hz.

Estos datos indican que H’ es el protén més cercano al flior por presentar la mayor
constante de acoplamiento con éste. La RMN-'H nos informa de que efectivamente nos
encontramos ante el producto mono-sustituido, sin embargo, no nos ofrece la informacién
necesaria para determinar en qué posicién se ha producido la sustitucién debido al similar

entorno molecular que presentan H> y H”.
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Figura 77. RMN-1H del compuesto 6.8: & ppm: 8,24 (d, TH, H’, JH’-F = 13,2 Hz); 7,69 (d, TH,
H”, JH”-F = 8,1 Hz); 3,80 (m, 4H, CH2, morfolina); 3,37 (m, 4H, CH2, morfolina); 2,59 (s,
3H, CH3).

Para determinar la estructura exacta del compuesto mono-sustituido obtenido se utilizé el
experimento NOESY, un estudio de resonancia bidimensional de acoplamiento entre protones a
larga distancia. El objetivo de este estudio era identificar la posicion, 5 u 8 en el anillo de
quinoxalina, que ocupan H’ y H” en funcién del acoplamiento con el grupo metilo de la
posicién 2 del anillo de quinoxalina. Esta informacién, debido a las diferentes constantes de
acoplamiento que presentan H’ y H” indicaria en qué posicién se encuentra el &tomo de fldor y

permitiria determinar la estructura exacta de la molécula.

En la Figura 78 se muestra, ampliado en las regiones de interés, el espectro obtenido en el

NOESY.
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Figura 78. Espectro obtenido en el experimento NOESY realizado sobre el compuesto 6.8.

El resultado obtenido en el espectro indica que existe un acoplamiento entre H” vy el
grupo CH; de la posicion 2. Este acoplamiento no se observa entre H y CHj. Este resultado
indicé que el protén H” es el mas cercano al grupo CH3, por lo tanto, se trataria del protén de
la posicion 8 del anillo de quinoxalina. Teniendo en cuenta que H” presenta una constante de
acoplamiento mas pequena con el flior que H’, esto significa que el flior se encuentra en la

posicién 6 del anillo de quinoxalina.

Para corroborar el resultado observado se llevd a cabo un estudio utilizando el software
Hyperchem profesional 8.0, el cual permitié obtener gréaficamente la conformacién de més baja
energia, por lo tanto la més estable. De esta manera se obtuvo la conformacién geométrica
mostrada en la Figura 79. La conformacién obtenida indica como el grupo carbonilo presenta
una rotacién que aproxima el grupo CHj3 de la posicién 2 al hidrégeno de la posicién 8 del anillo
de quinoxalina. Esta estructura estd en concordancia con el resultado observado en el NOESY,

que muestra un acoplamiento entre Hg y CHs.

Por lo tanto, se puede concluir que la sustitucién se estd dando de manera preferente en el
flior de la posicion 7 del anillo de quinoxalina obteniéndose el derivado mono-sustituido

indicado en la Figura 80.
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Figura 79. Conformacién de més baja energfa de la molécula en estudio obtenida utilizando

Hyperchem profesional 8.0.

El estudio no se llevd a cabo para todos los derivados pero por las similitudes entre el
método de sintesis y la estructura de los intermedios de partida empleados en la sintesis de los

derivados de la serie 6 se propone que el mecanismo de sustitucién haya sido el mismo.

Figura 80. Estructura del derivado 6.8 obtenido.
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46. Resultados y discusién de actividad biolégica /n vitro frente a
Trypanosoma cruzi

La actividad biolégica /n vitro de los nuevos derivados presentados en este trabajo ha sido
evaluada por el Grupo de Quimica Medicinal del Laboratorio de Quimica Orgénica de la
Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay) dirigido por el Dr. Hugo Cerecetto y la Dra.

Mercedes Gonzélez.

Todos los derivados de quinoxalina presentados en este trabajo fueron evaluados
biolégicamente /n vitro frente a la forma epimastigote de la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi. Un
grupo de compuestos pertenecientes a la serie 1 han sido evaluados también frente a las formas
epimastigote del clon CL Brener de 7. cruziy las cepas parcialmente resistentes a los compuestos
de referencia Nfx y Bnz, cepa Y y cepa Colombiana. Ademaés, se ha llevado a cabo la evaluaciéon
biolégica /in vitro de dos compuestos pertenecientes a la serie 1 frente a la forma tripomastigote

del clon CL brener de T. cruzi.

46.1. Actividad biolégica in witro frente a la forma epimastigote de la cepa
Tulahuen 2 de 7. cruzi Relaciones estructura-actividad biolégica

En las tablas 22-32 se muestran los sustituyentes que presenta cada derivado de
quinoxalina evaluado, los resultados de porcentaje de inhibicién a una concentracién de 25 uM
(% INH 25 uM) y la concentracién inhibitoria 50 (Clso) obtenidas para cada serie de nuevos
derivados de quinoxalina sintetizados y para el producto de referencia Nfx frente a la forma
epimastigote de la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi. La discusién de los resultados obtenidos se realiza
tomando como referencia los datos presentados por el Nfx. Los compuestos mas activos

obtenidos en cada serie se muestran coloreados en gris.

Como se muestra en la Tabla 23, un total de 34 compuestos pertenecientes a la serie 1
fueron evaluados biolégicamente obteniéndose muy buenos resultados. Los derivados 1.1-1.11 y
1.16-1.24 pertenecientes a esta serie habian sido sintetizados previamente en otros proyectos del
grupo.186:210248.250 Tomando como referencia la Clso que presenta el Nifurtimox sobre la cepa
Tulahuen 2 (7,7 uM), se observa que 31 de los 34 compuestos ensayados muestran un valor de
Clso inferior. Dentro de los buenos resultados de actividad /n vitro mostrados por los compuestos
de la serie 1 destacan los compuestos 1.1, 1.7, 1.17, 1.18 y 1.19 como los mas activos. Todos ellos

presentan un 100% de inhibicién del crecimiento de 7. cruziy valores de Clso inferiores a 1 uM.

El compuesto 1.17 presenta un valor de Clso de 0,39 uM, 20 veces méas potente que el

farmaco de referencia Nifurtimox.
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Tabla 23. Estructura y resultados biolégicos /in vitro correspondientes a los compuestos de la serie

Comp. Re R, R, % INH 25 uM®  Clso(uM)®
11 H H @ 100 0.9
1.2 H -OCH; ® 98 35
1.3 “H -CH; O 99 1.3
1.4 -CH; -CH; O 72 1.4
15 “H -l @ 90 3.0
1.6 -l -l 0 100 2.4
1.7 -F -F O 100 0.7
1.8 H H < 100 11
1.9 F F 7 100 2.8
1.10 “H “H 7 100 2.4
111 F F <7 100 2,5
1.12 H CFs 7 100 5.0
113 CF, H 7 100 4.8
1.14 H “H 100 1.4
115 F F 100 3.9
116 H H -CH; 100 3.0
117 F F -CH; 100 0.39
118 Cl cl -CH,CH; 100 0.78
1.19 F F -CH,CH; 100 0.5

1.20 “H H -CH(CH:) 100 >25
1.21 -l cl -CH(CHa) 100 1.4
1.22 F F -CH(CHa) 23 i
1.23 “H H _C(CH3)s 26 ]
1.24 F F _C(CH)s 100 4.9

1.25 H H ¢ Ha 100 16
1.26 F F ¢ Ha 100 2,5

1.27 H H ) 88.8 1.9
1.28 H _OCH; ) 89,1 4.3
1.29 H CH; ) 86.1 2.3
1.30 -CH; CH; Q) 89.6 2.2
1.31 H Cl ) 86,1 1,0
1.32 Cl Cl ) 89,3 1.3
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Tabla 23 (continuacién). Estructura y resultados biolégicos /in vitro correspondientes a los

compuestos de la serie 1.

Comp. Re R, R, % INH 25 uM®  Clso(uM)®
133 “H F @—s 95.6 11
1.34 F F @—s 91.8 0.6
Nfx 100 7.7

aPorcentaje de inhibicién del crecimiento. Inhibicién sobre la forma epimastigote de la cepa Tulahuen
2 de T. cruzia una concentracién de 25 uM. Los resultados son el valor medio de 3 experimentos con
una desviacién estandar menor al 10%.

bConcentracién inhibitoria 50. Los resultados son el valor medio de 3 experimentos con una

desviacién estdndar menor al 10%.

Dados los buenos resultados mostrados por los derivados con un grupo p-clorofenilo en la
posicién 2 (1.25, 1.26) previamente evaluados y la importancia que parece presentar la presencia
de flGor en la actividad biolégica, se decidié completar la serie 1 con los derivados 1.27-1.34,
todos ellos sustituidos por un grupo p-fluorofenilo en la posicién 2 del anillo de quinoxalina.
Todos ellos muestran valores de % INH (88-95%) algo inferiores al Nfx (100%), sin embargo,
todos ellos mejoran el valor de Clso del fa&rmaco de referencia de manera importante. Los
compuestos 1.31-1.34, sustituidos por Cl o F en las posiciones R¢ y/o Rz, presentaron los mejores

valores de Clso.

Tabla 24. Estructura y resultados biolégicos in vitro correspondientes a los compuestos analogos

previamente sintetizados en el grupo.203.248.250

(I)' (o]
R, N
LT
R; N e,
(').

Comp. Re R, R, %INH 25 uM  ICso (UM)
Al H H @ 19 .
A2 H CH;0O 0 9 ;
A3 H CH; @ 8 )
A4 CHs CHs @ 1 )
A5 H cl @ 33 ]
A6 cl cl @ 91 ;
A7 F F @ 92 <5.0
A6 H H CH, 29 -
Al7 F F -CH, 100 0.4
Nfx 100 7.7
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La amplia variedad de sustituyentes presentados por los compuestos de la serie 1 permitié
establecer una serie de relaciones estructura-actividad biolégica. Las principales observaciones

fueron:

-La presencia del grupo trifluorometilo en la posicién 3 del anillo de quinoxalina parece
jugar un papel muy importante en la actividad bioldgica in vitro frente a 7. cruzi. Esto se observa
al comparar los resultados mostrados por los compuestos de la serie 1 (Tabla 23) con los
resultados previamente obtenidos por nuestro grupo para compuestos anélogos que presentaban
el grupo metilo en la posicion 3 del anillo de quinoxalina (Tabla 24). Al comparar la actividad
mostrada por los compuestos 1.1-1.7 y A.1-A.7 se comprueba como la presencia del grupo
trifluorometilo proporciona un gran aumento de la actividad bioldgica in vitro. Lo mismo ocurre

al comparar los derivados 1.16-1.17 con sus andlogos metilados A.16-A.17.

-En cuanto a las posiciones R¢ y Rz, parece corroborarse la observacién planteada en la
revisiéon previa de resultados anteriores, siendo los compuestos que presentan sustituyentes
electroatrayentes y los no sustituidos los que muestran una mayor actividad biolégica. Cuatro de
los cinco compuestos més activos (1.7, 1.17, 1.18 y 1.19) estan sustituidos por cloro o fldor en
posiciones Rs y R7. Sin embargo, la escasez de compuestos en la serie 1 con sustituyentes
electrodonantes en estas posiciones no permite sacar unas relaciones estructura-actividad

determinantes en cuanto a estas posiciones.

-La posicién 2 del anillo de quinoxalina se sustituyd con una gran variedad de grupos de
diferente naturaleza quimica: anillos aromaticos, anillos heteroarométicos, anillos arométicos
sustituidos en posicidn para y sustituyentes alifaticos. No se observa una influencia determinante
entre el sustituyente utilizado en esta posicién y la actividad bioldgica observada. Lo que si se
observa es que los compuestos que presentan grupos isopropilo y tert-butilo muestran una menor
actividad, aunque seria necesaria una mayor variedad de compuestos para establecer

conclusiones.

Tabla 25. Estructura y resultados biolégicos /in vitro correspondientes a los compuestos de la serie

2.
(o]
Rq N7 e,
Comp. Re R, R, % INH 25 uM Y
2.1 “H “H -C(CH)s 43 3
2.2 “H “H @ 49 )
Nfx 100 7.7

Para estudiar la importancia de la presencia de los grupos A-6xido en la actividad se
sintetizaron y evaluaron /n vitro los compuestos 2.1 y 2.2 pertenecientes a la serie 2 (Tabla 24).
Estos compuestos son anélogos al derivado 1.1, muy activo frente al parésito, y al derivado 1.23,

poco activo frente al parésito, de la serie 1. Ambos compuestos presentan un bajo porcentaje de
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inhibicién, por lo que su Clso no fue calculada. Destaca el resultado obtenido en el compuesto
2.2 (% INH = 49%), ya que su andlogo di-N-6xido, el compuesto 1.1, se encuentra entre los
compuestos con mayor actividad in vitro (% INH = 100%, Cls; = 0,9 uM). Este dato parece
indicar que los grupos N-6xido estdn jugando un papel en la actividad bioldgica in vitro frente a

T. cruzi mostrada por este tipo de derivados.

Tabla 26. Estructura y resultados biolégicos /in vitro correspondientes a los compuestos de la serie

3,
(I)' [0}
R, N+\ N/\
R(,D:N*’jf(ijk/xkkz
(').

Comp. Re R, R2 % INH 25 uM Clso (UM)
3.1 H -H ¢ 100 0.79
3.2 “H -H @ 100 0.76
Nifx 100 7.7

Los compuestos 3.1 y 3.2 de la serie 3 se caracterizan por presentar en la posicién 2 un
anillo de piperazina unido a un anillo aromético. Ambos derivados presentaron una excelente
actividad /n vitro mostrando un valor de Clso diez veces inferior al presentado por el Nifurtimox
(Tabla 26).

Comparando la actividad de los derivados 3.1 y 3.2 con los derivados analogos 1.25 y 1.1
pertenecientes a la serie 1, se observa que la presencia del anillo de piperazina mejora
ligeramente los valores de actividad in vitro. En resultados previos (seccion 14.1) se obtuvieron
malos resultados de actividad para todos los derivados con un grupo amida en posicién R, y un
grupo metilo en posicién R;. Los resultados obtenidos para los derivados 3.1 y 3.2 parecen
indicar como la introduccién del grupo CF; provoca una gran mejora de la actividad frente a 7.

cruzi.

Tabla 27. Estructura y resultados biolégicos /in vitro correspondientes a los compuestos de la serie

4,

o 0
Ry JL :
RGI;[NI': CHF,

&

Comp. Re R7 % INH 25 [.lM leo([lM)
4.1 -H -H 35,8 >25
4.2 -H -OCH; 100 10,0
4.3 -H -CH; 50,8 >25
4.4 -H -Cl 100 6.4
4.5 -Cl -Cl 100 4,7
4.6 -H -F 100 6,3
Nfx 100 7,7
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Los compuestos de la serie 4 (Tabla 27), anédlogos a los compuestos de la serie 1 (Tabla
22), se caracterizan por presentar un grupo difluorometilo en la posicién 3 del anillo de
quinoxalina. El disefio y sintesis de esta serie permitié profundizar en el conocimiento de la

importancia del grupo triflurometilo en la actividad biolégica.

Los compuestos 4.4, 4.5 y 4.6 muestran una mejor actividad /in vitro que el farmaco de
referencia Nfx, sin embargo, al comparar su actividad con los compuestos anédlogos 1.1, 1.2, 1.3,
1.5 y 1.6, con un grupo trifluorometilo en la posicién 3, se observa como muestran valores de
Clso més elevados. Estos resultados parecen indicar que la eliminacién de un atomo de fltor

conduce a una disminucién de la actividad bioldgica in vitro.

Los compuestos de la serie 5 se encuentran sustituidos por un grupo éster en la posicién 2
del anillo de quinoxalina (Tabla 28). Se estudié la influencia de la sustitucién del grupo cetona de
la posicién 2 por un grupo éster. Dieciséis de los 18 compuestos ensayados presentaron una
mejor actividad /n vitro que el farmaco de referencia, destacando los compuestos 5.5, 5.8, 5.14,
5.17 y 5.18 como los més activos, especialmente el derivado 5.17, 18 veces més activo /in vitro
frente a la cepa Tulahuen 2 que el Nfx. Todos ellos poseen sustituyentes electroatrayentes en las

posiciones R¢ y/o R7 del anillo de quinoxalina.

Tabla 28. Estructura y resultados biolégicos /in vitro correspondientes a los compuestos de la serie

5.
(I)' 0
Rg Nr CF,
o
Comp. Re R, R, % INH 25 uM
5.1 -H -H -CH; 100 2,6
5.2 -H -OCH; -CH; 86,6 4,6
5.3 -H -CH; -CH; 96,1 13,7
5.4 -CH; -CH; -CH; 91,6 5,0
5.5 -H -Cl -CH; 100 1,8
5.6 -Cl -Cl -CH; 100 10,8
5.7 -H -F -CH; 100 3.5
5.8 -F -F -CH; 100 1,5
5.9 -H -CF; -CH; 100 5,0
5.10 -H -H -CH,CH; 100 4,0
5.1 -H -OCH; -CH,CH; 100 4,8
5.12 -H -CH; -CH,CH; 100 4,8
5.13 -CH; -CH; -CH,CH; 87.5 7.6
5.14 -H -Cl -CH,CH; 100 1,8
5.15 -Cl -Cl -CH,CH; 100 2,9
5.16 -H -F -CH,CH; 100 3.3
5.17 -F -F -CH,CH; 100 0,43
5.18 -H -CF; -CH,CH; 100 0,96
Nfx 100 7.7
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Comparando la actividad de los derivados de la serie 5 con los derivados relacionados
mostrados en la tabla 29 se pueden extraer una serie de relaciones estructura-actividad. Se
observa como los nuevos derivados de la serie 5 muestran una actividad biolégica muy superior
a la presentada por los ésteres con un grupo metilo o fenilo en la posicién 3 (Compuestos A-E, L-
O, Tabla 29) excepto en los andlogos J, K y P, que estédn di-sustituidos por cloro ¢ fltor en las
posiciones 6 y 7 y que también muestran una elevada actividad. Esta observacién indica que la
influencia del grupo trifluorometilo de la posicién 3 en mdés decisiva en los derivados con
sustituyentes electrodonantes en las posiciones 6 y/o 7 que en los derivados di-sustituidos con

sustituyentes electroatrayentes, especialmente flGor.

Tabla 29. Estructura y resultados bioldgicos /in vitro de los compuestos anélogos a los derivados

de la serie 5.
(I)' [0
R, N
O™
Ry II\'+ R;
&

Comp. -R; -R; -Re R; % INH25uM  Clso (M)
A -OCH,CH;3 -CH3; -CH; -CH3; 1.0 N. D.c
B -OCH:CH; -CH; -Cl -Cl 32.0 N. D.c
C -OCH; -CH; -Cl -Cl 66.0 N. D.c
D -OCH; -CH3; -CH; -CH3; 10.0 N. D.c
E -OCH; -CH; -H -H 24.0 N. D.c
F -CH; -CH; -Cl -Cl 60.0 N. D.c
G -CH3 -CH3; -CH; -CH3 2.0 N. D.c
H -CH; -CH; -H -H 29.0 N. D.c
J -CH; -CH; -F -F 100.0 0.4
K -OCH,CH; -Ph -Cl -Cl 99.0 1.3
L -OCH,CHj3 -Ph -CH; -CH3; 10.0 N. D.c
M -OCH,CH; -Ph -H -H 28.0 N. D.c
N -OCH,CH; -Ph -H -CH; 13.0 N. D.c
(@) -OCH,CH; -Ph -H -CH;O 0.0 N. D.c
P -OCH,CHj; -Ph -F -F 100.0 3.3
Q -CH.CH; -CF; -Cl -Cl 100.0 0.78
R -CH.CH; -CF; -F -F 100.0 0.5
S -CH; -CF; -H -H 100.0 3.0
T -CH; -CF; -F -F 100.0 0.39

Con respecto a la posicién 2, los derivados sustituidos con un éster de etilo (5.10-5.18)
mejoran ligeramente los resultados ofrecidos por los derivados sustituidos por un éster de metilo
(5.1-5.9), a excepcién de los derivados sustituidos por el grupo metoxilo, di-metilo y el derivado

sin sustituir.

En la Figura 81 se resumen las principales relaciones estructura-actividad observadas tras la
evaluacién de las serie 1, 2, 3, 4, 5 y compuesto 7.1 presentados en este trabajo. Los resultados
observados muestran como la introduccién del grupo CF; en posicién 3 combinado con la

presencia de sustituyentes electroatrayentes en las posiciones 6 y 7 del anillo de quinoxalina y un
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grupo carbonilo directamente unido a la posicién 2 ofrecen los mejores resultados de actividad

frente a 7. cruzi.

+ Presencia del grupo carbonilo: Importante

( P . o
« Sustituyentes electroatrayentes (Cl, F y CF;) >actividad para mantener una elevada actividad biologica.

que sustituyentes electrodonantes (CH, y CH;0).
+ Compuestos mas activos: di-sustituidos con Flior.

+ Sustituyente en R,: Menos incidencia en la
actividad, amplia diversidad de sustituyentes

activos.

+ -CF;y -CHF, >> actividad que -CH; y -fenilo,
excepto en disustituidos con flior en Ry y R-.
* -CF;> actividad que -CHF,.

+ -CF;: Mejores resultados de actividad, de acuerdo

* Reduccion N-é6xidos: Pérdida parcial de la
actividad biologica.
* Se propone un estudio mas completo con una

mayor variabilidad de productos reducidos. con la hipotesis propuesta.

+ Posicion determinante en la mejora de la

Actividad bioldgica

Figura 81. Resumen de las principales relaciones estructura-actividad obtenidas para los derivados

pertenecientes a las series 1, 2, 3, 4, 5 y para el compuesto 7.1.

Para profundizar en las relaciones estructura-actividad bioldgica in vitro se disefid la serie
6, formada por los derivados mono-sustituidos o di-sustituidos por aminas heterociclicas alifaticas

de diferentes tipos en las posiciones R y/0 R7 presentados en las tablas 30-32.
Esta serie estd constituida por tres grupos de compuestos en funcién de la oxidacién de los
grupos N-6xido:

-Grupo 1: Derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido mono-sustituidos o di-sustituidos por

aminas heterociclicas (6.1-6.13, tabla 30).

-Grupo 2: Derivados de quinoxalina 1-N-6xido mono-sustituidos por aminas heterociclicas

(6.14-6.15, tabla 31).
-Grupo 3: Derivado de quinoxalina mono-sustituido por amina ciclica (6.16, tabla 32).

Los compuestos mono-sustituidos con aminas heterociclicas presentan un sustituyente
electroatrayente (Cl o F) en la posicién Re del anillo de quinoxalina, excepto los derivados 6.10 y
6.13, que presentan un grupo N,N-dimetil y ningln sustituyente, respectivamente, en esta

posicién.
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A nivel global, nueve de los 16 compuestos que conforman la serie 6 presentan mejores
valores de Clso que el farmaco de referencia Nifurtimox. Todos ellos pertenecen al grupo 1,

derivados 1,4-di- N-oxidados. Destacan los compuestos 6.5, 6.6, 6.9 y 6.12 como los més activos.

Tabla 30. Estructura y resultados bioldgicos in vitro correspondientes a los compuestos de la serie

6.
o [0)
R, x"ifLR
R(,: : :.\I": CF,
Y
Comp. R6 R7 R, % INH 25uM  Clso (UM)
/N
6.1 F —_» CH; 83.4 2.0
/N
6.2 F —_» CH; 100 6.4
6.3 F — Non CH; 84,9 6.3
6.4 ——\f‘ﬁ};——-nu ——\iﬁ}—-rm -CH; 15,7 >25
6.5 F - -CH; 96.9 2,6
6.6 =0 - CH; 100 2,3
6.7 F ) -CH; 93,4 5.3
*\/“"\‘\ CF,
6.8 F N CH; 42,3 >25
0O,N
6.9 F O P, -CH; 97.1 1.6
6.10 “N(CHs) ~ e _CH(CHs), 86.0 10.7
N N
6.11 oy U -CH(CH3); 66.3 17.0
6.12 -l o 7 100 1,0
N\
6.13 -H —N_N F -O-CH; 97,4 6.9
Nfx 100 7.7

Tabla 31. Estructura y resultados biolégicos in vitro correspondientes a los compuestos mono-

reducidos de la serie 6.

_
R, {fl\
e
¥ NP cF,
Comp. R6 R7 R, % INH 25uM Clso (UM)
6.14 Cl —x@o -O-CH,CHs 54.6 >25
A\ 0
6.15 -Cl —~N_ P @ 91,7 12,1
Nfx 100 7.7
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Tabla 32. Estructura y resultados biolégicos in vitro correspondiente al compuesto di-reducido de

la serie 6.
o]
O
R¢ N7 CF;
Comp. Rs R, Rz % INH 25uM Clso (UM)
I\
6.17 -Cl —.\‘uo -O-CH,CH; 74,9 8,5
Nfx 100 7.7

Dada la elevada variabilidad estructural que presentan los derivados de la serie 6 la

discusidn de las relaciones estructura-actividad se realiza a diferentes niveles:
-Influencia de los grupos N-6xido:

Como se ha comentado, todos los derivados de la serie 6 que presentan una mejor
actividad biolégica in vitro pertenecen al grupo 1 (Tabla 30), derivados de quinoxalina 1,4-di-N-
oxido. Estos datos parecen indicar la influencia positiva de la presencia de los grupos N-éxido, sin
embargo, dado el escaso nimero de derivados pertenecientes a los grupos 2 y 3 no se pueden

extraer conclusiones definitivas.

Al comparar el derivado 6.12 del_grupo 1 (compuesto més activo de la serie 6) con su
compuesto andlogo 6.15 perteneciente al grupo 2 (Tabla 31) se observa como la reduccién de
uno de los grupos N-6xido conlleva una disminucién de la actividad in vitro frente a T. cruzi,

100%/ 1,0 uM vs 91,7%/12,1 uM.

Otro dato observado que no permite sacar conclusiones claras en cuanto a la influencia de
los grupos N-6xido en los derivados de la serie 6 es la actividad mostrada por el derivado 6.14
perteneciente al grupo 2 (Tabla 31) y la mostrada por su compuesto andlogo reducido 6.16
perteneciente al grupo 3 (Tabla 32). Los resultados muestran que la reduccién total de los grupos
N-6xido no conlleva una pérdida de actividad bioldgica in vitro e incluso el derivado 6.16, di-

reducido, presenta una mejor actividad /n vitro que el compuesto mono-reducido 6.14.
-Influencia de los sustituyentes introducidos en las posiciones R¢ y/o Ry:

La influencia sobre la actividad bioldgica que presentan los sustituyentes de las posiciones

Rs y/0 R; se estudian a 3 niveles:
1-Mono-sustituidos vs di-sustituidos por aminas heterociclicas:

Ambos tipos de derivados sélo fueron obtenidos en los derivados presentados en la Tabla
30, todos ellos di-N-oxidados. De los 3 derivados di-sustituidos evaluados, 6.4, 6.6 y 6.11,
Unicamente el derivado 6.6 mostré una buena actividad in vitro. Los derivados 6.4 y 6.11 son
dos de los tres derivados que mostraron una peor actividad frente al parasito en esta serie. Al

comparar sus actividades con sus respectivos andlogos mono-sustituidos se observa lo siguiente:
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> 6.3 vs 6.4 y 6.10 vs 6.11: La introduccién de una segunda amina ciclica conlleva una
importante pérdida de la actividad biolégica, pasando de valores de % INH y Clso de
84,9%/6,3 uM y 86,0%/10,7 uM para los compuesto 6.3 y 6.10 a valores de
15,7%/>25 uM 'y 66,3%/17,0 UM para los derivados di-sustituidos 6.4 y 6.11.

» 6.5 vs 6.6: En este caso no se observa disminucién de la actividad in vitro al introducir
la segunda amina ciclica, e incluso, el derivado di-sustituido 6.6 presenta una muy

buena y ligeramente superior actividad /n vitro al derivado mono-sustituido 6.5.

Los resultados observados muestran que la actividad de los derivados mono-sustituidos
presentan una mayor actividad /n vitro que los derivados di-sustituidos, aunque esta actividad,
observando el resultado ofrecido por el derivado 6.6, parece depender més del tipo de amina

ciclica empleada que de la mono-sustitucién y di-sustitucién con ésta amina.
2-Influencia del tipo de amina ciclica utilizada:

Para la sustitucién de las posiciones R¢ y/o R; de los derivados de la serie 6 se emplearon 7

aminas heterociclicas alifaticas diferentes.

A primera vista el resultado més destacable es el ofrecido por el derivado 6.8, que
presenta una N-[2-Nitro-4-(trifluorometil)fenil]-piperazina en la posicion R;. Es claramente el
compuesto mono-sustituido con una menor actividad, lo cual confirma los resultados
previamente observados, indicados en la seccién 14.1, en los que se vié como la introduccién del
grupo nitro conducia a una importante disminucién de la actividad bioldgica in vitro. Esta
observacién se confirma al ver los resultados mostrados por los otros dos compuestos sustituidos
por derivados de piperazina, 6.9 y 6.13, ya que ambos muestran una buena actividad in vitro

superior al firmaco de referencia.

También es destacable el resultado ofrecido por los derivados 6.3 y 6.4, mono y di-
sustituido respectivamente, que poseen una piperidina que presenta un grupo -OH sustituido en
posicién para. Comparando la actividad in vitro mostrada por estos derivados con la mostrada
por los derivados anélogos 6.5 y 6.6, sustituidos por piperidina pero sin presentar el grupo —OH,
se observa como la introduccién del grupo -OH produce una disminucién de la actividad in
vitro. Esta disminucién es clarisima en el derivado di-sustituido ya que, el derivado 6.4
(15,7%/>25 uM) es claramente el menos activo de todos los derivados evaluados de la serie 6,

sin embargo, el derivado anélogo 6.6 (100%/2,3 uM) es uno de los compuestos mas activos.

El derivado sustituido por tiomorfolina (6.1) muestra una buena actividad /n vitro con un
valor de Clso de 2,0 UM, tres veces inferior al valor mostrado por su anélogo sustituido con

morfolina (6.2, 6,4 uM), sin embargo muestra un menor %INH, 83,4% frente a 100%.

3-Influencia del sustituyente introducido en la posicién Re:
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Todos los derivados mono-sustituidos, excepto los derivados 6.10 y 6.13, presentan
sustituyentes electroatrayentes (Cl o F) en esta posicién. La discusién estructura-actividad para el
sustituyente empleado en esta posicién no es concluyente ya que no se puede llevar a cabo una
comparacién entre compuestos anélogos por la variabilidad presentada en el resto de posiciones.
Los resultados obtenidos indican que ambos atomos haldégenos presentan un buen y similar
comportamiento. El derivado 6.13, no sustituido en esta posicién, muestra una buena actividad.
El resultado del derivado 6.10 muestra que la sustitucién con N, N-dimetil no aporta una buena

actividad y ésta disminuye con respecto a los derivados que presentan sustituyentes halégenos.
4-Influencia del sustituyente de la posicién 2 del anillo de quinoxalina:

La variabilidad de sustituyentes introducida en esta posicién no es muy elevada ya que 9
de los 16 compuestos presentan el grupo acetilo. Nuevamente no se observa una relacién entre
los sustituyentes introducidos en esta posicién y la actividad mostrada por los diferentes

derivados.

La evaluacién biolégica de la serie 6 ha aportado interesantes relaciones estructura-
actividad biolégica y abre una nueva via de trabajo que ofrece muchas alternativas debido a la

gran variedad de aminas heterociclicas asequibles econémicamente disponibles en el mercado.

En la Figura 82 se resumen los resultados observados maés interesantes y se proponen
futuras lineas de trabajo en cuanto a la sintesis y blUsqueda de nuevas estructuras lideres. Se
propone el aumentar la variabilidad de derivados 1,4-di-N-oxidados introduciendo nuevas

aminas heterociclicas y manteniendo Cl o F en la posicién Re del anillo de quinoxalina.

También se propone un estudio més profundo de los derivados di-reducidos intentando
reducir los derivados di-N-oxidados obtenidos ya que parecen mostrar actividad y el método de
sintesis es sencillo. El hecho de que estos derivados reducidos mostraran actividad podria ofrecer
una importante informacién a la hora de plantearse el mecanismo de accién de los nuevos
derivados. Los derivados mono-reducidos no se proponen para futuros planes debido a que no
se han obtenido por un método de sintesis descrito, sino que se obtuvieron inesperadamente al

intentar obtener el derivado di-N-oxidado.
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Mono-sustituidos con aminas heterociclicas: Método de
sintesis sencillo y mejor actividad in vitro, excepto —NQ.
Cl o F en posicion Ry ofrecen buenos resultados.

Presencia de grupo —NO, y —OH: Disminucion de actividad.
Plan: Mantener Cl o F y aumentar variabilidad de aminas
heterociclicas.

* Poca influencia en la actividad
in vitro observada.

* Seleccionar en funcion de
razones de simplificar el método
de sintesis.

* CH;: Grupo 6ptimo

e Actividad 1,4-di-N-oxidados > 1-N-oxidados.
Actividad di-reducido > 1-N-oxidados.
Compuestos mas activos: Derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido
Aumentar variabilidad de estructuras.
Estudiar mas profundamente la actividad in vitro de derivados di-reducidos.

Figura 82. Resumen de relaciones estructura-actividad bioldgica in vitro observadas y futuras

lineas de disefio de nuevos derivados propuestas para los derivados de la serie 6.

Tabla 33. Estructura y resultados biolégicos in vitro correspondiente al compuesto 7.1.

o
Ni__.CH,
-

@ I
*I# CF;
&

Comp. % INH 25uM Clso (UM)
7.1 74,9 12,3
Nfx 100 7,7

El compuesto 7.1, caracterizado por no presentar grupo carbonilo en la posicién 2 del
anillo de quinoxalina, presentd una actividad moderada inferior al fairmaco de referencia (Tabla
33). Los resultados obtenidos permitieron comprobar la influencia del grupo carbonilo al
comparar los resultados ofrecidos por el compuesto andlogo 1.16. El compuesto 1.16 (Tabla 22)
presenta un grupo acetilo en la posicién 2 del anillo de quinoxalina y muestra un % INH del
100% vy una Clso de 3,0 uM. Estos datos parecen indicar que la presencia del grupo carbonilo
tiene una influencia importante en la actividad biolégica in vitro mostrada por este tipo de

derivados.
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46.2. Actividad biolégica in witro frente a la forma epimastigote del clon CL
Brener y de las cepas Y y Colombiana

Para llevar a cabo la evaluacién bioldgica in vitro frente a estas cepas de 7. cruzi se
seleccionaron 7 derivados de quinoxalina 1,4-di- N-6xido en funcién de su variabilidad estructural
y de los diferentes resultados de actividad in vitro mostrados frente a la cepa Tulahuen 2 de T.
cruzi. Los derivados evaluados mostraban una elevada variabilidad de sustituyentes en las
posiciones 2, 3, 6 y 7 del anillo de quinoxalina. La estructura y los resultados biolégicos in vitro
frente a la cepa Tulahuen 2 de T. cruzi se muestran en la Tabla 34. Los compuestos seleccionados
incluian cinco derivados con una elevada actividad frente a la cepa Tulahuen 2 (derivados P1, 93,
94, 1.1 y 1.7) y dos derivados con una baja actividad frente a esta cepa (derivados 71 y 78). Los
derivados de 3-trifluorometil quinoxalina 1,4 di-N-6xido 1.1 y 1.7 pertenecen a la serie 1 de los
compuestos presentados en este trabajo. Los compuestos 71, 78, 93 y 94 fueron previamente
publicados en otros proyectos del grupo de trabajo.!96-203.207.250 E| compuesto P1 fue previamente

publicado por el grupo del Dr. Cerecetto.?'®

Tabla 34. Estructura y resultados de actividad /in vitro frente a la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzide

los compuestos seleccionados para el ensayo frente a otras cepas de 7. cruzi.

2%INH/Clso
Comp Re Rs Re/Rs (Tulahuen 2)
P1 -S-Ph -CH;3 cic 93,0/6,5
93 -CO-Ph -CH; F/F 92,0/<0,5
94 -COO-CH,CH3; -Ph cic 99,2/11,3
1.1 -CO-Ph -CF; H/H 100,0/0,9
1.7 -CO-Ph -CF; F/F 100,0/0,9
71 -COO-CH; -CH;3 H/H 24.,0/-
78 -CO-NH-Ph -CH; H/H 10,0/-
Nfx 100/7,7

aPorcentaje de inbibicién a 25 uM/concentracién inhibitoria 50 frente a la cepa

Tulahuen 2 de T. cruzi.

Se determinaron, empleando el ensayo del MTT, tanto el porcentaje de citotoxicidad
(%Cit) como la concentracién inhibitoria 50 (Clsg) frente al clon CL Brener y frente a las cepas Y
y Colombiana, parcialmente resistentes /n vivo a Nfx y Bnz. Los resultados obtenidos para los
siete derivados de quinoxalina seleccionados y para el farmaco de referencia Nfx se muestran en
la Tabla 35. Se observa como los derivados P1, 93, 94, 1.1 y 1.7 presentan una elevada actividad
in vitro, mostrando %Cit cercanos al 100% frente a las tres nuevas cepas de 7. cruzi empleadas,
todos ellos superiores a los presentados por el Nfx. Los derivados P1, 1.1 y 1.7 muestran los
mejores resultados en las 3 cepas evaluadas, mejorando los valores presentados por el farmaco
de referencia. Por otro lado, los derivados 71 y 78 muestran una baja actividad in vitro,
principalmente sobre la cepa Y de 7. cruzi, donde no se observa citotoxicidad sobre la forma
epimastigote. Los resultados obtenidos mantienen el perfil de actividad /n vitro obtenido frente a

la cepa Tulahuen 2 ya que los compuestos con elevada actividad frente a esta cepa (P1, 93, 94,
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1.1 y 1.7), también muestran elevada actividad frente a las nuevas cepas empleadas. El mismo

fendmeno se observa en los compuestos con baja actividad 71y 78.

Tabla 35. Resultados de porcentaje de citotoxicidad y concentracién inhibitoria 50 obtenidos

para los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido seleccionados y el formaco de referencia Nfx.

Clon CL Brener Cepa Y Cepa Colombiana
Comp  %Cit?  Clso (UM)® %Cit Clso (MM) %Cit Clso (MM)

P1 98,0 <1,0 100,0 2,9 100,0 1,7

93 92,0 16,2 89,0 18,3 98,0 4,5
94 94,0 16,4 100,0 7.1 100,0 -
1.1 97,0 3.1 100,0 4,0 100,0 -
1.7 96,0 1,1 100,0 1,8 100,0 -
71 59,0 - 0,0 - 60,0 -
78 32,0 - 0,0 - 24,0 -

Nfx< 90,0 4.9 80,0 9.7 87,0 3.4

aPorcentaje de citotoxicidad a una concentracién de 25 UM. PLos resultados son la media de tres

experimentos independientes con una desviacidn estandar inferior al 10% en todos los casos.

<Evaluado a una concentracién de 10 uM.

46.3. Actividad biolégica /in vitro frente a la forma tripomastigote del clon CL
Brener

Los derivados 1.7 y 1.17 (serie 1) fueron evaluados frente a la forma tripomastigote del clon
CL Brener de 7. cruzi. En la Tabla 36 se muestran los porcentajes de reduccién parasitaria
contabilizados mediante el uso de microcopio. El cristal violeta se utiliza como compuesto de
referencia. Tanto el derivado 1.7 como el 1.17 muestran una actividad significativa frente a esta
forma parasitaria, mostrando un 84 y un 80% de inhibicién respectivamente a una concentracién
de 250 ug/mL. El derivado 1.7 fue evaluado también a 100 ug/mL mostrando un 63% de
inhibicién parasitaria. Ambos derivados presentan una menor actividad que el cristal violeta,

farmaco de refencia empleado en el ensayo.

Tabla 36. Actividad bioldgica /n vitro frente a la forma tripomastigote del clon Cl Brener.

Compuesto % INH?= ‘
1.7 84 (63)°
1.17 80
Cve 100

aPorcentaje de reduccién parasitaria a una concentracién de compuesto de 250 pg/mL. Los resultados

son la media de tres experimentos independientes con una desviacién estadndar inferior al 10% en
todos los casos.PEl valor en paréntesis es el porcentaje de reduccién empleando 100 pg/mL de

compuesto.<Cristal violeta.
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47. Resultados y discusion de citotoxicidad frente a células mamiferas

Los resultados de citotoxicidad in vitro obtenidos para 24 de los derivados de quinoxalina
1,4-di- N-6xido presentados en este trabajo se muestran en la Tabla 37. Se muestran los valores de
Clso obtenidos sobre la linea celular de macréfagos murinos J-744 tras 48 horas de incubacién
empleando el ensayo del MTT. Ademds, se muestran los indices de selectividad (IS), calculados
como el cociente entre la Clso sobre los macréfagos y la Clso sobre la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi

previamente obtenida. Ademaés se muestran los datos para el Nfx.

Se observa como los compuestos 1.17, 3.2, 1.7 y 3.1 presentaron los mejores IS frente al
parasito, destacando el compuesto 1.17 con un IS de 27,2. En general, segin los resultados parece
que los derivados de las series 1 y 3 parecen mostrar una menor citotoxicidad sobre la linea
celular empleada en el ensayo y unos mejores valores de IS que los derivados pertenecientes a la
serie 5. Sin embargo, ninguno de los compuestos mejord el valor ofrecido por el farmaco de
referencia Nfx (IS = 41,0), por lo que se deberd profundizar en la bisqueda de modificaciones

estructurales que permitan mejorar estos valores de selectividad frente al parasito.

Tabla 37. Estructura y resultados obtenidos (Clso e 1IS) en el ensayo de citotoxicidad frente a la

linea celular de macréfagos murinos J-744.

o o
R, N
= R . . . . .
:@: f‘\ : Citotoxicidad in vitro
R; T+ CF,
0

-R¢ -R; Clso ([.lM)a ISt

Comp. -R;
1.7 © -F -F 8,0 11,4
1.8 5 -H -H 4,7 4,3
W
1.10 o -H -H 7,1 3,0
;,"n. f;"
1.14 -H -H 7.9 5,5
1.16 -CH; -H -H 8.5 2,8
117 -CH; -F -F 10,6 27,2
1.22 -CH(CH:)> -F -F 14 <0,5
1.23 -C(CH3); -H -H 8.7 <0,6
1.24 -C(CH3); -F -F 16,2 <0,3
1.25 @_“ -H -H 8.5 5.3
3.1 _\C\_@_(, -H -H 8.2 10,4
3.2 N -H -H 9,5 12,5
0
5.1 -OCH; -H -H 19,0 7.3
5.3 -OCH; -H -CH; 4,0 0.3
5.4 -OCH; -CH; -CH; 4,0 0.8
5.6 -OCH; -Cl -Cl 0,5 < 0,1
5.7 -OCH; -H -F 2,5 0.7
5.9 -OCH; -H -CF; 4,0 0.8
5.10 -OCH.CH; -H -H 4,0 1,0
5.1 -OCH,CHj; -H -CH;O 6,0 1,2
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Continuacién Tabla 37.

Comp. ~Ra -Rg -R7 Clso (]JM)a ISP
5.12 -OCH:CH; -H -CH; 7,0 1.4
5.13 -OCH,CH; -CH; -CH; 4,0 0,5
5.16 -OCH,CH; -H -F 0,5 0,1
5.17 -OCH,CH; -F -F 4,0 9,3

Nifurtimox¢ 316,0 41,0

aClso: concentracién (en uM) que inhibe el 50% del crecimiento de macréfagos murinos de la
linea J-774 tras 48 horas de incubacién. Los resultados son la media de tres experimentos
independientes con una DE menor al 10% en todos los casos.

blS: indice de Selectividad, obtenido del cociente entre la Cls, obtenida en macréfagos y la Clso
obtenida sobre la cepa Tulahuen 2 de 7. cruzi.

‘Datos obtenidos de Bioorganic & medicinal chemisitry 2007, 15 (7), 2768-81.

48. Resultados y discusion del ensayo de mutagenicidad

Los resultados de mutagenicidad de los derivados 1.7, 1.17, A.7 y 5.1-5.18 obtenidos sobre
la cepa TA98 de . typhimurium, con y sin activacion metabdlica, se muestran en la Tabla 39. Se
incluye ademas la Tabla 38, que muestra la estructura de los compuestos evaluados. La dosis
maéaxima utilizada en cada compuesto se obtuvo en los estudios previos de solubilidad vy
toxicidad. Un compuesto se considera mutagénico para las condiciones de ensayo empleadas si el
naimero de colonias revertientes para dos concentraciones consecutivas es el doble o superior a
las observadas en el control negativo y una relacién dosis-respuesta es observada.?®® En la Figura

83 se muestran las curvas de dosis-respuesta para tres de los compuestos estudiados.

En funcién de los resultados de mutagenicidad obtenidos sobre la cepa TA98 de S.
typhimurium, los veintiin derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido estudiados se pueden dividir

en tres grupos:

» Compuestos no mutagénicos en ambas condiciones experimentales empleadas, sin y con
activacién metabdlica. Cinco de los veintiin compuestos estudiados (1.7, 1.17, 5.9, 5.15 y
5.18) no mostraron mutagenicidad en las condiciones del sistema experimental empleado.

» Compuestos mutagénicos en el ensayo sin activacién metabdlica y no mutagénicos en el
ensayo con activacion metabdlica. Once de los veintiin compuestos empleados en el ensayo
(5.1, 5.5-5.8, 5.10, 5.12-5.14, 5.16 y 5.17) parecian experimentar una desactivacién de su
potencial mutagénico al introducir en el sistema de ensayo la fraccién $9.

» Compuestos mutagénicos en ambas condiciones experimentales empleadas, sin y con
activacién metabdlica. Un total de cinco compuestos (A.7, 5.2-5.4 y 5.11) resultaron ser

mutagénicos en ambas condiciones de ensayo empleadas.
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Figura 83. Curvas dosis-respuesta para tres de los compuestos estudiados. Se representa el
ndmero de colonias revertientes para cada concentracién de producto estudiada (ug/placa). a)
Compuesto 1.17, no mutagénico en ambas condiciones de ensayo (-S9 y +59). b) Compuesto 5.2,
mutagénico en ambas condiciones de ensayo (-S9 y +59) ¢) Compuesto 5.8, mutagénico en el

ensayo sin activacién metabdlica y no mutagénico con activacién metabdlica.

48.1. Relaciones estructura-mutagenicidad
Los resultados obtenidos en el test de Ames muestran una relacién entre la estructura de

los compuestos (Tabla 38) y los resultados obtenidos en el ensayo de mutagenicidad (Tabla 39).

Los dos derivados pertenecientes a la serie 1, 1.7 y 1.17, no mostraron mutagenicidad en el
ensayo realizado. Sin embargo, el derivado A.7, anadlogo al compuesto 1.17 pero presentando un

grupo metilo unido a la posicion 3 del anillo de quinoxalina presenta una elevada
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mutagenicidad. Este resultado parece indicar como la presencia del grupo trifluorometilo

previene de alglin modo la aparicién de mutagenicidad en este tipo de compuestos.

En los derivados pertenecientes a la serie 5 también se puede observar una relacién
estructura-mutagenicidad. Se observa una influencia de los sustituyentes de las posiciones 6 y 7
del anillo de quinoxalina. De esta forma, se observa que los compuestos 5.2-5.4 y 5.11,
mutagénicos en ambas condiciones de ensayo, -59 y +59, presentan sustituyentes electrodonantes
(CHsO y CHs) en las posiciones 6 y/o 7 del anillo de quinoxalina; mientras que los derivados no
mutagénicos en ambas condiciones de ensayo, 5.9, 5.15 y 5.18, poseen sustituyentes

electroatrayentes (Cl y CF3) en estas posiciones.

Tabla 38. Estructura de los derivados de quinoxalina 1,4 di-N-6xido estudiados en el ensayo de

mutagenicidad.

(|)‘ 0Q
R, N*\j\)\kz
Rﬁ: : } R,
i
Comp. Rs R/Rs Rz | Comp. Rs R7/Re R,
A7 | -CH; FE -CHs | 5.9 CF;  CFyH  -OCH;
1.7 | <Fs FFE -Ph | 5.10 CF; H/H  -OCH,CH;
117 | CFs FE -CHs | 5.1 CF;  CH;O/H -OCH;CH;
51 | CF;  H/H -OCHs;| 5.12 CF;  CHyH -OCH,CH;
52 | -CF; CH;O/H -OCHs;| 5.13 CF;  CHs/CH; -OCH;CH;
53 | -CF; CHyH -OCH;| 5.14 CF; CI/H  -OCH,CH;
54 | -CF; CHy/CH; -OCH;| 5.15 CF; Cl/Cl  -OCH,CH;
55 | CF; CVH -OCHs;| 5.16 CF; F/H  -OCH,CH;
56 | -CFs  CI/Cl -OCHs| 5.7 -CF; F/F -OCH,CH;
57 | -CF F/H -OCHs;| 5.8 CFs  CFyH -OCH,CH;
58 | -CF F/F -OCH;

El tercer grupo de compuestos, mutagénicos en el ensayo sin activacion metabdlica y no
mutagénicos con activacién metabdlica, estd formado por once de los veintiin derivados. La
desaparicién de la mutagenicidad observada al introducir la fracciéon S9 en el sistema
experimental es altamente significativa en alguno de ellos. Por ejemplo, en el compuesto 5.8, se
obtiene un nimero de colonias revertientes 9 veces mayor al control negativo a la méxima dosis
ensayada sin activaciéon metabdlica, mientras que no se observa un incremento respecto al
control en el ensayo con activaciéon metabdlica. De todos los derivados que muestran este
comportamiento, son los derivados que presentan sustituyentes electroatrayentes (Cl y F) en las
posiciones 6 y/o 7 del anillo de quinoxalina (5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.14, 5.16 y 5.17) los que
muestran una desaparicién de la mutagenicidad més evidente. Los derivados 5.11, 5.12 y 5.13,
que presentan sustituyentes electrodonantes en las posiciones 6 y/o 7 del anillo de quinoxalina,

muestran también una importante disminucidén de la mutagenicidad en el ensayo con activacidon
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metabodlica, pero al observar los resultados que muestran a la dosis maxima evaluada dejan
entrever el comienzo de aparicién de mutagenicidad, por lo que su resultado es més dificil de

tratar y ofrece més dudas a la hora de decidir sobre su potencial mutagenicidad.

Tabla 39. Resultados de mutagenicidad para los dos sistemas experimentales empleados (-S9 y

+59) en el test de Ames.

N.R.P N. R. N. R.
Comp. D= -$9 +$9 |Comp. D= -S9 +$9 | Comp. D2 -59 +S9
0,0 14+6 19+4 0,0 12+1  9%2 0,0 133 12=%1
0,05 22+8 204 0,05 9+1 12%3 0,2 297 213
1.7 0,5 221 151 117 0,15 9=+1 141 A7 0,6 9710 34=1
(-)d 1,5 204 202 (-) 0,44 143 141 (+) 1,7 24510 97=x2
5,0 27+4  20+4 1,3 9+1 13%3 5,0 348+10 178+5
15,0 35+x14 21+4 4,0 18+5 15=*3 15,0 270*4 236*14
0,0 27+7  28+7 0,0 27+7 28=%7 0,0 29+1 30%7
51 0,06 17+4 17+3 5.7 0,3 15+7 22+7 513 0,06 25+4 32+3
) 0,18 25+5  25%5 ’ 0,92 20+4 22+9 : 0,18 40x14 37%9
(+)* 0,5 33+8 30%9 (+)* 2,7 3915 27+7 (+)* 0,5 57+2 45+5
1,6 N8x11  45%2 8,3 1Nn5x5 274 1,6 17412 38=1
5 227+79 84=15 25 158+28 4111 12,5 352*11 71x10
0,0 291 28+4 0,0 29+1 28+4 0,0 13x2 19%3
5.2 0,3 29+4  31x4 58 0,06 30+x9 31%3 514 0,06 144 14+4
0,92 478  41%2 ’ 0,18 332 34%9 : 0,18 11+3 16+4
. 2,7 706  66+6 « 05 45+1 30+5 0,5 20%1 144
(1) g3 285410 245+15| M 16 mgxiz 2047 | M 16 31x4 1626
25 379+31 680=+17 5 247+34 33+3 5 55+11 15+4
0,0 13x2 19+3 0,0 27+7 28=+8 0,0 29+1 29z
53 0,06 151 15+4 59 0,06 254 25+2 515 0,06 29+1 30%7
: 0,18 21%2 131 : 0,18 23+3 26=11 : 0,18 27x5 31%13
+) 0,5 26+11 16+1 8 0,5 24+2 25+9 8 0,5 29+1 27+3
1,6 79+9  29+5 1,6 24+5 20%6 1,6 32+x4 25+4
5 136+24 1008 5 25+1 41+15 5 37+1  34=x7
0,0 13x2 19+3 0,0 29+1 28+4 0,0 27+7 28+8
54 0,61 101 18+2 510 0,06 32+1 317 516 0,06 16x1 24=1
’ 1,85 18+x12 19%4 : 0,18 31x12 36%4 : 0,18 24%x7 23%5
+) 5,5 22+6 16+1 (+)* 0,5 45+4 29+5 (+)* 0,5 42+2 28%5
16,6 53+8 7411 1,6 109+8 27=2 1,6 80%x9 30%5
50 73+12 260+23 5 237+6 44=+5 5 152+43 25+5
0,0 27+7  28%8 0,0 27+7 28=+8 0,0 13x2 19+3
55 1,2 x103 191 22+2 511 0,3 15£1 24+3 517 0,06 13%x3 17%2
0 3,7x103  21+£5 201 ’ 0,92 25+2 25*10 : 0,18 10+5 17%x2
(+)* 0,011 201 24+3 +) 2,7 40+9 30+5 (+)* 0,5 16x7 21%1
0,033 40x8 24+4 8,3 133+20 361 1,6 33%x2 18%3
5 109+17 33+4 25 188+51169+24 5 64+6 21+4
0,0 13+2 19+3 0,0 29+1 28%4 0,0 29+1 30x7
56 0,012 177 17 +1 512 0,3 33x12 38%7 518 0,06 25+3 39=*2
’ 0,037 27=+1 22+9 : 0,92 56+5 36*4 : 0,18 33%x5 35+3
+)* 0,11 14+7 29+14 (+)* 2,7 90+1 41+3 8 0,5 31x8 32x7
0,33 26+2 17x4 8,3 287+28 42+6 1,6 39+10 374
1 39+11 194 25 352+3 71+18 12,5 39+7 32+7
0,0 21x4  31x10 PD: Dosis, expresado en ug/placa. °N.R.: Nimero de colonias
Nfxe 0.5 29+6  37%5 |revertientes. ‘Datos tomados de Toxicology letters 2009, 190 (2),
;g ‘23;_127 359;_]98 140-9. 4(-): No mutagénico. ¢(+): Mutagénico. *Mutagénico en el
(+) 100  144+11 64+6 [nsAYOsin $9 y no mutagénico en el ensayo con S9.
30,0 M7x17 139=11
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La disminucién y desaparicién de la actividad mutagénica observada en la gran mayoria de
los compuestos al realizar el ensayo con activacién metabdlica parece indicar una metabolizacién
de los compuestos hacia metabolitos no mutagénicos. Diferentes trabajos llevados a cabo sobre
derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido y compuestos relacionados indicaron que la toxicidad
de este tipo de compuestos dependia del metabolismo que sufren. Numerosos estudios de
metabolizacién realizados sobre quinoxalinas 1,4-di-N-6xido comercializadas como carbadox,
alaquindox y mequindox han demostrado como este tipo de derivados sufren un proceso de
reduccién de los grupos N-6xido por reductasas como carbonil reductasas y NADPH-citocromo
P450 reductasas, donde el NADPH se considera esencial para que la reaccién tenga lugar. Este
proceso de metabolizacién conduce a la reduccién de los grupos N-6xido, y esto se ha
relacionado con una disminucién de la capacidad mutagénica.320-32°> El hecho de que la
quinoxalina haya resultado no mutagénica en trabajos llevados a cabo por otros grupos apoyaria
esta teorfa.3?> La disminucién de la mutagenicidad, hasta la desaparicién observada en el caso de
los derivados con grupos electroatrayentes en las posiciones 6 y/o 7 del anillo de quinoxalina,
podria estar relacionado con un proceso de reduccién de los grupos N-6xido llevado a cabo por
enzimas reductasas presentes en la fraccién $9. Si esto es asi, este proceso de reduccidén parece
darse con mayor facilidad en los derivados con sustituyentes electroatrayentes, lo cual estaria en

concordancia con los resultados observados en el estudio electroquimico.
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49. Actividad biolégica /n vivo en modelos de ratén de enfermedad de

Chagas aguda

Dados los buenos resultados de actividad in vitro obtenidos, los derivados de quinoxalina
1,4-di-N-6xido 1.7 y 1.17 fueron seleccionados para su estudio preliminar /in vivo en modelos
murinos de infeccién aguda por 7. cruzi Como farmaco de referencia con actividad in vivo se

utilizé el Bnz. Se realizaron tres experimentos diferentes:

-Experimento 1: Se utilizaron ratones macho Swiss infectados con tripomastigotes del clon
CLBrener, comenzando el ensayo 10 dias después de la infeccién mediante la administracién oral
de cada compuesto (10 6 50 (mg/kg pc)/dia para el derivado 1.7 y 50 (mg/kg pc)/dia para el
Bnz), durante 10 dias.

-Experimento 2: También se emplearon ratones macho Swiss pero en este caso fueron
infectados con tripomastigotes de la cepa Y de 7. cruzi. El derivado 1.7 se administré a 10 6 30

(mg/kg pc)/dia y el derivado 1.17 se incluyé en el estudio a una dosis de 10 (mg/kg pc)/dia.

-Experimento 3: Se emplearon ratones macho BALB/c infectados con tripomastigotes del
clon CL Brener. Los derivados 1.7 y 1.17, y el Bnz se administraron oralmente a dosis de 10, 10 y

50 (mg/kg pc)/dia, respectivamente.

La actividad in vivo se evalud teniendo en cuenta tres pardmetros, la pasasitemia semanal
(Figura 84), los porcentajes de supervivencia animal (Tabla 40), y los niveles de anticuerpos anti-

T. cruzia los 30, 60 6 90 dias tras la infeccién (Figura 85).

Los derivados 1.7 y 1.17 analizados /in vivo presentan un comportamiento relevante. En
cuanto al porcentaje de supervivencia, en los 3 experimentos los animales tratados con el

compuesto 1.7 presentan los mejores datos de supervivencia al final de los ensayos (Tabla 40).

Tabla 40. Porcentajes de supervivencia de los ratones empleados en los diferentes programas de

tratamiento de los expimentos realizados.

Porcentaje de

Experimento Tratamiento Dosis (mg/gk pc)/dia supervivendia (%)?

PBS - 100

1 Bnz 50 100
17 10 100

) 50 100

PBS - 75

Bnz 50 87,5

2 10 100
i 30 87,5

1.17 10 62,5

PBS - 100

3 Bnz 50 75
1.7 10 100

1.17 10 100

aAl final del estudio, dia 90.
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En los experimentos llevados a cabo con ratones Swiss infectados con el clon CL Brener de
7. cruzi (experimento 1), los estudios sanguineos mostraron que el compuesto 1.7, a una dosis 5
veces inferior que la empleada de Bnz, mostraba un perfil biolégico particular, desplazando el
primer pico de maxima parasitemia 10 dias con respecto al control y no observédndose el segundo
pico de parasitemia, que en el caso de los ratones no tratados y los tratados con Bnz se
observaba en el dia 53 del ensayo (Figura 84, a). En los dias en los que se realizaron los andlisis,
el nGmero de tripomastigotes en los ratones tratados con el derivado 1.7 fueron inferiores a los

observados en los controles sin tratar (Figura 84, a).

De acuerdo al experimento 3, se observa como el tratamiento de ratones BALB/c
infectados con el clon CL Brener con el derivado 1.17 ofrece claramente un mejor perfil de
parasitemia que los tratados con el derivado 1.7 (Figura 84, c). El derivado 1.17 produce una
reduccién de la parasitemia a partir del dia 18 de infeccién sin volver a mostrar ningln pico mas
de parasitemia, mientras que que el derivado 1.7 muestra un nuevo pico méximo en el dia 45.
Estos resultados estaban de acuerdo con los valores de anticuerpos anti-7. cruzi observados,
donde el derivado 1.17 mostrd resultados inferiores que el derivado 1.7 a los 30 y 90 dias de
infeccién infeccién (Experimento 3, Figura 85). La supervivencia de los animales fue del 100%

durante el ensayo para ambos derivados de quinoxalina.

En los experimentos llevados a cabo en ratones Swiss infectados con tripomastigotes de la
cepa Y (experimento 2, Figura 84, b), el estudio sanguineo mostré que el ndmero de
tripomastigotes en los animales tratados con el derivado 1.7 fue ligeramente inferior, a ambas
dosis, al niumero de parasitos en los ratones no tratados, mientras que en los animales tratados
con el derivado 1.17 el perfil de parasitemia no mejord. Estos resultados parecen estar en
concordancia con los porcentajes de supervivencia animal observados en los ratones infectados
con la cepa Y (Tabla 39, experimento 2), donde se observa que los ratones tratados con el
derivado 1.17 muestran un 62,5% de supervivencia frente al 100% y 87,5% observado en los
ratones tratados con el derivado 1.7 a 10 y 30 (mg/kg pc)/dia, respectivamente. Por otro lado,
ambos derivados de quinoxalina evitan un segundo méaximo de parasitemia en sangre, muy

ligero, observado en los animales tratados con Bnz en el dia 55 de ensayo.

En cuanto a los niveles de anticuerpos (Figura 85), no se observaron diferencias
significativas entre los cuatro grupos estudiados en el dia 90 de infeccién. Sin embargo, los niveles
de anticuerpos para el derivado 1.7, para ambas dosis administradas, y para el Bnz fueron

inferiores a los valores en los animales infectados (linea superior de las gréficas, Figura 85).

Ambos derivados estudiados parecen mostrar una cierta actividad /n vivo disminuyendo la
parasitemia pero es necesario llevar a cabo mas ensayos a diferentes dosis, con diferentes rutas de

administracién y en combinacién con otros fairmacos para poder sacar mas conclusiones.
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Figura 84. Niveles de parasitemia en los ratones tratados con 50 (mg/kg pc)/dia de Bnz (O), 10
(mg/kg pc)/dia del derivado 1.7 (/\), 30 (mg/kg pc)/dia del derivado 1.7 (V), 10 (mg/kg pc)/dia
del derivado 1.17 (d), y grupo no tratado (Ml ): a) experimento 1 (clon CL-Brener); b)

experimento 2 (cepa Y); c) experimento 3 (clon CL-Brener).
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Figura 85. Ejemplos de los niveles de anticuerpos anti- 7. cruzi en los diferentes programas de
tratamiento. Las lineas superiores de las gréficas representan los niveles de anticuerpos para los
animales infectados, y las lineas inferiores representan los niveles de anticuerpos para los animales
sanos: (*) p < 0,05; (**) p < 0,01. Las dosis empleadas para cada experimento se indican al

comienzo de este apartado.
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50. Resultados y discusién del estudio electroquimico

50.1. Comportamiento electroquimico

Un total de 32 derivados presentados en este trabajo fueron seleccionados, de acuerdo a
su variedad estructural y diversidad de resultados de actividad in vitro, para ser sometidos a un
estudio electroquimico. Ademads, se incluyeron en el estudio 8 derivados de quinoxalina 1,4-di-N-
oxido andlogos a los compuestos presentados en este trabajo pero con un grupo metilo en la
posiciéon 3 del anillo de quinoxalina, previamente publicados por nuestro grupo.202203 E| objetivo
del estudio planteado fue el de establecer el potencial de reduccién presentado por los derivados
de quinoxalina 1,4-di-N-6xido seleccionados y asociarlo con su posible capacidad para sufrir un
proceso de bioreduccién que condujera a la formacién de metabolitos electréfilos y especies
reactivas de oxigeno que pudieran participar en el mecanismo de accibn como agentes
antichagésicos. Las propiedades redox de los compuestos elegidos fueron estudiadas empleando
la voltametria ciclica utilizando DMF como disolvente y TBAP como electrolito soporte. Las
estructuras de los derivados estudiados y los resultados electroquimicos obtenidos se muestran en
la Tabla 41. En las Figuras 86 y 87 se muestran 2 voltagramas representativos obtenidos para dos
de los compuestos estudiados. Todas las reducciones fueron controladas por difusién, segin lo

indicado por las funciones de corriente constantes a diferentes velocidades de barrido.312:32¢

Tabla 41. Estructura y datos de voltametria ciclica de los derivados evaluados.

Estructura general L
Voltametria ciclica

[\ O

R, {f(

R, ¥R, Onda'1 Onda 2
5

Epd Epal ipc‘l ipa] . . AEp Epc2 ip<‘2
4
Comp Fa R R v B0 a) wa) Py V) A
Al Ph CH; H/H -1,581 -1,512 -1,546 4,23 2,84 0,67 69 | -2.016 4,18
A2 Ph CH; H/CH;O |-1,610 -1,535 -1,573 7,77 532 0,69 72 | -1,952 9,72
A3 Ph CHs H/CH; |-1,613 -1,548 -1,580 3,91 2,83 0,722 65 |-2,039 4,27
A7 Ph CHs F/F -1,478 -1,407 -1,442 3,18 2,38 0,75 71 -1918 3,96
A7 Me CHs F/F -1.454 -1,382 -1418 4,58 3,31 0,72 72 | -1,.988 4,86
1.1 Ph CFs H/H -1,341 -1,275 -1,308 4,33 4,00 093 66 | -2,071 9,06
1.2 Ph CF;  H/CHsO |-1,407 -1,326 -1,366 6,27 526 0,84 81 |-2,23®) -
1.3 Ph CFs  H/CH:; |-1,376 -1,311 -1,344 2,79 2,25 0,80 65 |-2,06® -
1.7 Ph CFs F/F -1,223 -1,154 -1,188 4,37 3,79 087 69 | -1919 8,89

1.9 Tienil CFs F/F -1,226 -1,154 -1,190 2,83 2,24 0,79 72 | -1,898 5,76
L1 Furil CFs F/F -1,219 -1,148 -1,183 391 3,56 091 71 -1,921 8,28
1.15 Naftil CFs F/F -1,232 1,159 -1,196 397 3,53 0,89 73 | -1,923 8,62
1.17 Me CFs F/F -1,213 1,144  -1179 4,13 342 083 69 | -1,923 5,75
1.18 Et CFs ca/cr | -1,126 -1,061 -1,093 3,60 3,25 090 65 | -1,846 3,56
1.22 i-prop  CF3 F/F -1,219 -1,143  -1,181 3,14 1,37 0,44 76 | -1,908 3,71
1.24 t-but CF; F/F -1,214 -1,139 -1,176 4,05 3,71 092 75 | -1,960 5,06
1.26 Cl-Ph CF; F/F -1,213 -1,140 -1,176 3,16 295 093 73 | -1,915 7,08
3.1 Cl-Ph-pipe CF; H/H -1,374 -1,308 -1,341 3,88 2,51 0,65 66 |-2,064 445
3.2 Ph-pipe  CF; H/H -1,382 -1,316 -1,349 3,71 3,14 085 66 | -2,113 3,73

4.1 Ph CHF; H/H -1,434 -1,365 -1,400 4,69 4,14 0,88 69 |-199 00 .
4.2 Ph CHF, H/CH;O |-1,493 -1,424 -1458 4,03 392 097 69 |-1,99 (0 .
4.4 Ph CHF, H/C  |-1,325 -1,257 -1,291 4,25 392 0,92 68 | -1,975 11,04
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Continuacién Tabla 41.

Comp R Re RREn) (0 5 ) ) ™ )| ) ot

4.5 Ph  CHF, CKCl |-1,225 -1,153 -1,189 5,18 2,66 0,51 72 |-1,872 6,48
4.6 Ph  CHF, H/F |-1,370 -1,298 -1,334 4,63 3,54 0,76 72 |-1,974 8,77

B.1 O-Et CHs CHs/CHj -1,709 -1,645 -1,677 3,03 164 0,54 64 |-2,272 3,12
B.12 O-Et CH; CI/CI |-1403 -1,336 -1,370 3,19 2,87 0,90 67 |-1954 2098
B6 O-Me CH; CI/CI |-1,399 -1,333 -1,366 296 2,69 0,91 66 |-1934 3,14

51 O-Me CF; H/H |-1,346 -1,279 -1,313 3,16 2,61 0,82 67 |-2,099 4,62
54 O-Me CF; CHj/CHj; -1,392 -1,326 -1,359 3,60 341 0,95 66 2,11 3,71
56 O-Me CF; caycl | -1,109 -1,042 -1,076 3,82 3,06 0,80 67 |-1,799 3,30
57 O-Me CF; H/F |-1,243 -1,179 -1,211 440 3,04 0,69 64 |-1,994 4,10
58 O-Me CF; F/F -1,193 -1,126 -1,160 3,97 3,37 0,85 67 |-1,916 4,66
59 O-Me CF; H/CF; |-1,117 -1,045 -1,081 3,31 2,78 0,84 72 | -1,872 3,92

510 O-Et CF; H/H |-1,312 -1,251 -1,281 341 256 0,75 61 -2,12 5,55
511 O-Bt CF; H/CH;0|-1,389 -1,325 -1,357 3,79 296 0,78 64 |-2,282 4,04
512 O-Et CF; H/CH;|-1,357 -1,291 -1,324 4,68 4,39 0,94 66 |-2,209 5,03
514 O-Et CF; H/Cl | -1,208 -1,141 -1,174 3,88 3,21 0,83 67 |-1967 5,56
515 O-Et CF; cacl | -1,m3 -1,049 -1,081 424 3,69 0,87 64 |-1,784 3,82
516 O-Et CF; H/F |-1,248 -1,184 -1,216 4,51 3,69 0,82 64 |-1,997 345
517 O-Ett  CF; F/F -1,194  -1,127  -1,161 414 3,07 0,74 67 | -1,911 4,62

aSustrato, 1,0 mM; TBAP, 0,10 M; DMF; electrodo de trabajo de Pt; Ag/AgNO3 como electrodo de
referencia; electrodo auxiliar de alambre de Pt; 100 mV/s; temperatura ambiente; E vs (F¢/Fc+)/V; las
corrientes se indican en YA. "® = hombro. El pico aparece como un hombro, estd mal definido. <Los

grupos sustituidos en esta posicién se han nombrado de manera diferente por un problema de
espacio: Me = CHjs, Et = CH,CH3, i-prop = CH(CH3),, t-but = C(CH3)3, Ph = fenilo y pipe =

piperazina.
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Figura 86. Voltamogramas ciclicos obtenidos en la reduccién del compuesto 3.2 en DMF a 0,1
V/s (E vs (Ag/AgNO3)/V): a) Un solo barrido entre -0,7 y -1,7 V, b) mudltiples barridos entre -0,7
y -1,7 V, y ¢) un solo barrido entre -0,4 y -2,6 V. d) Voltamograma ciclico para el par redox del

ferroceno, empleado como referencia para la determinacién de los picos de potencial.
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Para todas las quinoxalinas 1,4-di-N-6xido estudiadas la primera onda voltamétrica
observada durante la reduccién fue reversible o cuasi-reversible (Figura 86 a y Figura 87 a) con
potenciales de pico, E,q, que oscilaron entre -1,109 y -1,709 V (vs Fc/Fc*). Los valores para este
par redox de AEp se encontraban entre 61y 81 mV a 0,1 V/s y los valores de Epc-E1/2 calculados se
situaron entre -30,5 y -40,5 mV a 0,1 V/s. Para un proceso reversible, los valores tedricos
esperados para la transferencia de un electrén serfan de 59 mV para AE, y -28,5 mV para Ep-Eyp.
La cercania a los valores tedricos observada en los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido

estudiados parece confirmar que el proceso de reduccién implica la transferencia de un

electrén.3?7

Los cocientes in/ipc calculados para la primera onda voltamétrica fueron cercanos a la
unidad independiente de la velocidad de barrido empleada para todos los compuestos excepto
1.22, 4.5 y B.1 (ipa/ipc = 0,44, 0,52 y 0,54 respectivamente), indicando la ausencia de cinética u
otras complicaciones tras la reduccién para la inmensa mayoria de los compuestos.3?® Los valores
de ix/ipc cercanos a la unidad indicaban que el radical anién formado tras este primer proceso de
reduccién era razonablemente estable en la escala de tiempo y las condiciones empleadas en el
experimento. Esto se veia apoyado mediante multiples ciclos de la primera onda voltamétrica,

los cuales no mostraron cambios en la reversibilidad del proceso. (Figura 86 b y Figura 87 b).
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Figura 87. Voltamogramas ciclicos obtenidos en la reduccién del compuesto 5.17 en DMF a 0,1
V/s (E vs (Ag/AgNO3)/V): a) Un solo barrido entre -0,4 y -1,4 V, b) mdltiples barridos entre -0,4
y -1,4 V, y ¢) un solo barrido entre -0,4 y -2,1 V. d) Voltamograma ciclico para el par redox del

ferroceno, empleado como referencia para la determinacién de los picos de potencial.

Se observé una segunda onda voltamétrica irreversible para todos los derivados a
potenciales entre -1,7 y -2,3 V (Figura 86 c y Figura 87 c). Este proceso mostré valores de i, que

fueron similares a los observados en la primera onda de reduccién, indicando que es probable
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que un electrén participe en este proceso. Por ello, se piensa que esta segunda onda es indicativa

de otro proceso de reduccién que implica a un electrén y que ofreceria la forma dianién.328

Se observé una tercera onda voltamétrica a potenciales més negativos de -2,1 V para todos
los compuestos estudiados. En algunos casos, la segunda y tercera onda voltamétrica aparecian
muy proximas entre si, por lo que se observaba como un hombro de la otra. No obstante, la

segunda y la tercera onda voltamétrica no se estudiaron en mayor profundidad.

50.2. Relacién entre la estructura quimica y el potencial de reduccién

Los datos presentados en la Tabla 42 permite también llevar a cabo el estudio de la
posible influencia de la estructura en el potencial de reduccién de la primera onda voltamétrica.
Muchos de los compuestos estudiados son andlogos entre si, presentando una modificacién que
puede afectar a las posiciones 6 y/o 7 (sin sustituir, sustituyente electrodonante o sustituyente
electroatrayente), a la posicién 3 (CHs;, CHF, o CF;) o a la posicién 2 del anillo de quinoxalina.
La presencia de estos andlogos en el estudio permitird comprobar en qué medida el E; se ve

afectado por la estructura.

Los efectos de la incorporacién de un grupo electroatrayente (Cl, F, CHF, y CF;) o un
grupo electrodonante (CH; y CH;O) en el anillo de quinoxalina han sido estudiados en trabajos
previos.3?® Un potencial de reduccién menos negativo se asocia con una mayor facilidad de
reduccién, por lo tanto aquellos sustituyentes que aporten un desplazamiento positivo del Ey/; se
piensa que favorecerdn una reduccién /n vivo més sencilla del derivado de quinoxalina 1,4-di- N-

6xido correspondiente.
Influencia de los sustituyentes de las posiciones 6 y 7

Comparando los resultados obtenidos para los diferentes anélogos presentados en la Tabla
42 se comprueba como la sustitucién de un hidrégeno de la posicién 7 del anillo de quinoxalina
por un grupo electroatrayente (Cl, F o CF;) causa un desplazamiento positivo en el potencial de
reduccién, lo cual facilitard el proceso de reduccién. Este efecto se observa claramente por
ejemplo al realizar la comparacién entre los compuestos 5.1 vs 5.7 vs 5.9, donde la sustitucién
del hidrégeno por un &omo de F o por un grupo CF; resulta en un desplazamiento positivo del
potencial de reduccién de 102 mV y 232 mV respectivamente. El mismo efecto se observa al
comparar los compuestos 5.10 vs 5.14 vs 5.16 (+107 mV y +65 mV) y 4.1 vs 4.4 vs 4.6 (+109 mV
y +66 mV).

La sustitucién de esta misma posicion con grupos electrodonantes como CH; y CH;O tiene
un efecto contrario, provocando un desplazamiento negativo en el potencial de reduccién vy, por
lo tanto, haciendo mas complicada la reduccién. Por ejemplo, la sustitucién del dtomo de
hidrégeno de la posicion 7 del compuesto 1.1 por un grupo CH;O en el derivado 1.2 y por un

grupo CHs en el derivado 1.3 resulté en unos desplazamientos negativos del E;» de -43 mV y -76
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mV, respectivamente. Estos resultados se comprueban también al comparar los derivados 4.1 vs

4.2 y los derivados 5.10 vs 5.11 vs 5.12.

Ademés, de acuerdo con lo observado en estudios previos, se observa como la
incorporacién de un segundo sustituyente electroatrayente (Cl o F) en la posicién 6 del anillo de
quinoxalina potencia el desplazamiento positivo observado del potencial de reduccién. Este
efecto se observa al comparar por ejemplo los compuestos analogos 5.1 vs 5.7 vs 5.8 (6,7-H vs
7-F vs 6,7-F). La incorporacién de un 4tomo de F en la posicién 7 provoca un desplazamiento
del Eiy» de +102 mV respecto al obtenido en el compuesto sin sustituir, mientras que la
introduccién de un segundo atomo de F conlleva un desplazamiento de +153 mV. El mismo
efecto se observa cuando se introduce Cl en la estructura, por ejemplo, en los compuestos 4.1 vs
4.4 vs 4.5, obteniéndose desplazamientos de +109 mV y +211 mV respectivamente. El mismo

resultado se obtiene al comparar 5.10 vs 5.14 vs 5.15 y 5.10 vs 5.16 vs 5.17.
Influencia del sustituyente de la posicién 3

La utilizacién de compuestos sustituidos por el grupo CH; en la posicién 3 del anillo de
quinoxalina en el estudio electroquimico ayuddé a comprobar que efecto tenia sobre el Ei la
sustitucién de esta posicién por el grupo CF; y el grupo CHF,. Los resultados obtenidos indican
como la sustitucién del grupo CH; por el grupo CF; tiene un efecto muy importante sobre el Ey.
provocando desplazamientos positivos de més de 200 mV. La sustitucién del grupo CH; por el
grupo CHF, también provoca un desplazamiento positivo del E;» pero menos marcado que en el
caso del CF;. Sirva como ejemplo la comparacién de A.1 vs 4.1 vs 1.1, donde se observa un
desplazamiento de +146 mV al introducir el grupo CHF, y de +238 mV en el caso del derivado
sustituido por el grupo CF3 en la posicién 3. El mismo efecto se observa se observa al comparar
A2vs4.2vs1.2, A3vs1.3, A7 vs1.7 A17 vs 1.17, B.1 vs 5.10, B.12 vs 5.15 y B.6 vs 5.6.

Influencia del sustituyente de la posicién 2

La influencia de los sustituyentes introducidos en la posicidon 2 sobre el potencial parece ser
poco significativo en comparacién con los sustituyentes introducidos en las posiciones 3, 6 y 7,

presumiblemente, debido a la distancia hasta el sitio de reduccién.

Los resultados obtenidos concuerdan con la facilitacién de la reduccién de quinoxalinas
por una carga positiva en el sitio de reduccién, de acuerdo con trabajos previos.32332 Como se
muestra en la Figura 88, los potenciales de reduccién para los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-
6xido andlogos estudiados en general se ajustan a la ecuacién modificada de Hammett, AE;, =
prOx (coeficientes de correlacién entre de 0,98 y 0,99), donde ok es la constante del efecto
electrénico aportado por cada sustituyente (polar e inductivo) tomada como el promedio de la
suma de omx Y Opx (Tabla 42) y p es la constante de reaccién.?3® Para los derivados de

quinoxalina sustituidos en el anillo de benceno se recomienda el uso de (omx + 6px)/2.33
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Tabla 42. Constantes de Hammett para los diferentes sustituyentes empleados en las posiciones

3, 6 y 7 del anillo de quinoxalina?.

(omx + (Omx + Z(Gm-x +
Comp. Re/R7  Opx Omx Gon)/2 R: Opx Omx 60.0/2 | G2
Al H/H 0 0 0 CH; -0,17 -0,07 -0,12 -0,12
A3 H/CH; -0,17 -0,07 -0,12 CH; -0,17 -0,07 -0,12 -0,24
A7 F/F 0,12 0,68 0,4 CH; -0,17 -0,07 -0,12 0,28
A.2 H/CH;O -0,27 0,12 -0,075 CH; -0,17 -0,07 -0,12 -0,195
1.1 H/H 0 0 0 CF; 0,54 0,43 0,485 0,485
1.3 H/CH; -0,17 -0,07 -0,12 CF; 0,54 043 0,485 0,365
1.2 H/CH;O -0,27 0,12 -0,075 CF; 0,54 043 0,485 0,41
1.7 F/F 0,12 0,68 0,4 CF; 0,54 0,43 0,485 0,885
4.1 H/H 0 0 0 CHF, 0,32 0,29 0,305 0,305
4.2 H/CH;O -0,27 0,12 -0,075 | CHF, 0,32 0,29 0,305 0,23
4.4 H/Cl 0,23 0,37 0,3 CHF, 0,32 0,29 0,305 0,605
4.5 Cl/Cl 0,46 0,74 0,6 CHF, 0,32 0,29 0,305 0,905
4.6 H/F 0,06 0,34 0,2 CHF, 0,32 0,29 0,305 0,505

aLos valores de las constantes de Hammett se obtuvieron de la referencia.33°
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Figura 88. Gréfica de a) potencial de reduccién (E1/2 vs Fc/Fc+) frente a (om-x + op-x)/2 para

los sustituyentes de las posiciones 6 y 7 en los compuestos 4.1, 4.2, 4.4 y 4.5; b) potencial de

reduccién (E1/2 vs Fc/Fc+) frente a (om-x + op-x)/2 para el sustituyente de la posicién 3 en los

compuestos A.1, 1.1y 4.1; ¢) potencial de reduccién (E1/2 vs Fc/Fc+) frente a 3 (om-x + op-x)/2
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para los sustituyentes de las posiciones 6 y 7 y de la posicién 3 en los compuestos A.1, A.2, A.3,
A7,11,1.2,1.3,1.7,4.1,4.2, 44,45 y 4.6.

50.3. Relacién entre el comporatamiento electroquimico y la actividad
actichagasica

Con respecto al mecanismo como agentes antichagésico, los heterociclos di-N-6xidos se
espera que sufran una reduccién via un electrén para formar un anién radical (Figura 89).173.184.334-
34 De hecho, trabajos electroquimicos previos confirmaron mediante Resonancia de espin
electrénico (REE) que la reduccién de quinoxalinas 1,4-di-N-6xido implica al grupo nitrona para
formar el anién radical.3?” La reduccién electroquimica de las quinoxalinas 1,4-di-N-6xido en
sistemas de solventes aproéticos ha sido publicada previamente.173:327-329.331.332.334 En |3 mayorfa de
los casos, una primera onda de reduccién reversible atribuida a la reduccién de uno de los grupos
N-6xido se ha descrito en DMF. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente
estudio. Para los derivados de quinoxalina 1,4-di- N-6xido estudiados, la reduccién electroquimica
en DMF es también consistente con la reducciéon de la funcién N-6xido para formar un anién

radical.

La segunda onda voltamétrica de reduccién observada podria ser debida a la formacién
del dianién. La irreversibilidad de esta onda voltamétrica podria ser debido a una reaccién
quimica posterior, por ejemplo siguiendo un mecanismo EEC (Electroquimico-Electroquimico-

Quimico).

La tercera onda voltamétrica observada podria deberse a la reduccién del grupo carbonilo

de la posicién 2 del anillo de quinoxalina.

Kaye y Stonehill sefialaron que una objecidén a esta teoria es el hecho de que algunos
potenciales observados son muy negativos, aunque numerosos trabajos indican que el potencial
de reduccién in vivo podria ser mejor que in vitro, y es sabido que los N-6xido sufren una

bioreduccidn.342-344
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Figura 89. Mecanismo de accién propuesto.
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Los datos obtenidos sugieren una posible relacién entre el potencial de reduccién vy la
actividad antichagésica. Dentro de esta relacién diferentes etapas en el mecanismo de accién de
estos compuestos frente a la 7. cruzi deberian ser consideradas. En este sentido, en la primera
etapa la quinoxalina di-N-6xido podria ser activada a través de un proceso de bio-reduccién para
formar un radical anién reactivo, el cual podria conducir més adelante hasta el ién superdxido u
otras especies reactivas de oxigeno téxicas, o a interacciones directas con macromoléculas en una
etapa posterior. Si este mecanismo ocurre para estos compuestos, el proceso de activacién por
bio-reduccién generalmente se esperaria que fuese més sencillo para aquellos compuestos mas
facilmente reducibles, o lo que es lo mismo para aquellos compuestos que muestran potenciales

de reduccién menos negativos.

Observando los resultados que se muestran en la Tabla 43 se puede apreciar como los
cuatro compuestos que presentan una menor actividad frente a 7. cruzi, compuestos A.1, A.2,
A.3 y B.1, son a su vez los compuestos con valores de E;» méas negativos, por debajo de -1,5 V (vs
Fc/Fc*). Cabe destacar el compuesto B.1 por ser el menos activo de todos los compuestos

presentados (%INH = 1%) y mostrar con claridad el valor de E;» més negativo (-1,677 V).

El anélisis de los resultados obtenidos para los compuestos con una buena actividad frente
a 7. cuzi ofrece méas problemas ya que las actividades mostradas por la mayoria de los
compuestos presentados eran similares y muy elevadas. Este hecho impididé observar una
correlacién directa entre su actividad antichagéasica y el potencial de reduccidon al graficarlos
juntos. Sin embargo, si se observa claramente como la gran mayoria de los compuestos mas
activos presentan potenciales de reduccién menos negativos que -1,3 V. Este hecho podria indicar
que existe un potencial umbral para que se produzca una bioreduccidén en estos derivados de
quinoxalina 1,4-di-N-6xido. Esto podria explicar la aparente falta de una correlacién absoluta
entre la actividad y el potencial de reduccién. Aquellos compuestos con potenciales por encima
del limite se esperaria que tengan una mejor actividad frente a 7. cruzi, mientras que aquellos
que caen por debajo del umbral tendrian actividades menores, dependiendo directamente de la

facilidad con que sufren la reduccién.

Sin embargo, el hecho de que existan algunas excepciones en los datos, como en los
compuestos 1.22, 1.24 y A.17 por ejemplo, indican que los resultados electroquimicos tienen que
ser interpretados con cautela. Como se ha comentado, estos estudios pueden ayudar a clarificar
alguna etapa, pero otros factores ademas de la bioreduccién deben ser considerados en el
mecanismo de accién global. Ademéas de la bioreduccién, factores como la solubilidad,
lipofilicidad, metabolismo, difusién, permeabilidad de membrana, estereoquimica, absorcién, el
sitio de unién, ademaés de otros muchos deben ser considerados cuando se intenta determinar el
mecanismo de accién /n vivo de los compuestos antichagésicos. De todas formas, los resultados

de este estudio parecen sugerir que la participacién de un proceso de transferencia de carga en el

228



Resultados y discusién: Estudio electroquimico de mecanismo de accién

mecanismo de accién de estos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido frente a 7. cruzi es

factible.

Tabla 43. Estructura, datos de voltametria ciclica y resultados de actividad in vitro anti- 7. cruzi de

los derivados de quinoxalina estudiados.

Voltametria ciclica

Actividad anti-T.cruzi/

Ere (V)  %INH: Clso (uM)®
Al Ph  CH;  H/H -1,581 2,016  -1,546 19 >25
A.2 Ph CH; H/CHO | -1610 1952 -1,574 9 ‘N.R.
A3 Ph  CHs; H/CH; 1,613 2,039 -1,580 8 >25
A7 Ph  CH; F/F 1,478 1,918 1,442 92 4.2
Al7  Me  CHs F/F 1,454 -1,988 1,418 100 0.4
1.1 Ph CF; H/H 1,341 2,071  -1,308 | 100 0.9
1.2 Ph CF;  H/CH:O | -1.407 2,23 (hb)  -1,407 98 N.R.
1.3 Ph CF;  H/CH; 1,376 -2,06 (hb) 1,344 99 1.3
1.7 Ph CF; F/F 1,223 1,919 1,188 100 0.7
1.9  Tienil  CF; F/F 1,226 -1,898 1,190 100 2.8
1.1 Furil  CF; F/F 1,219 1,921 1,183 100 5.2
115  Nafti  CF; F/F 1,232 1,923 1,196 100 3.9
1.17 Me  CFs F/F 1,213 1,923 1,179 100 0.39
1.18 Et CF; 1,126 1,846  -1,093 | 100 0.78
122 iprop CFs F/F 1,219 -1,908 1,180 23 >25
124  tbut CFs F/F 1,214 1960  -1.176 30 4.9
126  ClPh  CF; F/F 1,213 1,915 1,176 100 2.5
3.1 Cl-Ph-pipe CF; H/H 1,374 2,064 -1,341 100 0.79
3.2  Phpipe CF; H/H 1,382 2,113 1,348 | 100 0.76
4.1 Ph  CHF, H/H 1,434 -1.99 (hb)  -1,400 36 >25
4.2 Ph  CHF, H/CH;O | -1493  -199 (hb) -1458 | 100 10
4.4 Ph  CHF, H/CI 1,325 1,975 1,291 100 6.4
4.5 Ph  CHF, Cl/Cl 1,225 1,872 1,189 100 47
4.6 Ph  CHF,  H/F 1,370 1974 1,334 | 100 6.3
BI O-Et -CH; CHsy/CHs | -1,709 2272 1677 1 N.R.
B2 Ot -CH; Cl/Cl 1,403 1.954 1,370 32 N.R.
B6 OMe -CHs clcl 1,399 1934 1366 66 N.R.
53 OMe -CF;  H/H 1,346 2,099  -1.313 | 961 13.7
54 O-Me -CF; CHy/CH; | -1.392 2.1 1,359 | 916 5.0
56 OMe -CF; ClCl 1,109 1,799 -1,076 | 100 10.8
57 OMe CF;s  HfF 1,243 1,994 1,211 100 3,5
58 O-Me -CF; F/F 1,193 1,916 1,160 100 1,5
59 O-Me -CF; H/CF; N7 1,872 1,081 100 5.0
510 O-Ft -CF;  H/H 1,312 2,12 1,281 100 4,0
511 OFt -CF; H/CH;O | -1,389 2282  -1.357 | 100 4.8
512 Ot -CF; H/CHs 1,357 2,209 -1.324 | 100 4.8
514 Ot -CF;  H/CI 1,208 1,967 1,174 100 1.8
515 Ot -CF;  CI/l 1,113 1,784 1,081 100 2,9
516 O-Et -CFs  H/F 1,248 1,997 1,216 100 3,3
517 O-Ft -CF; F/F 1,194 1,91 1,161 100 0.4
Nfx 100 7.7

aPorcentaje de inhibicién del crecimiento a 25 YM. ®Clse: concentracion inhibitoria 50 (uM) <No

realizado.
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51. Resultados y discusién de los estudios bioldégicos de mecanismo de
accién
51.1. Estudio de actividad inhibitoria sobre deshidrogenasas mitocondriales

Es bien conocido que muchos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido son especies
quimicas que sufren un proceso de bioreduccién en condiciones de hipoxia para producir OH* y
metabolitos reducidos'®. Debido a esto, se propuso la idea de que estos nuevos derivados
pudieran ejercer dafio sobre el parasito a través de la produccién de especies radicales que
afectaran al metabolismo redox.?'8239345 En un intento de investigar el modo en que estas
quinoxalinas 1,4-di- N-6xido actiian sobre los parésitos, se estudié el efecto sobre la actividad de
deshidrogenasas mitocondriales, enzimas directamente relacionadas con el metabolismo redox
del parésito. Recientemente, se demostré que estas enzimas podrian estar envueltas en el
mecanismo de accién de heterociclos que contenian grupos N-6xido, como furoxanos y
benzofuroxanos, de estructura muy relacionada con las quinoxalinas 1,4-di-N-6xido.%>242 E|
porcentaje de actividad de deshidrogenasas mitocondriales con respecto al control no tratado se
determiné empleando el ensayo colorimétrico del MTT a tiempos muy cortos, no superiores a
240 minutos de incubacién, un procedimiento descrito para el parésito leishmania.3* En el
ensayo se estudiaron 4 derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido, seleccionados por su
variabilidad estructural y elevada actividad frente a 7. cruzi. Los compuestos evaluados fueron el
compuesto P1, previamente publicado,?® y que se eligié por su elevada actividad y diferencia
estructural con los nuevos derivados sintetizados presentados en este trabajo, y tres nuevos
derivados que presentan el grupo trifluorometilo en la posicién 3 del anillo de quinoxalina
(Compuestos 1.7, 1.1 y 1.17). Ademas, se introdujo en el ensayo el farmaco de referencia Nfx. La

estructura de los derivados evaluados se muestra en la Tabla 44.

Tabla 44. Estructura de los derivados de quinoxalina 1,4 di-N-6xido estudiados.

5
Rq NTUR,
S

Compuesto R, Rs Re/R7
P1 -$-Ph CH; cl/Cl

1.1 -CO-Ph CF; H/H

1.7 -CO-Ph CF; F/F

1.17 -CO-CH; CF; F/F

Los resultados obtenidos en el ensayo para los 4 compuestos y el Nfx se muestran en la

Figura 90 a), donde se representa el porcentaje de actividad de deshidrogenasas mitocondriales
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(Pmdh (%)) en los diferentes tiempos de incubacién (30, 60, 90 y 120 minutos) con respecto al

control sin tratar que se toma como el 100 % de actividad.

Observando la grafica mostrada en la Figura 90 a) y los datos de la tabla 45 se ve como
los 4 derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido estudiados producen una disminucién de la
actividad de deshidrogenasas mitocondriales de una forma dependiente con el tiempo de
incubacién, al contrario de lo que ocurre con el control no tratado. Se observa claramente como
el Nfx no afecta a la actividad de deshidrogenasas mitocondriales ya que la actividad se mantiene
en el 100 % a 60, 90 y 120 minutos. Dentro de los derivados de quinoxalina, se observa como es
el compuesto P1 el que produce una mayor disminucién de la actividad, alcanzando casi un 70
% a los 90 minutos de incubacidn, seguido por los derivados 1.7 y 1.17, que muestran resultados
similares entre si, y finalmente el compuesto 1.1, que es el que provoca una menor disminucién,

apenas un 20% al maximo tiempo de incubacién.

La inhibicién observada sobre las deshidrogenasas mitocondriales no se correlaciona bien
con la potencia mostrada por los compuestos estudiados frente al parésito in vitro. Esto se
observa al comparar los resultados de actividad frente al parasito y los porcentajes de inhibicién

de la actividad de deshidrogenasas mitocondriales obtenidos, como se muestra en la Tabla 45.

Tabla 45. Datos de porcentaje de actividad de deshidrogenasas mitocondriales y actividad /in

vitro.

Actividad in vitro

Compuesto 2Pmdh (%) 120 min % INH (25 uM)® Clso (UM)©
P1 30 93,0 6,5
1.1 80 100 0,9
1.7 40 100 0,7
1.17 45 100 0,39
Nfx 100 100 7,7

aPorcentaje de actividad de deshidrogenasas mitocondriales.

bPorcentaje de inhibicién del crecimiento. Inhibicién sobre la forma epimastigote de la cepa
Tulahuen 2 de T. cruzi a una concentracién de 25 uM. Los resultados son el valor medio de 3
experimentos con una desviacién estdndar menor al 10%.

¢Concentracién inhibitoria 50. Los resultados son el valor medio de 3 experimentos con una

desviacién estandar menor al 10%.

Al comparar los compuestos P1 y 1.1 se observa que la importante diferencia en los
resultados de inhibicién de la actividad de deshidrogenasas mitocondriales no tiene un efecto
directo sobre la actividad /in vitro mostrada frente al parésito. Estos resultados parecen indicar
que efectivamente los nuevos derivados afectan a la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales, sin embargo, otros fenédmenos deben estar también involucrados en el modo de

accién de esta familia de compuestos.
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Figura 90. a) Variacién del porcentaje de actividad de deshidrogenasas mitocondriales
(Pdmh(%)) producido por los diferentes compuestos a los diferentes tiempos de exposicién sobre
epimastigotes de la cepa Y de 7. cruzi en comparacién con el control no tratado (100%); b)
Porcentaje de metabolitos finales excretados al medio tras el tratamiento con los diferentes

compuestos, expresado respecto a la DMF,3*” medido en epimastigotes de la cepa Y de T. cruzi.

51.2. Estudio de los metabolitos excretados por 7. cruzi

Con el objetivo de estudiar los posibles cambios en las rutas bioquimicas promovidos por
los derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido, se estudiaron las posibles modificaciones en el
patrén de metabolitos excretados por los parésitos en cultivo, empleando para su identificaciéon
la espectroscopia de RMN-'H. Este tipo de estudios ha sido comprobado que son una
herramienta util en la elucidacién del mecanismo de accidn.?4?:348-350 Para ello se compararon los
espectros de RMN-'H del medio de los parasitos tratados con los derivados de quinoxalina con

los no tratados utilizados como control negativo. El estudio se centrd en los cambios de las sales
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excretadas de los acidos carboxilicos lactato (Lac), acetato (Ace), piruvato (Pyr) y succinato (Suc),
y los aminodcidos alanina (Ala) y glicina (Gly), por ser los metabolitos modificados mas
relevantes. En la Figura 90 b) se muestran los cambios en la cantidad de metabolito final
excretado al medio en el control negativo sin tratamiento, en los parésitos tratados con los
derivados de quinoxalina P1 y 1.7, y en el control positivo, parasitos tratados con BHT, un
inhibidor de la respiracién mitocondrial. Ambos compuestos estudiados (P1 y 1.7) mostraron,
como se ha visto en el punto anterior, grandes efectos sobre las deshidrogenasas mitocondriales

desde el comienzo de la incubacién.

Los resultados obtenidos (Figura 90 b)) muestran como el compuesto P1 promueve una
mayor disminucién en las concentraciones de los metabolitos finales estudiados que el derivado
1.7. Los bajos niveles de ace y suc excretados en el caso de parésitos tratados con el compuesto P1
comparado con los niveles obtenidos con el compuesto 1.7 podria ser debido a que el
compuesto P1 es un mejor inhibidor de deshidrogenasas mitocondriales, ya que la succinato
deshidrogenasa y la fumarato reductasa mitocondriales son complejos enziméticos muy
homdlogos, por lo tanto, muchos inhibidores de succinato deshidrogenasa podrian inhibir a su
vez a la fumarato reductasa. El escaso efecto observado para el derivado 1.7 no explica la
elevada actividad in vitro que posee, por lo tanto serdn necesario mas estudios para profundizar
en el mecanismo de accién por el cual este tipo de derivados presentan una elevada actividad

frente a 7. cruzi.
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Esta memoria recoge el trabajo de disefio, sintesis y caracterizacién de cincuenta y siete
nuevos derivados de 2-difluorometilquinoxalina y 3-trifluorometilquinoxalina. Se presentan
también los resultados de actividad bioldgica in vitro anti-Trypanosoma cruzi obtenidos para un
total de setenta y nueve derivados de quinoxalina y una revision de los resultados de actividad in
vitro obtenidos por el grupo de trabajo desde el afio 1.999 para una gran variedad de derivados
de quinoxalina. La evaluacién bioldgica in vitro ha sido realizada por el Grupo de Quimica

Medicinal de la Universidad de la Republica de Montevideo.

A su vez, se relizaron estudios de mutagenicidad, citotoxicidad y ensayos preliminares /in
vivo de una seleccién de los nuevos derivados presentados. Estos estudios se llevaron a cabo en
el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Universidad de Navarra, en el Grupo de
Quimica Medicinal de la Universidad de la Republica y en el Departamento de Medicina Tropical

del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Asuncién, respectivamente.

Se incluyen estudios de mecanismo de accién, tanto biolégicos, desarrollados por el Grupo
de Quimica Medicinal de la Universidad de la Republica, como electroquimicos, realizados a
través de una colaboracién con el Departmento de Quimica de la Southeast Missouri State

University.
El desarrollo de este proyecto de investigacién ha dado lugar a tres articulos cientificos.
El trabajo descrito en esta memoria ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

1. Se ha optimizado un método de sintesis de quinoxalinas 1,4-di-N-6xido a través de la
reaccién de Beirut gracias a la utilizacién de la sintesis asistida por microondas. El nuevo método
optimizado ha ofrecido importantes ventajas, destacando el aumento en los rendimientos y la
disminucién de los tiempos de reaccién.

2. Se ha puesto a punto un método sintético para llevar a cabo una sustitucién nucleofilica
aromética sobre los &tomos de flior de las posiciones 6 y 7 del anillo de quinoxalina empleando
aminas heterociclicas como nucledfilo el cual ha ofrecido buenos rendimientos en cortos tiempos
de reaccion.

3. Gracias al estudio de los acoplamientos de protones a larga distancia mediante un
experimento NOESY se ha conseguido comprobar que la sustitucion nucleofilica aromatica de los
derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido disustituidos por atomos halégenos en las posiciones 6 y
7 se da preferentemente en la posicién 7, obteniéndose el derivado 7-sustituido en proporcién
mayoritaria.

4, Maés del 90% de los derivados evaluados frente a la forma epimastigote de la cepa
Tulahuen 2 de 7. cruzi han mostrado un valor de Clso inferior al farmaco de referencia
Nifurtimox. Los derivados 1.1, 1.7, 1.17, 1.18, 1.19, 1.31, 1.34, 3.1, 3.2, 5.17, 5.18 y 6.12 han sido

identificados como los mas activos frente a esta cepa mostrando valores de Clso < a 1 uM.
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5. Los resultados de actividad /in vitro obtenidos han permitido establecer una serie de
relaciones estructura-actividad. La presencia de sustituyentes electroatrayentes, en especial el
grupo trifluorometilo en la posicién 3 del anillo de quinoxalina se establece como determinante
para la actividad anti- 7. cruzi in vitro, mejorando considerablemente los resultados previamente

obtenidos por el grupo. Estos datos confirman la hipotesis de trabajo planteada.

Los resultados obtenidos indican que la sustitucién de las posiciones 6 y/o 7 del anillo de
quinoxalina por un grupo electroatrayente potencia la actividad anti- 7-cruzi.

Con respecto a la posicion 2 del anillo de quinoxalina, la presencia del grupo carbonilo se
considera importante para la actividad anti- 7. cruzi. En base a la alta variabilidad de sustituyentes
unidos al grupo carbonilo presentada por los derivados més activos, el tipo de sustituyente
empleado en esta posicidn no se considera determinante para la actividad frente a 7rypanosoma
cruzi.

Los grupos N-6xido han demostrado ser importantes en la actividad, pero los buenos
resultados ofrecidos por derivados reducidos de la serie 6 y la implicacién que este grupo puede
tener en los indices de selectividad obtenidos lleva a proponer como objetivo el profundizar en
el estudio de la actividad biolégica de nuevos derivados reducidos en esta posicién.

6. Los derivados 1.1 y 1.7 han mostrado una actividad in vitro frente a las formas
epimastigotes del clon CL Brener y las cepas Y y Colombiana de 7. cruzi superior al farmaco de
referencia Nifurtimox. Ademds, el derivado 1.7 presenta un elevado porcentaje de inhibicién
frente a la forma tripomastigote del clon CL Brener de T. cruzi.

7. Los derivados 1.17, 3.2, 1.7 y 3.1 han mostrado, respectivamente, los mejores indices de
selectividad frente al parésito tras la evaluacién de la citotoxicidad frente a la linea celular de
macréfagos murinos J-744, si bien, los resultados indican que la citotoxicidad mostrada por los
nuevos derivados presentados es un pardmetro que debe ser mejorado.

8. En la evalucién de la mutagenicidad llevada a cabo con veinte de los nuevos derivados
presentados, los derivados 1.7, 1.17, 5.9, 5.15 y 5.18 no han mostrado mutagenicidad en las
condiciones de ensayo empleadas. Los resultados obtenidos muestran una relacién entre la
estructura de los nuevos derivados de quinoxalina 1,4-di-N-6xido evaluados y los resultados de
mutagenicidad obtenidos. Todos los derivados con sustituyentes electroatrayentes en las
posiciones 6 y/o 7 del anillo de quinoxalina o no sustituidos en esas posiciones han resultado no
mutagénicos o su mutagenicidad desaparecia tras su metabolizacién, mientras que los derivados
con sustituyentes electrodonantes presentan una elevada mutagenicidad. El grupo trifluorometilo
de la posicién 3 del anillo de quinoxalina parece ser importante en la prevencién de la aparicién
de mutagenicidad.

9. Los estudios electroquimicos han demostrado que la introduccién de sustituyentes
electroatrayentes en las posiciones 3, 6 y 7 del anillo de quinoxalina conduce a potenciales de
reduccién menos negativos y facilitan la bio-reduccién de los compuestos. La relacién encontrada

entre el comportamiento electroquimico y la actividad antichagasica de los compuestos
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corrobora la hipotesis de que este tipo de derivados puedan ser activados por un proceso de bio-
reduccién generando especies més activas.

10. Los estudios de mecanismo de accién llevados a cabo con los derivados 1.1, 1.7 y 1.17
mostraron que los tres compuestos posefan actividad inhibitoria sobre deshidrogenasas
mitocondriales, sin embargo, esta no explica completamente su elevada actividad bioldgica in
vitro. Se identificaron los metabolitos finales excretados por los parésitos tras el tratamiento con
el derivado 1.7 no observandose modificaciones significativas en las rutas metabdlicas estudiadas
con respecto al control.

11.  Los derivados 1.7 y 1.17 mostraron un buen comportamiento en los ensayos /in vivo en
un modelo de ratén de infeccién aguda con 7. cruzi Ambos derivados mostraron elevados
valores de supervivencia animal al final del estudio e hicieron desaparecer el segundo pico de
maéxima parasitemia observado tras el tratamiento con el farmaco de referencia Benznidazol. Los
resultados obtenidos hacen que se propongan para una mayor profundizacién de los estudios in
vivo.

12. En base a los prometedores resultados, se propone el compuesto 1.17 para su
profundizacién en estudios de actividad biolégica y como compuesto lider para la optimizacién

de la estructura.
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