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RESUMEN

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, provocada por Trypanosoma
cruzi, presenta un problema de salud publica en Latino América, abarcando cerca de 21
paises. El proceso de globalizacion ha llevado a que la enfermedad se propague a otras
areas no endémicas, convirtiéndola en un problema de salud global.

Para el tratamiento de la enfermedad de Chagas se han utilizado drogas como nifurtimox
y benznidazol, estas a pesar de tener cierta eficacia en la etapa aguda son ineficaces en la
erradicacion del parasito. Es por ello, que se han investigado nuevas alternativas
farmacoldgicas, entre ellas drogas antifingicas, principalmente derivados azélicos, los
cuales han demostrado un potente efecto antiparasitario in vitro e in vivo.

En este trabajo se propone una nueva serie de moléculas triazolicas, conocidas como
[1,2,3] triazolo piridinas cetdnicas. Las caracteristicas mas importantes de este grupo son
la estructura triazolica y la presencia de grupos carbonilos los cuales se proponen como
responsables del mecanismo antiparasitario, a través de la generacién de especies reactivas
de oxigeno y/o la inhibicion de la biosintesis de ergosterol.

Para evaluar las propiedades fisicoquimicas de esta familia, se determin6 el mecanismo
de reduccidén y se caracterizd las especies generadas en esta reduccion mediante
voltametria ciclica y por espectrometria de resonancia de espin electronico, en donde se
encontrd la formacion de una especie radicalaria, capaz de deslocalizarse a traves de los

grupos cetopiridinas y estabilizarse por resonancia.



Para relacionar la formacion de esta especie radicalaria y la actividad bioldgica, se estudio
y comparo la viabilidad celular en T. cruzi y en células de mamifero, siendo el compuesto
4 como el mejor candidato anti-T. cruzi. Por otro lado, los derivados 7 y 9 fueron los
unicos de la serie que mostraron efectos citotdxicos en células de mamifero.

También se evalud la formacion de especies radicalarias en el parésito y en células de
mamifero y se encontro la generacion de radical hidroxilo se generaban en ambos sistemas
celulares. Sin embargo, la baja concentracion de esta especie es incapaz de producir un
efecto toxico en el parasito, por lo cual hemos descartado el estrés oxidativo como
principal mecanismo antichagasico.

Como segundo posible mecanismo estudiamos la inhibicion de la biosintesis de esterol,
dado que la presencia de un grupo triazélico seria capaz de inhibir la enzima CYP51.
Realizamos ensayos por espectroscopia de masas para evaluar los niveles de los esteroles
que participan en la biosintesis de ergosterol. Nuevamente, encontramos que el compuesto
4 es capaz de afectar la biosintesis de ergosterol en la etapa catabolizada por la enzima
CYP51, observandose un aumento en el sustrato de la enzima (lanosterol) y una
disminucion de su producto (ergosterol), este efecto se observa después de 72 horas de
exposicion al compuesto.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos, se disefi0 de manera racional una nueva
serie de derivados de triazolo piridinas, cuyas caracteristicas incluyen la presencia del
nucleo [1,2,3] triazolo [1,5-a] piridina y distintas variaciones en las posiciones 3 'y 7 de
esta estructura, con estas modificaciones en estudios posteriores se pretende mejorar el

efecto antichagasico de la serie triazolo piridinas.



SUMMARY

American trypanosomiasis or Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, presents a
public health issue In Latin America, covering about 21 countries. The globalization
process has led to the disease spreading to other non-endemic areas, becoming this disease
in a global threat.

For the treatment of Chagas disease have been used drugs such as nifurtimox and
benznidazole. Although these drugs have some efficacy in the acute stage, are ineffective
in eradicating the parasite. For this reason, have been investigated new pharmacological
alternatives, including antifungal drugs, mainly azole derivatives, which have
demonstrated a potent anti-parasitic effect in vitro and in vivo.

This work presents a new series of triazolic molecules, known as [1,2,3] triazolo pyridines
ketones. The most important features of this group are the triazolic structure and the
presence of ketone groups which are proposed as responsible for the antichagasic
mechanism, via the generation of reactive oxygen species and/or inhibiting ergosterol
biosynthesis.

To evaluate the physicochemical properties of this family, the reduction mechanism, and
the reduction species generated, were determined by cyclic voltammetry spectrometry and
electron spin resonance. We found the formation of a radical species which was able to
delocalize among the keto-pyridines groups and stabilize by resonance.

To relate the formation of this radical species with the biological activity, cell viability

was studied and compared in T. cruzi and mammalian cells. The compound 4 was



identified as the best anti-T. cruzi candidate. On the other hand, derivatives 7 and 9 were
the only that showed cytotoxic effects on mammalian cells.

Radical species generation in the parasite and in mammalian cells was then evaluated. The
generation of toxic species such as the hydroxyl radical was detected in both cell systems.
However, the low concentration of this species was unable to produce a toxic effect on the
parasite, so we have ruled out the formation of oxidative stress as the main antichagasic
mechanism.

In addition, we studied the inhibition of the sterol biosynthesis, since the presence of a
triazole group that would be capable of inhibiting the enzyme CYP51. We assessed the
levels of the sterols involved in ergosterol biosynthesis by mass spectroscopy. The
compound 4 was capable of affect the biosynthesis of ergosterol by inhibition of the
enzyme CYP51, increasing the enzyme substrate (lanosterol) and decreasing its product
(ergosterol). This effect was observed at 72 hours after exposure of the coumpounds.
Finally from the results, was rationally designed a new series of triazolo pyridines
derivatives, whose features include the presence of the [1,2,3] triazolo [1,5-a] pyridine
nucleus and several variations in the positions 3 and 7 of this structure, these modifications

are intended to improve the effect of antichagasic series triazolo pyridines.



1 INTRODUCCION

1.1 La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana.

La tripanosomiasis americana, conocida como la enfermedad de Chagas es una zoonosis
provocada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, parasito del genero
tripanosomatidae (Figura 1). Esta enfermedad es potencialmente mortal pudiendo inducir
a una muerte repentina de personas aparentemente sanas. Esta parasitosis esta considerada
como una ‘“enfermedad desatendida” del continente americano, afectando
aproximadamente 8 millones de personas en Latinoamérica [1, 2].

En Chile, la enfermedad de Chagas ha sido detectada en areas rurales y suburbanas de
zonas aridas y semiaridas, abarcando desde la region de Arica y Parinacota hasta la region
del libertador Bernardo O’Higgins. En zonas rurales el pardsito es transmitido
principalmente por hemipteros hematdfagos y utiliza como reservorios a distintas especies
animales entre ellas el humano [3].

El impacto de la enfermedad de Chagas no se limita solamente al continente Americano,
las migraciones de personas infectadas con el parasito han permitido la propagacién a
otras regiones no endémicas, aumentando la distribucién geogréafica de la enfermedad,

provocando alerta de salud a nivel mundial. [4].
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Figura 1. Trypanosoma cruzi, presente en un frotis sanguineo. Muestra tefiida con Giemsa
y observada en microscopio éptico directo. (Imagen obtenida del CDC, center for disease

control and prevention,USA)

En los Gltimos afios se han implementado politicas publicas que buscan intervenir en la
transmision del parésito, estas medidas paliativas contemplan planes de fumigacion
periddica de viviendas y peri-domiciliario en areas endémicas, pero estas medidas s6lo
implican el control del insecto vector conocido en Chile como vinchuca [5]. Estas
iniciativas implementadas en la década del “80, han reducido significativamente la
transmision vectorial de la enfermedad. De hecho, la prevalencia de la enfermedad de
Chagas en nifios menores 15 afios asi como la tasa de infestacion en viviendas ha declinado
significativamente en las Ultimas décadas, el instituto de salud publica (ISP), confirmé

solo 1.200 casos durante el 2011 [3].



1.2 Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas comunmente se presenta en dos fases: aguda y cronica. Ambas
fases pueden ser asintomaticas y ser potencialmente mortales.

La fase aguda tiene lugar en las primeras semanas de la infeccion, generalmente pasa
desapercibida por ser asintomatica, solo en algunos casos se presentan signos y sintomas
leves que no son exclusivos de la enfermedad de Chagas. Estos sintomas pueden incluir
fiebre, fatiga, dolor corporal, dolor de cabeza, sarpullido, pérdida de apetito, diarrea y
voémitos. EI marcador mas reconocido de la enfermedad de Chagas se conoce como signo
de Romafia, el cual involucra la inflamacion del parpado de la cara en las cercanias de la
herida dejada por la picadura del insecto. A pesar de que los sintomas generalmente
desaparecen, la infeccién persistird si no se trata y puede ser grave en personas
inmunodeprimidas.

Durante la fase cronica, la infeccion puede permanecer asintomatica durante décadas o
incluso de por vida. Sin embargo, algunas personas presentan: complicaciones cardiacas
(30%), las cuales pueden incluir miocardiopatia, insuficiencia cardiaca, alteracion del
ritmo o frecuencia cardiaca y paro cardiaco (muerte subita), ademas de complicaciones
intestinales (10%), que pueden incluir megaeséfago o megacolon [1] [3].

Para el tratamiento de esta enfermedad se utilizan dos farmacos: nifurtimox (Bayer,
Lapmpit®) un derivado nitrofurano y benznidazol (Roche, Radanil®) un derivado de nitro

imidazol (Figura 2). Estos presentan limitada eficacia contra Trypanosoma cruzi, ademas



de provocar diversos efectos adversos en los pacientes principalmente dafios hepaticos,

esto ha estimulado la evaluacion de nuevas propuestas farmacoldgicas.

N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-
1-(5-nitro-2-furil)metanimina

J\/Q C\s\_/N_N/ / ‘

Nifurtimox Benznidazol

Figura 2. Estructura quimica de nifurtimox y benznidazol
1.3 Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi.

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Figura 3) involucra tres estadios morfoldgicos que
dependen del hospedero (mamifero o insecto) en el cual se encuentre el parésito. Las
distintas formas del parasito se diferencian por la posicion relativa del flagelo,
kinetoplasto y ndcleo, se denomina a tripomastigote (forma infectiva no replicativa del
parasito, presente en sangre de los mamiferos infectados), a epimastigotes (forma
replicativa, presente en el vector) y amastigotes (forma replicativa dentro de las células de
mamifero).

El ciclo bioldgico de T. cruzi (Figura 3) se inicia cuando el vector (vinchuca) se alimenta
de la sangre de un mamifero infectado con el parasito (tripomastigote), una vez dentro del
vector, viaja a traves del sistema digestivo y se diferencia a epimastigote, estos son

8



capaces de multiplicarse por fision binaria en el intestino del vector y transformarse
nuevamente a tripomastigotes (metaciclicos) en la region terminal del intestino donde son
eliminados junto a las heces. El vector infectado se alimenta succionando sangre de un
nuevo mamifero defecando en las cercanias de la herida. Con ello el parésito es capaz de
ingresar al flujo sanguineo. En su recorrido por el torrente sanguineo es capaz de infectar
a cualquier tipo de célula nucleada, entre ellas el primer sistema de defensa los
macrofagos, los cuales son capaces de fagocitar al parésito. Ya en su interior el
tripomastigote es capaz de evadir la accién oxidativa del macréfago e infiltrarse al
citoplasma de las células, para luego diferenciarse a amastigotes. Luego de sucesivas
divisiones, el parésito nuevamente se transforma a tripomastigote, el gran nimero de
parésitos en la célula genera la lisis de la membrana plasmatica dando paso a una nueva

infeccion y completandose asi el ciclo de la enfermedad [6, 7].

1.4 Tratamiento de la enfermedad de Chagas: mecanismo de accion de drogas

antichagasicas.

Los tripanosomatidos, como otros parasitos, han desarrollado una gran variedad de
funciones fisiologicas necesarias para su supervivencia, el uso de estas funciones son
notablemente distintas del hospedero, como por ejemplo la utilizacion de moléculas
antioxidantes. En el parasito tripanotion es el principal antioxidante [8] en comparacion a

las células de mamifero que utilizan glutation [9]. No obstante, ambas cumplen la misma



funcion; proteger la célula de agentes citotdxicos tanto exdgenos como enddgenos y asi

mantener la homeostasis celular.
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Figura 3. Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi.

Los farmacos tradicionales para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son nifurtimox
y benznidazol. Si bien el modo de accién de estos farmacos alun no estd completamente
dilucidado, se ha descrito una relacion entre la reduccion de estas drogas y la formacién
de radicales libres y/o la generacion de metabolitos electrofilicos [10], estos en su mayoria
corresponderian a especies centradas en oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN), sin embargo

las especies de oxigeno cobran mayor importancia dado el caso del radical hidroxilo (OH~
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) que no existen mecanismos bioldgicos capaces de neutralizar esta especie, provocando
mayor dafio en los sistemas bioldgicos [11].

Estudios recientes en T. brucei evidenciaron que las especies radicalarias producidas por
nifurtimox se generan durante la metabolizacion del farmaco, estas involucrarian la
reduccion del grupo nitro (R-NO2) por accion de nitro-reductasas tipo | dependientes de
oxigeno (NTR1) y la activacion de otras enzimas, incluyendo prostaglandina F; sintasa, y
el citocromo P450 reductasa, provocando la generaciéon de intermediarios nitro-anion
radicales (R-NO2") que en consecuencia provocarian estrés oxidativo en el parasito [10].
De esta manera la primera etapa es la activacion de nifurtimox por NTR1, provoca la
reduccion del grupo nitro, posteriormente por la inestabilidad de estas moléculas se induce
a la formacion de una molécula de cadena abierta con un nitrilo insaturado (Figura 4). Esta
molécula (nitrilo de cadena abierta) ha demostrado inhibir el crecimiento del parésito. Por
otro lado, sélo células con niveles elevados de NTR1 muestran susceptibilidad a este

nitrofurano, jugando asi un rol importante en la accion del farmaco [12].
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Figura 4. Mecanismo de reduccién de nifurtimox por la nitroreductasa Tipo 1 (NTR1)

presente en tripanosomatidos (adaptado) [12].

En el caso de benznidazol, su activacion conduce a la formacion de metabolitos oxidantes
que pueden causar dafio en el ADN vy el agotamiento de tioles [10].

Al igual que nifurtimox, la reduccion del benznidazol involucra en una primera etapa de
reduccién del grupo nitro por accion de nitroreductasas NADH-dependiente de tipo I. La
interaccion de esta especie inestable con el oxigeno, sumado a la interaccion con productos
reducidos como prodrogas, provocarian un mecanismo tipo ping-pong que afectaria la
viabilidad del parasito.

El analisis metaboldmico en parésitos tratados con benznidazol, mediante HPLC/MS, ha
permitido identificar la presencia de 4,5-dihidro-4,5-dihidroximidazol como el principal

producto de la reduccion, el cual a su vez genera intermediarios de tipo hidroxilamina. La
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ruptura de estos productos, inducirian a la formacién de glioxal, molécula altamente
reactiva, que en presencia de bases nitrogenadas como guanosina genera aductos

citotdxicos (Figura 5) [13].

Ch o O

R R R
Nitroimidazol Nitroso Hidroxil amina

R=CH,CONCH,(CHy)

HO,
NH —N N
)\ )\
HO NH; HO" i NH, N NH
I I |

R R R
Dihidroxi Hidroxi Imina

H,N
)\NH

HO
OH
N/ HN
)\ N %\2\ o
N N o
+ | / \/N I
\ HO .
(©) OH HO N\/N
Glioxal Guanosina \ /
Aducto
HO oH Guanosina-Glioxal

Figura 5. Mecanismo de reduccién de benznidazol por la nitroreductasa Tipo 1 (NTR1)

presente en tripanosomatidos (adaptado) [13].
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1.5 Estrés oxidativo como mecanismo de drogas antiparasitarias.

El estrés oxidativo (desbalance de la relacion entre la capacidad antioxidante y un estimulo
prooxidante) se ha investigado ampliamente en diversos sistemas bioldgicos como
parésitos y tumores, encontrdndose moléculas que son susceptibles de reducirse con
facilidad y generar especies radicalarias, entre estas moléculas encontramos a derivados
de quinonas [14] que han presentado actividad contra Trypanosoma cruzi. EI mecanismo
de estas moléculas involucraria la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
principalmente por la formacion del radical hidroxilo proveniente de la interaccion de la
quinona reducida con el oxigeno molecular (Figura 6), estas especies son capaces de
afectar al parasito principalmente por dafios al ADN, proteinas y lipidos [15].

A pesar de que las quinonas y otras moléculas reactivas poseen efectividad contra T. cruzi,
la alta citotoxicidad que algunos de estos compuestos muestran contra células de

mamifero, no ha permitido evaluarlos como buenos candidatos a farmacos antichagésicos.
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de oxigeno y su efecto en un sistema bioldgico [15].
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Sin embargo en las ultimas décadas se han reportado nuevas moléculas con interés
bioldgico. Este es el caso de las moléculas hibridas, como las naftoquinonas triazolicas
(orto-quinonas) (Figura 7). Estas moléculas hibridas presentan una amplia gama de
actividades biol6gicas, como antimicrobiano, anticancerigeno, antiinflamatorio, entre
otros [16] y han demostrado ser capaces de afectar la viabilidad de T. cruzi mediante la
intervencion de los procesos redox intracelulares debido a la reduccién del grupo orto-
quinona y posterior formacion de ERO, mostrando efectos sobre la integridad de variados

organelos, implicando una alteracion en la configuracion estructural del parasito [17].
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Figura 7. Molécula hibrida (naftoquinona triazélica),con efecto antiparasitario [18].

En T. cruzi, se ha demostrado que los principales organelos afectados por estas moléculas
hibridas son el aparato de Golgi, las membranas de la zona flagelar del parasito y la
mitocondria. En este dltimo se produciria la formacion de reciclaje redox, el cual se
iniciaria con la reduccion de la naftoquinona a semiquinona via 1 electron, catalizada por

reductasas NADPH-dependientes. Durante esta reduccion enzimatica se producen
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semiquinonas inestables, la interaccion entre estas semi quinona y el oxigeno molecular
induce a la estabilizacion de la semiquinona a su forma de hidroguinona. Como resultado
de esta interaccion el oxigeno molecular es reducido formando la especie superdxido (02~
), el cual es capaz de dismutar a H20> en presencia de la enzima superdxido dismutasa
(SOD), para luego ser transformado a H20 por accion de las catalasas [19, 20].

Sin embargo, una porcion del H>O, puede ser catalizado por metales, proceso que se
conoce como la reaccién de Haber-Weiss (Figura 8), la cual tiene como productos a los

radicales superdxido e hidroxilo [21].

(A) Fe*2 + H,O» — Fe*3 + OH + OH:
(B) OH- + H202 — H20 + O™ + H*

(C) Oz~ + H:02 — O2 + OH + OH

Figura 8. Generacidon del radical hidroxilo (reaccion de Haber-Weiss). A) oxidacion de
hierro Il a hierro Il por reduccion de peréxido de hidrogeno. B) Formacion del radical
superoxido por oxidacion del peréxido de hidrogeno. C) Formacion del radical hidroxilo

a partir de la reaccion del radical superoxido y el peroxido de hidrégeno.

Todos los radicales y pro-oxidantes mencionados son capaces de generar efectos nocivos

en el interior del parasito. Como por ejemplo estas especies son capaces de reaccionar

directamente con el ADN, provocando dafio celular e inducir a procesos como la
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apoptosis, la autofagia y/o necrosis, ademas de interactuar con macromoléculas tales como

lipidos, proteinas y aminoéacidos [22, 23].

1.6 Triazoles y la biosintesis de esteroles.

T. cruzi, al igual que las células vegetales y de hongos requiere de esteroles especificos
para mantener su integridad y viabilidad, entre los cuales ergosterol es el principal
componente de las membranas celulares del parasito. Estos esteroles son requeridos para
el crecimiento y desarrollo de las distintas formas del parasito [24]. La pérdida de
ergosterol generalmente resulta en la desestabilizacion de las propiedades en la membrana,
provocando un incremento en la permeabilidad y la susceptibilidad al ingreso de
sustancias exdgenas como drogas [25, 26]. Por otro lado, la acumulacion de metabolitos
intermediarios de estos esteroles, provocarian efectos nocivos para el parasito,
observandose efectos citotoxicos y citoestaticos [24].

Dado que las diferencias entre las vias metabdlicas de los distintos estadios del paréasito
son notablemente distintas a las vias metabdlicas del mamifero (Figura 9), ésta diferencia

se presenta como un atractivo blanco terapéutico contra los tripanosomatidos [27] [28].

18



//,’

Vertebrados
y protozoo

HO Lanosterol

Escualeno
/,,
Eburicol
HO Colesterol
HO
‘G .
RPN
rzy%&\%o 079&[],
e / \i’ofes
7,
2
HO
HO .
Episterol 4-metilepisterol
///,, A N
HO
Ergosterol

Figura 9. Biosintesis de esteroles en sistemas bioldgicos.
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En la ruta biosintetica de ergosterol en el parasito la enzima 14a desmetilasa (CYP51)
perteneciente al complejo P450, cataliza el paso limitante. En la mayoria de células
eucarioticas, esta enzima esta localizada en las membranas del reticulo endoplasmico [29],
sin embargo en tripanosomatidos, la CYP51 se encuentra en la membrana de glicosomas
y mitocondrias y no se ha descartado la posibilidad de la localizacion en mdltiples
organelos [30, 31].

La enzima CYP51 esta involucrada en la desmetilacion de 240 esteroles, como lanosterol
y eburicol, mediante procesos redox que involucran la transferencia de electrones entre la
enzima y cofactores como NADPH [32]. Se ha descrito que los epimastigotes de
Trypanosoma cruzi utilizan eburicol y 24-metil episterol como sustratos [33, 34] al
contrario de la produccién de esteroles en la forma amastigote que utiliza a episterol como
principal sustrato [35, 36].

La enzima CYP51 es una proteina analoga al citocromo P450 humano. Recientemente se
ha determinado las estructuras cristalinas de CYP51 [37-39], demostrando que a
diferencia de la P450 de mamifero, la enzima del parésito no sufre un reordenamiento
estructural tras la union del sustrato. Esto sugiere que la enzima posee gran rigidez y
conservacion estructural, permitiendo la elevada susceptibilidad de los inhibidores
azolicos [40].

En la mayoria de los CYP la insercion de un oxigeno en el centro catalitico, provoca que
durante la reaccion exista el traspaso de electrones, que son llevados al grupo porfirina
con centro metalico (Hierro) por un donor como es NADPH. Se ha descrito que durante

este proceso los inhibidores actian bloqueando el sitio activo de la enzima [41]. CYP51
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ha sido cristalizada y estudiada con varios inhibidores, demostrando que la mejor
caracteristica estructural de estos inhibidores es la presencia de nitrégeno (centro basico
de las moléculas), el cual se une a la porfirina del sitio activo de la enzima (Figura 10a).
Los antiflngicos derivados de azoles ademas del nitrdgeno poseen 4&tomos de oxigeno que
juegan un rol importante en la inhibicion de la enzima, dada su interaccion con el canal
hidrofébico de la enzima. Un ejemplo son los grupos carbonilos unidos a una triazolona,
quienes actlan como aceptor de hidrégeno, interaccionando con el canal hidrofébico de
la enzima (Figura 10b) [42].

La inhibicion de CYP51 induce a una serie de fendmenos toxicos en el parasito como
alteraciones estructurales fundamentalmente en el complejo mitocondrion-kinetoplasto,

complejo de Golgi, reticulo endoplasmico y el nucleo [43].
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Figura 10. Simulacion tridimensional de la enzima CYP51. (A) Union de un farmacéforo
triazolico al sitio activo de CYP51. (B) Ubicacion del canal hidrofébico dentro de la

enzima CYP51, se puede apreciar el sitio activo porfirina-hierro [40]
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1.7 Propiedades de las Triazolopiridinas y su interés bioldgico.

Las bis [1,2,3] triazolo [1,5-a] piridinas cetonas son moléculas pequefias pero versatiles
con heterociclos capaces de formar complejos. Estas moléculas pueden actuar como
sensores, 0 actuar como farmacoforo para la obtencion de moléculas de relevancia en
biomedicina o medioambientales.

Una propiedad notable de algunas triazolopiridinas, como las 3-(2'-piridil)-[1,2,3]triazolo-
[1,5-a]piridinas, es el isomerismo anillo-cadena del triazol [44]. Como se muestra en la
Figura 11, estos compuestos se pueden presentar en dos formas isoméricas A y B. Se ha
demostrado que los sustituyentes con grupos electron-donantes favorecen una estructura
de tipo A, mientras que los sustituyentes electrén aceptores dan lugar a una estructura de

tipo B.
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RZCH3 R=CH3 R =Br
R = Si(CH3); R=2-PyCO R =p-C4H,OMe
R = B(OR), R =H3CCO

Figura 11. Reordenamiento de 3-(2'-piridil)-[1,2,3]triazolo[1,5-a]piridinas en sus dos

formas isomericas [44].
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La sustitucion en la posicion 7 de la triazolopiridina por grupos electrodonores, permiten
obtener triazolopiridinas quirales (con radicales de fenchona o sulfoxidos
enantioméricamente puros) [45]. Estos compuestos derivados en la posicion siete de la
estructura A (Fgura 11) constituyen una familia de excelentes sustratos quirales
susceptibles de aplicaciones cataliticas.

El desarrollo de la quimica de las triazolopiridinas ha permitido, en las Gltimas décadas,
la preparacién de ligandos polinitrogenados con importantes aplicaciones en el area de la
fotoquimica [46, 47].

Finalmente, dada las caracteristicas de la unidad estructural de triazol, asociada
frecuentemente a la actividad antimicotica, proponemos que las nuevas triazolopiridinas
de la Figura 12 como son potenciales inhibidores de la sintesis de ergosterol en T. cruzi.
Ademas, la presencia de grupos carbonilos en la triazolopiridinas de la Figura 12, indica
que podria adicionar una actividad inductora de estrés oxidativo, incrementando su

potencial como tripanocida.
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4,R=Ph
5,R=1-CH;-2-Im

6,R;=R,=H

7, Ry = H; R, = 3-triazolopiridil
8, Ry =H; R, =2-piridilcarbonil
9, Ry =R, = 3-triazolopiridil

10,R=H
11, R = CH,
12,R=Ph

Im = Imidazolil; Ph = Fenil

Figura 12. Serie triazolo piridinas cetonicas y bis piridilcetonas, obtenidas en el

laboratorio de la Dra. Belén Abarca, Valencia Espafia
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Todos estos antecedentes nos llevan a proponer la siguiente hipétesis:

2 HIPOTESIS.

La serie triazdlica, podria afectar la viabilidad celular de Trypanosoma cruzi, mediante la

inhibicion de la sintesis de ergosterol y/o la formacion de especies reactivas.

3 OBJETIVOS.

3.1 Objetivos Generales.

Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas y electroquimicas de esta serie, determinando
los mecanismos de reduccién y la formacion de especies radicalarias.
Evaluar el efecto de la serie sobre la viabilidad celular en Trypanosoma cruzi y disefiar un

nuevo modelo de drogas antichagésicas.
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3.2 Objetivos especificos.

Estudiar el efecto de la serie sobre la viabilidad celular en parésito y en células de
mamifero.

Evaluar la formacion y el atrapamiento de radicales libres en sistemas quimicos y
biol6gicos.

Evidenciar la formacion de especies reactivas de oxigeno en sistemas bioldgicos.
Caracterizar el comportamiento electroquimico, evaluando las vias de reduccion
electroquimica.

Evaluar el efecto sobre la sintesis de ergosterol y su relacion con la muerte celular inducida
por estos compuestos.

Disefiar una nueva propuesta de drogas anti-Trypanosoma cruzi.
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4 MATERIALES Y METODOS.

4.1 Cultivos celulares.

Los cultivos celulares de T. cruzi en los estadios tripomastigote, epimastigote y amastigote
y células de mamifero tipo macrofagos RAW 264.7, fueron obtenidos en el Programa de
Farmacologia Molecular y Clinica del Instituto de Ciencias Bbiomédicas (ICBM) de la
Universidad de Chile.

Para la obtencion de tripomastigotes y amastigotes, se infectaron células Vero con
tripomastigotes aislados de macrofagos peritoneales de ratones infectados. Posteriormente
células Vero se infectaron directamente con tripomastigotes a la relacion de dos parasitos
por célula. En el caso de amastigotes las células Vero se infectaron con tripomastigotes a
una relacién 1:10. Epimastigotes de T. cruzi clon Dm28c, fueron obtenidos de una
coleccién del Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Facultad de Medicina,

Universidad de Chile.

4.2 Cultivo de Epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Los epimastigotes de T. cruzi fueron cultivados a 28°C a una densidad inicial de 3x108
parasitos por mL (determinada por conteo microscépico en cdmara de Neubauer), en
medio Diamond (triptosa 6,25 g, triptona 6,25 g, extracto de levadura 6,25 g, NaCl 6,25
g, KH2PO4 4 g, Ko2HPO4 4 g, por litro de agua), suplementado con hemina 4 uM, 5 % de

suero neonato de bovino y una mezcla de penicilina sédica 100 pg/mL y estreptomicina
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100 pg/mL. 80x 106 epimastigotes son equivalentes a 12 mg de peso fresco y a 1 mg de

proteina [48].

4.3 Evaluacion de la viabilidad celular por reduccién de sales de tetrazolio.

Para determinar el efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular, se realizé el ensayo
de reduccion de sales de tetrazolio (MTT). Este ensayo consiste en la reduccion
metabolica de MTT a un cristal de color azul (formazén). La concentracion de formazén
es proporcional al nimero de células metabdlicamente activas.

Parasitos  (1,0x107 tripomastigotes/mL, 3,0x107  epimastigotes/mL, 2,0x10’
amastigotes/mL) o células de mamifero 2,0x108 macréfagos/mL, fueron sembrados en
microplacas (96 o 24 pocillos) e incubados a 37°C o 28°C (5% CO.) dependiendo del
cultivo celular por 24 horas con las distintas concentraciones de los compuestos disueltos
en dimetilsulfoxido (DMSO, <0,5% v/v concentracion final). Los cultivos fueron lavados
con PBS y se agregd MTT [5mg/ml] y fenazina [0,22mg/ml], las placas fueron incubadas
a 37°C 0 28°C por 4 Horas, para luego agregar solubilizante SDS (decalauril sulfato) 10%
en HCI 0.01N. Las placas se dejaron toda la noche a 37°C 0 28°C y luego se midieron en
un multilector de placa (Asys Expert Plus©, Austria) a 570nm. Los resultados fueron
analizados mediante el software Graph Pad Prism 5 y fueron representados como el

porcentaje de células viables respecto al control.
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4.4 Evaluacion del mecanismo de reduccion de la serie triazolo piridinas por
voltametria ciclica.

Para determinar el mecanismo de reduccion electroquimica, se utilizé la técnica de
voltametria ciclica, en donde se obtuvieron voltamogramas ciclicos que representa la
relacion entre el potencial (volts) y la intensidad de corriente (Amperes) durante un
proceso electroquimico.

Se empled un voltamperémetro Metrohom 693 VA, compuesto por un electrodo de trabajo
de gota colgante de mercurio (HDME), un electrodo de referencia calomelano saturado
(ECS) y un electrodo auxiliar de platino. Los electrodos son sumergidos en una celda de
10 mL, la cual contiene una solucion 1M de electrolito de soporte perclorato de
tetrabutilamonio (TBAP) en dimetil sulfoxido (DMSQO). Se afiadieron los compuestos
(1103 M) en la celda y se purgd con nitrdgeno gaseoso (N2) durante 10 minutos antes de
cada medicion. Las mediciones se realizaron acotando la sefial al rango de respuesta
electroquimica de la cada muestra. Se obtuvieron voltamogramas a distintas velocidades
de barridos desde los 0,1 V/s hasta 2 V/s. Las mediciones se realizaron a temperatura

ambiente (20°C) y las sefiales obtenidas fueron procesadas mediante el software Origin 8.

4.5 Determinacion de las especies radicalarias por Resonancia Espin Electronico.

Para caracterizar la formacion del radical libre observado por voltametria ciclica se
obtuvieron los espectros REE, la generacion electroquimica de las especies radicalarias
fueron realizadas a los potenciales obtenidos por voltametria ciclica, a partir de una

reduccidn electrolitica in situ utilizando las mismas soluciones e iguales condiciones que
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las usadas para los estudios de voltametria ciclica. Los espectro REE fueron obtenidos en
un espectrometro Bruker ECS 106 de banda X (9,8 GHz) con cavidad rectangular y 50
kHz de modulacion de campo. Las constantes de acoplamiento fueron estimadas con una
precision de 0,05G. Los espectros REE fueron simulados utilizando el programa

WINEPR-Simfonia 1.25.

4.6 Estudio de la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) en cultivos de
T. cruzi y células de mamifero.

Para cuantificar la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), se utiliz6 el sensor
intracelular fluorescente di cloro-fluorescein di acetato (DCFDA). Se sembraron placas
de 96 pocillos con 1,5x10° epimastigotessmL en medio diamond y 5,0x10%
macrdfagos/mL en medio de cultivo RPMI 1640 sin suplementar, los cultivos se
incubaron con una solucion de DCFDA 20 uM por 15 min a 28°C y 37°C respectivamente,
luego se centrifugaron a 3500rpm y se lavaron 2 veces con Buffer fosfato salino pH 7,4.
Las células cargadas con DCFDA se traspasaron a una placa de 96 pocillos Nunc® de
fluorescencia, donde se agreg6 el estimulo correspondiente, para el caso del control
positivo, se utilizo distintos generadores de estrés oxidativo como menadiona (50puM),
perdxido de hidrogeno (1mM) y 2,2"-Azobis (2-metilpropionamidina) dicloruro (ABAP,
0,6mM). La serie de triazoles fue agregada en tres concentraciones (1-10-100uM). Se
midio la fluorescencia (excitacion: 488nm, emision: 528nm) durante 40 minutos en un
espectrofluorimetro Biotek Synergy HT. Se determiné la pendiente de las curvas de

aumento de fluorescencia en el tiempo mediante el software Origin 8, las pendientes
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fueron comparadas con el control y los resultados se expresaron como el promedio de las
pendientes de control/ pendientes de los compuestos (ambas expresadas en RFU/min), los

valores fueron obtenidos a partir de 3 experimentos independientes.

4.7 Estudio de Spin Trap en modelos celulares de T. cruzi y células de mamifero.

Los ensayos de REE fueron realizados en cultivos de epimastigotes Dm28c y en
macréfagos RAW 264.7 a una concentracion de 8x107 epimastigotes/mL vy
6x108 macréfagos/mL. Los cultivos fueron diluidos en medio de reaccién que contenia
1mM NADPH, 100mM DMPO y 20mM buffer fosfato salino pH 7.4, se utiliz6 una
concentracion de cada droga (2mM). Los experimentos fueron realizados en capilares de
0,5mL a temperatura ambiente (25°C) y en condiciones aerobicas, los espectros REE
fueron obtenidos en la banda X (9,5GHz) usando un espectrémetro Bruker ECS 106 con
una cavidad rectangular y un campo de modulacion de 50KHz. El espectro EPR fue

obtenido usando el programa WINEPR Symphonia 1,25 V.

4.8 Estudio de biosintesis de ergosterol por espectroscopia de masas.

Para evaluar los niveles de esteroles en parasitos aislados (epimastigotes Dm28c), se
realizd la inyeccion directa de los cultivos celulares en el sistema DSA (Direct Sample
Analysis) acoplado a espectroscopia de masas. Para ello se tomaron alicuotas de los
cultivos de epimastigotes en fase exponencial de crecimiento (3,0x10° parasitos/mL),
incubados previamente a 28°C a distintos tiempos (24, 48 y 72 horas) con 100 uM de

fluconazol (control positivo) y los compuestos a ensayar. Se extrajo el medio de cultivo y
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se reemplazé por medio Diamond sin suplementar. Se tomaron alicuotas de 10 puL que
fueron inyectadas en la camara del instrumento DSA-TOF AxION 2 TOF MS (Perkin
Elmer, Shelton, CT, USA). Las muestras fueron inyectadas en triplicado.

En el andlisis de la muestra por Direct sample analysis time of flight (DSA-APCI-
TOF/MS, Perkin elmer instruments) se identificé ergosterol, lanosterol, escualeno y
colesterol en epimastigotes Dm28c. Se utilizaron las siguientes condiciones para la
ionizacion de la muestra mediante la técnica de APCI/MS (DSA anaélisis): corriente de
corona 4 pA, la temperatura del calentador a 300°C, gas auxiliar (N2) presion de 80 psi,
gas de secado (N2) con flujo de 3 L/min a 25°C. La ionizacion fue utilizada en modo
positivo y atrapamiento de moléculas con un voltaje del TOF de 10KV. El voltaje del
Capilar de salida fue a 110 V para ionizaciéon normal (MS) y para los ensayos de
fraccionamiento (MS/MS) se utiliz6 un CID de 200V. Los espectros de masas fueron
adquiridos en un rango entre 100-1000 m/z con la adquisicion de 2 espectros/s. Como
curva de calibracion se utilizé el método lock mass calibration con las siguientes masas
m/z 121.0509, m/z 322.0481, m/z 622.0290 y m/z 922.0098. Todas las muestras fueron
analizadas durante 10 segundos de exposicidn al spray de nitrégeno. Los estandares de los
esteroles fueron obtenidos en Sigma Aldrich, USA. Las masas fueron confirmadas segun
su peso molecular y la distribucion isotopica de los patrones de fragmentacion, para ello

se utilizd DSA-TOF y AxION 2 software. Las muestras fueron inyectadas en triplicado.
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4.9 Anélisis estadistico.

Las curvas concentracion-efecto y los analisis estadisticos fueron realizadas con el
software GraphPad Prism© 5.0 (GraphPad Software Inc.). Todos los experimentos se
realizaron por triplicado. Los resultados fueron comparados entre si y con los controles
mediante andlisis de varianza (ANOVA). Para todos los experimentos se considerd

significativo aquellos resultados con valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Efecto de triazolo piridinas sobre la viabilidad celular en T. cruzi y en células de

mamifero.

Para evaluar el efecto de la serie triazdlica sobre la viabilidad celular de T. cruzi se
utilizaron parésitos cepa Dm28c en sus distintos estadios (tripomastigotes, epimastigotes
y amastigotes) y en el caso de células de mamifero se utilizaron macréfagos murinos RAW
264.7. Mediante la técnica de MTT, se determind el nimero de células viables a una
concentracion de 100uM para cada compuesto (concentracion méxima). En la Tabla 1 se
observan los valores de viabilidad expresados como el porcentaje de células viables
respecto al control. Se utiliz6 como control positivo el farmaco nifurtimox a una

concentracion de 100uM. Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Porcentaje (%) celulas viables

Compuestos

Amastigotes | Tripomastigotes | Epimastigotes Macroéfagos

1 81,0+23 752+ 4.1 65,9 +2.5 94,8+ 1.2

2 87.4+45 79.4+5.1 69,3 +2.9 97,4+ 1,3

3 64,6 £ 1,9 81,1 +£5,3 61,1 +£2,0 91,6 £0,8

4 23,6 +2.1 332+4.1 554 +1.1 812+7.6

5 68,5+ 4.2 67.1+35 81,5+2.8 92,6+3.4

6 91,9+8.2 543+3,7 82,7+ 1,6 95,1+3.7

7 68,8+ 0.9 61,8+3.8 53,5+272 43,6+32

8 102,4+7,3 87,2+29 62,8 £2,5 97,1+£1,9

9 83,5+7,6 66,9 £ 0,6 75,8 +2,8 24,5+2,6

10 66,6 +4,7 59,7+0,3 55,1 £3,0 95,6 +£5,4

11 66,9 + 7,0 92,5+5,5 75,3+4,4 95,3+2,9

12 71,0 +£2,5 72,4 +3,7 70,7+ 1,4 85,8 +5,6

13 70,1 +1,4 56,7+ 3,7 72,9 +£2,7 91,0 £ 3,0

14 76,4 +4,0 63,2+53 86,4+1,7 70,5+2,5
Nifurtmox 0,0+ 0,8 18,9+5,2 0,0+ 0,2 100,0 £ 1,5

Tabla 1. Valores porcentuales del efecto de la serie [1,2,3] triazolo piridina cetonas sobre

Trypanosoma cruzi y células de mamifero tipo macr6fagos RAW 264.7. Los valores son
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expresados como los porcentajes de viabilidad + la desviacion estandar respecto al control
(DMSO) para tres experimentos independientes (n=3).

En el anélisis de viabilidad, la serie presentd actividad tripanocida variable, en donde el
compuesto 4 demostro el mayor efecto tripanocida sobre las formas tripomastigotes y
amastigotes con valores por sobre el 70% en comparacion a epimastigotes que so6lo se ven
afectados en un 45% por este compuesto. Esto nos indicaria que existe mayor actividad
en las formas presentes en el hospedero humano, por otra parte, el compuesto 4 tiene baja
citotoxicidad en células de mamifero con un porcentaje de viabilidad cercano al 80%,
indicandonos que el compuesto 4 posee mayor selectividad hacia T. cruzi.

Con respecto a los demas miembros de la serie, se observaron efectos tripanocidas
menores al 40% y para el caso de células de mamifero la serie triazélica mostrd efectos
en la viabilidad de los macréfagos entre un 10-20%, con excepcion de los compuestos 7
y 9 que mostraron citotoxicidad superior al 60%.

Dado que solo tres moléculas presentaron actividad biolégica relevante en los distintos
sistemas bioldgicos, se obtuvieron los valores de ICso para estos compuestos, l0s
resultados en la Tabla 2 nos indican que los valores de ICso del compuesto 4 son
comparables al valor de ICso de nifurtimox, especialmente en la forma tripomastigotes
(33,6 UM versus 21,5 uM, compuesto 4 y nifurtimox respectivamente).

Ademas es importante mencionar que el compuesto 4 posee un ICsp superior a 100uM en
cultivos de epimastigotes y en células de mamifero, indicando que existe una mayor

actividad sobre la forma infectiva del parésito. Los valores de selectividad indican que el
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compuesto 4 es mas selectivo a la forma tripomastigote con un valor de 2,9 en

comparacion a la selectividad del amastigote (1,6 veces).

ICso (uM) Indice de Selectividad
Comp Ama Tripo Epi Macrofagos Macrof/Tripo Macrof/Amast
4  615+39 33,649 >100 >100 2,9 1,6
7 >100 >100 >100 83,6+5,6 0,8 0,8
9 >100 >100 >100 39,8+6,6 0,4 0,4
NFX 18,7+2,6 21,5+0,3 17,4+1,3 >100 4,6 53

Tabla 2. Valores de IC,, en cultivos celulares de T. cruzi y células de mamifero. Los

valores son representados como el promedio £ DS de tres ensayos independientes (n=3).

5.2 Efecto de triazolo piridinas sobre la proliferacién celular en T. cruzi.

Para evaluar el efecto de la serie sobre la proliferacion celular en epimastigotes Dm28c
(forma replicativa extra celular del parasito), fueron sembradas en placas de 24 pocillos
con 3x108 parasitos/mL, se afiadieron los compuestos y fluconazol como control positivo
a una concentracion de 100 uM. Los cultivos fueron incubados durante tres dias y
diariamente se evalud la viabilidad mediante el ensayo de MTT.

A partir de las curvas de proliferacion (Figura 13), se obtuvieron las constantes de

crecimiento para cada condicién de los cultivos las que fueron comparadas respecto al
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control (parasitos solo con el vehiculo DMSO), las curvas de crecimiento del control
presentaron un comportamiento exponencial ajustando con un R2>0,99 a la curva de
crecimiento exponencial. Para los cultivos celulares incubados con las drogas presentaron
una disminucion en la constante de crecimiento, incluso se observo la nula proliferacion
de los cultivos celulares, en donde se mantuvo la carga inicial de parasitos, este efecto se

observa en cultivos incubados con farmacos anti proliferativos [49, 50].

0.61
-o—- Control
-# Fluconazol
S 0.4 -+ Compuesto 4
E O
o
N~
L
a)
O 0.2-
0.0 | L] L] 1
0 20 40 60 80

Horas

Figura 13. Curvas de crecimiento representativa, cultivos de epimastigotes Dm28c

incubados con fluconazol y el compuesto 4, evaluados por 3 dias mediante MTT.

Los valores de inhibicion para cada compuesto se muestran en la Tabla 3 y son
representados como el porcentaje de inhibicion de la proliferacion de los cultivos respecto

al control, para validar el ensayo se utilizo nifurtimox (100 uM) en cada medicion.
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Compuesto % inhibicion Compuesto % inhibicion
1 16,3+4,0 8 69,0 £4,9
2 19,3+29 9 38,5+3,2
3 343+2,6 10 55,3+4,7
4 95,4+4,3 11 55,4 +4.6
5 57,6+28 12 80,3+6,4
6 29,4 +4.7 13 38+24
7 35,3+34 14 89,6 +2,3

Nifurtimox 100 £ 3,2 fluconazol 182+2,4

Tabla 3. Porcentajes de inhibicion de crecimiento celular de epimastigotes Dm28c. Los
valores son expresados como el porcentaje de inhibicion respecto al control. Los
compuestos fueron agregados a 100 uM vy los valores corresponden al promedio + DS de

tres experimentos independientes.

Los resultados mostraron que el compuesto 4 posee la mayor actividad respecto a la serie
(95% de inhibicidn de la proliferacién en epimastigote) y en contraste el compuesto 13
presentd la menor actividad (3% de inhibicion). En el caso de las estructuras 6 y 8 que
s6lo estan constituidas por grupos 2-piridil cetonas, éstas tienen un porcentaje de
inhibicidn cercano al 30% y 70% respectivamente, éstas estructuras estarian relacionadas
directamente con la formacion y deslocalizacién del radical formado en la piridil cetona 'y

como consecuencia pudiesen generar estrés oxidativo en los sistemas celulares utilizados
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en esta tesis. Para el caso de las moléculas 1 y 2 poseen una actividad comparable a
fluconazol, en cambio el resto de la serie mostraron una actividad mayor que fluconazol.
En resumen, respecto a la vialidad celular el compuesto 4 mostro ser el mas activo de la
serie y poseer cierta selectividad hacia tripomastigotes a 24 horas. Por otro lado la
actividad en epimastigote fue menor en este periodo, pero en tratamientos prolongados (3
dias) el efecto de la serie aumenta, esto se podria explicar por qué la inhibicion de la
biosintesis de ergosterol tendria efectos mas importantes en la proliferacion celular en
donde se requiere una activa sintesis de membranas, teniendo un rol méas importante que
en la mantencion de la viabilidad en estadios no proliferativos. Por otro lado mediante
MTT no es posible discriminar si la inhibicion del crecimiento se debe a la induccion de
muerte celular (efecto citotoxico) o a la detencion de la progresion del ciclo celular (efecto
citostatico) [51].

En el caso de células de mamifero mostraron baja toxicidad a excepcion de los compuesto

7y9.
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5.3 Relacidn estructura-actividad anti proliferativa de la serie triazolo piridina

sobre T. cruzi.

Al comparar las distintas estructuras de la serie con la actividad anti proliferativa podemos
observar la importancia del grupo 3-fenil-[1,2,3] triazolo [1,5-a]piridina. La presencia de
esta estructura aumenta la actividad anti proliferativa. De la misma forma, el reemplazo
de este grupo por una piridina disminuye el porcentaje de inhibicion.

Para poder entender mejor el efecto de los grupos funcionales hemos divido las estructuras
en dos grupos, primero los compuestos que poseen solo un grupo carbonilo (Esquema
1A), estos presentaron variada actividad, siendo el menor el compuesto 1 con un 16% y

el otro extremo el compuesto 4 que presentd un 95% de la actividad tripanocida.
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1(H) =16,34,0% 4 (fen)=95,4+4,3%
2 (CH,)=19,32,9% 5 (Imi)= 57,6 +2,8% 9=38.5+3.2%
3 (fen)=34,3:2,6 % 7 (pyr)=35,3:3,4%

Esquema 1. Efectos de los grupos funcionales (esqueleto di (piridin 2-il) metanona sobre

la proliferacion en epimastigotes Dm28c, los valores son expresados como el porcentaje
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de la inhibicion de crecimiento de crecimiento de los cultivos respecto al control (H=

hidrogeno; CHs= metilo; Fen= Fenilo; Pyr= piridina).

La presencia de dos grupos [1,2,3] triazolo [1,5-a] piridina provocan una disminucion de
la actividad antiproliferativa (compuestos 1 y 2), por otra parte, la presencia del grupo 3
fenil-[1,2,3]triazolo[1,5-a]piridin (compuesto 3), mejora la actividad antiproliferativa
respecto a sus andlogos (compuestos 1y 2).

Ademas la union de la piridina en posicion 3 de la ([1,2,3] triazolo [1,5-a]piridin)-7-
etanona (por ejemplo estructuras 7 y 9) en todos los casos es desfavorable para el efecto
tripanocida y por el contrario aumenta los efectos citotoxicos en células de mamifero.

En el segundo grupo de moléculas (Esquema 1B) nos encontramos con estructuras que
poseen dos grupos carbonilos, estos derivados de la estructura 8 (compuestos 10, 11, 12 y
13) inhibieron la proliferacion de los parasitos entre un 50% y un 80% con la excepcion
del compuesto 13 que generd s6lo un 3% de inhibicién.

La estructura 8 inhibe la proliferacion del parésito en un 70%, si a esta estructura se le
adiciona un grupo [1,2,3] triazolo [1,5-a] piridina genera una estructura de poca actividad
anti proliferativa, por el contrario si insertamos los grupos triazolo-piridina de manera que
en la posicion 3 de [1,2,3] triazolo [1,5-a]piridina solo esté el grupo fenil, se ve un
aumento en la actividad anti proliferativa.

En resumen, si queremos aumentar la actividad de la serie triazolo piridinas, una

sustitucion favorable seria la presencia del grupo (3-fenil-[1,2,3] triazolo [1,5-a] piridin)-
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7-etanona, lo que probablemente nos permitiria iniciar con una proyeccion de valores anti

proliferativos cercanos a un 80-90%.

e = e
N N N
[e] ]
8=69.0£4.9%
N W e
=N o [} \N:_N
10 (H) =55,3+4,7 % 13=3,8+2,4%

11 (CH,)= 55,4+4,5%
12(fen)=80,3%6,4 %

Esquema 2. Efectos de los grupos funcionales (esqueleto piridin 2,6 di-il bis (2-piridin
metanona) sobre la proliferacién en epimastigotes Dm28c, los valores son expresados
como el porcentaje de la inhibicion de crecimiento de los cultivos respecto al control (H=

hidrogeno; CHs= metilo; Fen= Fenilo; Pyr= piridina).
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5.4 Estudio de reduccion electroquimica.

El potencial de reduccion es un pardmetro que determina la energia necesaria para que un
compuesto capte electrones. Los valores de potencial de reduccion se relacionan con la
generacion de especies radicalarias, dado que en un proceso de 6xido-reduccion existe la
transferencia de uno o mas electrones. Las reacciones redox que méas han sido estudiadas
son las reducciones de los grupos quinonas, cetonas y nitrocompuestos por sus efectos en
sistemas biol6gicos, como en la generacion de estrés oxidativo [52, 53]. En ese sentido,
una de las técnicas electroquimicas mas aplicada en el estudio de la reduccion de
compuestos es la voltametria ciclica [54].

El estudio electroquimico de nuestros compuestos se llevd a cabo en condiciones que
permitieron la estabilizacién del radical libre, en otras palabras, en un solvente donde se
aprecia la aparicion de las sefiales de reduccion electroquimica. En estas condiciones se
obtuvieron los voltamogramas ciclicos de la Figura 14 y los pardmetros de reduccién que
se observan en la Tabla 4.

Se realizaron barridos a distintas velocidades (2 Vs hasta 0,1 Vs?) y se obtuvieron los
voltamogramas ciclicos de los compuestos 8 y 5 que mostraron dos picos anddicos y dos
picos catddicos de reduccion (Figura 14A, Voltamograma representativo del compuesto
8). Por otra parte, los compuestos 1, 2, 6, 10, 11, 12 y 13, mostraron la presencia de dos
picos catddicos y un pico anddico (Figura 14B), mientras que los compuestos 4, 7y 9

presentaron una cupla electroquimica. En aspectos generales los voltamogramas ciclicos
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mostraron patrones similares y un amplio rango de potenciales de reduccion entre -1,0V

a-1,5V.

Compuestos  Epc | Epa | Epc Il Epall AE/V Ipa/ipc Ref
1 -1.05 -0.91 -1.78 - 0.13 0.4
2 -1.01 -0.94 -1.70 - 0.07 0.7
3 - - - - - -
4 -1.26 -1.18 - - 0.08 0.9 [55]
5 -1.20 -1.08 -1.60 -0.76 0.12 0.8
6 -1.47 -1.27 -1.67 - 0.20 0.9
7 -1.24  -1.18 - - 0.06 0.7 [55]
8 -1.40 -1.46 -1.85 -1.12 0.06 0.6 [56]
9 -1.34 -1.25 - - 0.08 0.6
10 -1.14  -1.04  -145 - 0.07 0.5 [55]
11 -1.20 -1.07  -1.54 - 0.13 0.6 [55]
12 -1.25  -1.15  -1.79 - 0.10 0.8 [55]
13 133 -123  -1.60 - 0.10 0.7 [55]
14 - - - - - -

Tabla 4. Parametros electroquimicos caracteristicos de la serie triazolo piridinas
obtenidos por voltametria ciclica en medio aprotico, los valores fueron obtenidos a una
velocidad de barrido de 2 Vs, EPa: Potencial anédico. EPc: Potencial catédico. IPa/iPc:

Relacion entre la intensidad de picos
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos de la reduccion de triazolo piridinas. A)
Voltamograma ciclico del compuesto 8 en medio aprético (DMSO + 0,1 M PTBA) a una
velocidad de barrido de 2V/s. B) Voltamogramas ciclico del compuesto 2 en medio

aprético (DMSO + 0,1 M TBAP) a distintas velocidades de barrido (2,5-0,25V/s).
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Para corroborar el mecanismo de reduccion electroquimico, se realizaron barridos

sucesivos a una velocidad de barrido fija de 2 Vs (Figura 15), en tal caso los

voltamogramas ciclicos no mostraron cambios en los procesos de reduccion, esto se

observé en todos los compuestos indicandonos que el mecanismo de reduccion es

exclusivamente electroquimico [57].

10uA
Barrido 1
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Potencial (V)

Figura 15. Voltamograma ciclico del compuesto 2 (1 mM) a tres barridos sucesivos en

medio aprético (DMSO + 0,1 M PTBA) a una velocidad de barrido de 2V/s.
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El mecanismo de reduccion electroquimica (Figura 16) involucraria una primera sefial
correspondiente a una cupla cuasi reversible (Ic y la) proveniente de la reduccion del
carbonilo por transferencia mono-electrénica [58]. La segunda cupla (llc) corresponderia
a un proceso electroquimico irreversible o cuasi reversible, esta segunda cupla
corresponde a la formacion de derivados anionicos segun los criterios de reversibilidad
[59]. Ademaés la presencia de una cupla irreversible pudiese asociarse a la formacion de
un radical centrado en carbono [52, 60].

A pesar de que los miembros de la serie mostraron un patrén de reduccion electroquimica
similar, los compuestos 3 y 14 no mostraron sefial de reduccién, debido a que

probablemente los potenciales estén en otros rangos de reduccion.
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Figura 16. Mecanismo de reduccion propuesto para la serie [1,2,3] trizolo piridin cetona.
Como ejemplo se muestra la estructura 2 en donde se observa la formacién de los

derivados anionicos.
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Para relacionar el potencial de reduccion de los compuestos con los efectos sobre la
proliferacion celular se graficaron ambas variables (Figura 17). Lamentablemente, no se
observa relacion entre estas variables.

Si bien el efecto generado por la estructura [1,2,3] triazolo [1,5-a] piridina respecto a la
viabilidad es variable respectos a los anédlogos (estructuras con uno o dos grupos
triazolicos). Hemos observado que la estructura [1,2,3] triazolo [1,5-a] piridina disminuye

el potencial de reduccion respecto a las estructuras 6y 8 [61].
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Figura 17. Relacion entre los potenciales de reduccion versus la proliferacion celular en

epimastigotes Dm28c. Grafico realizado con la informacion contenida en la Tablas 3 y 4
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5.5 Estudio de formacién de radicales libres.

La espectroscopia de Resonancia de espin electronica (REE) es una técnica que permite
la deteccion y cuantificacion de especies paramagnéticas de muy baja concentracion.
Ademas, permite evaluar radicales libres tanto en matrices quimicas como biologicas,
siendo la mayor ventaja la caracterizacion de la especie que se genera en estos sistemas
mediante su patron hiperfino [62, 63]. Para la determinacién por REE, la muestra es
inmersa en un fuerte campo magnético, siendo expuesta a una radiacion de frecuencia en
el orden de las microondas (9,8 GHz, banda X) con ello se logra el desdoblamiento de los
niveles energéticos de las moléculas en la muestra y en consiguiente solo las transiciones
electrénicas permitidas generan un patron caracteristico para cada especie.

Para evaluar por REE los radicales libres detectados por voltametria ciclica, se realizaron
experimentos donde se generaron las mismas especies a través de reduccion
electroquimica in situ, en iguales condiciones que en los experimentos de voltametria
ciclica en una cavidad de resonancia y luego caracterizados mediante sus patrones
hiperfinos (espectros REE).

Se obtuvieron los espectros experimentales, estos fueron simulados con el programa
SimFonia V1.25 utilizando las constantes de acoplamiento hiperfinas experimentales,
variando la relacion lorentziana/gaussiana en la forma de las lineas para obtener la mayor
semejanza posible entre los espectros experimentales y tedricos, para asi asegurar una
correcta asignacion de las constantes de acoplamiento, y por ende una correcta

interpretacion del espectro [64].
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La Figura 18 muestra el espectro experimental y el espectro simulado para el radical
generado en las moléculas 9 y 4, el desdoblamiento hiperfino para esta especie radicalaria
corresponde a un multiplete con una aH= 1.76 G este se generaria por la interaccion del
radical con los atomos de hidrogeno en la molécula. Este radical libre se genera por la
reduccion del grupo carbonilo (grupo electro-activo), este radical es capaz de
deslocalizarse a través de la estructura di-(2-piridin) metanona. Los otros miembros de la
serie mostraron el mismo patrén hiperfino y con constantes de acoplamiento similares a
los compuestos 5y 9.

Dado que es necesario caracterizar el comportamiento de la especie radicalaria, hemos
realizado calculos tedricos (Anexo 1) y de densidad de espin electrénico [65] los cuales
se presenta en la Figura 19.

La Figura 19 muestra los atomos en los que se deslocaliza preferentemente el electrén.
Segun los célculos este electrén originado en el carbonilo de la molécula es capaz de
deslocalizarse en la estructura di-(2-piridin) metanona y segln las constantes de
acoplamiento la interaccion involucraria solo a los &tomos de hidrogeno del heterociclo

nitrogenado (piridina). Esto se debe a la rapida deslocalizacion del radical [56].
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Figura 18. Espectros REE experimental (negro) y espectro REE simulado (rojo). A)

espectro REE de la molécula 9 B) Espectro REE de la molécula 5.
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Derivado 3 Derivado 4

Figura 19. Densidad de espin para las estructuras derivado 1= compuesto 1; derivado

2=compuesto 9; derivado 3= compuesto 10; derivado 4= compuesto 5
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5.6 Ensayo de atrapamiento de radicales libres en sistemas bioldgicos.

Con el objeto de poder analizar la capacidad de esta familia para provocar la formacién
de especies radicalarias en un medio biolégico como posibles mecanismos de accién
tripanocida [66], se realizaron estudios de atrapamiento de radicales libres mediante REE
en cultivos de epimastigotes Dm28c, para ello se utiliz6 como atrapador la sonda 5,5-
Dimetil-1-Pirrolina-N-Oxido (DMPO).

DMPO es un atrapador (Spin-trap) de radicales libres capaz de diferenciar las especies
radicalarias mediante el patron hiperfino que generan en REE (Figura 20), presentando
gran ventaja frente a otros atrapadores que solo pueden detectar radicales y no
identificarlos. En sistemas biol6gicos DMPO es capaz de atravesar membranas celulares

y reaccionar con diferentes radicales libres centrados en carbono y oxigeno [67].
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Figura 20. Ejemplos de Spin trap para radicales centrado en oxigeno y carbono atrapados

con DMPO, generados de manera quimica.
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Los ensayos de atrapamiento de radicales fueron realizados en epimastigotes Dm28c y en
macrofagos RAW264.7 en ellos se evaluaron la serie de moléculas y se obtuvieron los
espectros REE, a partir de los cuales se obtuvieron los patrones hiperfinos para cada
molécula. Los espectros obtenidos presentaron patrones similares pero con distintas
intensidades, dicha intensidad esta relacionada con la concentracion de las especies que
atrapa DMPO y en consecuencia con la cantidad que se produce en los sistemas celulares.
Como control positivo de la generacion de especies radicalarias se utiliz6 menadiona, ya
que es un potente generador de estrés oxidativo [68, 69].

La Figura 21 muestra el espectro REE de menadiona en la cual se observa un sexteto
denotado con asteriscos (*) que hacen referencia a la formacion del spin-aducto DMPO-
CHs que surge de la interaccion del radical OH~ con el vehiculo (DMSO) con una
constante de acoplamiento de aN=15,2G.

En el caso del cuarteto denotado con signos positivos (+), correspondiente al spin-aducto
DMPO-OH con constantes de acoplamiento aH=aN=14.9 G, esta especie es generada a
partir de la interaccién del radical semiquinona con el oxigeno molecular en el interior del
paréasito (reaccion de Haber-Weiss). Por otra parte se observa un triplete intenso denotado
con el simbolo numeral (#) y que corresponde a la oxidacion del DMPO (DMPOX) con
una constante de acoplamiento aN= 14,2 G. La aparicion de este triplete se atribuye a la
oxidacion del atrapador DMPO, pero la formacion del triplete puede corresponder a otro
proceso, ya que es factible la descomposicion del spin aducto DMPO-OH y provocar la
oxidacion del atrapador DMPQOX, con la consecuencia de generar un triplete con mayor

intensidad [67, 70].
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Figura 21. Espectro REE de Menadiona (control positivo) generado en epimastigotes
Dm28c. En el espectro se simboliza a los spin trap: DMPO-CHz (*), al spin-aducto

DMPO-OH (+) y a DMPOX (#).
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Ademas se obtuvieron los espin aductos (REE) para las moléculas 4 y 9 que generaron la
mayor actividad en los sistemas celulares de T. cruzi y macréfagos respectivamente. La
Figura 22 muestra en los paneles A, B y C los espectros REE para atrapamiento de
radicales en epimastigotes Dm28c en donde se observo un triplete intenso para menadiona
y el compuesto 4 correspondiente a la descomposicion del spin-trap, sin embargo para el
compuesto 4 se observa con una menor intensidad el sexteto correspondiente al
atrapamiento del aducto DMPO-CHs.

En los paneles D, E y F se presentan los espectros REE (spin-trap) obtenidos en
tripomastigotes en donde se aprecia un cuarteto intenso correspondiente al espin aducto
de DMPO-OH para el caso de menadiona, sin embargo en el espectro del compuesto 4 se
aprecia una baja concentracion de especies atrapadas por DMPO, indicandonos que la
formacion de radicales libres es muy baja, esto corroboraria que el mecanismo de accion
de la molécula 4 no involucraria la accion de estas especies y por ende la generacién de
estrés oxidativo no seria el principal mecanismo de accion de la serie trizélica.
Finalmente en los paneles G, H y I, se muestran los espectros REE en macréfagos, en los
cuales se observan patrones similares entre menadiona y la molécula 9, sin embargo para
esta Ultima las sefiales son de menor intensidad indicandonos que la molécula 9 es capaz

de generar especies radicalarias pero en menor proporcion que menadiona.
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Figura 22. Espectros REE de los aductos con DMPO en distintos cultivos celulares. A-D-G) Spin aductos s6lo con células B)

epimastigotes con menadiona C) epimastigotes con el compuesto 4 E) tripomastigotes con menadiona F) tripomastigotes con

compuesto 4 H) macrofagos con menadiona I) macréfagos con compuesto 9.
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5.7 Formacion especies reactivas del oxigeno en T. cruzi y células de mamifero

expuestas a los compuestos y su relacion con el efecto tripanocida.

Durante la respiracion celular se generan especies reactivas de oxigeno (ERO) de manera
natural. A pesar de que estas especies pueden resultar nocivas para la célula, existe un
complejo mecanismo antioxidante por el cual las células se protegen de estas especies.
Este sistema varia dependiendo de la especie, en el caso de células de mamifero el
principal sistema antioxidante es el glutation [71, 72], mientras que en tripanosomatidos
es tripanotion y cumple el papel fundamental en la supervivencia del parasito [73, 74].
Otro importante mecanismo de defensa contra ERO son las tioredoxinas (Trx), sistema
antioxidante, que regula el balance de las proteinas que contienen ditioles/disulfuros. Este
sistema es capaz de remover ERO y RNS en cortos tiempos de reaccion [75].

Para determinar la formacién de ERO hemos utilizado el sensor intracelular di-
clorofluorescein-diacetilado (DCFDA). Este fluor6foro permite identificar y cuantificar
la concentracién de estas especies en los cultivos celulares. La oxidacion de la sonda
produce un cambio en su estructura que la transforma en una molécula fluorescente, por
tanto el aumento de la fluorescencia es directamente proporcional a la concentracion de
las especies oxidantes (ERO) [76, 77].

Se determind la formacion de ERO en macréfagos RAW 264.7 y en epimastigotes Dm28c

de T. cruzi, los resultados se muestran en la Tabla 5.
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Pendiente de fluorescencia (veces respecto al control)
Moléculas Macréfagos Epimastigotes tripomastigotes
1 2,25+0,11 1,92+0,18 0,97+0,04
2 3,30+0,11 1,79+0,10 0,95+0,02
3 0,36+0,05 0,83+0,09 0,79+0,05
4 1,04+0,02 0,99+0,11 0,76+0,02
5 1,07+0,10 1,06+0,09 0,84+0,04
6 1,2240,16 1,02+0,05 0,87+0,06
7 1,04+0,01 0,97+0,10 0,75+0,07
8 1,06+0,01 0,93+0,04 1,14+0,05
9 1,06+0,09 1,57+0,07 0,73+0,06
10 1,0940,03 1,40+0,01 0,83+0,02
11 1,10+0,01 1,02+0,01 0,68+0,04
12 1,01+0,03 1,03+0,01 0,54+0,01
13 0,75+0,07 1,03+0,08 0,61+0,05
14 1,06+0,13 ND 0,86+0,04
Control 1,0040,04 1,00+0,03 1,0040,05
Menadiona 1,68+0,17 2,70+0,02 1,23+0,04
H202 1,86+0,34 4,32+0,09 -

Tabla 5. Efecto de la serie triazolo piridinas sobre la generacion de especies radicalarias
en macréfagos murinos y T. cruzi (epimastigotes y tripomastigotes Dm28c). Evaluacion
de las especies reactiva de oxigeno mediante la sonda intracelular DCFDA. Menadiona
(0,05mM) y H202 (1mM) fueron agregados como control positivo, los compuestos fueron
ensayados a 1 uM. Los valores son expresados como el incremento de la pendiente

respecto al control + la desviacion estandar (n=3).
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Los resultados mostraron que solo algunos miembros de la serie son capaces de generar
ERO, entre los cuales los compuestos 1 y 2 son los que generaron mayor cantidad de ERO
en todos los tipos celulares. Los otros miembros de la serie no presentaron un aumento
significativo en la formacidn de especies oxidativas.

A pesar de que es posible cuantificar la formacion de especies oxidativas con esta técnica
no podemos determinar el tipo de radical que oxida a la sonda, pero si podemos asegurar
que el aumento de la fluorescencia se debe a la presencia de oxidantes exégenos [78].
Ademas, otro fendmeno importante es la disminucién de la intensidad de la fluorescencia,
como en algunos casos de los compuestos 3, 4, 5, 6, 7, 9,10, 11, 12, 13 y 14, ocurridos en
tripomastigotes, esta disminucion se produciria por accién de los sistemas antioxidante
del tripomastigote ya que es conocida la resistencia al estrés oxidativo [79].

Al relacionar la formacién de ERO con el potencial de reduccion (Tabla 6) hemos
observado que los compuesto 1y 2 que poseen el potencial de reduccion méas bajo de la
serie son capaces de generar en mayor proporcién ERO en epimastigotes y macrdfagos,
pero para el caso de tripomastigotes éstos no generan efectos sobre la fluorescencia.

Por otro lado hemos observado que los compuestos 6, 9 y 10 generan ERO, pero en menor
proporcién a los compuestos 1 y 2, en tal caso no existe relacion entre el potencial de

reduccion y la formacion de ERO.
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Moléculas Potencial reduccion ERO en ERO en ERO en
EPc (V) Macréfagos | Epimastigotes | Tripomastigotes
1 -1.05 2,25+0,11 1,92+0,18 0,97+0,04
2 -1.01 3,30+0,11 1,79+0,10 0,95+0,02
3 - 0,36+0,05 0,83+0,09 0,79+0,05
4 -1.26 1,04+0,02 0,99+0,11 0,76+0,02
5 -1.20 1,07+0,10 1,06+0,09 0,84+0,04
6 -1.47 1,22+0,16 1,02+0,05 0,87+0,06
7 -1.24 1,04+0,01 0,97+0,10 0,75+0,07
8 -1.40 1,06+0,01 0,93+0,04 1,14+0,05
9 -1.34 1,06+0,09 1,57+0,07 0,73+0,06
10 -1.14 1,09+0,03 1,40+0,01 0,83+0,02
11 -1.20 1,10+0,01 1,02+0,01 0,68+0,04
12 -1.25 1,01+0,03 1,03+0,01 0,54+0,01
13 -1.33 0,75+0,07 1,03+0,08 0,61+0,05
14 - 1,06+0,13 ND 0,86+0,04

Tabla 6. Comparacion entre el potencial de reduccion electroquimico (Volts) y las ERO

(numero de veces que aumenta la pendiente respecto al control) en T. cruzi y Macro6fagos,

todos los compuestos fueron ensayados a 1 uM. En rojo las moléculas que presentaron

menor potencial de reduccion, en verde los compuestos que generaron ERO.

63




Dentro de los diferentes estadios morfoldgicos del parésito, el tripomastigote es la forma
del parésito que posee mayor resistencia al estrés oxidativo, mientras que el epimastigote
es susceptible a las ERO, principalmente al peroxido de hidrégeno (H202) y al radical
hidroxilo (OH~), como fue observado en los ensayos de fluorescencia.

La formacion de radicales libres puede ser prevenido mediante la utilizacion de N-Acetil-
L-Cisteina (NAC) un antioxidante capaz de apagar radicales libres, principalmente por
labilidad del hidrogeno que posee el grupo sulfidrilo [80]. Para evaluar el efecto de los
radicales libres sobre la viabilidad de las células se utilizaron las mismas condiciones que
en los ensayos de viabilidad con MTT anteriormente mencionados (ver seccion 4.2).
Para relacionar la generacion de ERO sobre la viabilidad de los cultivos de parésitos y de
células de mamifero, hemos escogido el compuesto 4 por ser el mejor de la serie contra la
forma tripomastigote y al compuesto 9 para macréfagos. Los cultivos fueron previamente
incubados N-acetil L-cisteina (1 mM en el caso de tripomastigotes y 100 uM para
macro6fagos), para luego agregar los compuestos y como control positivo menadiona.

Los resultados de viabilidad (Figura 23) mostraron que menadiona genera un efecto dosis
dependiente en los cultivos celulares, Sin embargo al probar la combinacion de menadiona
con NAC observamos que existe prevencién del efecto y en consecuencia un aumento de
la viabilidad celular (Figura 23. A y C), esto hace presente que el efecto de menadiona
sobre los cultivos celulares es en gran medida por la formacion de estres oxidativo.

Por otro lado, para cultivos de macrofagos incubados con el compuesto 9 y NAC en
concentraciones de 1, 10, 100 uM de compuesto 9, no mostro efecto significativo en la

viabilidad respecto al mismo compuesto sin NAC (Figura 3B), esto nos indicaria que el
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efecto citotoxico de este compuesto no estd relacionado con la formacion de estrés
oxidativo.

En el caso de tripomastigotes incubados con el compuesto 4 a 1 uM y 10 uM no mostro
efecto significativo en la prevencién del efecto, sin embargo a 100 uM se observo un
aumento significativo de un 16% en la viabilidad del parésito. Probablemente el
mecanismo de estrés oxidativo no sea el mecanismo principal, pero no descartamos la

formacion de estas especies en tripomastigotes por efecto de nuestros compuestos.
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Figura 23. Efecto de prevencion contra especies reactivas de oxigeno.(A-B) Efecto del menadiona y el compuesto 9 sobre la
viabilidad celular en macréfagos Raw 264.7. (C-D) Efecto de menadiona y compuesto 4 sobre la viabilidad celular de
tripomastigotes. Ensayos de viabilidad (24Hrs) evaluados mediante MTT. En rojo viabilidad de los compuestos 4, 9 y
menadiona, en azul la combinacion de los compuestos con NAC, ensayos expresados como el porcentaje de células viables

respecto al control.
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5.8 Estudio de biosintesis de ergosterol por espectroscopia de masas.

El ergosterol es el principal esterol presente en las membranas de T. cruzi [81] . La
biosintesis de ergosterol involucra una serie de sustratos y enzimas que pueden ser
evaluados especifica y sensiblemente mediante espectrometria de masas (MS, por su sigla
en inglés) [82]. De esta manera hemos evaluado por MS los niveles de esteroles como
escualeno, lanosterol, ergosterol y colesterol, este ultimo, a pesar de no participar de
manera directa en la via metabllica de ergosterol tiene gran importancia en la
supervivencia del parasito y probablemente esta relacionado con la formacion de
ergosterol [83].

Hemos evaluado el patron de fragmentacion de lanosterol, ergosterol, escualeno y
colesterol en donde se observé el ion molecular ([M+H]) con una baja intensidad para
estos esteroles, sin embargo hemos observado la aparicion del [M+H] con la perdida de
una m/z 18 con gran intensidad. Esta masa ([M+H] -18) se asocia a la perdida de una
molécula de agua, indicAndonos que durante la ionizacion existe un proceso de

deshidratacion (Figura 24).
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M+H| M+H-H,0|

Figura 24. Mecanismo de deshidratacion de ergosterol, efecto observado a partir de la

ionizacion de ergosterol solido por espectrometria de masas.

De esta manera, dado que la formacién del [M+H] es de muy baja intensidad en los
estandares, que la aparicion del ion molecular deshidratado [M+H-H2O] es de mayor
relevancia y que la ionizacion en cultivos bioldgicos del ion molecular no se aprecia,
hemos decidido cuantificar el efecto relativo de los niveles de esteroles mediante la sefial

deshidratada.
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Masa Masa Masa Masa
lon Error lon Error
Metabolito tedrica experimental teodrica experimental
observado (ppm) observado (ppm)
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z)
Ergosterol [M+H] 397,3465 397,3444 5,28 [M+H-H0] | 379,3365 379,3373 -2,11
Lanosterol [M+H] 427,3934 427,3902 7,48 [M+H-H20] | 409,3834 409,3841 -1,71
Escualeno [M+H] 411,3985 411,4003 -4,37 - - - -
Colesterol [M+H] 387,3621 387,3610 2,84 [M+H-H0] | 369,3521 369,3518 0,81

Tabla 7. Pardmetros de masas tedricas y experimentales de esteroles (sélidos) obtenidos por espectroscopia de masas por el

método DSA.
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Luego de encontrar las condiciones 6ptimas de ionizacién para la aparicion de los cuatro
analitos en estudio y caracterizar las sefiales m/z, se incubaron los parésitos con las
distintas drogas a dos tiempos 24 y 72 horas, en cada tiempo se recolectaron los parasitos
y se resuspendieron en medio de cultivo sin suplementar. Se realizd un andlisis semi-
cuantitativo en donde fueron comparados los cultivos con los distintos tratamientos
respecto al control que sélo contiene el vehiculo DMSO (<0,5% v/v) en la Figura 25 se

muestra un espectro de masas del control, en donde se observa la presencia de los cuatro

analitos.
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Figura 25. Espectro de masas representativo de cultivo de epimastigotes Dm28c, m/z
369,35 (colesterol), m/z 379,33 (ergosterol), m/z 409,38 (lanosterol) y m/z 411,39

(escualeno)
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La Figura 26 muestra los niveles de esteroles respecto al control y sus respectivas
intensidades, de manera general podemos observar que a las 24 horas hay un incremento
en la sefial de los cuatro esteroles respecto al control, es importante recordar que en este
tiempo la viabilidad del parasito en el caso de fluconazol es un 100% y en el caso del
compuesto 4 alcanza un 50%, sin embargo, en ambos casos se observa el mismo efecto,
probablemente en este periodo el parasito es capaz de modular el efecto toxico de las
moléculas (fluconazol y el compuesto 4) a través del incremento de la actividad de las
enzimas que participan en la metabolizacion de estos sustratos, esto permitiria disminuir
rapidamente los esteroles metilados que pueden llegar a ser nocivos para el parasito al
igual que ocurre en los hongos [84].

Por otro lado hemos observado que a las 72 horas los esteroles tienden a disminuir respecto
a las 24 horas, siendo el compuesto 4 el que genera un decaimiento mayor sobre este

proceso (Figura 26).
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Figura 26. Niveles relativos de esteroles en T. cruzi. Esteroles obtenidos de epimastigotes

Dm28c aislados (3,Ox107parésitos/mL), incubados con vehiculo (DMSO < 0,05%, barra

blanca) o con 100uM del compuesto 4(barra gris) o fluconazol (barra negra). Los valores

obtenidos fueron a partir de muestras por triplicado (n=3), *p<0,05 **P<0,01, ns P>0,05,

Dos vias ANOVA con post test Bonferroni.

72



Para profundizar mejor el analisis de esteroles, hemos comparado los niveles de cada
esterol respecto a los otros esteroles estudiados que participan en la sintesis de ergosterol
(Figura 27). En base a los anélisis podemaos establecer las proporciones de esteroles que
participan en cada etapa de la via metabdlica en la sintesis de ergosterol y compararlos
con el control que no posee ningan estimulo externo. De esta manera, cuando la relacion
entre el sustrato y el producto es mayor a uno implica que el sustrato estd en mayor
proporcion que el producto, para el caso contrario en donde el producto es mayor que el
sustrato el valor es menor a uno.

En el primer caso evaluamos la relacion escualeno/ergosterol (SQ/Er) a las 24 horas,
encontrando que el control y el compuesto 4 varian similarmente esta relacion (1,5y 1,4
veces, respectivamente).Por otro lado, observamos que fluconazol disminuye la
proporcion SQ/Er respecto al control, indicando que el escualeno esta en menor
concentracion que ergosterol. A las 72 horas, fluconazol y el compuesto 4 indujeron un
aumento de escualeno por sobre el control, indicando que el escualeno estad en mayor
concentracion que ergosterol.

Al evaluar la relacion escualeno/ lanosterol (SQ/Lan) a las 24 horas, podemos observar
que fluconazol no genera un efecto significativo en relacion al control (2,65 y 2,46 veces
respectivamente), por el contrario el compuesto 4 induce una relacion de SQ/Lan de 0,87
veces, indicando que lanosterol estd en mayor proporcion que escualeno, indicandonos
que existe una acumulacion de lanosterol. A 72 horas, fluconazol indujo un aumento de
la relacion SQ/Lan de 5,92veces, mientras que el compuesto 4 la aumento 8,80 veces.

Ambos valores estan por sobre los niveles del control (3,58 veces), sugiriendo una
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acumulacién de escualeno. Probablemente, el parésito requiere de mayor cantidad de
escualeno para el proceso de proliferacion ya que su sistema de sintesis de esteroles esta
alterada.

Para la etapa metabolica catalizada por CYP51, observamos que la proporcién original
entre el sustrato lanosterol y el producto final Ergosterol (Lan/Er) es de 0,06 veces, lo cual
quiere decir que lanosterol estd en menor concentracion que ergosterol. Fluconazol
aumenta esta relacion (Lan/Er 0,34 veces), indicando un aumento de lanosterol. Por otra
parte el compuesto 4 induce una acumulacion de lanosterol que lleva a una relacién Lan/Er
por sobre el valor de uno, indicando claramente que existe una acumulacion de lanosterol.
Todos estos resultados sugieren que el compuesto 4 genera alteraciones metabolicas en la
ruta sintética del ergosterol, pudiendo estar involucrado la inhibicion de la enzima CYP51,
ademas hemos observado que a las 72 horas fluconazol y el compuesto 4 aumentan de la
misma manera relacion Lan/Er. Sin embargo, al relacionar el ergosterol con el colesterol
(Er/Col) hemos observado que los niveles de colesterol disminuyen (Figura 26).

Por otro lado, no esta claro la participacion de colesterol cuando hay una disminucién de
ergosterol, probablemente existan mecanismos de compensacion a la inhibicion de la

sintesis de ergosterol.
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Figura 27. Diagrama metabolitos que participan en la biosintesis de ergosterol en
epimastigotes Dm28c, los valores representan la relacion entre: escualeno/ergosterol

(SQ/Er), escualeno/lanosterol(SQ/Lan) y lanosterol ergosterol(Lan/Er).

En resumen, los analisis realizados a los cultivos celulares tanto de T. cruzi como células
de mamifero muestran que el mecanismo de accion de esta serie estaria ligado a la
inhibicidn de la biosintesis de esteroles, siendo la formacion de especies radicalarias un
mecanismo secundario de baja relevancia. Sin embargo, es importante observar que estas

especies pudiesen generarse por la accion de dos clases de enzimas, las aldo ceto
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reductasas (AKR) que se encuentran en el citoplasma del parasito y por otro lado enzimas
que pertenecen al citocromo P450, encargado de la metabolizacion de sustancias exdgenas
(drogas).

Estructuralmente, dado que la estructura triazolica (nitro heterociclos) posee afinidad a
enzimas con un centro metalico (como es la CYP51, que posee un grupo porfirina), es
probablemente ahi donde el nitro heterociclo (piridina o triazolo) interactta generando la
inhibicidn de esta enzima. No obstante, pero no descartamos que las moléculas inhiban
otras enzimas con caracteristicas similares. En resumen, en la Figura 28 se propone el
mecanismo de accidn de la serie triazolo piridinas, incluyendo la inhibicion de la enzima
CYP51, y los subsecuentes aumento de lanosterol y disminucion de ergosterol, sin
embargo es importante destacar que el parasito es capaz de resistir al efecto citotoxico de

la serie mediante el aumento de la actividad enzimatica.
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Figura 28: Mecanismo propuesto para la serie triazolo piridinas.
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5.9 Disefio de nuevos farmacos antiparasitarios.

De acuerdo a los antecedentes antes mencionados y los resultados obtenidos en este
trabajo, proponemos una estructura basada en el esqueleto 3-fenil-[1,2,3] triazolo [1,5-
a]piridina. Esta estructura activa frente al pardsito posee dos posiciones sustituibles, la
primera es la posicion tres correspondiente al anillo triazdlico y la posicién 7, estas
posiciones jugarian un rol importante en la actividad tripanocida.

La presencia de ciertos grupos funcionales pudiesen aumentar o disminuir la actividad
tripanocida, como el caso de la piridina en la posicion 3 de [1,2,3] triazolo [1,5-a]piridina
que provoca una disminucidn en la actividad tripanocida y un aumento en la toxicidad en
células de mamifero. Al contrario, la sustitucion del hidrégeno en la posicién 3 por un
grupo fenil demostré mejorar la selectividad antiparasitaria del compuesto, es por ello que
cobra mayor importancia sintetizar una serie basada en la sustitucion en la posicion 3 por

un grupo fenil en vez de una piridina (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de la sustitucién en la posicion tres de [1,2,3] triazolo [1,5-a]piridina

Por otra parte, la importancia de la posicion 7 radica en la posibilidad de generar especies
radicalarias en el parasito, mediante la reduccion del grupo carbonilo, por lo tanto es
importante sustituir en la posicion 7 el hidrégeno por un grupo carbonilo (Figura 30), dado
que los compuestos que presentaban esta sustitucién presentaron mayor formacién de
ERO como en los casos de los compuestos 1-2-3 no asi en los casos que poseen dos

carbonilos.
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Figura 30. Sustitucidon en la posicién 7 por un grupo carbonilo y posterior reduccion.

Por otro lado, dada la estructura de la molécula 4 que presentd la mayor actividad
antichagésica de la serie, es probable que la piridina en la posicidn contigua al carbonilo
pudiese ser de importancia en el efecto inhibitorio de la enzima CYP51, ya que es una
posicion basica al igual que el triazol y en consecuencia podria unirse al sitio activo de la
enzima [85]. Otro aspecto interesante de la modificacion en esta posicion seria evaluar el
efecto del nitrdgeno en las posiciones orto, meta y para, dado que existen moléculas que
participan en la inhibicién de enzimas y su actividad estd determinada por la posicion
relativa del nitrgeno en la piridina [86].

Ademas, Para evaluar el efecto en la posicion 7 la nueva serie debiesen tener sustituciones
de grupos con similitud en las propiedades quimicas como por ejemplo tiofenos, piridinas

y pirazinas (Figura 31).
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Figura 31. Sustituciones en la posicion alfa al carbonilo con variados electréfilos.

Con esta informacién y con la colaboracién de Dra. Belén Abarca y Dr. Rafael Ballesteros
del laboratorio de quimica organica de la Universitat de Valencia, Espafia. Hemos
realizado la sintesis de una nueva serie de compuestos la cual se realiz6 en dos pasos:

El primer paso, consistio en reducir derivados de la 2-piridil a la forma de hidrazina para
luego mediante la oxidacion con éxido de manganeso formar la [1,2,3]triazolo[1,5-
a]piridina (Figura 32) y asi obtener las triazolopiridinas iniciales, los rendimientos de esta

reaccion esta fueron cercanos al 95%.
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Figura 32. Reduccidn y ciclacion de la triazolo piridina.

El segundo paso consistié en la litiacién de la posicion 7 de la [1,2,3] triazolo [1,5-a]
piridina, para luego agregar los distintos electréfilos segun la reaccién de la Figura 33,
para ello se disolvio la triazolo piridina de partida en tolueno y se procedi6 a agregar n-
butil litio a baja temperatura (-40°C), la reaccion fue llevada a cabo por 30 minutos. Luego
se agrego el electréfilo y la mezcla de reaccidn fue agitada por 10 minutos, para luego
agregar una solucién de cloruro de amonio saturado, la solucion fue filtrada con acetato
de etilo.

Luego para la extraccién de las triazolopiridinas, el solido fue extraido mediante
evaporacion en rotavapor. Con este procedimiento se obtuvieron 18 compuestos nuevos
mas los triazoles de partida que poseen sustituyentes en la posicién 3 de la triazolo

piridina, los rendimientos de estas moléculas estan entre los 30% a los 80%.
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Figura 33. Nueva serie de [1,2,3]triazolo[1,5-a]piridina, con sustituyentes de tipo

electrofilos como piridinas (orto, meta y para), pirazina y tiofeno.
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Para determinar las estructuras triazélicas se obtuvieron los espectros 'H RMN (300
MHz) y los espectros **C RMN (75MHz) en cloroformo deuterado, ademas se obtuvieron
os espectros IR (cm™) en donde se confirmo la presencia del grupo carbonilo en todas las
moléculas. Otros ensayos realizados fueron el punto de fusion y se determind la masa
molecular mediante espectrometria de masas de alta resolucién, los detalles de la
caracterizacion de estos compuestos se encuentran en el anexo 2.

En esta Tesis se encontrd una estructura quimica (compuesto 4) que presentd actividad
tripanocida, esta estructura [1,2,3] triazolo [1,5a] piridina pequefia y versatil seria
considerada como farmacoforos para el disefio racional de nuevos compuestos, para asi

poder buscar diversas aplicaciones para esta clase de compuestos.
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6 CONCLUSIONES

Los miembros de la serie derivados de [1,2,3] Triazolo [1,5 a] piridinas son antichagasicos
menos potentes que las drogas tradicionales, siendo la mas activa el compuesto 4 en el
parésito. Por otro lado, los compuestos 7 y 9 presentaron toxicidad en macrofagos.
Durante la reduccion de los compuestos existe la formacion de una especie radical
anionica, la cual es estable gracias a la deslocalizacion en los anillos piridinicos
(resonancia), en este proceso no existe la participacion del esqueleto [1,2,3] Triazolo [1,5
a] piridina, pero juega un rol importante en la reduccién electroquimica.

La reduccion del carbonilo generaria la especie radicalaria en el parésito esta especie a
pesar de que esta especie se generaria en los distintos sistemas biolégicos no seria
persistente, esto implicaria que no se generaran las condiciones para la formacion del
estrés oxidativo.

La serie es capaz de alterar la via metabdlica de ergosterol por la inhibicion de la enzima
CYP51.

La estructura [1,2,3] Triazolo [1,5 o] piridinas seria un buen punto de partida para realizar
modificaciones estructurales que permitiesen mejorar la actividad antichagasica de la

serie.
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ANEXO 1. VALORES TEORICOS Y EXPERIMENTALES (HFCC)

La serie triazolo piridinas fue optimizada de acuerdo a los conférmeros de minima energia obtenidos a través de métodos
mecanicos moleculares (MMFF) implementados en Spartan”14. ElI mejor conformero fue optimizado con AM1, método
semiempirico, la geometria final de cada conférmero fue seleccionada en base a la teoria de densidad funcional (DFT). Los
calculos de la estructura hiperfina fueron realizados con GAUSSIAN’09.

Molécula 1 (g = 2.0115637)

Atomo N H H H N H N H H H N H
Numero 1 5 7 9 12 13 15 19 21 23 26 27
Experimental 2.2809 2.9035 0.3956 3.4870 0.3439 0.1949 1.8429 3.0340 0.8163 3.6775 0.7926 0.3435
Tedrico 1.3913 2.4138 0.4332 3.4571 0.6566 0.3693 1.3904 2.4146 0.4335 3.4582 0.6575 0.3696

Molécula 9 (g = 2.0118341)

Atomo N N H H H N H H H N
Numero 11 16 20 21 22 26 30 31 32 44
Experimental 0.1696 1.8700 3.7901 0.4213 1.9956 1.3878 1.8786 0.3511 3.3430 0.1160
Tedrico 0.0685 1.6128 3.4946 0.3843 2.0935 1.6289 2.0712 0.3781 3.4715 0.0681

Molécula 10 (g=2.0142259)

Atomo N H H N N H H H N H H N
Numero 1 5 9 12 18 22 23 24 27 31 35 38
Experimental 0.8402 0.4044 1.8942 0.8399 13042 3.183 1.2902 3.3322 0.8415 0.2043 15447 0.7974
Tedrico 0.8361 0.9263 1.4551 0.5569 1.4501 5.1665 1.3048 5.1755 0.8263 0.9087 1.4286 0.5555

Molécula 5 (g=2.0100300)

Atomo N H H H N N H H H H H
Numero 1 5 7 9 12 17 21 22 23 24 29
Experimental 1.8436 13128 0.1847 59752 0.3322 1.9145 17017 0.2719 1052 4151 0.038
Tedrico 1.7257 1.7735 0.1764 3.5014 0.6528 1.8705 1.7964 0.3855 0.6493 2.9645 0.1245
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ANEXO02. CARACTERIZACION DE NUEVOS DERIVADOS DE [1,2,3] TRIAZOLO
[1,5A]PIRIDINAS

(AB4089)
328mg 43%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & = 8.51 (ddd, J=4.7, 1.6, 0.9, 1H), 8.22 (dt, J=7.8, 1.0, 1H),
8.15 (p, J=2.8, 1H), 7.96 (td, J=7.7, 1.7, 1H), 7.59 (dd, J=3.6, 1.1, 1H), 7.50 (ddd, J=7.7,
4.8, 1.2, 1H), 7.44 (dd, J=5.1, 1.0, 2H), 7.39 (dd, J=5.1, 1.1, 1H), 7.17 (dd, J=5.1, 3.6,
1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls3) & = 188.44, 153.18, 149.41, 137.48, 135.31, 133.15, 130.13,
127.94, 127.87, 125.46, 125.27, 124.40, 123.83, 121.02, 118.42.

IR 3111,8; 3045,2; 1676,8; 1304,9; 1216,0; 1024,5; 827,4; 785,8; 722,0; 680,3.
Pf 169,5-170,6°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 129.05, 141.05, 172.02, 173.03, 205.07, 217.07, 218.08, 249.04, 250.05,
279.06
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(AB4090)
228mg 30%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & 8.96 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 8.84 (dd, J = 4.9, 1.6 Hz, 1H),
8.20 (dd, J = 8.9, 1.2 Hz, 1H), 8.17 — 8.12 (m, 1H), 7.61 (dd, J = 3.6, 1.1 Hz, 1H), 7.50 —
7.38 (m, 3H), 7.35 (dd, J = 6.8, 1.2 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls3) & 187.43, 154.99, 151.47, 137.37, 134.78, 134.32, 132.93,
131.94, 130.63, 128.37, 126.18, 125.51, 125.12, 124.21, 122.05, 119.009.

IR 3095,1; 3053,5; 1671,2; 1291,0; 1266,0; 1013,4; 946,8; 896,8; 824,7; 738,6; 691,4.
Pf 148,9-150,0°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 106.03, 141.05, 172.02, 173.03, 205.07, 217.07, 218.08, 223.04, 235.0828,
245.07, 246.07, 249.04, 250.05, 261.04, 277.04, 278.04, 279.05
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(AB4087)
362mg 48%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) 5 8.84 (dd, J = 4.4, 1.7 Hz, 1H), 8.22 (dd, J = 8.9, 1.3 Hz,
1H), 7.61 (ddd, J = 6.1, 4.0, 1.4 Hz, 1H), 7.51 — 7.31 (m, 2H), 7.20 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz,
1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 187.34, 151.15, 142.23, 133.56, 132.49, 130.21, 128.09,
125.98, 125.06, 124.93, 122.26, 122.21, 119.51, 77.36.

IR 3109,0; 3070,2; 3023,0; 1662,9; 1535,2; 1402,0; 1274,3; 1218,8; 1041,2; 830,2; 752,5;
733,1; 685,9.

Pf 177,3-178,6°C (ethyl acetate)
EM (L.LE) m/z 172.02, 173.03, 250.05, 251.06, 252.07, 279.06, 311.08
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(AB4088)
350mg 46%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 9.38 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.20 (dd, J = 8.2,
1.9 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 3.6, 1.1 Hz, 1H), 7.53 — 7.34 (m, 3H), 7.18 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz,
1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 187.46, 148.45, 144.91, 143.76, 134.23, 132.78, 129.98,
128.01, 127.40, 125.72, 125.22, 124.62, 121.89, 119.13, 77.58, 77.16, 76.74.

IR 3095,1; 3050,7; 3006,3; 1676,8; 1302,1; 1274,3; 1168,8; 1046,7; 1013,4; 824,7; 766,4;
691,4; 683,1.

Pf 177,2-178,3°C (ethyl acetate)
EM (I.E) m/z 141.06, 172.02, 173.03, 280.05
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(AB4110)
527mg 97%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & 8.13 (dd, J = 8.9, 1.2 Hz, 1H), 7.84 (dd, J = 4.9, 1.1 Hz,
1H), 7.66 — 7.59 (m, 2H), 7.45 — 7.37 (m, 3H), 7.29 (dd, J = 6.8, 1.2 Hz, 1H), 7.17 (ddd,
J=10.2, 5.0, 3.8 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) § 179.95, 142.85, 137.26, 136.35, 134.81, 133.21, 130.79,
129.03, 128.31, 125.95, 125.38, 124.96, 121.12, 117.61, 77.59, 77.16, 76.73.

IR 3106,2; 3092,4; 1629,6; 1607,4; 1407,6; 1349,3; 1293,8; 802,5;738,6; 685,9.
Pf 130,5-131,0°C (ethyl acetate)
EM (1.E) m/z 110.99, 128.05, 145.01, 172.02, 173.03, 210.03, 223.04, 255.01, 284.02
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(AB4052)
1,079 60%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.52 (ddd, J = 4.7, 1.6, 0.9 Hz, 1H), 8.21 (dt, J = 7.9, 1.1
Hz, 1H), 7.95 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.83 — 7.76 (m, 1H), 7.49 (ddd, J = 7.7, 4.8, 1.3
Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 6.8, 1.3 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 5.4, 3.4 Hz, 1H), 2.64 (s, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls3) & 188.72, 153.59, 149.55, 137.71, 135.07, 134.87, 132.40,
127.96, 124.23, 123.37, 120.76, 118.81, 10.76.

IR 3050,7; 2925,8; 2853,7; 1682,3; 1574,1; 1310,4; 1277,1; 780,3; 752,5; 733,1; 691,4.
Pf 167-168°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 117.06, 128.05, 130.06, 140.05, 141.06, 142.06, 154.06, 155.06, 156.08,
166.06, 167.07, 168.07 181.07, 182.08, 183.09, 184.06, 192.07, 193.07, 194.06, 209.07,
210.08, 211.08, 239.09
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N (AB4051)
1,249 69%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & 8.85 (dd, J = 2.3, 0.8 Hz, 1H), 8.75 (dd, J = 4.9, 1.7 Hz,
1H), 8.10 — 7.97 (m, 1H), 7.83 — 7.71 (m, 1H), 7.36 (dtd, J = 5.9, 4.9, 1.2 Hz, 1H), 7.28 —
7.13 (m, 2H), 2.59 (s, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 8 186.95, 154.30, 150.97, 137.02, 135.44, 133.44, 132.29,
131.67, 123.83, 123.51, 123.13, 121.16, 118.73, 77.58, 77.16, 76.74, 10.44.

IR 3017,4; 2923,1; 2848,1; 1657,4; 1571,3; 1410,3; 1304,1, 1282,7; 899,6; 744,2; 727,6;
697,0.

Pf 172,7-173,9°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 117.06, 128.05, 129.07, 130.06, 154.06, 155.06, 156.08, 166.06, 167.07,
168.07, 181.07, 182.08, 183.09, 184.06, 192.07, 193.07, 194.08, 196.06, 209.07, 210.08,
211.08, 239.09
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(AB4091)

926mg 52%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & 8.80 (ddd, J = 11.5, 4.4, 1.6 Hz, 1H), 7.89 — 7.78 (m, 1H),
7.55 (dd, J = 4.4, 1.7 Hz, 1H), 7.29 — 7.24 (m, 1H), 2.64 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.17, 151.47, 150.72, 142.81, 139.06, 135.99, 133.40,
132.69, 128.18, 125.23, 124.27, 123.28, 122.62, 121.91, 119.80, 10.05.

IR 3079,5; 3056,4; 3017,4; 1668,5; 1529,7; 1410,3; 1263,2; 1238,2; 1224,4; 1027,3,;
838,6; 730,3; 669,2

Pf 196,3-196,7°C (ethyl acetate)
EM (1.E) m/z 104.05, 155.06, 156.08, 168.07, 181.07, 182.08, 183.09, 211.08
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N /’N
™ ~N

N (AB4092)
440mg 49%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 9.35 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.78 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.47 (dd,
J=2.4,15Hz, 1H), 7.84 (dd, J = 8.8, 1.3 Hz, 1H), 7.45 (dd, J = 6.8, 1.2 Hz, 1H), 7.31
(dd, J = 8.8, 6.8 Hz, 1H), 2.64 (s, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.20, 148.75, 148.71, 145.47, 144.05, 135.53, 134.16,
132.46, 123.41, 121.61, 119.39, 77.59, 77.16, 76.73, 10.07.

IR 3081,3; 3056,3; 1679,6; 1538,0; 1415,9; 1304,9; 1155,0; 1127,2; 1041,2; 902,4, 8774
796,9; 771,9; 738,6.

Pf211,4-211,9°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 104.05, 105.06, 107.02, 116.05, 130.06, 142.05, 143.06, 156.05, 157.07,
182.07, 183.08, 184.08, 212.08, 240.08
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(AB4098)
527mg 58%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & 7.64 (dd, J = 8.3, 1.7 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 5.0, 1.1 Hz,
1H), 7.27 (qd, J = 7.0, 2.0 Hz, 2H), 7.09 (dd, J = 3.7, 1.2 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 5.1, 3.7
Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 143.80, 139.02, 134.82, 133.22, 127.33, 127.10, 126.97,
124.73, 117.83, 116.60, 77.68, 77.59, 77.16, 76.73, 10.05.

IR 1629,6; 1438,1; 1171,6;1127,2; 1018,9;852,4; 769,2; 719,2.
Pf 259,2-260,0°C (ethyl acetate)
EM (1.E) m/z 172.02, 173.03, 218.08, 250.05, 279.06
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(AB4048)
472mg 31%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) § 8.97 (dd, J = 2.3, 0.8 Hz, 3H), 8.84 (dd, J = 4.9, 1.7 Hz,
3H), 8.27 —8.11 (m, 6H), 8.00 — 7.90 (m, 7H), 7.59 — 7.39 (m, 16H), 7.34 (dd, J = 6.8, 1.2
Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 186.88, 154.48, 151.05, 138.91, 137.03, 134.01, 131.65,
131.07, 130.87, 129.27, 128.57, 127.12, 125.08, 123.93, 121.92, 118.59.

IR 3092,7; 3050,7; 2925,8; 1654,6; 1574,1; 1413,1; 1277,1; 738,6; 688,7.
Pf 129,9-134,0°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 139.05, 166.06, 167.07, 194.06, 204.08, 217.09, 218.09, 228.08, 232.07,
243.09, 244.10, 245.11, 246.09, 255.09, 256.10, 271.09, 272.10, 301.11
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(AB4047)
770mg 50%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.84 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz, 22H), 8.23 (dd, J = 8.9, 1.3 Hz,
11H), 8.00 — 7.88 (m, 22H), 7.65 — 7.30 (M, 77H), 7.26 (s, 4H), 1.67 (s, 7TH), 1.25 (t, J =
7.1 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 187.45, 151.13, 142.28, 139.02, 133.58, 131.08, 130.78,
129.29, 128.64, 127.13, 124.94, 122.36, 122.30, 119.29.

IR 3092,4; 3036,9; 3028,5; 1665,7; 1277,1; 1260,4; 1055,1; 777,4; 733,1; 677,6.
Pf 199,6-201,2°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 139.05, 166.06, 167.07, 194.06, 204.08, 216.08, 217.09, 218.09, 228.08,
230.08, 242.08, 243.09, 244.10, 245.11, 246.09, 255.09, 256.07, 258.10, 271.08, 272.09,
273.10, 301.11
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N /’N
AN ~N

N (AB4095)
368mg 48%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & 9.40 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 8.49 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 8.22
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.58 — 7.38 (m, 5H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 8 185.77, 168.54, 156.17, 151.85, 150.14, 148.43, 144.97,
143.75, 139.12, 129.25, 128.46, 127.06, 125.10, 122.27, 122.08, 118.93.

IR 3075,7; 3056,3; 1679,6; 1304,9; 1066,2; 1013,42; 733,1;
Pf 228,2-228,7°C (ethyl acetate)
EM (1.E) m/z 139.05, 166.06, 167.07
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(AB4108)
707mg 90%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.15 (dd, J = 8.9, 1.2 Hz, 1H), 7.99 — 7.94 (m, 2H), 7.87 —
7.83 (m, 1H), 7.65 (dd, J = 3.9, 1.1 Hz, 1H), 7.57 — 7.34 (m, 6H), 7.29 (dd, J = 6.8, 1.2
Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 4.9, 3.9 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 180.14, 142.95, 137.23, 136.35, 134.85, 131.54, 131.47,
129.54, 129.46, 129.01, 128.71, 128.54, 127.45, 127.20, 126.76, 125.23, 121.27, 118.84,
117.36, 77.59, 77.16, 76.73.

IR 3081,3; 3056,3; 1640,7;1404,8; 1349,3; 1285,4; 1060,6; 1021,7; 766,4; 727,5; 688,7.
Pf 72,4-73,8°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 110.99, 139.05, 140.05, 166.06, 167.07, 168.08, 191.07, 204.08, 216.08,
217.09, 233.08, 244.07, 248.05, 249.06, 260.05, 276.04, 306.0
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(AB4094-49)
1,39 85%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) 8 9.38 (dd, J = 2.2, 0.8 Hz, 1H), 8.86 (dd, J = 4.9, 1.7 Hz,
1H), 8.76 (dt, J = 7.0, 1.0 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 6.5, 2.6 Hz, 1H), 8.46 — 8.39 (m, 1H),
8.17 (dt, J = 9.0, 1.2 Hz, 1H), 8.10 — 8.01 (m, 2H), 7.48 (ddd, J = 7.9, 4.9, 0.8 Hz, 1H),
7.22 (ddd, J = 8.9, 6.7, 1.0 Hz, 1H), 7.03 (td, J = 6.8, 1.3 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 8 192.83, 153.61, 153.23, 152.54, 151.55, 138.59, 138.50,
132.87, 132.50, 127.42, 125.82, 123.96, 123.43, 123.12, 120.99, 116.43.

IR 3111,8; 3078,5; 1662,9; 1579,6; 1524,1; 1321,5; 1193,6; 1116,1; 1032,8; 946,8; 771,9;
694,2; 683,1.

Pf 205,0-206,1°C (ethyl acetate)
EM (1.E) m/z 140.05, 167.06, 195.05, 246.10, 247.08, 256.09, 257.07, 274.10.
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(AB4050)
610mg 40%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCls) & 8.85 (dd, J = 4.4, 1.6 Hz, 2H), 8.76 (dt, J = 7.0, 1.1 Hz,
1H), 8.65 — 8.60 (m, 1H), 8.10 — 8.00 (m, 3H), 7.88 (dd, J = 4.4, 1.7 Hz, 2H), 7.20 (ddd,
J=9.0,6.7,1.0 Hz, 1H), 7.03 (td, J = 6.9, 1.3 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 193.40, 152.98, 151.63, 150.47, 144.28, 138.51, 136.70,
132.51, 127.39, 125.84, 124.20, 124.11, 123.01, 120.90, 116.48, 116.25.

IR 2928,6; 2848,1; 1674,0; 1596,3; 1526,9; 1404,8; 1043,95;769,2; 744,2; 680,3.
Pf 227,8-228,3°C (ethyl acetate)

EM (1.E) m/z 140.05, 167.06, 168.07, 195.05, 218.08, 219.09, 244.09, 245.09, 246.10,
247.09, 256.09, 257.09, 273.09, 274.10.
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(AB4093)
486mg 63%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCl3) § 9.32 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.87 — 8.78 (m, 2H), 8.76 (dt, J =
7.0, 1.1 Hz, 1H), 8.62 (dd, J = 7.8, 1.3 Hz, 1H), 8.16 — 8.01 (m, 4H), 7.26 — 7.18 (m, 2H),
7.03 (td, J = 6.8, 1.3 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & 182.74, 149.88, 147.75, 147.17, 146.96, 144.44, 138.36,
127.26, 125.86, 124.37, 123.44, 121.03, 116.04.

IR 3100,7; 3045,2; 1668,5;1590,7; 1518,6; 1327,1; 1019,0; 952,3; 774,7; 746,9; 730,3;
685,9.

Pf 197,0-198,2°C (ethyl acetate)
EM (1.E) m/z 107.02, 167.06, 168.06, 275.09
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(AB4106)
300mg 48%, precipitated with ethyl acetate/hexane.

IH NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.73 (dt, J = 7.0, 1.0 Hz, 1H), 8.55 (dt, J = 9.0, 1.2 Hz,
1H), 8.43 (dd, J = 7.4, 1.7 Hz, 1H), 8.23 (dd, J = 3.9, 1.2 Hz, 1H), 7.99 — 7.87 (m, 2H),
7.71 (dd, J = 4.9, 1.2 Hz, 1H), 7.33 — 7.28 (m, 1H), 7.13 (dd, J = 4.9, 3.8 Hz, 1H), 7.04
(td, J= 6.9, 1.3 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls) 8 185.51, 154.67, 151.05, 141.04, 138.46, 137.15, 136.42,
132.47,128.21, 127.42, 125.66, 123.81, 122.63, 121.13, 116.71.

IR 3092,4; 3042,4; 1632,4; 1582,4; 1521,4; 1154,97; 1035,6: 760,6; 744,4; 716,4; 688,7.
Pf 215,8-216,4°C (ethyl acetate)
EM (1.E) m/z 110.99, 139.05, 140.05, 166.05, 167.06, 195.05, 279.05
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