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Resumen general

Las enfermedades protozoarias causadas por Trypanosoma cruzii y Leishmania
panamensis, son de amplio interés debido a los altos indices de contagios y de muertes
que generan alrededor del mundo, prevaleciendo en América latina, Asia y Africa. Por lo
tanto, es imperioso buscar nuevos compuestos como alternativa terapéutica que sirvan
como nuevas estrategias eficientes, de facil acceso, baja resistencia y pocos efectos
secundarios en el tratamiento de infecciones protozoarias. Las cumarinas y las chalconas
son metabolitos secundarios producidos por las plantas, los cuales han demostrado poseer
una gran variedad de actividades farmacolégicas. Se ha encontrado que poseen
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antitrombdéticas, anticancerigenas,
antiAlzheimer, antidiabéticas y antivirales etc. Igualmente han demostrado poseer
actividad antiprotozoaria, lo cual genera un posicionamiento importante de estas moléculas
en la lucha contra estos parasitos. Las cumarinas y chalconas son dos clases importantes
de compuestos bioactivos, que han sido ampliamente estudiados en el area de la quimica
medicinal. Estos compuestos se pueden obtener en el laboratorio por medio de sintesis
guimica y han evidenciado de manera individual o mediante la formacién de hibridos, que
poseen potencial in vitro contra algunos protozoos. La formacion de hibridos entre
cumarinas y chalconas se podria aducir como una posible alternativa farmacolégica en el

tratamiento de infecciones parasitarias.

La sintesis de hibridos entre estos dos compuestos se realizé haciendo uso de manera
sucesiva de las reacciones de Knoevenagel y Claisen-Schmidt, respectivamente, para su
posterior andlisis in vitro de citotoxicidad en células U937 y de actividad en amastigotes de
Trypanosoma cruzii y promastigotes de Leishmania braziliensis. Los compuestos se
caracterizaron por métodos espectroscépicos modernos (IR, RMN). Basados en las
propiedades farmacoldgicas de los hibridos, se realizé un analisis cualitativo de estructura-
actividad y de parametros farmacoldgicos.La mayoria de los hibridos poseen actividad
antiparasitaria contra T. cruziy L. braziliensis, y una baja toxicidad en la linea celular U937.
Las sustituciones de caracter O-alquilo y OH- favorecen en buena medida la actividad
inhibitoria. La gran mayoria de los hibridos poseen un perfil farmacolégico adecuado; el
hibrido Hzs exhibié resultados similares al Benznidazol, lo cual lo destaca como un

compuesto con potencial para el desarrollo farmacoldgico.

Palabras clave: T. cruzi, L. braziliensis, hibridos, cumarinas, chalconas, actividad

bioldgica



Abstract

Protozoan diseases caused by Trypanosoma cruzii and Leishmania panamensis are of
broad interest due to the high rates of infections and deaths they generate around the world,
prevailing in Latin America, Asia and Africa. Therefore, it is imperative to search for new
compounds as a therapeutic alternative that serve as new efficient strategies, easy access,
low resistance and few side effects in the treatment of protozoan infections. Coumarins and
chalcones are secondary metabolites produced by plants, which have been shown to have
a wide variety of pharmacological activities. It has been found that they have anti-
inflammatory, antibacterial, antithrombotic, anticancer, antiAlzheimer's, antidiabetic and
antiviral properties, etc. They have also been shown to have antiprotozoal activity, which
generates an important position for these molecules in the fight against these parasites.
Coumarins and chalcones are two important classes of bioactive compounds, which have
been widely studied in the area of medicinal chemistry. These compounds can be obtained
in the laboratory through chemical synthesis and have shown, individually or through the
formation of hybrids, that they have in vitro potential against some protozoa. The formation
of hybrids between coumarins and chalcones could be argued as a possible

pharmacological alternative in the treatment of parasitic infections.

The synthesis of hybrids between these two compounds was carried out successively using
the Knoevenagel and Claisen-Schmidt reactions, respectively, for subsequent in vitro
analysis of cytotoxicity in U937 cells and activity in Trypanosoma cruzii amastigotes and
Leishmania promastigotes. braziliensis. The compounds were characterized by modern
spectroscopic methods (IR, NMR). Based on the pharmacological properties of the hybrids,
a qualitative analysis of structure-activity and pharmacological parameters was carried out.
Most of the hybrids have antiparasitic activity against T. cruzi and L. braziliensis, and low
toxicity in the U937 cell line. Substitutions of O-alkyl and OH- character greatly favor the
inhibitory activity. The vast majority of hybrids have an adequate pharmacological profile;
Hybrid H25 exhibited similar results to Benznidazole, which highlights it as a compound

with potential for pharmacological development.

Keywords: T. cruzi, L. braziliensis, hybrids, coumarins, chalcones, biological activity
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades desatendidas, tropicales y transmitidas por vectores, son un conjunto de
afecciones de gran impacto y de dificil control en las comunidades mas empobrecidas del
mundo, principalmente de América latina, Asia y Africa. Entre ellas se destaca la

leishmaniasis, la enfermedad de Chagas (tripanosomiasis) y la Malaria o Paludismo.*?

La leishmaniasis es una enfermedad de caracter cronico, que se puede presentar de
manera visceral, cutanea y mucocutanea, la cual es causada por un protozoo que pertenece
al género Leishmania y a lo largo del mundo existen aproximadamente 20 especies de este
protozoo. La infeccion se transmite  principalmente  por vectores  del

género Phlebotomus y Lutzomyia.®

Segun la OMS la leishmaniasis es endémica de 98 paises y se calcula que cada afio existe
entre 700.000 y 1.000.000 de contagios nuevos.* Por otro lado, en Colombia segun el
Ministerio Nacional de Salud, existen 11.000.000 de personas en riesgo de contagio. Los

contagios en 2018 fueron de 6.011 casos y en la mitad de afio 2019 existian 2.458 casos.®

La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria, potencialmente mortal, causada
principalmente por un vector perteneciente a la subfamilia de los Triatominae. En sus heces
alberga el protozoo Trypanosoma cruzii causante de la enfermedad, la cual desencadena
afecciones cardiacas y digestivas en el hospedador, en las etapas avanzadas.®” En el
mundo se estiman aproximadamente entre 6 y 7 millones de personas infectadas con este
parasito y la gran mayoria habita en América latina.® Las estimaciones de infectados en
Colombia, al afio 2015, fue del orden de 438.000. ° Cabe destacar que en el pais existen
varias zonas endémicas, que son de dificil acceso, pocos recursos y carentes de atencion
médica avanzada, lo que dificulta en gran medida el diagnéstico y tratamiento de esta

enfermedad.®

Estas enfermedades protozoarias son de gran impacto en los paises y regiones de bajos
recursos, con climas tropicales y de dificil acceso. En la lucha de erradicacién o control en

los territorios se avecinan varios desafios; la fragilidad en las pruebas diagnésticas y en la
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eficiencia de los tratamientos estandar para combatir estos microorganismos. Lograr bajos
porcentajes de resistencia farmacologica y menos efectos secundarios de estos, son los
propésitos actuales.*'? La anfotericina B, el metronidazol, el tinidazol, el benznidazol, entre
otros, son los farmacos mas usados para hacer frente a estas infecciones; estos
medicamentos se caracterizan por tener contraindicaciones variadas, desde cefaleas,
nauseas, vomito, hasta cardiotoxicidad, toxicidad renal, hepatica y gastrointestinal a causa
de la toxicidad que poseen.3:14 15

Es importante unir esfuerzos en investigacion donde confluya una gran fuerza
multidisciplinar, que permita descubrir nuevos tratamientos farmacolégicos méas éptimos,

que hagan frente a las enfermedades desatendidas.*

Las plantas son organismos pluricelulares complejos, las cuales han desarrollado una
modulacion e interaccién muy estrecha con su medio ambiente o entorno, al igual, que al
defenderse de sus patdgenos, invasores o consumidores. Estas poseen mecanismos de
defensa y de respuesta a los estimulos externos. Como resultados a dichos estimulos las
plantas producen unos compuestos quimicos llamados metabolitos secundarios, los cuales
han servido como productos de partida para la creacibn de nuevas moléculas con uso

farmacéutico. 161718

La hibridacibn molecular es una estrategia que a cobrado importancia en la busqueda
farmacoldgica de moleculas activas en contra de las enfermedades parasitarias. Esta
estrategia de hibridacion tiene como fundamento la unién de dos o méas farmacéforos

bioactivos, con el fin de formar una molécula con mayor potencial biolégico.2°

Las cumarinas y chalconas son metabolitos secundarios, que exhiben un amplio espectro
de bioactividad y se han convertido en compuestos que suscitan gran interés, debido a sus
propiedades antimicrobianas,'>?! antitrombéticas,?? antidiabéticas,?® anticancerigenas,?*2°
antivirales,?® antiinflamatorias,?’ y antiAlzheimer?® etc. De igual manera, se ha observado
que las cumarinas y las chalconas, siendo usadas como nucleos o hibridos quimicos con
otras moléculas poseen actividad biol6gica en contra de los parésitos causantes de la
leishmaniasis, la enfermedad de Chagas y la malaria.?®3%3132 Por |o tanto, estas moléculas
se han posicionado como posibles candidatas para ser usadas como farmacos

antiparasitarios.*?
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En este trabajo se propone realizar la sintesis quimica de hibridos entre cumarinas y
chalconas, mediante las reacciones de Knoevenagel y Claisen-Schmidt, para finalmente
evaluar la citotoxicidad y la actividad in vitro contra T. cruzi y L. braziliensis y establecer el
efecto de los sutituyentes en el anillo aromatico de la cumarina, y en el anillo B de la

chalcona, sobre la actividad antiprasitaria.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ASPECTOS BIOLOGICOS

2.1.1. LEISHMANIASIS

La leishmaniasis es una enfermedad causada por parasitos protozoarios del género

Leishmania, transmitidos por fleb6tomos de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia; también

llamadas leishmaniasis del viejo y nuevo mundo.®Este microorganismo puede causar varios

sindromes clinicos cutaneos, mucocutaneos y viscerales (Figura 1). En el mundo existen

mas de 20 especies de Leishmania y se conocen mas de 90 especies de flebotomos que

transmiten parasitos de Leishmania. 3 Esta afeccién se presenta de diferentes formas:

Leishmaniasis visceral: se conoce como kala-azar y es la forma mas peligrosa.
Sus sintomas caracteristicos son fiebre, pérdida de peso, agrandamiento del bazo
y el higado, y anemia. La mayoria de los casos ocurren en Brasil, Africa Oriental e
India. En el afio se producen entre 50.000 y 90.000 nuevos casos en todo el mundo.
En 2020, mas del 90% de los casos nuevos notificados a la OMS ocurrieron en 10
paises: Brasil, China, Etiopia, Eritrea, India, Kenia, Somalia, Sudan del Sur, Sudan

y Yemen, 433536

Leishmaniasis cutanea: causa ulcera en el tejido epitelial. Aproximadamente el
95% ocurren en las Américas, la cuenca del Mediterraneo, Medio Oriente y Asia
Central. En 2020, mas del 85% de los nuevos casos se produjeron en 10 paises:
Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Irak, Libia, Pakistan, Pert, Republica Arabe
Siria y Tanez. Anualmente se producen entre 600.000 y 1 millébn de nuevos casos

en todo el mundo. 433536

Leishmaniasis mucocutanea: produce ulceras en las mucosas de la nariz, la boca
y la garganta. Mas del 90% de los casos de leishmaniasis mucocutanea ocurren en

Bolivia,Brasil, Etiopia y Perg.*33>3%
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Figura 1. Ulceras en areas expuestas, como la cara o las extremidades,
causadas por Leishmaniasis.®’

El Instituto Nacional de Salud de Colombia estima que existen once millones de personas
en riesgo de sufrir leishmaniasis. En el pais los resultados epidemiolégicos se han
distribuido de la siguiente manera: en 2016 se presentaron 11.850 casos, mientras en 2017
se presentaron 6.983 casos, el 2018 con 6.011 casos y en la semana epidemioldgica 26 en
la mitad de afio 2022 existian 2.212 casos. >3

2.1.1.1 Transmision

Los fleb6tomos o mosquitos hembra infectados son los mosquitos vectores de parasitos de
Leishmania a través de sus picaduras. Las condiciones bajo las cuales se produce la
transmision de la leishmaniasis dependen de las caracteristicas del parasito y de la especie
de fleb6tomo, las caracteristicas ecoldgicas locales de los sitios de transmision, la
exposicion actual y pasada de la poblacion humana al parasito y el comportamiento
humano. Hasta el momento se han identificado 70 especies animales, incluidos humanos,

como receptores de los parasitos de la Leishmania.®®

A continuacion se observa el ciclo de vida del parasito en el vector y en el organismo

reservorio como lo es el ser humano (Figura 2).
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Estadio en el vector Estadio en el hospedero vertebrado
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp.*®

El cilclo inicia cuando el hospedero mamifero recibe la picadura de un insecto vector
infectado. El parasito es insertado en la piel y fagocitado por macréfagos, en donde la forma
intracelular del parasito (amastigote) se replica. Posteriormente, ocurre la lisis de los
macrofagos infectados propagando la enfermedad. Finalmente el vector succiona sangre
infectada y comienza el ciclo epidemioldgico nuevamente.*°

2.1.1.2 Diagndstico y tratamiento
Principalmente existen las siguientes técnicas diagnosticas que contribuyen en los indices

de atencion optima contra la leishmaniasis:

. Microscopia Optica de muestras de tejido tefiido con Wright-Giemsa o Giemsa,

citologias por impronta o aspirados
. Andlisis de anticuerpos (rk39) de leishmaniasis visceral
. Cultivo de biopsias

. Pruebas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa



Pagina |21

2.1.1.2.1 Leishmaniasis cutadnea

Existen diferentes opciones para tratamiento tales como anfotericina B liposomal,
miltefosina y desoxicolato de anfotericina B. El estibogluconato de sodio o el antimoniato
de meglumina pueden usarse si la infeccién se adquiri6 en areas donde la resistencia al
antimonio no es prevalente. Los antimoniales pentavalentes (estibogluconato de sodio,
antimoniato de meglumina) (Figura 3) deben usarse sélo si es probable que la infeccién
por una especie de Leishmania es susceptible. Las dosis de ambos depende de su
contenido de antimonio pentavalente (20 mg/kg por via intravenosa lenta o por via
intramuscular, 1 vez al dia durante 20 dias). Los efectos adversos de estos medicamentos
incluyen nauseas, vémito, malestar general, aumento de la amilasa y/o las enzimas
hepaticas, nefrotoxicidad y cardiotoxicidad (arritmias, depresion miocardica, insuficiencia
cardiaca, cambios en el electrocardiograma, paro cardiaco). La incidencia de efectos
adversos aumenta con la edad. El farmaco se suspende si los pacientes presentan
cadiotoxicidad.*142

r o |
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Figura 3. Estructura quimica de estibogluconato de sodio y antimoniato de meglumina.
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2.1.1.2.2 Leishmaniasis mucosa

Estudios recientes sugieren para el tratamiento la anfotericina B liposomal (Figura 4) en
una dosis acumulada que varia entre 20 y 60 mg/kg o miltefosina en dosis segun el peso
corporal: 30 a 44 kg, 50 mg por via oral 2 veces al dia durante 28 dias; = 45 kg, 50 mg por
via oral 3 veces al dia durante 28 dias. Los efectos adversos de la miltefosina incluyen
nauseas, vomitos, elevaciones transitorias de las aminotransferasas y vértigo; el farmaco
esta contraindicada durante el embarazo, de modo que las mujeres en edad fértil que toman

este medicamento deben usar medidas efectivas de control de la natalidad. 442

Anfotericina B

" e N

NH,

=l [1TTH

[ LLLLEEERS

Figura 4. Estructura quimica de anfotericina B.

2.1.1.2.3 Leishmaniasis visceral
La anfotericina B liposémica y la miltefosina estan aprobados por la FDA (US Food and
Drug Administration) para el tratamiento de la leishmaniasis visceral; otros preparados de

anfotericina asociada con lipidos podrian ser eficaces pero son menos estudiados.
La posologia de la anfotericina B liposémica es:

. Para pacientes inmunocompetentes: 3 mg/kg 1V, 1 vez al dia durante 5 dias y luego

1 vez al dia los dias 14 y 21 (dosis total de 21 mg/kg).

. Para pacientes con sida u otras inmunodeficiencias: 4 mg/kg IV, 1 vez al dia en los
dias 1 a5, 10, 17, 24, 31y 38 (dosis total de 40 mg/kg).*+#?
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2.1.2 TRIPANOSOMIASIS

El protozoario flagelado Trypanosoma cruzi es el causante de la enfermedad de Chagas o
tripanosomiasis americana, la cual es una enfermedad parasitaria cronica. Se han
identificado tres fases de la enfermedad de chagas aguda corta y otra crénica de larga
duracion, separadas por una clinicamente asintomatica, llamada fase indeterminada; existe
un compromiso visceral e incluso causando la muerte en la primera y Ultima fase

presentada.*8

En Colombia, se han identificado 23 especies de triatomineos que cuentan con la capacidad
de transmision del parasito T. cruzi. Las especies mas reconocidas por su importancia
epidemioldgica son aquellas distinguidas como domiciliadas o que invaden el peridomicilio
humano son: Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma maculata, Rhodnius robustus,

Rhodnius brethesi, Triatoma venosa y Rhodnius pallescens. 43

Se estima que en el mundo existen entre seis y siete millones de personas infectadas por
T. cruzi. Esta afeccion es prevalente en 21 paises de Ameria Latina, considerados como
territorios endémicos. Anteriormente, la enfermedad de Chagas se encontraba rezagada
a las zonas rurales de la Regién de las Américas (exceptuando las islas del Caribe). Debido
a la mayor movilidad entre paises y a la urbanizacion de territorios, la enfermedad se ha ido
detectando cada vez mas en América del Norte, Europa, Africa, el Mediterraneo Oriental y

el Pacifico Occidental.*48

En Colombia existen varias zonas endémicas, que son de dificil acceso, pocos recursos y
carentes de atencién médica avanzada, lo que dificulta en gran medida el diagnostico y
tratamiento de esta enfermedad.'® Es frecuente en la cuenca del rio Magdalena, en la region
del Catatumbo, la Sierra Nevada de Santa Marta, el Piedemonte de los Llanos Orientales y
la Serrania de la Macarena. Los departamentos que presentan mayor endemia son:
Santander, Norte de Santander, Cundinamarca, Boyaca, Meta, Casanare, Arauca, Tolima,
Huila y Bolivar. La region Atlantica es potencialmente endémica para la transmision de la
enfermedad de Chagas. En Colombia se estima que aproximadamente el 5% de la
poblacion puede estar infectada y cerca del 10% se encuentra en riesgo de adquirirla.
A fecha del 2015 contaba con 438.000 infectados segun el Instituto Nacional de

Salud 45,46,47,9
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2.1.2.1 Transmision

La enfermedad de Chagas es transmitida a mamiferos y humanos por insectos triatomineos
(Hemiptera: Reduviidae), los cuales mediante picaduras succionan la sangre que los
alimenta.Sin embargo, la infeccion se produce cuando el insecto deposita sus heces en la
piel, a través de la herida generada por la picadura o de otras (Figura 5). Posteriormente
los microrganismos infectan las células para finalmente multiplicarse y producir lisis celular
y entrar al torrente sanguineo. Aqui comienza el estadio diagnéstico. Si un triatoma se

alimenta de sangre en este estadio, se convierte en vector transmisor.*8

Estadios en el triatoma . Estadios en el humano
El triatoma sa alimenta de sangre
{exorela ks ipomastgobes metaciclions en .
las heces. 108 Mipomastigates penetran on wna 9 Los tripomastigoles metaciclicos
herida por mordedua o en las membranas penatran varias células en el sitio
de la mordedura. Adentro se
transforman en amastigotes
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a Los amastigotes se
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binaria en las células de
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infectante,
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S
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Ak = Estadio infectante
L = Estadic diagnostico
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Figura 5. Ciclo de vida de Trypanosoma. %8

Existen otras formas de transmisién poco comunes, las cuales también son importantes de
considerar como la via cogenita, transfuncional, transplante de 6rganos y por dltimo la
transmision oral, siendo esta Ultima por la ingestion de alimentos y bebidas contaminados

directamente con el parasito o por medio de heces del vector.*°

2.1.2.2 Diagndéstico y tratamiento
Existen diferentes estrategias que sirven como pruebas diagnésticas para la enfermedad

de chagas, estas son:
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e Evaluaciéon con microscopia 6ptica de un frotis de sangre (fino o grueso) o tejido

(enfermedad de Chagas aguda)
e Prueba seroldgica
e Pruebas basadas en PCR

El nimero de tripomastigotes en el frotis de sangre periférica es elevado durante la fase
aguda de la enfermedad de Chagas y estos pueden detectarse facilmente durante el
examen de los frotis o estudios de gota gruesa. También se puede realizar la prueba de
anticuerpos fluorescentes indirectos (AFIl), inmunoensayos enzimaticos (EIA) o
enzimoinmunoandlisis (ELISA) para detectar anticuerpos contra T. cruzi. Las pruebas
seroldgicas son sensibles pero pueden producir resultados falsos positivos en pacientes
con leishmaniasis u otras enfermedades. Las pruebas basadas en PCR se usan cuando es
probable que el nivel de parasitemia sea alto, como ocurre en la enfermedad de Chagas

aguda.*®*0

Por otra parte, en el tratamiento de esta enfermedad se hace uso de los Unicos farmacos

antiparasitarios (Figura 6) eficaces como:

Benznidazol: en los adultos y los nifios mayores de 12 afios, entre 2.5y 3.5 mg/kg por via

oral 2 veces al dia durante 60 dias.
En los nifios menores a 12 afios, 2.5 a 3.75 mg/kg 2 veces al dia durante 60 dias.

Nifurtimox: en los pacientes mayores a 17 afios, entre 2 y 2.5 mg/kg por via oral 4 veces

al dia durante 90 dias.
En los nifios entre 11 y 16 afios, entre 3y 3.75 mg/kg 4 veces al dia durante 90 dias.

En los nifios entre 1y 10 afios, entre 4 y 5 mg/kg 4 veces al dia durante 90 dias.
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Figura 6. Estructura quimica de Benznidazol y Nifurtimox.

Estos medicamentos (Figura 6) tienen una toxicidad considerable, la cual aumenta con la
edad. Las contraindicaciones para el tratamiento incluyen enfermedad hepética o renal
grave. Los niflos pequefios suelen tolerar el tratamiento mejor que los adultos. Los efectos
adversos frecuentes del benznidazol incluyen dermatitis alérgica, anorexia, pérdida de
peso, neuropatia periférica e insomnio. Los efectos adversos comunes del nifurtimox son

anorexia, nduseas, vomitos, pérdida de peso, polineuropatia, cefalea, mareos y vértigo. 4°%°

2.2 ASPECTOS QUIMICOS

2.2.1 TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS

El hombre, desde hace miles de afios, ha buscado la solucion a muchas de sus afecciones
en la naturaleza. Las plantas han sido usadas no solo de manera ornamental y de
proteccion, sino que han sido usadas como una fuente medicinal inagotable, que hasta la
contemporaneidad sigue vigente. Las moléculas de origen natural o llamados metabolitos

secundarios, son un gran campo de exploracion. 52

En la lucha contra las afecciones parasitarias es importante unir esfuerzos investigativos
donde confluya una gran fuerza multidisciplinar, que permita descubrir nuevos tratamientos

farmacoldgicos mas 6ptimos, que hagan frente a las enfermedades desatendidas.!!



Pagina |27

Es necesarios explorar otras fuentes de medicamentos Utiles para combatir la leishmaniasis
y la tripanosomiasis; los cuales contribuyan con mejorar los efectos adversos de los
tratamientos ya existentes, la resistencia parasitaria y la facilidad de acceso a los
tratamientos. A través de los afios las cumarinas, las chalconas y los hibridos de estas
moléculas se han posicionado como posibles alternativas terapéuticas. A continuacion se

muestran algunas de ellas.

2.2.1.1 Cumarinas

Las cumarinas tienen caracteristicas estructurales provenientes de la 2H-1-benzopiran-2-
ona, que también se consideran lactonas del acido o-hidroxicinAmico (Figura 7). Las
cumarinas son metabolitos secundarios producidos en plantas, aunque también se han
aislado de bacterias y organismos marinos,>3**%% y se les ha hallado una gran variedad de
bioactividades. Las cumarinas son compuestos quimicos que también se pueden obtener
mediante sintesis quimica (Reaccién de Knoevenagel) haciendo uso de un salicilaldehido

o un derivado aril-sustituido, y un B-cetoester, como el malonato de dietilo.5®

2 4
6 N3
2
7 0] 0
8 1

Figura 7. Estructura quimica de la cumarina.

Se ha observado que algunas cumarinas y derivados poseen actividad contra algunos
parasitos causantes de la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas. En la Tabla 1, se

ilustran las cumarinas estudiadas.
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Tabla 1. Diferentes derivados de cumarina con actividad antiparasitaria.

Compuesto

Estructura

Actividad

(1a)

(0]

8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona

Trypanosoma

cruzi

(22)

5,7-dihidroxi-6-(3-metilbut-2-en-1-il)-8-(3-metilbutanoil)-4-fenil-2H-cromen-2-ona

Trypanosoma

cruzi

(3a) y (4a)

HO

OH

(S)-5-hidroxi-6-((2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoil)-2,2-dimetil-10-propil-9,10-dih
2H,8H-pirano[2, 3-f]cromen-8-ona

Trypanosoma

cruzi

Leishmania

infantum

dro-
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(59) Trypanosoma
X cruzi
o [¢]
6-etil-4-((metil(p-tolil)amino)metil)-2H-cromen-2-ona
(6a) Trypanosoma
cruzi
(E)-3-fenil-2-estiril-2,3-dihidrociclopenta[c]cromen-4(1H)-ona
(7a) - o N Leishmania
\(\/ amazonensis
(©) o
6-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)-4-fenil-2H-cromen-2-ona
®
/
OAc
(8a) A0y, NN Leishmania
| amazonensis
AcO o N0
(2S,3R,48,5S)-6-((2-0x0-4-fenil-2H-cromen-7-il)oxi)tetrahidro-2H-pirano-2,3,4,5-tetrail tetraadetato
Trypanosoma
ruzi
(9 a) cru

6-metoxi-8,8-dimetil-2H,8H-pirano[2,3-f]cromen-2-ona
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Leishmania

amazonensis

o Trypanosoma
N cruzi
Leishmania
(10a) o o o

amazonensis

5,7,8-trimetoxi-2H-cromen-2-ona

La infeccién por Trypanosoma cruzi ocasiona una sintomatologia cardiaca, traducida como
una miocarditis aguda. ElI compuesto (1a) se sintetizé y probd de manera individual y
acompafado con benznidazol, en ratones infectados. La supervivencia de los ratones con
(1a) fue total. EI compuesto no mostrd hepatotoxicidad y acompafiado con el benznidazol,

logro atenuar la infeccion, la inflamacion y la miocartiditis.>’

El compuesto (2a) fue extraido de Calophyllum brasiliense, y se evalud la actividad in vitro
en epimastigotes y tripomastigotes. Mostrando resultados finales de Concentracion Letal
50 (LCso) de 85.8 y 36.9 UM, respectivamente. Se sugiere que los mecanismos de mammea
A/BA en contra de T. cruzi, estan direccionados a procesos de autofagia y apoptosis. Debido
a los resultados obtenidos en cuanto al aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS),

integridad de la membrana plastica y dafio al ADN.>®

A partir de extractos metandlicos de corteza de Calophyllum brasiliense se obtuvieron los
los compuestos (3a) y (4a), los cuales mostraron actividad biolégica contra T. cruzi
obteniendo valores de ECso de 8.2 y 12.1 uM, respectivamente. Al igual, que con L.

infantum, los valores obtenidos de ECso fueron 37.1y 29.1 uM, respectivamente. *°

Por sintesis quimica fue sintetizado el compuesto (5a), para los ensayos de actividad anti-
tripanosomica se utilizaron epimastigotes (cepa Tulahuen 2). Se utiliz6 como control
positivo el Nifurtimox.Se obtuvieron valores de Concentracion Inhibitoria 50 (IC50) de 6.4 +
1 pM para el compuesto (5a) y de 5.0 + 1 pM para el Nifurtimox. Adicionalmente, el
compuesto (5a) fue menos téxico que el Nifurtimox. Las cadenas hidrof6bicas y atomos

electronegativos disminuyeron la actividad.®°
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El compuesto (6a), producido por sintesis quimica, se evalué de manera in vitro contra
tripomastigotes y amastigotes intracelulares de T. cruzi; los resultados mostraron un valor
ICso de 0.46 + 0.12 yM, mostrando mejor actividad que el benznidazol. Este compuesto
present6 un buen acople inhibitorio de la enzima triosafosfato isomerasa, a lo cual se aduce

su bioactividad.5!

Los resultados mas promisorios de la serie sintetizada a partir de 7-hidroxi-4-fenilcumarina,
son expuestos por los compuestos (7a) y (8a). Estos se evaluaron contra L. amazonensis,
en los estadios promastigote y amastigote. El compuesto (7a) presenta una prenilacion y el
(8a) una sustitucion de tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil. En la bioactividad medida para el
estadio de promastigote se registraron resultados de ICsy de 21.35 y 10.03 uM,
respectivamente. Para el estadio amastigote, los valores I1Cso fueron de 58.10 y 34.93 uM

para (7a) y (8a), respectivamente. 52

A partir de la planta Zanthoxylum tingoassuiba es una especie de planta nativa de Brasil y
es utilizada como fuente farmacoldgica. Los extractos se prepararon a partir de raices de
esta planta, haciendo uso de mezcla de solventes (metanol/cloforomo) Segun los autores,
el compuesto (9a) reduce la proliferacion de amastigoste de T. cruzi teniendo como valor
de inhibicién ICso = 59,8 uM. Por otra parte, el compuesto (10a), el cual posee sustituyentes
metoxi, resulta ser el segundo mas activo, ICsp = 25.5 uM. Los ensayos realizados contra
L. amazonensis mostraron que los compuestos (9a) y (10a) poseen actividad inhibitoria,
con valores ICso = 70 UM y ICso = 57.7 uM, respectivamente. % Se presume que las
cumarinas poseen actividad leishmanicida y tripanocida, debido a la inhibicion de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de la via glucolitica y afectan la

estructura de los parasitos.545°

2.2.1.2 Chalconas

Estructuralmente se le conoce como 1,3-diaril-2-propen-1-onas (Figura 8), estan formadas
por dos anillos aromaticos unidos mediante un carbonilo insaturado.®® Las chalconas se
encuentran en la naturaleza como precursores de los flavonoides y los isoflavonoides. Las
chalconas se han identificado como moléculas de gran importancia debido a la amplia

diversidad de actividades biolégicas que poseen, lo que ha generado interés en su sintesis.
67
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Figura 8. Estructura quimica de la chalcona.

Las chalconas se pueden obtener mediante sintesis quimica, por medio de la reaccién
Claisen-Schmidt, utilizando como reactivos un aldehido y una cetona, en un medio basico
o acido.®®Se ha observado que algunas chaconas y derivados, poseen actividad contra
parasitos causantes de la leishmaniasis, la enfermedad de Chagas y la malaria. En la tabla

2 se consignan algunos ejemplos.

Tabla 2. Diferentes derivados de chalconas con actividad antiparasitaria.

Compuesto Estructura Actividad
OH o}
O 7 Trypanosoma brucei
(1b) o o Trypanosoma cruzi

(E)-1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona

(o]

g O g O -
(2b) ~ o Trypanosoma brucei

(E)-1-(2-hidroxi-4,5-dimetoxifenil)-3-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona



https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/trypanosoma-brucei
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/trypanosoma-brucei

Pagina |33

OH (¢]
/ /
o Trypanosoma cruzi
(3b) y (4b) (E)-1-(5-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromen-6-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona
T Leishmania
AN F .
O O amazonensis
HO OH
(E)-1-(2,4-dihidroxi-3-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-3-(4-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
o}
O .
/ ™~ Trypanosoma cruzi
(5b) Leishmania
NH,
! braziliensis
™~
(E)-1-(2-aminofenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
o
(6b) /‘)‘\/\‘\ Leishmania donovani
Br OH
(E)-1-(4-bromofenil)-3-(4-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
(0]
/
)\/\ L/ ¥ i
(7b) N o O/ Eéishmania

(E)-1-(2-metoxi-4-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-erj- 1-ona

\gmazonensis
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(8b) y (9b) Leishmania infantum

(E)-3-(5-nitrofuran-2-il)-1-(4-(piperidin-1-il)fenil)prop-2-en-1-ona

Trypanosoma cruzi

W,
\

Leishmania infantum
(E)-1-fenil-3-(2-(((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)oxi)fenil)prop-2-eno|-1 uno

(10b) y (11b)

Leishmania

/\)\
0 0]
amazonensis
P

(E)-3-(2-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi)fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona

De los extractos obtenidos de Polygonum ferrugineum, mediante un incremento de
polatidad desde hexano hasta metanol, se obtuvo el compuesto (1b), el cual fue evaluado
en Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi en estadios pro-ciclico y epimastigote,
respectivamente. En T. cruzi se obtuvo un ICso de 9.5 pM y para T.brucei un ICso de 6.2 pM.

La citotoxicidad de (1b), medida en la linea celular Hep G2, mostré6 menos toxicidad que el
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control positivo (benznidazol) para la prueba de T. cruzi. Por otro lado, los autores mediante
los resultados de las pruebas de RT-PCR, sugieren que el compuesto (1b) interfiere en una

lectura eficiente del ARNm, llevando a un déficit en la sintesis de proteinas.

En ensayos antiparasitarios utilizando sangre contaminada con T. brucei L427 WT en un
rango de concentracién (1.3-7.4 uM). EI compuesto (2b) demostrd actividad antiparasitaria
con valor de ECso = 4.2 yM. Los autores indican la presencia del grupo metoxi en el anillo
B, en posicion 3, aumenta la actividad. La cual también se podria ver inactivada por la
presencia del grupo metoxi en posicion 4 del mismo anillo. EI compuesto (2b) fue sometido
a pruebas farmacocinéticas en ratones BALB/c, demostrando un aumento de 7.5 veces la
biodisponibilidad oral en presencia de hidroxipropil-B-ciclodextrinas. "

Los metabolitos (3b) y (4b) se aislaron de Drosera mannii y Dorstenia kameruniana,
respectivamente. La actividad leishmanicida y tripanosomica se evalué en amastigotes
intracelulares de T. cruzi y L. amazonensis. El compuesto (3b) tuvo una actividad
leishmanicida con ICsp igual a 6.66 uM y actividad tripanosomica con ICsp = 13.63 uM. El
compuesto (4b) no mostro actividad. Los autores tuvieron como objetivo realizar pruebas
combinatorias de los compuestos, con la finalidad de mejorar las actividades evaluadas. La
combinacion de (3b) y (4b) en proporcién 1:1 y 3:1, lograron obtener valores de actividad

tripanosomica ICso de 10.01 y 7.78 ug/mL, respectivamente.”

La sintesis del compuesto (5b) se llevd a cabo con derivados de acetofenona y
benzaldehido, disueltos en etanol/KOH. Para la evaluacion antiprotozoaria en T. cruziy L.
braziliensis se utilizaron amastigotes intracelulares. EI compuesto (5b) exhibié la mayor
actividad para T. cruzi con ECso = 8.1 uM y para L. braziliensis con ECsp = 22.6 uyM. Los
mejores resultados de actividad tripanocida y leishmanicida, se presentaron en compuestos

con sustituyentes -NH; y —OH, los cuales pueden formar enlaces de hidrogeno. 2

Los promastigotes utilizados para la evaluacion de actividad del compuesto sintético (6b)
fueron extraidos de un paciente positivo, mediante aspiracion ganglionar. El resultado de
actividad biolégica en contra de Leishmania donovani fue de IC5,=0.03 uM. Se observé que
las sustituciones en el anillo A, Br en posicion para, son mas potentes que el mismo control
positivo (anfotericina B). Por otra parte, mediante el andlisis de acoplamiento molecular con
la enzima tripanotiona reductasa, se observo que el grupo carbonilo forma un puente de

hidrégeno con el residuo THR335 del sitio activo de la enzima.”

La sintesis de los compuestos (5b), (6b) y (7b), obedece al procedimiento clasico de la

reaccion de Claisen-Schmidt en presencia de una base. El compuesto (7b), evaluado en
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promastigotes de L. donovani, mostrd un 1Cs5,=3.0 uM; cabe destacar que en la evaluacion
de citotoxicidad en la linea celular Vero, el compuesto (7b) fue 3 veces menos toxico que
el control positivo (anfotericina B). El compuesto (7b) también exhibié ICs (a las 72 h) en
L. tropica de 5.2 uyM, en L. major de 3.3 pM y en L. infantum de 1.6 uyM. Los resultados de
inhibicién de la enzima tripanotion reductasa por parte del compuesto (7b), demostraron su
capacidad leishmanicida; segun los autores con un K; de 0.45+011 pyM, seis veces menor
que el ICso.”

Los compuestos (8b) y (9b) se sintetizaron y sometieron a un modelado por homologia y
acoplamiento molecular, teniendo como resultado que los compuestos en mencion tienen
una alta afinidad por las proteinas de cisteina proteasa y procatepsina L. Los compuestos
(8b) y (9b) se evaluaron en amastigotes de L. infantum y la citotoxicidad en macréfagos y
en células Vero. La actividad contra el parasito presenté un ECso = 9.6 uM para (8b) y ECso
= 6.3 M para (9b). Los autores sugieren usar grupos heterociclicos como el furano en el
anillo B, y grupos voluminosos donantes de electrones en posicion 4 del anillo A, para
favorecer la actividad. Los compuestos presentaron valores de citotoxicidad en macréfagos
> 50 uM, resultando mejores que la anfotericina B. Se presume que la actividad inhibitoria
del crecimiento parasitario, esta dado, por interacciéon generada a través de un enlace de
hidrogeno en el Trpl51 con el carbonilo de la chalcona, en el sitio activo de la enzima

procatepsina L.”™

Se ha detectado que el incremento en la lipofilicidad de los flavonoides, por medio de
prenilacién, aumenta la actividad contra bacterias, hongos y virus.”® Los compuestos (10b)
y (11b) son chalconas preniladas con un grupo farnesil o isoprenil, en la posicién 3 del anillo
B. Entre las chalconas evaluadas, (10b) y (11b) fueron las mas activas. Los resultados en
promastigotes y amastigotes de L. amazonensis y de L. infantum, y en epimastigotes de T.
cruzi, mostraron que el compuesto (10b) tiene un ECsp = 6.47 uyM y ECso = 2.90 uM para
promastigotes y amastigotes, respectivamente de L. amazonensis. ECso = 10.21 yM y ECso
= 2.24 uM para promastigotes y amastigotes, respectivamente de L. infantum. Por ultimo,

el compuesto (11b) tuvo la mejor actividad contra tripanosoma, con ECso = 21.58 uM.”’

2.2.1.3 Hibridos
La hibridacion molecular tiene como objetivo la generacion de nuevos hibridos que
mantengan las caracteristicas mas relevantes y preseleccionadas de las moléculas

independientes. La hibridacién se da a través de una estrategia de disefio de nuevos



Pagina |37
prototipos, basado en el reconocimiento de subunidades farmacoféricas en la estructura de

dos derivados bioactivos; este proceso se conoce como hibridacion molecular. 787°

Los hibridos se pueden diferenciar en cuanto al modo de enlace de las unidades
farmacoféricas, dependiendo de esta caraterista se dividen en:

2.2.1.3.1 Hibridos enlazados con espaciadores

Las unidades que componen el hibrido pueden estar unidas por un enlazador, aqui pueden

existir hibridos escindibles y no escindibles. 2°-8°

2.2.1.3.1.1 Hibridos no escindibles

En la Figura 9 se muestra las unidades farmacoféricas estan unidas directamente, una a la

otra, por medio de un enlace no hidrolizable o enzimaticamente estable. 208

[ Farmacaforo 1 J/'/\\ Enlazador /\.

Enlazador

Figura 9. Esquema y ejemplo de hibrido no escindibles. 2080

2.2.1.3.1.2 Hibridos escindibles

En la Figura 10 se muestran los hibridos que estan formados por moléculas unidas
mediante un enlace que hace parte de la estructura de cada uno de los farmacoforos. Los

enlazantes mas comunes son enlaces éster, amidas, carbamatos y disulfuro. 208
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Figura 10. Esquema y ejemplo de hibrido escindibles. 2°:8°

2.2.1.3.2 Hibridos fusionados

Las moléculas que forman el hibrido no estan unidas por ningtn enlazador (Figura 11), es

decir, los farmacoéforos estan continuos. 2089

Dipeptido

de cematotina

HN

Figura 11. Esquema y ejemplo de hibrido fusionados. 20&
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2.2.1.3.3 Hibridos fusionados o superpuestos

Estan formados por moléculas que se encuentran fusionadas o superpuestas una de la otra
(ver Figura 12), formando un hibrido pequefio y con diferencias quimicas, pero

manteniendo propiedades bioactivas. 20

[ Farmacoforo 1-

Demetoxicurcumina

NH 1

v Melatonina o

Figura 12. Esquema y ejemplo de hibrido fusionados o superpuestos. 28

Esta estrategia para disefiar nuevos prototipos y es una de las metodologias que mas se
ha afianzado en la blusqueda de medicamentos con mejores dinamicas de accién; por lo
cual, se ha posicionado como un procedimiento imperativo en el disefio de nuevos
medicamentos. La naturaleza ha sido desde la existencia humana, quien le ha
proporcionado de manera continua la soluciéon para muchas de sus afecciones. Es asi,
como el ser humano siempre ha buscado en los productos naturales una salida

farmacoldgica.®

2.2.1.4 Hibridos con actividad antiparasitaria
A continuacién se muestran hibridos sintetizados haciendo uso de los nlcleos de cumarina

o de chalcona.
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2.2.1.3.4.1 Hibridos quinolina-chalcona
Los hibridos (1c) y (2c¢) tienen los nucleos quimicos basicos, chalcona y quinolina (Tabla
3).Estas moléculas sufren diferentes hibridaciones para su posterior analisis anti-

protozoario.

Los hibridos analizados, de quinolina - chalcona se obtuvieron mediante eterificacion de
Williamson haciendo uso de microondas, teniendo como reactivos los compuestos la
bromoalquilquinolina 2-7 y la 3,4-dimetoxi-4"-hidroxicalcona. ElI compuesto (1c) se evalud
en viabilidad celular por medio de macréfagos humanos (células U-937) y en actividad
antiparasitaria contra amastigotes intracelulares de L. panamensis y T. cruzi. Los valores
obtenidos de citotoxicidad, actividad leishmanicida y actividad tripanocida fueron LCso = 5.4
Mg/mL, ECso = 6.11 ug/mL, y ECso = 4.09 ug/mL, respectivamente. El compuesto (1c) mostré

una mejor actividad antiparasitaria y menor toxicidad que el benznidazol. &

Una serie de compuestos se evaluo6 frente a amastigotes intracelulares de T. cruzi (cepa
Tulahuen) y en amastigotes intracelulares de Leishmania panamensis. El compuesto (2c)
tuvo la mayor actividad contra L. panamensis con ECs, = 0.79 pg/mL y estuvo cerca del
compuesto mas activo contra T. cruzi, con ECso = 0.72 pg/mL. Los autores observaron que
el 7-cloro-4-aminoquinolina le confiere actividad; cuando se dan cambios en este, la

actividad se ve reducida.®®

Tabla 3. Hibridos quinolina-chalcona con actividad antiparasitaria.

Compuesto Estructura Actividad

Leishmania

panamensis

/ o}
A
F N -] Trypanosoma

(E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-(4-(3-(quinolin-7-iloxi)propoxi)fenil)prop-2-en-1-ona H
Cruzi
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(2c)

Cl
(E)-1-(4-clorofenil)-3-(3-((7-cloroquinolin-4-il)amino)fenil)prop-2-en-1-ona

Leishmania

panamensis

Trypanosoma

cruzi

2.2.1.3.4.2 Hibrido cumarina-isatina
El hibrido (3c) (Tabla 4) fue obtenido via sintética, y estd compuesto por una isatina

hibridada con una cumarina. La hibridacién se da teniendo como reactivos, hidroxi-cumarina

y lepiclorhidrina, en una primera etapa; posteriormente es incorporada la isatina utilizando

NaH y DMF. El compuesto se evalué en promastigostes y amastigotes axénicos de

Leishmania tropica, revelando valores de ICso = 0.10 uM y ICso = 0.87 uM, respectivamente.

Segun los autores, los resultados obtenidos son acordes con los andlisis computacionales,

ya gque muestra que el compuesto es estable e interacciona con el carbonilo de la Arg414,

generando enlaces en el sitio activo de la enzima gp63.84

Tabla 4. Hibrido cumarina-isatina con actividad antiparasitaria.

Compuesto Estructura Actividad
(@]
o] N N [e]
OH - \HN
(3c) N Leishmania
__ tropica
(©] [¢]
\_/

(E)-N'-(1-(2-hidroxi-3-((2-ox0-2H-cromen-4-il)oxi)propil)-2-oxoindolin-3-ilideno)-2-(piridin-
il)acetohidrazida
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2.2.1.3.4.3 Hibridos aminoquinolina-chalcona

La formacién de hibridos aminoquinolina-chalcona se llevé a cabo mediante la sustitucion
aromética nucledfila de la 4,7-dicloroquinolina, seguida de dos condensaciones en las
cuales se destaca la reaccion de Claisen-Schmidt. Asi procedieron grosso modo los
autores, para sintetizar los compuestos (4c) y (5¢) (Tabla 5). Quimicamente se destaca que
estos hibridos aminoquinolina-chalcona contaron con una molécula conectora entre los dos
farmacoforos, siendo asi el N-metil-1,3-propilendiamina, para (5c) y con la 2,2-(etilendioxi)
bis (etilamina), para (4c). Estos hibridos se analizaron en dos especies de promastigotes
de Leishmania donovani y Leishmania major. Los resultados de la hibridacién fueron
analizados con la cloroquina, molécula antiparasitaria con la cual comparten el farmacaéforo
de 7-cloroquinolina con los hibridos sintetizados. En este orden de ideas los autores
obtuvieron un ICsp = 7.18 uM para L. donovani y un ICsp = 5.26 M para L.major. Ademas,
para el hibrido (4c) un ICsp = 1,08 uM para L. donovani y un ICso = 1,14 uyM para L.major;y
para el hibrido (5¢) un ICsp = 1,07 uM para L. donovani y un ICso = 0,46 uM para L.major.
Los hibridos al tener mejores actividades que la cloroquina, pero menores que la
anfotericina B, fueron propuestos para el tratamiento de coinfecciones entre

Plasmodium y Leishmania.®

Tabla 5. Hibridos aminoquinolina-chalcona con actividad antiparasitaria.

Compues | Estructura Actividad
to
o]
N 0
o g W,
I N NV
o]
X . .
Leishmania
V .
o N donovani
(E)-N-(2-(2-(2-((7-cloro-4a,8a-dihidroquinolin-4-il)amino)etoxi)etoxi)etil)-4-(3-(5-metilfurano- 2-il)-3-oxoprop-1-en-1-
il)benzamida
(4c)y (5¢)
Leishmania
major
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| | /

Cl N

(E)-N-(3-((7-cloroquinolin-4-il)amino)propil)-N-metil-4-(3-(5-metilfuran-2-il)-3-oxoprop-1-eno -1-
il)benzamida

2.2.1.3.4.4 Hibrido triazol-chalcona

La generacion del hibrido (6¢) (Tabla 6), se llevé a cabo mediante la unién de una chalcona
con un triazol; este ultimo tomando el lugar del anillo A de la chalcona. Para la formacion
del hibrido final, partieron del reactivo p-anisidina e hicieron uso de las reacciones de
Gorlushko y Claisen—Schmidt, entre otras. La evaluacién antiparasitaria se realizé en
promastigotes de Leishmania mexicana y la citotoxicidad en macrofagos. Los
investigadores reportaron una actividad contra L. mexicana de ICsp = 1.0 yM y una
citotoxicicdad de CCso = 3.6 uM; un valor menor al control positivo (Anfotericina B, CCso >
5 uM). Los autores proponen, respecto de los resultados obtenidos, que la posicion para es

menos activa que la posicion orto. &

Tabla 6. Hibrido triazol-chalcona con actividad antiparasitaria.

Compuesto | Estructura Actividad
(0]
N NO,
/ ~
<
(6¢c) \N Leishmania
mexicana

\

(E)-1-(1-(4-metoxifenil)-5-metil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-3-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-ona
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2.2.1.3.4.5 Hibridos de cumarina-triazolotiadiazina

La formacioén de hibridos de cumarina-triazolotiadiazina se llevo haciendo uso de la reaccion
de ciclacion con cumarinilo 4-amino-1, 2,4-triazol y de bromo-acetofenonas sustituidas. El
hibrido (7c) (Tabla 7), fue evaluado in vitro en promastigotes de Leishmania major. Este
hibrido obtuvo una inhibicién de ICso = 0,89 uM. A lo cual, aducen que la presencia de los
cloros en posicion 3 y 4 potencializa la accion antiparasitaria. Sin embargo, la presencia de

un soélo cloro en posicién para, reduce la actividad. 8¢

Tabla 7. Hibridos cumarina-triazolotiadiazina con actividad antiparasitaria.

Compuesto Estructura Actividad
N
N/ Ys
)
X \N/
o o
(7c)
o “ Leishmania
3-(6-(3,4-diclorofenil)-7H-[1,2,4]triazolo[ 3,4-b][1,3,4]tiadiazin-3-il)-2H-cromen-2-ona major

2.2.1.3.4.6 Hibridos de cumarina-Indolil

Esta clase de hibridos pueden ser formados por varios farmacoéforos con el fin de optimizar
la actividad biol6gica objetivo. Este es el caso del hibrido (8c) (tabla 8), en el cual se
encuentra el nucleo de cumarina (azul), el nacleo del indol (rojo) y el nucleo de chalcona
(verde), formado por la lactona (cumarina), por el heterociclo (indol) y conectado por la
pentanona. La produccion de (8c) parte desde la acetilacion de la hidroxi-cumarina, para
posteriormente formar el hibrido cumarina-chalcona; y para la Ultima reaccién, la adicién del
indol, usaron nanoparticulas de CoFe;O, dopadas con Ho*" como catalizador. La
evaluacion de la actividad de este hibrido la realizaron en promastigotes de Leishmania
donovani y obtuvieron un ICso = 95 pg/mL, comparado con el control positivo
(Estibogluconato de sodio) con un ICso = 490 pyg/mL. El docking molecular muestra que el
hibrido (8c), tiene varias interacciones con la enzima Pteridina reductasa, en las cuales se
destacan un enlace de hidrogeno de la ASN147 con el grupo hidroxi de la cumarina; y los
atomos de cloro del fenilo tienen interacciones van der Waals con el aminoacido SER111.

Segln los autores esto explica la actividad encontrada de esta molécula. &’
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Tabla 8. Hibrido cumarina-Indolil con actividad antiparasitaria.

Compuesto Estructura Actividad
O O
NH
/
- cl Leishmania
OH
(8c) donovani

3-(3-(1H-indol-3-il)-3-fenilpropanoil)-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona

2.2.1.3.4.7 Hibrido cumarina-chalcona

Las cumarinas y chalconas poseen una gran capacidad farmacoldgica (gran espectro de
actividad, caracter natural y baja toxicidad) y por lo tanto, una alta probabilidad a la
hibridacion molecular, por el gran espectro de actividad, su caracter natural y baja toxicidad.
Debido al gran potencial antiparasitario que han presentado las moléculas con estructuras
de cumarinas y chalconas insertas, se han estudiado moléculas hibridas entre la cumarina

y chalcona (ver Figura 13), teniendo la siguiente estructura base. 8% &

Figura 13. Estructura quimica del hibrido (H) cumarina-chalcona.
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2.2.1.3.4.7 Sintesis de hibridos cumarina-chalcona

La sintesis de este hibrido est4 dada mediante el uso de reacciones de condensacion. La
primer es la reaccion de Knoevenagel, para formar la cumarina; y la segunda reaccion es
la de Claisen-Schmidt, con la cual se forma el hibrido mediante la formacién de la chalcona.
La sucesion de estas dos reacciones anteriormente mencionadas, son las mas usadas,
debido a la facilidad y praticidad sintetica. La reaccion de Knoevenagel y Claisen-Schmidt
proporcionan unos buenos rendimientos entre 60% y 96%, como lo afirma Vazquez et al.
2015.88En varios procesos sintéticos se utiliza la reaccion de Knoevenagel para la formacion
completa de la cumarina, como también la utilizaron Hu et al. 2022. Teniendo rendimientos
de alrededor de 73%.8°

Otros investigadores tienen acceso al nucleo de la cumarina, no la sintetizan. En este caso,
se realiza una reaccion de acetilacion en posicion 3 del ndcleo para posteriortemente
realizar la condesacion de la reaccion de Claisen-Schmidt y terminar asi, la sintesis del
hibrido. %

La reaccion de condesancion de Claisen-Schmidt, por lo general se utiliza el reflujo y puede
ser prolongado el tiempo de reaccién. En este sentido se ha realizado una optimizacién
haciendo uso de irradiacion de microondas; reduciendo el tiempo de reaccion y el uso de

solventes. 9

A continuacion se hace la descripcion de estas dos importantes reacciones:

2.2.1.3.4.7.1 Lareaccion de Knoevenagel

La reaccion de condensacion de Knoevenagel es una reaccion organica nombrada asi en
honor de su descubridor el quimico aleman Emil Knoevenagel. %2 Y es considerada dentro
de la quimica organica clasica como una modificacién de la condensacién aldolica. Una
condensaciéon de Knoevenagel es la adicion nucleofilica de un compuesto activo de
hidrégenos alfa a un grupo carbonilico seguido por una reaccion de deshidratacion en la
cual una molécula de agua es eliminada (por lo tanto una condensacion) (Figura 14). El

producto es a menudo una alfa, enona beta conjugada. %4
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amine base
+
)J\ )4 - HED

Figura 14. Esquema simplificado de la reaccién de Knoevenagel.®®

En esta reaccion el grupo carbonilo es un aldehido o una cetona. El catalizador es
generalmente una amina basica débil.*® El componente con el hidrégeno activo puede tener
la forma Z-CH»>-Z 0 Z-CR-Z, por ejemplo dietil malonato 6 acetoacetato de etilo. Z debe ser
un grupo que permita facilmente la abstraccién del hidrégeno al ion enolato con una base

suave. 9394

2.2.1.3.4.7.2 Lareaccion de Claisen-Schmidt

La reaccion de Claisen-Schmidt (reaccién alddlica cruzada) es una reaccion de
condensaciéon de aldehidos y compuestos carbonilicos que conducen a compuestos -
hidroxicarbonilicos (Figura 15) y ha desempefiado un papel importante en la quimica

organica sintética.

H 8]
base H R
0 + R [
H - HzD —
RI
H RI RII
RII

Figura 15. Esquema simplificado de la reaccién Claisen-Schmidtl.®’

Los aldehidos y las cetonas existen en dos formas isoméricas conocidas como tautomeros
ceto y enol. Difieren en la ubicacion de un a&tomo de hidrégeno y el tipo de doble enlace. La
forma ceto es més estable que la forma enol. La tautomerizacion es un proceso neto por el
cual los protones se transfieren de un sitio a otro mediante una serie de pasos en los que

el solvente es un intermediario. %8



Pagina |48

2.2.1.3.4.7.3 Actividad antiparasitaria

Los hibridos de cumarina-chalcona que cumplen con la estructura base mostrada en la
Figura 13, han sido investigados en gran medida y se ha obtenido informacion sobre su
capacidad antimicrobiana,®® anticancerigena,’® antioxidante!! y antiparasitaria. Se ha
encontrado que las 3-cinamoil-4-hidroxi-2H-cromen-2-onas poseen buena actividad
antimalaria y que podria ser contribuyente en la superacion de la resistencia

farmacoldgica.'®?

De igual manera, se realizaron pruebas en epimastigote, tripomastigote y amastigote de
Trypanosoma cruzi dando como resultado que varios hibridos de cumarina-chalcona
poseen una actividad tripanocida importante o moderada. El hibrido formado, posee una
sustitucién de un grupo metoxi en la posicion 3’ de la Figura 13. Este hibrido analizado
obtuvo valores de ICsy = 26 yM y 2,9 uM, en tripomastigote y amastigote,
respectivamente.En comparaciéon el Nifurtimox presentd I1Csp = 10 uM y 18,6 uM. No
obstante, La molécula mostr6 una citotoxicidad alta en las lineas celulares RAW 264.7 y
VERO 88,103

Recientemente, Cuellar et al.,(2022)% realiz6 la sintesis de los hibridos cumarina-chalcona
haciendo uso de la reaccion de Knoevenagel entre 2-hidroxibenzaldehido y acetoacetato
de etilo, agregando gotas de piperidina a 0°C. Posteriormente, la reaccion de Claisen-
Schmidt se realiz6 con la mezcla de 3-acetil-2H-cromen-2-ona y derivados de
benzaldehido, usando piperidina como catalizador, durante 30 min. Finalizada la reaccion
se cristalizo el precipitado en etanol:agua 1:1. La actividad biolégica de los hibridos fue
evaluada en amastigotes de L. panamensis y sobre T. cruzi; se obtuvieron valores de ECsp
de 2.1+0.1y 18.7 + 2.4 yM, respectivamente, para el hibrido sustituido en la posicion C3’
con un OH y en C4’ con H. Por ultimo, la activididad encontrada para P. falciparum fue de
15.0 £ 0.5 uM (ECso) cuando se empleé el hibrido con sustituciones O-etilo en C3'y OH en
C4’. Los autores concluyen que los hibridos con patrones de sustitucion correspondientes
a donadores de electrones fueron mas citotoxicos a células U-937 que los hibridos con
grupos atractores de electrones. Ademas, indican que los grupos oxigenados en la posicion

C3’y C4’ brindan una mejor capacidad inhibitoria en los paréasitos analizados.

Teniendo en cuenta que los hibridos cumarina-chalcona pueden ser promisorios para el

desarrollo de nuevas drogas terapéuticas contra agentes parasitarios; es relevante
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investigar sobre el efecto que los sustituyentes en el anillo aromatico de la cumarina pueden

tener sobre la actividad antiparasitaria.

2.2.2 DETERMINACION DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS

En el disefio o sintesis de compuestos con importancia farmacologica, es imprescindible
buscar todo el conocimiento fisico-quimico de las moléculas de interés y sus caracteristicas
de comportamiento bajo sistemas biolégicos. Lo cual proporciona explicaciones o

relacionamiento frente a los resultados de actividad biolégica obtenidos. 195106

2.2.2.1 Descriptores moleculares
Los descriptores moleculares son el resultado final acorde a los calculos matematicos
efectuados, haciendo uso de la transformacién de la informaciéon quimica a valores

numeéricos, los cuales pueden ser interpretados de manera directa.

Los descriptores moleculares pueden ser de caracter topoldgico, geométrico, electrénico y
de hibridacién. Los descriptores topoldgicos van direccionados a la aplicacién de teorias y
conceptos quimicos como lo pueden ser: recuento de atomos, peso molecular, indices de

conectividad molecular.

Los descriptores electrénicos son las variables que resultan del efecto de los electrones,

los cuales pueden ser la carga parcial, el momento bipolar, entre otros.

Los geométricos son caracteristicas de la molécula que dependen de su formacién 3D, tales

como el area superficial, indice gravitacional, etc.107:1%8

Lo descriptores hibridos van relacionados a la existencia de moléculas responsables de
interacciones intermoleculares polares o conocidos como area de superficie parcial cargada
(CPSA). Estos descriptores ayudan a explicar la accion o el rol agonista y antagonista de
varias o de una molécula bajo la cuantificacién de parametros como la electrofilicidad

global, distancias interatémicas, cargas atomicas parciales, entre otros. 1%

2.2.2.2 Parametros Farmacocinéticos
En el disefilo de nuevos compuestos quimicos con potencial farmacéutico es importante
evaluar sus caracteristicas y parametros fisico-quimicos, que son determinantes en el

comportamiento molecular dentro del sistema biolégico a evaluar. Por tal motivo es
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indispensable conocer las variables de estudio cruciales para conocer las interacciones del

farmaco en estudio y los componentes celulares.*°

La farmacocinética estudia la absorcion, distribucién y metabolismo de un medicamento
desde que ingresa al cuerpo hasta el punto que se desecha. Entre estos tres macro-
procesos mencionados existen procesos puntuales y de gran trascendencia en la accion
exitosa de un farmaco; se destaca la permeabilidad o difusion a través de las membranas

lipidicas de las células. !

En el disefio de moléculas con potencial medicinal a través de los afos, se han llevado a
cabo bajo el cumplimiento de los criterios de Lipinski, para asi tener una biodisponibilidad

del medicamento administrado por via oral.
Un farmaco promisorio no debe cumplir los siguientes criterios segun Lipinski:
1. No tener un peso molecular mayor a 500 Da.

2. No debe tener mas de 10 aceptores de enlaces por puentes de hidrogeno (a&tomos

de nitrégeno, oxigeno o flaor).
3. No debe tener un coeficiente de reparto octanol-agua (log P) superior a 5

4. No debe contener mas de 5 donadores de enlaces por puentes de hidrogeno

(atomos de nitrégeno u oxigeno con al menos un atomo de hidrégeno).t?

Al transcurrir el tiempo otros autores han creado también algunos cambios que han entrado
a reforzar los criterios de Lipinski; segun Veber, et al.,(2002) postula que la molécula debe
contener menos de 10 enlaces rotables y menos de 140 Angstroms de superficie de area
polar. De igual manera postula frente a la relacion con la disminucién de los enlaces
rotables, la superficie de area polar baja o el conteo de enlaces de hidrégeno, pueden tener

una biodisponibilidad aceptable, sin cumplir el limite del peso molecular. 3
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3. HIPOTESIS

Los hibridos de cumarinas y chalconas con diferente patron de sustitucion difieren en
citotoxicidad y en la actividad antiparasitaria in vitro contra Trypanosoma cruziy Leishmania

braziliensis.

4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la citotoxicidad, la actividad antiparasitaria y las caracteristicas farmacocinéticas de
hibridos cumarina-chalcona obtenidos por reacciones de condensacion y caracterizados
mediante técnicas espectroscopicas de IR, RMN, LC-MS.

Objetivos especificos:

Obijetivo especifico # 1.

Sintetizar series de hibridos cumarina-chalconas con diferente patrén de sustitucion
empleando reacciones de condensacion (Knoevenagel y Claisen-Schmidt).

Obijetivo especifico # 2.

Identificar y caracterizar las moléculas hibridas mediante técnicas espectroscopicas como
lo son IR, RMN y LC-MS.

Objetivo especifico # 3.

Determinar y analizar los parametros farmacocinéticos de las hibridos sintetizados con el
fin de conocer sus caracteristicas y capacidad de ser compuestos con uso farmacéutico.

Objetivo especifico # 4.

Determinar la citotoxicidad y la actividad in vitro contra, T. cruzi y L. braziliensis; de los
hibridos de cumarinas y chalconas obtenidos sintéticamente.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

3-anisaldehido (97%), 4-anisaldehido (99+%), 3-tolualdehido (98%), 3-nitrobenzaldehido
(99%) y 3-bromobenzaldehido (96%) se adquirieron de Acros Organics (NJ, EE.UU.). 4-
Diethylaminosalicylaldehyde (98%), 2-hidroxibenzaldehido, acetoacetato de etilo (99%), 4-
hidroxibenzaldehido, 4-nitrobenzaldehido (98%), 4-clorobenzaldehido (97%), 4-
bromobenzaldehido (99%), etil vainillina (98%), piperonal (99%) y piperidina (=99,5%) se
adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE.UU.). El benzaldehido y el 4-
hidroxibenzaldehido eran de Merck KGaA (Hohenbrunn, Alemania) y Aldrich Co.
(Milwaukee, W1, EE.UU.), respectivamente.

5.2 Equipos analiticos

El avance de las reacciones se realiz6 mediante cromatografia en capa fina (TLC) en placas
de gel de silice con indicador de fluorescencia (0,25 mm, 60Fz4, Merck, Darmstadt,
Alemania) y los compuestos se visualizaron mediante exposicion a UV (254/365 nm). Los
puntos de fusion se midieron en un fusiometro MEL-TEMP® (d: descomposicion). Los
espectros de infrarrojo (IR) fueron tomados en un espectrofotometro Shimadzu Tracer —
100. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H y *C se realizaron en
un espectrémetro Bruker AMX300 (Bruker Bio-Spin GmbH, Rheinstetten, Alemania) que
opera a 300 MHz para 'H y 75 MHz para *3C. Las muestras se disolvieron en DMSO-ds 0
CDCl;. Se utilizaron las siguientes abreviaturas para explicar las multiplicidades: s =
singlete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto, m = multiplete, b = ancho. Las constantes de
acoplamiento (J) y desplazamientos quimicos (8) se expresaron en unidades Hz y ppm,

respectivamente.
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5.3 Metodologia de sintesis

La estrategia sintética consistié (ver Figura 16) en la obtencién del nacleo cumarina, con
diferentes sustituyentes (N,N-dietilamino y metoxi) en la posicion C7 (anillo aromatico),
mediante una reaccion de condensacion de Knoevenagel. Posteriormente, se efectud el
acoplamiento de aldehidos sustituidos mediante la condensacion de Claisen-Schmidt para
obtener varias series de hibridos cumarino-chalcona con diferente patrén de sustitucion. El
avance de las reacciones se realiz6 mediante cromatografia en capa fina (TLC); los hibridos
sintetizados se purificaron por cromatografia en columna y se caracterizaron por la técnica

espectroscopica de resonancia magnética nuclear e infrarrojo.

L /_.--' \
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N y N

\\ ; Obtencion - £ \
REACCION 2 ncion . ; | \
; 6 Ton b Cromatografia f !
REACCION 1 Obtencion . dehibido . cepapaciony e | o
de b CLAISEN . h en columnay CACH
cumarina- ~ PURIFICACION d f \ |
KMOEVENAGEL i A SCHMIDT Akeorn /. e capa fina .\ /
y y
4 r/ d \ >

Figura 16. Secuencia de etapas para la obtencion y caracterizacion de hibridos cumarina-
chalcona.

5.3.1 Sintesis de 3-acetil-7-dietilamino-2H-cromen-2-ona (Hio) y 3-
acetil-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (H2o)

Para la sintesis de las 3-acetil-2H-cromen-2-onas sustituidas en la posicion C7 (Rs =
dietilamino, metoxi), se parti6 de los salicilaldehidos correspondientes sustituidos en

posicion C4 (Tabla 9), y el acetoacetato de etilo (Figura 17).

Tabla 9. Salicilaldehidos sustituidos empleados para la sintesis de 3-acetil-2H-cromen-2-
ona.
Compuesto Rs

Hio -N(CH2CHj3):
H2o -OCHjs
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(o]
oot M Piperidina
—_—
0°C, 30 mi
H,C 0/\CH3 min
R; OH

Figura 17. Reaccion de Knoevenagel para la obtencién de 3-acetil-2H-cromen-2-ona
sustituidas.

En un bafio con hielo, se agitd la mezcla de salicilaldehido sustituido (1 mmol) y
acetoacetato de etilo (Lmmol); seguidamente, se agrego gota a gota piperidina (~0,5 mL) y
se dejo reaccionar por aproximadamente 30 minutos. Se observo la formacién de una pasta
amarilla; por daltimo se agregé HCI 1.0 M (Workup), y se procedié al aislamiento y

purificacion mediante filtracién del producto formado. °¢

Hio: 3-acetil-7-dietilamino-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 98%.T;=150-155°C. Sefales caracteristicas: IR v (cm™): 1712 (C=0), 1661
(C=C), 1565 (C=C), 1188 (C-O). H-RMN (CDCls), d: 8.48 (1H, s, H4), 7.45 (1H, d, J = 9.0,
H5), 6.67 (1H, dd, J = 2.1, J = 9.0, H6), 6.51 (1H, d, J = 2.1, H8) 3.53-3.46 (4H, ¢, J = 6.9,
H7a), 2.72 (3H, s, Ha) ,1.31-1.26 (6H, t, J = 6.9, H7b). 3C-RMN (CDCls), &: 195.8 (C3a),
160.9 (C2), 158.8 (C8a), 153.0 (C7), 147.9 (C4), 132.0 (C3), 116.1 (C5), 109.9 (C6), 108.2
(C4a), 96.6 (C8), 45.2 (C7a), 30.8 (Ca), 12.5 (C7b).

H2o: 3-acetil-7-metoxi-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 95.1%. Tr=182-184°C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 1720 (C=0), 1677
(C=C), 1555 (C= CAr), 1267 (O-C=0). H-RMN (CDCls), &: 8.50 (1H, s, H4), 7.36 (1H, m,
H5), 7.28 (1H, m, H6), 7.08 (1H, d, J = 2.7, H8), 3.91 (3H, s, H7a), 2.77 (3H, s, Ha). 13C-
RMN (CDClg), 8: 195.7 (C3a), 159.5 (C7), 156.4 (C2), 150.0 (C8a), 147.4 (C4), 124.6 (C3),
123.0 (C5), 118.6 (C6), 117.8 (C4a), 111.1 (C8), 55.9 (C7a), 30.7 (Ca).

5.3.2 Sintesis de Hibridos (Hi1-H110) ¥ (H21-H2s)

Los hibridos cumarina-chalcona (ver Figura 19) se obtuvieron mediante reaccion de las
cumarinas sintetizadas anteriormente con varios benzaldehidos (Figura 18) en relacion
molar 1:1. La mezcla de reactantes se llevé a reflujo con n-butanol, piperidina (0,5 mL) e
igual cantidad de acido acético glacial. La reaccién se dejé completar en un tiempo

aproximado de 24 a 36 horas.'** Los hibridos obtenidos (Tabla 10) se purificaron algunos
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mediante filtracion (los hibridos con sustitucion diferente a —H en C4’) y el resto por

cromatografia de columna, usando mezcla de diclometano-metanol.

AcOH
CH; + n-butanol
Reflujo

Piperidina

24 36 h

Figura 18. Reaccién Clalsen—Schmldt para la obtencién de hibridos.

Tabla 10. Hibridos cumarina-chalcona obtenidos con diferente patron de sustitucion.

Sustituyentes
COMPUESTO R; | R R;

Hu -H -H -N(CH2CHa)2
Hi: -H -OCHs  -N(CH2CHa)2
H]3 -CH3 -H ( )
H]4 -OCH3 -H ( )
His -Br -H ( )
His -H -Cl ( )
H]'." -N02 -H ( )
His -H -OH ( )
Hio -OCH:0- ( )
Hlll] -OCHZCH3 'OH ( )
Hz] -OCH3 'H

sz -OCH20' -OCHB
H23 -H -OH -OCHs
H24 -CHa -H -OCHs
Ha; -OCH:CHs  -OH -OCHs
H25 -H -N 02 -OCHB

Figura 19.

Hibrido y sustituciones.
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Hi1: 3-cinamoil-7-(dietilamino)-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 16.7%. Tr=153-155°C .Sefales caracteristicas: IR v (cm™): 3088 (=C-H), 1704
(C=0), 1616 (C=C), 1559 (C=Ca), 1255 (C-O). *HRMN (CDCls), &: 8.59 (1H, s, H4), 8.22
(1H, d, J = 15.6, HB), 7.89 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.74-7.70 (2H, m, HE’, H2’), 7.48 (1H, m,
H5), 7.45-7.41 (3H, m, H5', H4", H3'), 6.69 (1H, dd, J = 9.0, J = 2.4, H6), 6.54 (1H, d, J =
2.4, H8), 3.51 (4H, c, H7a),1.28 (6H, t, H7b). 3C-RMN (CDCls), d: 186.6 (C3a), 160.9 (C2),
158.7 (C8a), 152.9 (C7), 148.8 (C4), 143.4 (CB), 135.4 (C1’), 131.9 (C3), 130.3 (C5), 128.8
(C2, C3, C4, C5, Ck’), 124.9 (Ca), 110.1 (C6), 108.8 (C4a), 96.8 (C8), 45.3 (C7a), 12.5
(C7b).

Hi2: (E)-7-dietilamino-3-[3-(4-metoxifenil) acriloil]-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 46.7%. Ty =170-173°C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3074 (=C-H),
1716 (C=0), 1616 (C=C), 1571 (C=Ca/), 1257 (C-O). 'H-RMN (CDClIs), d: 8.60 (1H, s, H4),
8.11 (1H, d, J = 15.6, HB), 7.89 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.31 (2H, m, H6’, H2’), 7.50 (1H, d, J
= 9.0, H5), 6.96 (2H, m, H5', H3"), 6.73 (1H, dd, J = 9.0, 2.1, H6), 6.58 (1H, d, J = 2.1, H8),
3.91 (3H, s, -OMe), 3.52 (4H, c, H7a),1.29 (6H, t, H7b). *C-RMN (CDCls), &: 186.5 (C3a),
161.5 (C4’), 160.9 (C2), 158.5 (C8a), 152.5 (C7), 148.5 (C4), 143.5 (CB), 131.8 (C3), 130.6
(Ce’, C2'), 128.2 (C5), 122.6 (C1’), 117.4 (Ca), 114.3 (C3’, C5’),110.3 (C6), 109.1 (C4a),
97.2 (C8), 45.5 (C7a), 12.4 (C7b), 55.4 (-OMe).

His: (E)-7-dietilamino-3-[3-(m-tolil) acriloil]-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 20.1%. T¢=105-110°C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3031 (=C-H), 1716
(C=0), 1614 (C=C), 1573 (C=Ca), 1220 (C-O). *H-RMN (CDCls), 5: 8.60 (1H, s, H4), 8.21
(1H, d, J = 15.6, HB), 7.88 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.55 (1H, m, H2’), 7.51 (1H, m, H6"), 7.49
(1H, d, J = 9.0, H5), 7.36 (1H, m, H5'), 7.25 (1H, m, H4’), 6.69 (1H, dd, J = 9.0, 2.4, H6),
6.54 (1H, d, J = 2.4, H8), 3.52 (4H, ¢, J = 7.2, H7a), 2.43 (3H, s, -Me), 1.30 (6H, t, J = 7.2,
H7b). 13C-RMN (CDCls), &: 186.7 (C3a), 161.0 (C2), 158.7 (C8a),153.0 (C7),148.8 (C4),
143.6 (CB), 138.4 (C3"), 135.3 (C1’), 131.9 (C3), 131.2 (C5), 129.2 (C5'), 128.7 (C4’), 126.2
(C2'), 124.7 (C6'), 116.8 (Ca),109.9 (C6), 108.7 (C4a), 96.7 (C8). 45.2 (C7a), 12.5 (C7h),
21.0 (-Me).
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Hi4: (E)-7-dietilamino-3-[3-(3-metoxifenil) acriloil]-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 18.9%. T;=131-134°C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3088 (=C-H),
1706 (C=0), 1618 (C=C), 1592 (C=Ca;), 1567 (C=CAr), 1169 (C-O). *H-RMN (CDCls), &:
8.59 (1H, s, H4), 8.20 (1H, d, J = 15.6, HB), 7.86 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.49 (1H, d, J = 9.0,
H5), 7.36 (1H, m, H5’), 7.31 (1H, m, H6’), 7.23 (1H,m, H2’), 6.98 (1H, m, H4’), 6.68 (1H, dd,
J=9.0,J=24, H6), 6.53 (1H, d, J = 2.4, H8), 3.90 (3H, s, -OMe), 3.52 (4H, c, H7a),1.29
(6H, t, H7b). *C-RMN (CDCls), 5: 186.6 (C3a), 161.0 (C3’), 159.8 (C2), 158.8 (C8a), 153.1
(C7), 148.8 (C4), 143.3 (CB), 136.8 (C1’), 131.89 (C3), 129.8 (C5,C5’), 125.2 (Ca), 121.6
(C6'), 116.3 (C4’), 113.4 (C2’), 110.0 (C6), 108.7 (C4a), 96.7 (C8). 45.2 (C7a), 12.5 (C7h),
55.4 (-OMe).

His: (E)-3-[3-(3-bromofenil) acriloil]-7-dietilamino-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 15.3%. Tf=121-123°C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3033 (=C-H), 1714
(C=0), 1614 (C=C), 1557 (C=Ca), 1220 (C-O). *H-RMN (CDCls), d: 8.60 (1H, s, H4), 8.20
(1H, d, J = 15.6, HB), 7.79 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.65 (1H,m, H6’), 7.55 (1H, m, H2’), 7.50
(1H, d, 3 = 9.0, H5), 7.36 (1H, m, H4’), 7.28 (1H, m, HY’), 6.72 (1H, dd, J = 9.0, H6), 6.57
(1H, d, J=9.0, H8), 3.50 (4H, ¢, J = 7.2, H7a), 1.30 (6H, t, J = 7.2, H7b). 3 C-RMN (CDCls),
0: 186.3 (C3a), 160.9 (C2), 158.8 (C8a), 152.9 (C7), 149.0 (C4),141.5 (CB), 137.6 (C1"),
133.0 (C3), 132.0 (C2'),131.3 (C4’), 129.5 (C5), 129.2 (C5’), 127.4 (C6’), 126.2 (Ca), 123.0
(C3’),110.3 (C6), 108.9 (C4a), 97.0 (C8). 45.4 (C7a), 12.5 (C7b). HRMS: m/z calc. por
C22H20BrNO3 [M + H]*: 426.0699); encontrado: 426.0689.

Hie: (E)-3-[3-(4-clorofenil) acriloil]-7-dietilamino-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 26.3%. Tr=196-200°C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3090 (=C-H), 1706
(C=0), 1594 (C=C), 1565 (C=Ca), 1253 (C-0). 'HRMN (CDCls), 5: 8.60 (1H, s, H4), 8.20
(1H, d, J = 15.6, HB), 7.83 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.66 (2H, m, J = 8.4, H6',H2’), 7.49 (1H, d,
J=9.0, H5), 7.42 (2H, m, J = 8.4, H5’, H3"), 6.69 (1H, dd, J = 9.0, J = 2.1, H6), 6.54 (1H, d,
J=2.1,H8),3.52 (4H, ¢, J = 7.2, H7a),1.29 (6H, t, J = 7.2, H7b). 3C-RMN (CDCls), d: 186.4
(C3a), 161.0 (C2), 158.8 (C8a), 153.1 (C7), 149.0 (C4), 141.8 (CB),136.0 (C3), 134.0 (C4),
132.0 (C1’), 129.9 (C6',C2'), 129.1 (C3',C5’), 125.5 (Ca), 116.5 (C5), 110.1 (C6), 108.8
(C4a), 96.7 (C8), 45.3 (C7a), 12.50 (C7b).
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Hai7: (E)-7-dietilamino-3-[3-(3-nitrofenil) acriloil]-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 18.6%. Tr=214-217°C (d). Sefales caracteristicas: IR v (cm™): 3092 (=C-H),
1712 (C=0), 1604 (C=C), 1566 (C=Ca;), 1502 (N=0), 1256 (C-O). *H-RMN (CDCls), 5: 8.60
(1H, s, H4), 8.50 (1H, m, H2"), 8.31-8.25 (2H, m, HB, H6’), 8.05 (1H, m, H4’), 7.87 (1H, d, J
= 15.6, Ha), 7.62 (1H, t, J = 7.8, H5’), 7.50 (1H, d, J = 9.0, H5), 6.71 (1H, dd, J = 9.0, 1.8,
H6), 6.55 (1H, d, J = 1.8, H8), 3.53 (4H, ¢, J = 7.2, H7a),1.30 (6H, t, J = 7.2, H7b). 3C-RMN
(CDCls), d: 186.1 (C3a), 160.0 (C2), 158.9 (C8a), 153.2 (C7), 149.2 (C3’), 148.7 (C4), 140.0
(CB), 137.3 (C1’), 133.9 (C6’), 132.11 (C3), 129.8 (C5), 127.8 (C5’), 124.4 (Ca), 123.3 (C4"),
116.1 (C2’), 110.3 (C6), 108.8 (C4a), 96.8 (C8). 45.4 (C7a), 12.5 (C7b). HRMS calc. por
C22H20N20s [M - H]*: 393.1445; encontrado : 393.1431.

His: (E)-7-dietilamino-3-[3-(4-hidroxifenil) acriloil]-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 46.3%. T:=260-262°C (d). Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3242 (O-H),
3022 (=C-H), 1686 (C=0), 1608 (C=C), 1574 (C=CAr), 1278 (C-O). 'H-RMN (DMSO-dg), &:
8.54 (1H, s, H4), 7.81 (1H, d, J = 15.6, HPB), 7.66-7.58 (2H, m, Ha, H5), 7.58-7.55 (2H, m,
H6’, H2'), 6.85-6.79 (2H, m, H5’, H3"), 6.78 (1H, m, H6), 6.57 (1H, d, J = 1.8, H8), 3.49 (4H,
m, H7a),1.14 (6H, t, J = 6.9, H7b). 3C-RMN (DMSO-ds), d: 185.8 (C3a), 160.4 (C2, C8a,
C4’), 129.9 (Ce’, C2'), 153.3 (C7), 148.6 (C4), 143.1 (CB), 132.7 (C3), 131.0 (C5), 126.4
(C1),122.0 (Ca),116.4 (C3, C5’), 110.6 (C6), 108.3 (C4a), 96.3 (C8), 44.9 (C7a), 12.8
(C7b).

Hio: (E)-3-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)acriloil)-7-dietilamino-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 91.3%. T;=219-223°C (d). Sefales caracteristicas: IR v (cm-1): 3092 (=C-H),
1716 (C=0), 1616 (C=C), 1584 (C=Ca), 1243 (C-O). *H-RMN (CDCls), 5: 8.59 (1H, s, H4),
8.07 (1H, d, J = 15.6, HB), 7.82 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.48 (1H, d, J = 9.0, H5), 7.31 (1H, m,
H2), 7.21 (1H, m, H6'), 6.88 (1H, m, H5’), 6.67 (1H, dd, J = 9.0, J = 2.1, H6), 6.54 (1H, d,
J=2.1, H8), 6.06 (2H, s, -OCH,0-), 3.52 (4H, ¢, H7a),1.29 (6H, t, H7b). *C-RMN (CDCls),
5: 186.4 (C3a), 158.7 (C2), 157.5 (C8a), 152.9 (C7), 149.7 (C3'), 148.7 (C4’), 148.3 (C4),
143.3 (CB), 131.8 (C3), 130.0 (C5), 125.4 (C1’), 123.1 (Ca), 116.9 (C6’), 109.9 (C6), 108.8
(C5'), 108.6 (C4a), 107.2 (C2’), 101.6 (-OCH.0-), 96.7 (C8), 45.3 (C7a), 12.50 (C7b).
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Hiio: (E)-7-dietilamino-3-[3-(3-etoxi-4-hidroxifenil) acriloil]-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 20.8%. Sefiales caracteristicas: IR v (cm-1): 3308 (O-H), 3031 (=C-H), 1716
(C=0), 1614 (C=C), 1567 (C=CAr), 1218 (C-0O). *H-RMN (CDCls), d: 8.59 (1H, s, H4), 8.06
(1H, d, J=15.6, HB), 7.84 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.48 (1H, d, J = 9.0, H5), 7.31 (1H, m, H2’),
7.26 (1H, m, HE’), 6.99 (1H, d, J = 8.1, H5’), 6.68 (1H, dd, J = 9.0, J = 2.1, H6), 6.53 (1H,
d, J = 2.1, H8), 4.24 (2H, ¢, J = 6.9, H3'a), 3.52 (4H, ¢, J = 7.2, H7a), 1.52 (3H, t, J = 6.9,
H3'b), 1.29 (6H, t, J = 7.2, H7b). *C-RMN (CDCls), d: 186.4 (C3a), 161.1 (C2), 158.6 (C8a),
152.9 (C7), 148.6 (C3’), 148.3 (C4’), 146.1 (C4), 143.9 (CB), 131.8 (C3), 128.0 (C5), 124.0
(C1"),122.5 (Ca), 117.0 (C6’), 114.6 (C5’), 110.8 (C2’), 109.9 (C6), 108.7 (C4a), 96.7 (C8),
64.7 (C3’a), 45.2 (C7a), 14.8 (C3’b), 12.50 (C7b). HRMS calc. por CzsHzsNOs [M - HJ:
406.1659; encontrado : 406.0967.

H2i: (E)-7-metoxi-3-[3-(3-metoxifenil) acriloil]-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 50.6%. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3078 (=C-H), 1714 (C=0), 1600
(C=C), 1573 (C=Ca/), 1255 (C-O). *H-RMN (CDCls), &: 8.57 (1H, s, H4), 8.00 (1H, d, J =
15.6, HB), 7.89 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.40-7.22 (5H, m, H5, H5", H6’, H2', H4"), 7.11 (1H, m,
H8), 7.02 (1H, m, H6), 3.92 (6H, s, H7a, -OMe). 3C-RMN (CDCls), d: 186.7 (C3a), 159.9
(C3"), 153.1 (C7), 156.4 (C2), 149.9 (C8a), 148.0 (C4), 145.0 (CB), 136.2 (C1’), 129.9 (C3),
125.5 (C5),124.3 (C5’), 122.8 (Ca), 121.7 (C6’), 118.9 (C4’), 117.8 (C2’), 116.9 (C6), 113.6
(C4a), 111.0 (C8). 56.0 (C7a), 55.4 (-OMe).

H22: (E)-3-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)acriloil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 53.1%. T;=232-236°C (d). Sefales caracteristicas: IR v (cm™): 3049 (=C-H),
1714 (C=0), 1653 (C=C), 1575 (C=Ca/), 1249 (C-O). *H-RMN (CDCls), &: 8.58 (1H, s, H4),
7.39-7.26 (5H, m, H5’, HE’, H2’, HB, Ha), 7.22 (1H, d, J = 8.1, H5), 7.11 (1H, d, J = 2.7, H8),
6.90 (1H, dd, J = 8.1, J = 2.7, H6), 6.06 (2H, s, -OCH,0-), 3.92 (3H, s, H7a). *C-RMN
(CDCls), 6: 186.4 (C3a), 159.6 (C7), 156.4 (C2), 150.3 (C8a), 149.9 (C3’), 148.4 (C4’), 147.3
(C4), 145.0 (CB), 129.4 (C3), 126.0 (C5), 125.6 (C1’), 122.7 (Ca), 122.1 (C6’), 118.9 (C6),
117.8 (C4a), 110.9 (C5’), 108.7 (C2’), 101.8 (OCH:0), 101.7 (C8), 56.0 (C7a). HRMS calc.
por C20H1406 [M - H]: 351.0874; encontrado : 351.0835.
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Hzs: (E)-3-[3-(4-hidroxifenil) acriloil]-7-metoxi-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 48.8 %. T¢=288-292°C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3280 (O-H), 3049
(=C-H), 1694 (C=0), 1651 (C=C), 1571 (C=Ca/), 1285 (C-0O). 'HRMN (DMSO-ds), &: 8.55
(1H, s, H4), 7.71-7.59 (3H, m, HB, H6’, H2'), 7.48-7.41 (3H, m, Ha, H5, H8), 7.34 (1H, m,
H6), 6.86 (2H, m, H5", H3"), 3.49 (3H, m, H7a). 3C-RMN (DMSO-ds), d: 187.6 (C3a), 160.9
(C7), 159.0 (C2), 156.2 (C4’), 149.3 (C8a), 146.7 (C4), 145.4 (CB), 131.4 (C6’, C2’), 126.5
(C3), 126.0 (C5), 122.3 (C1’), 121.8 (Ca),119.3 (C6), 117.8 (C4a), 116.5 (C3’, C5’), 112.3
(C8), 56.3 (C7a).

H24: (E)-7-metoxi-3-[3-(m-tolil) acriloil]-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 38.9%. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™?): 3033 (=C-H), 1716 (C=0), 1651
(C=C), 1557 (C=CAr), 1220 (C-O). *H-RMN (CDCls), d: 8.55 (1H, s, H4), 8.01 (1H, d, J =
15.6, HB) ,7.91 (1H, d, J = 15.6, Ha), 7.50 (1H, m, HE’), 7.39-7.26 (5H, m, H5, H5’, H6, H2',
H4’), 7.11 (1H, m, H8), 3.92 (3H, s, H7a), 2.44 (3H, s, -Me). *C-RMN (CDCl;), 5: 186.7
(C3a), 159.6 (C7), 156.4 (C2), 159.9 (C3’), 149.9 (C8a), 147.9 (C4), 145.3 (CB), 138.6 (C1"),
134.8 (C3), 131.8 (C5),129.4 (C5’), 128.8 (C4’), 126.4 (C2’), 123.8 (C6’),122.8 (Ca), 118.9
(C4a),117.8 (C6), 111.0 (C8). 56.0 (C7a), 21.4 (-Me). HRMS calc. por CxH1604 [M - H]*:
319.0964; encontrado : 319.5824.

Hzs: (E)-3-[3-(3-etoxi-4-hidroxifenil] acriloil]-7-metoxi-2H-cromen-2-ona
Rendimiento: 19.1%. Sefiales caracteristicas: IR v (cm-1): 3033 (=C-H), 1714 (C=0), 1616
(C=C), 1559 (C=CAr), 1218 (C-0). *H-RMN (CDCI3), &: 8.57 (1H, s, H4), 7.85 (1H, m, H2")
7.35-7.21 (5H, m, H6, H6’, HB, Ha, H5), 7.11 (1H, d, J = 3.0, H8), 7.0 (1H, d, J = 8.1, H5’),
4.24 (2H, ¢, J = 6.9, H3'a), 3.92 (3H, s, H7a), 1.53 (3H, t, J = 6.9, H3’b). 13C-RMN (CDCls),
0: 186.4 (C3a), 159.6 (C7), 156.4 (C2), 149.8 (C8a), 148.8 (C3’), 147.7 (C4’), 146.1 (C4),
145.6 (CB), 127.5 (C3), 125.7 (C5), 124.5 (C1’), 122.6 (Ca), 121.5 (C6’), 119.0 (C5’), 117.8
(C2), 114.8 (C6), 110.9 (C4a), 110.8 (C8), 64.7 (C3’a), 56.0 (C7a), 14.8 (C3’b). HRMS calc.
por C21H1506 [M + H]": 367.1176 ; encontrado : 368.4243.

Hzs: (E)-7-metoxi-3-[3-(4-nitrofenil) acriloil]-2H-cromen-2-ona

Rendimiento: 89.5%. Tr=268-270°C (d). Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3082 (=C-H),
1716 (C=0), 1661 (C=C), 1555 (C=Ca;), 1508 (N=0), 1271 (C-O). *H-RMN (DMSO-ds), d:
8.67 (1H, s, H4), 8.32 (2H, m, H5', H3’), 8.04 (2H, m, H6’, H2"), 7.53-7.35 (5H, m, Hj, Ha,
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H5, H6, H8), 3.83 (3H, s, H7a). ** C-RMN (DMSO-d6 ): &: 187.7 (C3a), 168.3 (C7), 156.3
(C2), 150.4 (C8a), 148.7 (C4’),147.1 (C4), 141.3 (C1’),136.0 (CB), 130.1 (C6", C2') , 129.0
(C3), 125.8 (C5), 124.6 (C3',C5’), 122.8 (Ca), 119.8 (C6), 118.3 (C4a),113.4 (C8), 56.3
(C7a).

5.4 Metodologia de actividades bioldgicas

5.4.1. Citotoxicidad

En esta metodologia se procedié haciendo uso del siguiente paso a paso.!'® Células
humanas U937 (ATCC CRL-1593.2) se cultivaron previamente en RPMI-1640 enriquecido
con suero bovino fetal al 10% (FBS) y penicilina-estreptomicina al 1% en una concentraciéon
de 10* células/100 pL. Luego, los hibridos se evaluaron en diferentes concentraciones (200,
50, 12.5, 3.1, 0.8 y 0.2 ug/mL) y las células se incubaron a 37°C con 5% de CO,. Después
de 72 horas, el efecto citotoxico se determiné agregando 20 pL/pocillo de solucién de MTT
[Bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (0.5 mg/mL) e incubando a 37°C
durante 3 horas. La reaccién se detuvo con 100 plL/pocillo de isopropanol (50%) vy
dodecilsulfato de sodio (10%), y la produccion de formazan se cuantific6 mediante la lectura
a 570 nm en un espectrofluorimetro. Se utiliz6 Doxorrubicina como control de viabilidad
(control positivo). Las determinaciones se realizaron por triplicado en al menos dos
experimentos independientes. Los resultados se expresaron como la concentracion letal
media (LCso), que corresponde a la concentracion requerida para matar el 50% de las
celulas; !* donde compuestos con LCsp < 100 pM fueron considerados como
potencialmente citotdxicos, con 100 < LCso < 200 pM como medianamente citotoxicos y con

= 200 uM como potencialmnte no téxicos. 116

5.4.2 Actividad in vitro contra T. cruzi
La actividad antitripanosémica de los compuestos se evalué en amastigotes intracelulares

de T. cruzi (cepa de Tulahuen transfectada con el gen de la 8-galactosidasa). Los parasitos

se cultivaron como epimastigotes en cultivo a 26°C durante 10 dias. Luego las células U-
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937 con una densidad de 2.5x10* células/100 yL en RPMI-1640 y PMA 0.16 uM se
dispensaron en una microplaca de 96 pocillos y luego se infectaron con epimastigotes de
T. cruzi en una proporcién de parasito por célula de 5:1. Se incubaron durante 24 horas a
37°C, 5% de CO; en RPMI con 10% de FBS. Los parasitos no internalizados se eliminan
mediante dos lavados con PBS y luego, se afiadid medio fresco que contenia cada una de
las seis concentraciones diluidas en serie de cada hibrido (200, 50, 12.5, 3.1, 0.8 y 0.2
pg/mL). Después de 72 horas de incubacién a 37°C con 5% de CO,, se determiné el efecto
de todos los compuestos sobre la viabilidad intracelular de amastigotes midiendo
colorimétricamente la actividad de la B-galactosidasa. Para ello se afiadié a cada pocillo
CPRG a 100 uM y nonidet P—-40 al 0.1% y las placas se incubaron durante 4 horas a 37°C,
en condiciones bioldgicas estandar, protegidas de la luz. Se utilizé Benznidazol como
control positivo. Por dltimo, la intensidad del color se midi6 a 570 nm en un
espectrofotometro.!'’ Los resultados se reportaron como la concentracion efectiva media
(CEsp), la cual se define como la concentracion del compuesto que decrece los parasitos
intracelulares en un 50%. Compuestos con ECso < 25 uM fueron considerdos altamente
activos; con 25 uM < ECsp < 100 M, moderadamente activos; y ECso < 100 uM, con baja
actividad. 16

5.4.3 Actividad in vitro contra L. braziliensis

Los macrofagos humanos U-937 se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con suero
bovino fetal al 10% y se colocaron en una placa de 24 pocillos (1x10° células/pocillo) en
medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con FCS al 10% (Cultilab) y penicilina al 1%-
estreptomicina (Sigma). Después de la incubacién a 37°C durante 72 horas, las células se
infectaron con promastigotes de L. braziliensis (relacion parasito:célula 15:1) y se incubaron
a 34°C durante 2 horas. Los pocillos se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), se afadid6 medio fresco, y las placas se incubaron de nuevo en las mismas
condiciones durante 24 horas. Los compuestos se afiadieron a concentraciones de 6.25—
50 pg/mL en conjuntos de experimentos por sextuplicado. Se usaron células infectadas no
tratadas y anfotericina B (Sigma) como control negativo y positivo, respectivamente. Las
células se incubaron a 34°C en CO:; al 5% durante 48 horas, se fijaron con metanol y se
tiferon con Giemsa. El porcentaje de macréfagos infectados y el numero total de
amastigotes se determinaron contando seis veces 200 células. Se utilizé6 una curva de

regresion dosis-respuesta no lineal para calcular la concentracion media efectiva (ECso)
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utilizando el analisis Probit. Los resultados se expresaron como la media + desviacion
estandar (DE).'*® Compuestos con ECso < 25 uM fueron considerdos altamente activos; con
25 UM < ECsp < 100 pM, moderadamente activos; y ECso < 100 uM, con baja actividad. ¢

5.5 Metodologia de pardmetros farmacocinéticos

Para consultar los parametros farmacocinéticas de los hibridos sintetizados, se utilizé el
software en linea SWISSADME con el objetivo de estimar siete descriptores fisicoquimicos
y farmacocinéticas relacionadas con el desarrollo de farmacos y la compatibilidad con la
guimica medicinal. Las propiedades analizadas incluyen el nimero de enlaces rotables, los
grupos donante-aceptor, el area de superficie polar topol6gica (TPSA), la regla de Lipinski,

el indice de lipofilia log P (coeficiente de participacién de octanol/agua). 11°

6. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 11 se consignan los hibridos sintetizados con relacién a los usos o
investigaciones que se han realizado. Lo cual, no indica que los hibridos His, Hi7, Hi1o, Hoz,
H24y Hazs son hibridos nuevos y no se habian sintetizado antes. Los resultandos de LC-MS
se adjuntan en ANEXOS.

Tabla 11. Usos de hibridos cumarina-chalcona.

Sustituyentes

Compuesto R1 R> R3 Evaluacién

Hi, H H N(CH>)2(CHs)2 Actividad contra Plasmodium
falciparum??

Hio H OCHs  N(CH2)2(CHs)2 Actividad fluorimetrica?

His CH3 H N(CH2)2(CHs)2 Actividad anticancer!*

Hiq OCHjs H N(CH2)2(CHs) Actividad anticancer!!*

His Br H N(CHz)z(CHg)z Nuevo

Hag H Cl N(CH>)2(CHs)2 Actividad contra Plasmodium
falciparum?*?®

Hiz NO2 H N(CHz)z(CHs)z Nuevo

Hasg H OH N(CH>)2(CHs)2 Actividad contra Plasmodium
falciparum?*?®

Hio OCH,0 N(CH2)2(CHs)2 Actividad fluorimetrica®??

Hu1o OCH,CHs; OH N(CHz)z(CHs)z Nuevo

Ho OCHjs H OCHjs Actividad neuroprotectoral?
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H2. OCH20 OCHzs Nuevo

Hos H OH OCHjs Actividad neuroprotectoral?
Ha4 CHs H OCHs Nuevo

Has OCH.CH3; OH OCHs3 Nuevo

Hzs H NO; OCHjs Actividad fluorimetrica®?*

5.4.1. Sintesis de los hibridos cumarina-chalcona
Las 3-acetilcumarinas Hio y H2o se obtuvieron mediante la reaccién de Knoevenagel con

rendimientos de 98.0 y 95.1%, respectivamente (Tabla 12).

Tabla 12. Eficiencia (%) de los productos de reaccion.

Sustituyentes

Compuesto R1 (meta-) R2 (para-) Rs Eficiencia (%0)

Final
Huo _ “N(CH,CHa)s 98.0
Hu -H -H -N(CH2CHa): 18.5
Hi -H -OCHsz;  -N(CH.CHs3). 45.8
His -CHs -H -N(CH2CHa)2 19.7
Hyg -OCHjs -H -N(CH2CHa)2 16.4
His -Br -H -N(CH2CHs3)2 15.0
Hie -H -Cl -N(CH2CHs3)2 25.8
Hi; -NO; -H -N(CH2CHs3)2 18.2
His -H -OH -N(CH>CHs3)> 454
Huo -OCH;0- -N(CH2CH)> 91.3
Huo -OCH2CHs3 -OH -N(CH>CHs3)> 20.4
H2o - _ -OCHs 95.1
Ha2: -OCHs -H -OCHs 48.1
H2, -OCH,0- -OCHs 53.0
Ha2s -H -OH -OCHs 46.4
Hs -CH3 -H -OCHjs 37.0
Has -OCH2CHs -OH -OCHs 18.2
Has -H -NO2 -OCHz 85.1
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La preparacion de los hibridos Hii-Hi10 y H21-Hz6 presento rendimientos variables entre 89.5
y 15.3% (Tabla 12). Los rendimientos mas altos se presentaron para los hibridos sustituidos
en C4’; los cuales, ademas, mostraron una mejor cristalizacion (cristales de mayor tamafio
que se formaban rapidamente) facilitando y haciendo mas eficiente el proceso de filtracion.
En contraste, los otros hibridos demandaron para su purificacion el uso de cromatografia
de columna, reduciéndose la eficiencia del proceso. La reaccion de Claisen-Schmidt es
evidenciada por la formacién del doble enlace C-C en el sistema cinamoil. En el espectro
IR, el sistema carbonilico a,B-insaturado presenté una serie de bandas con un patrén
complejo correspondiente a estiramientos C=0 y C=C a frecuencias de 1706, 1620, 1590,
y 1579 cm* (Figura 25).

La identidad de los compuestos se corrobordé mediante los espectros de IR, *H- y ¥*C-RMN.
Los datos espectroscopicos muestran sefales caracteristicas, que ayudan a la
identificacion del nacleo 3-acetilcumarina. El espectro IR muestra bandas de estiramiento
C=0 a frecuencias de 1720 cm, y estiramientos C=C de olefina y anillo aromatico entre
1600 y 1500 cm™ (Figura 21) (Figura 25). El grupo sustituyente N,N-dietil en posicion C7
(presente en Hio, Figura 2-5) mostré dos sefiales a campos altos tanto en H- y *C-RMN:
un triplete en &x: 1.31-1.14 ppm y dc¢: 12.8-12.4 ppm correspondiente al grupo metil; y un
cuarteto con dy: 3.53-3.51 ppm y &c: 45.5-44.9 ppm del grupo metileno (Figura 22). Para el
grupo metoxi en C7 (presente en Hyg) se observé un singlete en &4: 3.92-3.49 ppm y &c¢:
56.3-56.0 ppm. La sefal del proton H4, perteneciente al anillo lactona caracteristico de las
cumarinas, se observé como singlete a dy4: 8.67-8.48 ppm. En *C-RMN (Figura 23), el
carbono C4 se encontrd a &c: 149.0-146.1 ppm. La aparicion de las sefiales del proton H4
y del carbono C4 a campos bajos concuerda con el desapantallamiento ocasionado por la
conjugacioén de la posicién 3, con el grupo carbonilo de la lactona. La presencia del grupo
acetil en C3, se confirmé por la senal en dy: 2.7 ppm y &c: 30.7 ppm para Hig y &u: 2.8 ppm
y Oc: 30.7 ppm para Hao, del grupo metilo (Anexo-figura.31). Los grupos carbonilo de la
lactona (éster) y el sustituyente 3-acetil (cetona) se detectaron respectivamente en 6c: 161.0

y 195.9 ppm para Hio ¥ dc: 159.5 y 195.7 ppm para Hzx (Anexo-figura.32).
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Figura 21. Espectro IR del compuesto Hio
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Figura 23. Espectro de *C RMN del compuesto Hio
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En los espectros de RMN de los hibridos (Figura 24), el doble enlace C-C del sistema
carbonilico a,B-insaturado se evidencié como dos dobletes a campos bajos, dg: 8.20-7.81
ppmy &nq: 7.91-7.79 ppm (Figura 26); este desplazamiento quimico es consecuente con el
desapantallamiento de HB y Ha como resultado de la conjugacién del doble enlace C-C con
el grupo carbonilo, siendo mayor para la posicion 3. Las sefales de Ha y HB poseen una
constante de acoplamiento J = 15.6 Hz (Figura 26), caracteristico de un enlace con
geometria trans. Los carbonos CB y Ca se ubican en la region de 140.0-145.6 ppm y 126.2-
116.8 ppm (Figura 27), respectivamente. Los carbonos carbonilicos C2 (de ester) y C3a
(de cetona conjugada) se ubican entre &c: 161.1-156.4 ppm y dc: 195.8-186.1 ppm,
respectivamente (Figura 27). Los anillos aromaticos de los nucleos cumarina y chalcona
3’-sustituida se observan como un sistema de espines AMX. Para la chalcona 4’-sustituida
el patrén de sefales corresponde a un sistema de espines AA’-BB’. Los espectros de 'H 'y
13C-RMN de los hibridos difieren solamente en el patréon de sustitucién del anillo B y el

sustituyente en C7.

Figura 24. Estructura del compuesto (E)-3-cinamoil-7-(dietilamino)-2H-cromen-2-ona (Ha1)
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Figura 26. Espectro de *H RMN del compuesto Hi1
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5.4.2. Actividad bioldgica

Figura 27. Espectro de **C RMN del compuesto Hi

Todos los compuestos sintetizados fueron evaluados mediante metodologias in vitro contra

parasitos causantes de las enfermedades de chagas y leishmania. Ademas, se determiné

la citotoxicidad con el fin de establecer los indices de selectividad de cada hibrido

5.4.2.1. Actividad citotéxica
Los resultados de citotoxicidad para los compuestos se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Actividad citotdxica in vitro de los hibridos cumarina-chalcona.

Sustituyentes Citotoxicidad
(U937)
Compuesto R1 R2 Rs CLso (UM)
Hio - - -N(CH2CH3)2 >200
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(Cumarina)
Hi1 -H -H -N(CH2CHa): 92.1
Hi2 -H -OCHs -N(CH,CHa)> 139.7
H1s -CHs -H -N(CH2CH3)2 >200
Hia -OCH; -H -N(CH,CHa)> >200
His -Br -H -N(CH,CHa)> 174.7
His -H -Cl -N(CHzCH3)2 >200
Hi7 -NO, -H -N(CHzCH3)2 >200
His -H -OH -N(CHzCH3)2 >200
H1o -OCH,0- -N(CH2CHa)2 >200
Ha1o -OCH2CHj -OH -N(CH.CHs3). >200
H2o

(Cumarina) — — "OCHs 168.0
H21 -OCH; -H -OCHjs >200
H22 -OCH,0- -OCHjs >200
H2s -H -OH -OCHs >200
Hoa -CH3 -H -OCHs 99.4
Hos -OCH.CH;s -OH -OCHs 39.2
Hos -H -NO; -OCH3 >200

Control 0.9
Doxorrubicina

La citotoxicidad se midi6 sobre macréfagos (linea celular U-937). La doxorrubicina, un
farmaco ampliamente utilizado en la quimioterapia del cancer, se empleé como control
positivo, con una CLso de 0.9 uM. En general, los hibridos cumarina-chalcona presentaron
una baja citotoxicidad sobre macréfagos (linea celular U-937). La citotoxicidad de los
hibridos oscil6 entre 39.2 + 1.5 uM y >200 uM. La mayoria de los compuestos evaluados
presentd valores de CLsp superiores a 200 uM; siete de los cuales corresponden a la serie
7-dietilamino y 4 a la serie 7-metoxi. En el ndcleo cinamoil, para ambas series, los
sustituyentes metilendioxi (Hie, H22), 3-metoxi (Hi4, H21) y nitro (H17 y Hae) presentaron una
baja citotoxicidad (>200 uM).

Las mayores citotoxicidades en la serie 7-dietilamino, las presentaron los hibridos Hi1 (CLso
= 92.1 + 9.8 M), Haz (Clso = 139.7 * 29.1 uM), y His (CLso = 174.7£19.3 pM). En los
derivados 7-metoxi, los hibridos mas citotéxicos fueron Hzs (CLso = 39.2 £1.5 UM) y H,4 (CLso
=99.4 £ 12.9 uM). Interesantemente, a pesar de que los hibridos His (CLso > 200 uM) y Ha4
(CLso = 99.4 £ 12.9 uM) poseen los mismos sustituyentes en 3’y 4’, al igual que Hi10 (CLso
> 200 puM) y Hgs, son los derivados de la serie 7-dietilamino los menos citotoxicos. Es

importante mencionar que la insercion de cualquier sustituyente en el anillo bencénico del
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sistema cinamoil resulté en una marcada reduccién de la citotoxicidad. En particular, los
grupos atractores de electrones, como el grupo —NO;, mostraron la menor citotoxicidad, un
resultado similar fue reportado por Cuellar et al (2022). EIl hibrido Hzs present6 la mayor
citotoxicidad contra las células U-937, aunque mucho menor que la del compuesto de

referencia, Doxorrubicina.

Resulta importante remarcar que los hibridos con sustituyentes 7-dietilamino y 7-metoxi,
presentaron menor citotoxicidad que los hibridos no sustituidos (Rz = -H), de acuerdo con
lo reportado por Cuellar et al. (2022), lo que indica que el patrén de sutitucion en la posicion
7 de la cumarina afect6 significativamente la citotoxicidad del hibrido; con los resultados
obtenidos en el presente trabajo se podria establecer que es posible disminuir la
citotoxicidad de los hibridos con cambios estructurales en la porcién de la cumarina. En
términos generales, el 65% de los compuestos sintetizados presentd una baja citotoxicidad,
indicando que los hibridos cumarina-chalcona sustituidos en la posicién 7, son promisorios

para los estudios de actividad antiparasitaria.

5.4.2.2. Actividad antitripanosomal

Los hibridos se evaluaron en amastigotes intracelulares de Trypanosoma cruzi; el
Benznidazol se utiliz6 como control positivo, con una CLse >200 uM y una CEso de 12.9+0.5
WM. Las evaluaciones in vitro de los hibridos arrojaron un rango de valores de CEso entre
13.2+0.6 y 55.8+6.0 uM.

En latabla 14 se muestran las sustituciones en C4’ de los hibridos sintetizados. Se observa
que grupos donadores fuertes de electrones no favorece la actividad antiparasitaria con
ninguna de las dos sustituciones en C7 (His Yy Hazs). De igual manera, el hibrido de
dietilamino con sustitucién de un grupo atractor suave (His). De la serie con el grupo metoxi
en C7, se puede observar que la presencia que favorece la actividad es del grupo atractor
(NO,). El hibrido con mayor actividad, es el sustituido en C7 con el grupo dietilamino y en
C4’ con un grupo donador de electrones moderado (-OCHs), acercandoce casi al doble de

la actividad del control positivo.

Tabla 14. Actividad antitripanosomal de hibridos sustituidos en posicion C4’.

Compuesto Molécula ECso Anti-Tripanosomal (LM)
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Hie 0 55.8+6.0

275+0.8
/\N (o] (o] ()/

=
Hug O = O 40.5+5.7
/\J ) (o) OH

Hzs O NN O 32651
\K] e} ) +¢O

Hos I N = I 43.4+8.6
\EJ o] (o] OH
Control
Beznidazol 129+05

De los hibridos sustituidos en C3’ mostrados en la tabla 15, se destacan los hibridos con
mejor actividad antiparasitaria de las dos series sintetizadas, los que poseen un grupo
donador débil de caracter alquilo (-CHs), en dicha posicion (Hizs y H24). Para los hibridos de
la primera seria, si en C3’ se usan sustituyentes de grupos atractores (-NO2 y —Br) (Hi7 y
His) la actividad se vera reducida. De igual manera ocurre si se aumenta la capacidad
donadora en C3’ usando un grupo O-alquilo (H14) con el hibrido de la primera serie. Mientras
que en la segunda serie, el uso de un grupo O-alquilo (H.4) tiene la actividad en un valor

cercano, al doble del control positivo; la actividad mejora levemente comparando con Haa
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con el uso de un alquilo (-CH3) acercandose mas al doble del valor obtenido con benznidazol

(Hz4).
Tabla 15. Actividad antitripanosomal de hibridos sustituidos en posicion C3'.
Compuesto Molécula ECso Anti-Tripanosomal (LM)
/j O o o O
(9]
/j o )
/j 0 (o)
Hus O
/j )
(o]
Ha4 27711

ot e
\(] o] Q
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Haz1 29715
Control
Beznidazol 129+05

En tabla 16 se muestran los hibridos con sustituciones en C3’ y C4’, se puede ver que a

medida que la capacidad donadora de electrones se aumenta en los hibridos de la serie de

dietilamino, la actividad antiparasitaria se ve reducida (Hi1, H110); entre Hi10 y Hig Se da una

disminucién en un margen pequefo, se podria explicar debido a la poca diferencia

donadora que puede existir entre estas dos moleculas. En la serie con un grupo metoxi en

C7, se presume la disminucion leve de la capacidad donadora y el tamafio en del

sustituyente en C7, aumenta la actividad antiparasitaria, obtenido asi el mejor resultado

antitripanosomal (Hzs), el cual, es incluso muy similar al control positivo.

Tabla 16. Actividad antitripanosomal de hibridos sustituidos en posicion C3’'y C4’.

Compuesto Molécula ECso Anti-Tripanosomal (LM)
(o]
e F 30.2x4.2
Hu ‘ ‘
/j o 0
/ (o]
Haio ~ 37.3+£5.0
/j (o} o] OH
O N O > 36.4%3.3
ng /\N 0 o] o]

J
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Has ~~ 132+0.4
\(] [e] o] OH

Q

o

Ha O NN O > 49.6 + 4.8
\U (0] [o] Q

Control
Beznidazol 129+05

Los resultados se presentan concentrados en la Tabla 17, se consignan la actividad

antitripanosomal, los diferentes sustituyentes de cada hibrido y el indice de selectividad.

Tabla 17. Actividad antitripanosomal in vitro de los hibridos cumarina-chalcona.

Sustituyentes Anti-tripanosomal
T. cruzi
Compuesto R1 R2 Rs CEso (UM) IS
H1o - - -N(CHzCHg)z 35.2+3.7 >5.7
(Cumarina)
H11 -H -H -N(CH2CH3): 30.2+4.2 3.1
H1 -H -OCHj3 -N(CHzCHg)z 275+0.8 51
His -CHj3 -H -N(CH,CH3), 27.2+0.7 5.1
H1a -OCHj3 -H -N(CHzCHg)z 459+8.2 >4.4
His -Br -H -N(CHzCHg)z 33.4+5.0 5.2
His -H -Cl -N(CH2CHz): 55.8+6.0 >3.6
Hi7 -NO; -H -N(CH:CHs), 342+5.7 >5.8
His -H -OH -N(CH2CHz): 405%5.7 >4.9
Hig -OCH0- -N(CH.CHs): 36.4+3.3 >5.5
H11o -OCHCH; -OH -N(CH2CHs), 37.3+5.0 >5.4
Hzo _ _ -OCHs 28.1+0.3 6.0
(Cumarina)
Ho1 -OCHs -H -OCH;s 29.7+15 >6.7
Hoo -OCH-0- -OCHs 49.6+4.38 >4.0
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H2s -H -OH -OCHs 43.4+8.6 >4.6
Hos -CHs -H -OCHs 27711 3.6
Hos -OCH,CHjs -OH -OCHs 13.2+x04 3.0
Hos -H -NO, -OCHj3; 326t5.1 >6.1
Control 12.9+0.5 >11.6
Beznidazol

En conlusion, se destacan 4 hibridos (Hi2, His, H24, H21) con sustituciones en C3’' y C4’ de
caracter metilo y metoxilo en el anillo B de la chalcona, estos obtuvieron un CEso que es
aproximadamente el doble del control positivo. El nacleo de cumarina Hxo es el més activo
con respecto al otro ndcleo, teniendo un valor de CEsy de 28.1+0.3, aproximadamente el

doble del control positivo (Benznidazol).

Cinco de los hibridos sintetizados en el presente trabajo exhibieron mayor actividad contra
T. cruzi que el méas activo de los hibridos descritos por Cuellar et al. (2022), y todos los
hibridos sustituidos en C7 presentaron mayor indice de selectividad (menor toxicidad contra
células U937). La actividad tripanosémica del hibrido (Hi2) (ECs0=27.5£0.8 uM) resulté
mejorada en un factor de 11 veces con respecto a lo reportado por Cuellar et al. (2022)
(EC50=326.8+0.1 pM). Tanto el sustituyente metoxi como el dietilamino son grupos
donadores de electrones, lo que incrementa el caracter nucleofilico del nacleo cumarina,
sugiriendo la influencia de factores electrénicos en la actividad biologica de los hibridos.
Segun Robledo et al. (2017), la actividad inhibitoria del crecimiento de T. cruzi se ve
mejorada cuando en la posicibn C7 del ndcleo cumarina existe un grupo donador de
electrones (-OH, -OR, -NR)*?°,

Sorprendentemente, el hibrido Hzs exhibié una actividad antitripanosémica con un CEs, de
13.2+0.4 uM, cercano al presentado por el antiparasitario Benznidazol. Los demas hibridos
presentaron una actividad antitripanosémica 2 o 3 veces menor que la de Hzs. Se presume
que la actividad inhibitoria del hibrido Hzs esta mediada por las sustituciones oxigenadas (-
OH Yy -OR) en posiciones C7, C2’y C3’. Segun Gaban et al. (2015), la presencia de cadenas
con caracter O-alquilo y de otro grupo funcional adyacente, son caracteristicas que ayudan
a potenciar la actividad inhibitoria de los protozoos; debido al aumento de la permeabilidad

de la membrana celular de la célula infectada y del parasito””.

Los relacionamientos de estructura y actividad nos sugieren finalmente, para tener una
molecula con mejor actividad tripanocida basados en un nucleo cumarina-chalcona y con

sustituyentes en C7, C3’ y C4’ se muestra en la figura 28.
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C3": donador de e-de
caracter O-alguilo

&

C7: donador de e- de
caracter O-alguilo

C4': donador fuerte de e-

Figura 28. Estructura base de hibrido cumarina-chalcona para obtener buena actividad
antiparasitaria.

5.4.2.3. Actividad antileishmanial

La actividad antileishmanial se evalué in vitro en promastigotes de L. braziliensis (Tabla
21). La anfotericina B fue utilizada como control positivo, obteniendo una CLs,=52.5 + 8 uM
y una ECso de 0.32+0.02 pM.

En latabla 18 se muestra la actividad de los hibridos sustituidos en C4’. Teniendo en cuenta
los hibridos con las dos sustituciones en C7, se observa que las sustitucion en C4’ con
grupos con atractores fuertes (NO-) y suaves (Cl), poseen actividades bajas (His Y Hze)
respecto a los otros resultados. La actividad antileishmanicida en la primera serie se ve
mejorada si se utiliza un grupo donador de electrones (-OCHs) con capacidad moderada en
C4’ (Hi2). En los hibridos con metoxi en C7 se evidencia que favorece la actividad la

presencia de un donador de electrones (—OH) (Hax3).

Tabla 18. Actividad antileishmanicida de hibridos sustituidos en posicion C4'.

Compuesto Molécula Antileishmanial ECso (M)

Hie 45.215.1

/j

o]

SN # 25.6+0.4
Hi O O %

/j
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SN F 58.1+8.8
ng /\N 0 [e] OH

Z
Has S 43.246.6
\(] (8] Q N+¢O

Has x = 38.5+0.6
\‘EJ ‘ o] (o] O OH

Control
Anfotericina B 0.3+0.02

Los hibridos sustituidos en posicién C3’ se muestran en la tabla 19, alli se consignan sus
valores de actividades, son resultados muy similares entre ellos, las dos series se observan
donadores de capacidad baja y media (-CHs y -OCHj3).A diferencia del hibrido (His) que
posee (Br), este hibrido tiene levemente un mejor resultado de actividad. Se podria deducir
que al aumentar la capacidad donadora la actividad leishmanicida se ve afectada
levemente, en los hibridos de la primera serie (His, His, Hi4).En los hibridos de la segunda

serie, ocurre lo contrario levemente (Hzs y Ha1).

Tabla 19. Actividad antileishmanicida de hibridos sustituidos en posicion C3'.

Compuesto Molécula Antileishmanial ECso (M)

His
27.4+£0.9
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His 29.3+4.3
His 30.8+6.5
H24 31.5¢4.5

Ha O N O ™~ 29.8+1.0
\(] o] (8}

Control
Anfotericina B 0.3+0.02

En la tabla 20 se muestran los hibridos con sustituciones en C3’ y C4’. Los hibridos con la
sustitucién dietilamino en C7 y las sustituciones en C3’ y C4’ donadoras de electrones (-
OCH,0-, -OH y -OCH2CHs) poseen una actividad baja (His ¥ Hi110) con una leve diferencia
entre ellos. Por otra parte, los hibridos con la sustitucién metoxi en C7, la actividad aumenta
considerablemente cuando se disminuye el tamafio y la reactividad del nlcleo de cumarina
pasando de N,N-dietilamina a —OCHs de Hi10 @ Hzs. El segundo mejor resultado es obtenido
en la primera serie, donde —H esta en C3’ y C4’ (H11), indicandonos que para esta serie, es
conveniente en alguna medida, no usar grupos activantes en las dos posiciones del anillo

B de la chalcona.

En conclusion, la mejor actividad antileismanicida se obtiene con sustituciones en C7 y C3’
de grupos donadores de electrones de caracter O-alquilo y en C4’ con un grupo con mayor

capacidad donadora de electrones (-OH). Lo cual nos indica, el mejor funcionamiento de
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los hibridos con un donador de electrones moderado y de menor tamafio en C7, como lo

sugieren también los resultados entre los nucleos de cumarina Hioy Hxo mostrados en la

tabla 21; Hx posee un mejor actividad leishmanicida en una proporcion de 1.5 que mas

que Hio. Es estos ensayos se observa que adn falta llegar a valores cercanos con respecto

al control positivo.

Tabla 20. Actividad antileishmanicida de hibridos sustituidos en posicion C3’y C4’,

Compuesto Molécula Antileishmanial ECs (M)
27.8+£0.2
Hiu
Hio 55.1+8.6
F O~
Hi1o O o O 53.0+2.1
/j o o OH
Has O\/ 18.6+3.51
\(] (o] (o] OH
o]
Hz. O NN O O> 32.3t17
\U (o] o] (o)
Control
Anfotericina B 0.3+0.02

Los resultados se presentan concentrados en la Tabla 21 se consignan la actividad

antitripanosomal, los diferentes sustituyentes de cada hibrido y el indice de selectividad.
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Tabla 21. Actividad antileishmanial in vitro de los hibridos cumarina-chalcona.

Sustituyentes Antileishmanial
L. braziliensis
Compuesto R1 R2 Rs CEso (UM) IS
H1o . . -N(CHzCHg)z 42 .1+5.5 >4.75
(Cumarina)
Hi1 -H -H -N(CH2CH3)2 27.8+£0.2 3.31
Hi2 -H -OCH3 -N(CHzCH3)z 25.6x0.4 5.38
His -CHs -H -N(CHzCH3)z 29.3+4.3 >6.83
Hia -OCH3 -H -N(CHCHs), 30.86.5 >6.48
His -Br -H -N(CHCHs), 27.4+0.9 6.37
Has -H -Cl -N(CH:CHa): 45.2+5.1 >4.42
Hi7 -NO, -H -N(CHzCHg)z 56.9+2.2 >3.51
His -H -OH -N(CH2CHa)2 58.1+8.8 >3.62
Hao -OCH,0- -N(CH.CH3), 55.1+8.6 >3.44
H110 -OCH,CHz3 -OH -N(CHzCH3)2 53.012.1 >3.77
Hoo . . -OCH3 27.2+1.6 6.17
(Cumarina)
H21 -OCHs -H -OCHjs 29.8+1.0 >6.71
Hoo -OCH_0- -OCH3 32.3+1.7 >6.19
Hos -H -OH -OCHj3 38.5+0.6 >5.19
Hoa -CH; -H -OCHjs 31.5+4.5 3.16
Hos -OCH2CH3s -OH -OCHs 18.6+3.51 2.10
Hos -H -NO, -OCH;s 43.2+6.6 >4.62
Control 0.3+0.02 164.1
Anfotericina
B

Finalmente, los hibridos sintetizados presentaron una actividad entre 18.6+3.5 y 58.05+8.81
HUM. Nuevamente, la mayor actividad biol6gica fue exhibida por el compuesto Hzs, con ECso

de 18.64+3.51 uM. Aunque el compuesto Hiio presenta los mismos sustituyentes que Has
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en el nucleo cinamoil, el segundo mostré una débil actividad contra L. braziliensis. Lo
anterior sugiere que el sustituyente en C7 resulta importante para la actividad biologica,
siendo el grupo metoxi el que aporta la mayor actividad. Se presume que la actividad del
hibrido Hzs es mediada por la existencia de los grupos O-metilo en C7 y el O-etilo en C3’,
los cuales aumentan la lipofilicidad y por ende la permeabilidad a nivel de las membranas
celulares!?®. Una mayor actividad antileishmanial de los derivados dimetilamino también fue
observada al comparar los hibridos Hz3 (ECs50=38.53+£0.62 uM) y His (EC50,=58.05+ 8.81 uM),
Y H22 (EC50=32.29£1.71 pM) y Hig (EC50=55.13£8.64 uM).

El hibrido Hi2 con ECso de 25.57+0.44 uM, también posee una actividad antileishmanial alta;
esto posiblemente se deba a la presencia del grupo O-metilo en C4’. Los hibridos restantes
poseen una actividad moderada a excepcion de Hiz, Hig, Higque poseen actividades bajas.
Los compuestos con sustituyentes nitro y cloro, hibridos His, Hi7, y H2s mostraron una baja

actividad contra L. braziliensis.

Es importante precisar que la posicion C7 es clave para la actividad contra Leishmania spp.;
las sustituciones en esta posicién proporcionan un aumento o una disminucién de la
actividad antiparasitaria. En nuestro caso, la presencia del grupo metoxi resulté en un
incremento en la actividad antileishmanial, comparada con el grupo dimetilamino. De
acuerdo con Arraché et al. (2020) ?7, la presencia de grupos donadores de enlaces de

hidrégeno en C7, mejora la actividad contra L. braziliensis.

Los relacionamientos de estructura y actividad nos sugieren finalmente, para tener una
molecula con mejor actividad leishmanicida basados en un nucleo cumarina-chalconay con
sustituyentes en C7, C3’'y C4’ se muestra en la figura 27, siendo las mismas caracteristicas

gue en los resultados obtenidos en T. cruzi.
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5.4.3. Andlisis de parametros farmacocinéticos
En la tabla 22 se muestran los parametros fisico-quimicos de todos los hibridos

sintetizados.

Tabla 22. Parametros de Lipinski y farmacocineticos de hibridos cumarina-chalcona.
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Hibrido PM LogP nHBA nHBD TPSA Lipinski RM nRotB Gl CYP1A2
#violaciones absorcion inhibidor
Hio 219.28 2.50 2 0 29.54 0 64.61 3 Alto Si
Hia 34942 3.78 3 0 46.61 0 104.04 6 Alto No
Hi 379.45 3.80 4 0 55.84 0 110.53 7 Alto No
Hiz 363.45 4.13 3 0 46.61 0 109.01 6 Alto No
Hia 379.45 3.72 4 0 55.84 0 110.53 7 Alto No
His 428.32 451 3 0 46.61 0 111.74 6 Alto No
Hie 383.87 4.45 3 0 46.61 0 109.05 6 Alto No
His 39442 3.12 5 0 92.43 0 112.86 7 Alto No
Hig 365.42 3.51 4 1 66.84 0 106.06 6 Alto No
Hig 39343 3.73 5 0 65.07 0 110.10 6 Alto No
Hi1o 409.47 3.81 5 1 76.07 0 117.36 8 Alto No
Hin 416.47 3.61 5 0 68.20 0 125.10 7 Alto No
Hzo 178.18 1.83 3 0 35.53 0 47.29 1 Alto Si
Hz: 338.35 3.12 5 0 61.83 0 93.20 5 Alto No
Ha2 352.34 2.97 6 0 71.06 0 92.77 4 Alto Si
[ PFS 32433 2.78 5 1 72.83 0 88.73 4 Alto No
Hza 322.35 3.48 4 0 52.60 0 91.68 4 Alto No
Has 368.38 3.06 6 1 82.06 0 100.03 6 Alto No
Hze 353.33 2.38 6 0 98.42 0 95.53 5 Alto No

PM(g/mol): Peso molecular (150-500 g/mol); LogP: Logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua(-2 a 6.5); nHBA: nimero de enlaces aceptores de hidrégeno (<10); nHBD: nimero de enlaces donadores de
hidrégeno(<5), TPSA: Area de superficie polar total (<140A2); RM: refractividad molar; absorcién Gl (Gastrointestinal); CYP1A2: miembro 2 de la subfamilia A de la familia 1 del citocromo P450, nRotB: Numero de enlaces

rotables (0-10).



Los pardmetros farmacoldgicos calculados proporcionan informacién valida y util para
pensar en desarrollos farmacéuticos acordes con los hibridos sintetizados. Todos los
hibridos cumplen con tener un peso molecular (PM<500 Da) siendo los Hio y Hzo las
moléculas con menos peso molecular debido a ser los nucleos de cumarina. El coeficiente
de particibn es una variable fisicoquimica indispensable a la hora de elucidar las
caracteristicas estructurales y la actividad.?Los hibridos sintetizados cumplen los criterios
de Lipinski en especial los hibridos con mejor actividad antiparasitaria Hiz, Hi4, His, Hz4, Has
(PMs500 Da, LogP (-2.0 a 6.5), #H-Enlace aceptor <10, #H-Enlace donador <5,
TASP<140A?). 29112 por |o tanto es una buena sefal frente a las interacciones de
permeabilidad, que estas moléculas pueden tener con las células de L. braziliensis y T.
cruzi. Se pueden tener como posibles candidatas de partida para el tratamiento
farmacologico de las afecciones parasitarias estudiadas.

La totalidad de los hibridos de la seria Hi, poseen unos coeficientes de particion entre un
2.50 <logp<4.51 mientras la seria H., posee 1.83 <logp<3.48, lo cual indica una buena
lipofilia. Entre ellos se destaca de los primeros hibridos His >His >H13>H110>H12>H11 y para
los segundos hibridos Hzs> H21> Hzs . Los valores LogP mayores estan dados por los
hibridos que estan sustituidos en C4’ por grupos atractores de electrones (Br, Cl) y por
grupos donadores (O-alquilo, CHs, H).2*° Estos resultados pueden ser contrastados con la
actividad antitripanosomica y leishmanicida, se encuentra una correspondencia. Esto
puede ser explicado a las interacciones lipofilicas entre molecula y membrana, de las
células hospederas y parasitaria. 3!

El hibrido Hzs es el mas promisorio debido a su actividad, se observa que este hibrido esta
entre los mayores valores de TPSA, lo cual podria indicar que esta molécula pueden formar
una buena cantidad de interacciones polares con las células hospederas y parasitaria. 3
De igual manera se observa que este hibrido con mejor actividad (Hzs) poseen entre los
hibridos de su serie, valor mas alto de refractividad molar (100.03) estos valores sugieren
gue el tamafio y hidrofobicidad son factores importantes frente a la actividad antiparasitaria,
pueden proporcionar mayores interacciones con los componentes enzimaticos de las
células objetivo. 133134135

Los compuestos con mejores resultados antiparasitasitarios presentan en su estructura
entre 6-7 enlaces rotables (ver tabla 22), esto proporciona mayor flexibilidad y mayor
posibilidad de interacciones quimicas que ayuden a mejorar la penetracion celular o
inhibicion de componentes celulares. Todos los compuestos posee un IG >80% en cuanto

a la adsorcién gastrointestinal y no son inhinibidores del citocromo CYP1A2 con excepcion



a los ndcleos de cumarina y el hibrido H.,; estos parametros sugieren buenas

caracteristicas farmacocinéticas y metabdlicas de los hibridos evaluados.36:137

7. CONCLUSION

Los hibridos cumarina-chalcona son moléculas que poseen una buena actividad
antiparasitaria; aproximadamente, mas del 80% de lo hibridos posee una actividad
leishmanicida entre moderada y alta; al igual que los nucleos de cumarina. La totalidad de
los hibridos poseen una actividad tripanocida entre moderada y alta, segun Cuartas et al.,
2020. Ademas, los compuestos tienen baja citotoxicidad en su gran mayoria. Los hibridos
con grupos O-alquilo en posicion C3’, C4’ y C7 poseen una buena activdad parasitaria,
destacandose el hibrido Hzs contra T.cruzi, que posee una activdad similar al Benznidazol.
La presencia en estas posiciones de grupos —OH, también contribuye en mejorar la
actividad, al igual que la cantidad de carbonos en el grupo O-alquilo. Los hibridos cumplen
con los criterios de Lipinski, lo cual los cualifica como 6ptimos para ser tenidos en cuenta
en posibles desarrollos farmacologicos. Los paramentros de TPSA, refractividad molar y
LogP pueden proporcionar una informacion de la lipofilicidad de los compuestos, lo cual se
contrasta con la actividad antiparasitaria, en los resultados de estos pardmetros se destaca
el hibrido Hzs. Por lo anterior, se abre una gran posibilidad en la formacién nuevos hibridos
sintéticos, que podrian ser utilizados como estrategias farmacoldgicas en el tratamiento de
enfermedades parasitarias.

Se destaca la sintesis de hibridos nuevos His, Hi7, Hi1o, H22, H24y Hzs, lo cual es importante
en la investigacion actual contra las enfermedades parasitarias, esto amplia las
posibilidades y entra a apoyar las otras posibles investigaciones que se deriven en el

mismo ambito.



8. PERSPECTIVAS

La quimica medicinal nos proporciona estrategias sintéticas para la busqueda de nuevas
moléculas activas que sirvan para combatir las enfermedades parasitarias y desantentidas.
Las cuales afectan principalmente a las personas de paises tropicales, en via de desarrollo

y con deficiencias en la prestacion de un servicio médico.

En la lucha contra estas enfermedades se extiende en el tiempo, con dos problematicas

generales que se deben combatir de forma multidisplinar:
- La resistencia farmacolégica de los parasitos, es cada vez mas comun y prevalente.

- Los efectos citotdxicos de los medicamentos estandar utilizados en la actualidad, generan

un sin nimero de efectos secundarios.

Los hibridos cumarina-chalcona, en los ensayos preliminares observados en esta
investigacion sirven como punto de partida para continuar mejorando las moléculas, por
ende mejorar la actividad antiparasitaria y teniendo como objetivo reducir la citotoxicidad
en las pruebas de macréfagos.

El estudio continuo de las diferentes formas de interaccion bioldgica de los parasitos en el
cuerpo humano, es de vital importancia. EI conocimiento generado en las investigaciones
dirigidas al comportamiento del parasito en el cuerpo, ayudara a identificar objetivos

farmacologicos que ayuden a la inhibicion del crecimiento, sin mayor resistencia.

La profundizacion tedrica y experimental de la interaccion vector-parasito también es
importante a la hora de conglomerar estrategias que ayudan a combatir las infecciones
parasitarias. Los diferentes ciclos de vida de los parasitos pertenecientes a spp.
Leishmania y ssp. Trypanosoma hace que su erradicacion y tratamiento sean mas
dificultuosos, por esta razén se deben tener en cuenta metodologias vanguardistas para

asumir estas infecciones.

El analisis genético, molecular y computacional estan abriendo varias alternativas para la
lucha contras las enfermedades parasitarias. Los estudios genéticos favorecen a
esclarecer cada vez mas, los procesos metabdlicos de los parasitos, al igual que los
alteraciones genéticas que producen mutaciones que ayudan a la resistencia de los
parasitos. Por lo tanto, el conocimiento y la claridad de estos procesos contribuyen a

buscar soluciones de manera mas rapida y eficiente.



Los modelos computacionales estan contribuyendo en la actualidad a optimizar el disefio
farmacoldgico de moléculas antiparasitarias, direccionando cada vez mas de una manera
especifica y puntual, interacciones con proteinas que influyen en la supervivencia de los
parasitos. El las proximas investigaciones el grupo de QUIMICA DE LOS PRODUCTOS
NATURALES Y LOS ALIMENTOS, debe tener en cuenta los modelos computacionales
para apoyar los resultados obtenido de manera in vitro.

9. APORTES Y PRODUCCION DERIVADA

La ejecucion de esta investigacion proporciond informacion valiosa para ser reproducida y
ser utilizada como punto de partida para posteriores investigaciones direccionadas en el
ambito de quimica medicinal, con la necesidad de buscar y aportar en la basqueda de
compuestos mas activos que puedan ser utilizados en la lucha contra las enfermedades

parasitarias.

Posterior a esta investigacion y de manera alterna se fueron desarrollando proyectos, los
cuales han ido a través del tiempo mostrando resultados que evidencian un mejoramiento

continuo de las conclusiones y de los conocimientos aportados por este trabajo:

1. Aplicacion de metodologia de Docking Molecular en los resutados de esta

investagacion.

La apropiacién de nuevas computacionales en el ambito de la interaccidon molecular, es de
principal importancia, a la hora de un sustento teérico de los resultados obtenidos de
manera de in vitro por tal razon, a este trabajo de investigacion se le realizara el analisis
mediante docking molécular para seguir comprendiendo en funcionamiento de los hibridos

chalcona-cumarina en los sistemas biol6gicos enzimaticos.
2. El mejoramiento de los hibridos de los cumarina-chalcona

Partiendo de los resutados de esta investigacion se propuso tenerla como base para hacer
nuevamente sustituciones, que aporten en mejorar la actividad antiparasitaria. En
busqueda de lo anterior, a las moléculas hibridas mediante una adicion de un paso sintético
se ha logrado la adicion de un grupo pirrol. Esta nueva molécula ha mostrado mejores
resultados en la actividad leishmanicida, en cuanto a la actividad antitripanosomica esta

molécula posee mejor actividad que el control positivo utilizado, Benznidazol.



3. Evaluacion in vitro de los hibridos cumarina- chalcona contra células A549

Mediante un analisis del gran espectro bioactivo de los hibridos chalcona-cumarina, se ha
emprendido con ensayos de bioldgicos anticancer en la linea celular A549 de manera in
vitro. Hasta ahora se observado que los hibridos poseen actividad anticAncer y una

selectividad en contraste con células CHO.

4. Busqueda de alianzas estratégicas a nivel internacional, para sintetizar y
evaluar hibridos que ihhiben el canal Lactato/H* en parasitos del genero ssp

Plasmodium.

Se han establecido contacto con el Dr. Eric Beitz de instituto de farmacia de la Universidad
de Kiel, para realizar una metodologia sintética de hibridos dirigidos a la inhibicién de canal

Lactato/H* en ssp Plasmodium.

5. Relacionamiento con otros grupos de investigacion PECET (SIU),
citogenética (Unalmed), quimica organica de productos naturales (UdeA),

quimica de plantas colombianas (UdeA).

La generacion de conocimiento y la obtencion de resultados significativos en la ciencia, se
dan a través del trabajo colaborativo y de la retroalimentacién de diversas fuentes. Estos
grupos nos han brindado su experiencia y conocimientos en pruebas biolégicas
parasitarias, ancancerigenas, analisis de espectrometria, facilitacion de reactivos,

transferencia de conocimientos de hibridos, etc.

6. Estandarizaciony apropiaciéon de técnicas de formacion de hibridos, pruebas

antiparasitarias, anticancer y docking molecular.

Esta investigacion abre un camino en el grupo de investigacion, la cual contribuira en una
nueva linea de investigativa en la cual se podran desenvolver los préximos estudiantes,
los cuales, cada vez mas refinaran y se apropiaran de las técnicas y conocimientos

generados en esta investigacion.
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11. ANEXOS

Figura 29. Estructura del compuesto 3-acetil-7-metoxi cumarina (Hzo)
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Figura 30. Espectro IR del compuesto Hzo
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Figura 32. Espectro de **C RMN del compuesto Hzo
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Figura 33. Estructura del compuesto (E)-7-(dietilamino)-3-[4-(metoxifenil)acriloil]-2H-
cromen-2-ona (Hio)
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Figura 34. Espectro IR del compuesto Hi
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Figura 35. Espectro de *H RMN del compuesto Hi

Figura 36. Espectro de **C RMN del compuesto Hi



Figura 37. Estructura del compuesto (E)-7-(dietilamino)-3-[3-m-tolil)acriloil]-2H-cromen-2-
ona (H13)
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Figura 38. Espectro IR del compuesto His
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Figura 39. Espectro de *H RMN del compuesto His

oo i o= o e D = = =
= = — (= = - = ) -
................ o oo o —
— o O LD o " H - .
3 = = o - o uy -
= - =S o —

18E, EF

160
A
/ 15:
_/']-1\

14
/i
_Z:l.}
Yll_ u

128, 7C

12
1 11
1
N
yd
.

T
20 ppm

T N

T T
1z0 100

Figura 40. Espectro de **C RMN del compuesto His
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Figura 41. Estructura del compuesto (E)-7-(dietilamino)-3-[3-(metoxifenil)acriloil]-2H-
cromen-2-ona (Hia)
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Figura 42. Espectro IR del compuesto Hi4
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Figura 43. Espectro de *H RMN del compuesto Hi4
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Figura 44. Espectro de *C RMN del compuesto His



Figura 45. Estructura del compuesto (E)-3-[3-(3-bromofenil)acroloil]-7-(dietilamino)-2H-
cromen-2-ona (His)
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Figura 46. Espectro IR del compuesto His
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Figura 47. Espectro de *H RMN del compuesto His
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Figura 48. Espectro de **C RMN del compuesto His
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Figura 49. Estructura del compuesto (E)-3-[3-(4-clorofenil)acriloil]-7-(dietilamino)-2H-
cromen-2-ona (Has)
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Figura 50. Espectro IR del compuesto His
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Figura 51. Espectro de *H RMN del compuesto His
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Figura 52. Espectro de *3C RMN del compuesto Hig



Figura 53. Estructura del compuesto (E)-7-(dietilamino)-3-[3-(3-nitrofenil)acriloil]-2H-
cromen-2-ona (Hi7)
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Figura 54. Espectro IR del compuesto Hi;
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Figura 55. Espectro de *H RMN del compuesto Hi7
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Figura 56. Espectro de *C RMN del compuesto Hi7
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Figura 57. Estructura del compuesto (E)-7-(dietilamino)-3-[3-(4-hidroxifenil)acriloil]-2H-
cromen-2-ona (Has)

%T

r I r r I r
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™’

Figura 58. Espectro IR del compuesto His
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Figura 59. Espectro de *H RMN del compuesto His
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Figura 60. Espectro de **C RMN del compuesto His



Figura 61. Estructura del compuesto (E)-3-[3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)acriloil]-7-
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Figura 62. Espectro IR del compuesto Hig
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Figura 63. Espectro de *H RMN del compuesto Hio
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Figura 64. Espectro de **C RMN del compuesto Hio
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Figura 65. Estructura del compuesto (E)-7-(dietilamino)-3-[3-(3-etoxi-4-

hidroxifenil)acriloil]-2H-cromen-2-ona (Hx10)
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Figura 66. Espectro IR del compuesto Hiio
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Figura 67. Espectro de *H RMN del compuesto Hiio
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Figura 68. Espectro de *C RMN del compuesto Hiio



Figura 69. Estructura del compuesto (E)-7-metoxi-3-[3-(3-metoxifenil)acioloil]-2H-cromen-
2-ona (H21)

W\v{ﬂ |

%T

v | v | v | v | v | v | v | v 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm -1

Figura 70. Espectro IR del compuesto Hz:
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Figura 72. Espectro de **C RMN del compuesto Hy;



Figura 73. Estructura del compuesto (E)-3-[3-(benzo [d] [1,3] dioxol-5-il)acriloil]-7-metoxi-
2H-cromen-2-ona (Hz)
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Figura 74. Espectro IR del compuesto Hy
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Figura 76. Espectro de **C RMN del compuesto Hy,



Figura 77. Estructura del compuesto (E)-3-[3-(4-hidroxifenil)acriloil]-7-metoxi--2H-
cromen-2-ona (Hzs)
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Figura 78. Espectro IR del compuesto Has
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Figura 79. Espectro de *H RMN del compuesto Has
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Figura 80. Espectro de **C RMN del compuesto Hps



Figura 81. Estructura del compuesto (E)-7-metoxi-3-[3-(m-tolil)acriloil]-2H-cromen-2-ona
(Hza)
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Figura 82. Espectro IR del compuesto Hz4
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Figura 83. Espectro de *H RMN del compuesto Hz4
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Figura 84. Espectro de **C RMN del compuesto Hz4



Figura 85. Estructura del compuesto (E)-3-[3-(3-etoxi-4-hidroxifenil)acriloil]-7-metoxi-2H-
cromen-2-ona (Has)
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Figura 86. Espectro IR del compuesto Hzs
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Figura 88. Espectro de *C RMN del compuesto Hzs



Figura 89. Estructura del compuesto (E)-7-metoxi-3-[4-nitrofenil)acriloil]-2H-cromen-2-
ona (Hag)
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Figura 90. Espectro IR del compuesto Hazse



Figura 91. Espectro de *H RMN del compuesto Hzs
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Figura 92. Espectro de *C RMN del compuesto Hzg




UNAL 20231030154258 #1 RT: 0.00 AV: 1 ML: B.78E3
T: FTMS + p ESI SIM ms [400.0000-450.0000]
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Figura 93. Espectro de LC-MS del compuesto His



UNAL 20231030154820#1 RT: 0.00 AV: 1 MNL: 8.31E8
T: FTMS + p ESI SIM ms [380.0000-410.0000]
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Figura 94. Espectro de LC-MS del compuesto Hi7



UNAL 20231030154233 81 RT: 0.00 AV: 1 ML 2.91E3
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100

a5

a0

g5

80

Relative Abundance
1

on
Ll

4052083

406.1887

| 408.2816

406.1158

Figura 95. Espectro de LC-MS del compuesto Hiig
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Figura 96. Espectro de LC-MS del compuesto Ha,



UNAL 20231030153258 #12° AT: 0.O5 AV- 1 ML: 2.08E2
T- FTMS + p ESI SIM ms [300.0000-350.0000]
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Figura 97. Espectro de LC-MS del compuesto Ha;
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Figura 98. Espectro de LC-MS del compuesto Hzs



