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OBTENCION DE ANALOGOS DE PRODUCTOSNATURALES
FURANONAFTOQUINONICOSY EVALUACION DE SU ACTIVIDAD ANTIMALARICA

FRENTE A Plasmodium falciparum

RESUMEN

La sintesis de los compuestos (1) y (2) fue realizada a través del uso de
reacciones de ciclacion y fotoadicion. La posterior desacetilacion de estos
compuestos, permitié obtener (3) y (4) con anillo de furano. Los compuestos
fueron evaluados como antimaldricos frente a cepas TG8 resistentes a
cloroquina, obteniéndose para todos los casos una buena actividad, con valores
de Cls entre 3.16 x 10°a 1.52 x 10° M.

PALABRAS CLAVES:. Tabebuia, Naftoquinonas, furanonaftoquinonas,
malaria.

ABSTRACT

Compounds (1) and (2), were obtained by ciclization and fotoadition reaction,
followed by deacetoxylation generating the compounds (3) and (4) with furan
ring and found to show significant activity against chloroquine-resistant TG8
strain from Plasmodium falciparum. The CI50 was between 3.16 x 10°° - 1.52 x
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1. INTRODUCCION

La malaria es considerada actualmente como una
enfermedad de paises en via de desarrollo, como
consecuencia de muchos factores: poca disponibilidad al
cuidado médico y carencia de herramientas de
diagnostico adecuadas en los paises endémicos [1]. Se
estima actualmente que la incidencia global de Ia
enfermedad, varia entre 300-500 millones de casos
clinicos anuales, de los cuales 1-3 millones son fatales
[2], muchas de estas muertes se ubican en la poblacion
infantil menor de cinco afios. En Africa donde ocurre el
90% de todos los casos de mortalidad mundial, la
enfermedad es directamente responsable de la muerte de
uno en cada cinco nifios [3]. Mas del 40% de la poblacion
mundial vive en areas endémicas de malaria, éstas se
encuentran ubicadas en regiones tropicales 'y
subtropicales del planeta [4].

A través de la historia, han sido varios los esfuerzos con
el fin de controlar la transmision de la enfermedad [5],
los mayores esfuerzos han estado dirigidos a la
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eliminacion del parasito (plasmodium) y el vector
(mosquito anopheles), el desarrollo de vacunas ha sido
también un invaluable esfuerzo [6]. La primera gran
iniciativa fue llevada a cabo por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS, 1955-1969) a través del Programa
para Erradicacion de la Malaria, controlando al vector,
utilizando particularmente DDT, este esfuerzo aunque
fallido en las zonas endémicas, consigui6 la erradicacion
en el Sur de Europa, Norte de Africa y Mediano Oriente.
A pesar de todos los esfuerzos realizados por controlar la
enfermedad, el numero de casos de la malaria sigue en
constante incremento [7], esto es debido principalmente,
a la resistencia del mosquito a los insecticidas, y mas
preocupante, el rapido desarrollo de resistencia a los
farmacos disponibles para combatirla [8], sin embargo, la
reciente finalizacion del Proyecto genoma Plasmodium
falciparum y Anopheles gambiae abre nuevas esperanzas
para el futuro control de la enfermedad; mientras tanto, la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, sigue
siendo un aporte valioso para el control de la malaria [9].
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En nuestro grupo de investigacion aislamos de algunas
bignoniaceaes, compuestos del tipo furanonaftoquinonas,
las cuales fueron evaluadas como antimalaricos frente a
cepas de Plasmodium bergheii y P. Falciparum [10].
Teniendo en cuenta que muchos de estos compuestos no
fueron evaluados por disponer de poca cantidad y que
otros fueron ensayados como mezclas racémicas, nos
propusimos obtenerlos sintéticamente, al igual que a sus
analogos y de ser posible resolverlos en sus antipodas
oOpticas a fin de realizar ensayos mas exhaustivos y
concluyentes. En este trabajo presentamos la sintesis,
caracterizacion y evaluacion de la posible actividad
antimalarica de algunos analogos furanonaftoquinénicos.

2. RESULTADOSY DISCUSION

Para evaluar el efecto de una cadena lateral acetoxi en la
posicion dos del sistema furanonaftoquinonas, cuatro
derivados fueron sintetizados y sus actividades
determinadas en el ensayo. Los compuestos (1) y (2),
fuero preparados de 2-OH-1,4-naftoquinonas y acetato de
vinilo utilizando el procedimiento de Wu y col. [11], con
fines comparativos el compuesto (1) fue sintetizado
regioselectivamente por la ruta sintética de Kobayashi y
col. [12] y los compuestos (3) y (4) por desacetoxilacion
en presencia de acido p-toluensulfonico. La estructura de
los compuestos (1) y (2) fueron determinadas por
comparacion de sus  propiedades  espectrales
(principalmente EM y RMN'H) con valores previamente
reportados en la literatura [11-13], aunque los
compuestos (1), (2) y (3), han sido sintetizados
previamente, no encontramos reportes de sintesis para el
compuesto (4).

La fotocicloadicion fue encontrada que era
completamente regioselectiva; ningun isoémero diferente
a (1) fue detectado. La regioquimica esperada en vista de
las observaciones previas, permitiéo obtener a (1) con un
rendimiento de 28%, muy superior al obtenido por
cicloadicion con CAN.

Cada uno de estos compuestos fueron evaluados como
antimalaricos frente a Plasmodium falciparum vy los
valores de Clso fueron calculados (Tabla 1). La 2-
Acetoxi-2,3-dihidronafto[2,3b]furan-4,9-diona (1) y la
Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona (3), presentaron la mayor
actividad, mientras que los compuestos 2-Acetoxi-
2,3dihidronafto[1,2b]-furan-4,5-diona (2) y Nafto[1,2-
b]furan-4,5-diona (4), tuvieron una respuesta menor,
aunque no muy distante de los valores reportado para (1)
y ().

Los resultados de actividad para los compuestos
evaluados, nos permiten inferir que existe una estrecha
relacion entre la actividad biologica y la geometria de las
moléculas. Aquellas que ordenan el sistema triciclico de
una forma lineal, presentaron la mejor respuesta en
comparacion con las del sistema triciclico angular y que
la presencia de los sustituyentes acetoxi en la posicion
dos del anillo furanoide, parece tener poca influencia en
la manifestacion de la respuesta.
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Es de anotar que algunos compuestos
furanonaftoquinénicos han sido evaluados como
antimalaricos, sin embargo, ninglin estudio de actividad
antiplasmodio ha sido reportado para estos compuestos.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Generalidades:

La sintesis se realizé utilizando tres tipos de reacciones
(figura 1), bajo condiciones de atmosfera inerte.

Los puntos de fusion fueron medidos en un Calorimetro
diferencial de barrido DSC-7 Perkin Elmer, las lecturas
obtenidas no fueron corregidas. Los espectros de IR se
determinaron en un Microscopio FTIR Nic Plan. Los
espectros de RMN'H, fueron realizados en un
espectrometro Bruker AM 300 MHz, utilizando
cloroformo y acetona deuterada como solvente y TMS
como estandar de referencia. Los espectrometros de masa
fueron obtenidos con un Cromatédgrafo de gases Agilent
HP 6890 con detector Selectivo de Masa HP 5973.

La silicagel utilizada en la cromatografia de columna fue
Si gel Merck G60 (230-400 mesh), para la cromatografia
en placa delgada preparativa utilizamos placas de Si gel
GF,s4 (Analtech, 500 pm, 20 x 20 cm).

La actividad de estos compuestos fue determinada
utilizando el método HRP2 que se basa en la medicion de
la proteina rica en histidina (HRP2) producida por P.
falciparum durante su desarrollo. Los experimentos se
realizaron con la cepa 7G8 (Brasil) de Plasmodium
falciparum resistente a cloroquina, mantenida en cultivo
in vitro con la metodologia de Trager & Jensen (1976)
modificada en eritrocitos A+ a un hematocrito del 5%, en
medio RPMI 1640 (SIGMA). Para el experimento se
prepard una diluciéon del cultivo de la cepa 7G8 a un
hematocrito del 3% y una parasitemia de 0.5% de anillos
(cultivo sincronizado con sorbitol) de manera que el
hematocrito en cada pozo de los platos al momento de la
prueba era de 1.5%. Las concentraciones fueron
ensayadas por triplicado

32 Reaccion de ciclacién:
dihidronafto[2,3-b]furan-4,9-diona (1) y
2-Acetoxi-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (2).

2-Acetoxi-2,3-

2-hidroxi-1,4-naftoquinona (0.34 g) y vinil acetato (2
mL) fueron disueltos en acetonitrilo (80 mL) a
temperatura ambiente. Esta solucion fué enfriada a 0°C y
Nitrato amoénico de cerio 1V, CAN (2.2 g) fueron
agregados a la solucion, que cambid inmediatamente de
amarillo a naranja. La reaccion fué detenida después de
30 min. con una solucion acuosa de cloruro de amonio.
Después de la evaporacion del exceso de solvente y
alqueno, el producto fué extraido con acetato de etilo. La
fase organica fué¢ lavada con una solucion acuosa de
Bicarbonato de sodio y sal, secada con sulfato de sodio y
concentrada a vacio. Se separaron los compuestos por
columna cromatografica, utilizando como eluente una
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mezcla Hexano: Acetato de etilo (1:1). Cada fraccion fué
concentrada y cristalizada de diclorometano para dar los
compuestos:

2-Acetoxi-2,3-dihidronafto[2,3-b]furan-4,9-diona(1)
Cristales amarrillos (50 mg, 9.94%), p.f 192.2 °C ; 'H
RMN & 2.12 (3H,s), 3.15(1H,dd), 3.42(1H,dd),
6.98(1H,dd), 7.72(2H,m), 8.11(2H,m); *C RMN & 21.11,
33.56, 98.85, 123.28, 126.22, 126.50, 131.04, 132.787,
133.36, 134.30, 158.24, 168.49, 176.60, 181.98; EM m/z
258[M*"], 216, 198, 188, 170, 160; TR 15.903; IR
(Nujol) 1760,1682.7, 1662.3, 1629.8, 1592.6, 1574.
2-Acetoxi-2,3-dihidronafto[ 1,2-b]furan-4,5-diona(2)  :
Cristales naranja (54mg, 10.73%), P.F 1573 °C ;
IR(Nujol) 1750, 1694.1, 1647.8, 1614; EM m/z 216, 198,
188, 170, 160; TR 15.908.

3.3 Reaccion de fotoadicion: 2-Acetoxi-2,3-
dihidronafto[2,3-b]furan-4,9-diona (1).

La reaccion de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (0.34 g) con
acetato de vinilo (1.9 mL) en acetona (80mL) por 7 h a
temperatura ambiente se concentro6 al vacio y después de
separar cromatograficamente, utilizando como eluente
Diclorometano, se obtuvo una fraccion amarrilla que se
concentrd al vacio y cristalizd de este mismo solvente
dando el compuesto 2-Acetoxi-2,3-dihidronafto[2,3-
b]furan-4,9-diona(2) como cristales amarrillos (136 mg,
28 %).

3.4 Reaccién de desacetoxilacion
Nafto[2,3-b]furan-4,9-diona(3).

La mezcla de 2-Acetoxi-2,3-dihidronafto[2,3-b]furan-
4,9-diona (1) (159mg) y p-TsOH (53mg) en Benceno
seco(19mL) fué colocada en reflujo por 4 h. la solucién
inicialmente amarrilla se tornd6 a un color café.
Posteriormente, la mezcla fué tratada con una solucion
salina y secada con Sulfato de sodio, concentrada al vacio
y purificada por columna cromatografica utilizando
como eluente Cloroformo. El compuesto Nafto[2,3-
b]furan-4,9-diona (3) fué obtenido como cristales
amarrillos [13] (80mg, 65.6%). RMN & 7.08(1H.d),
7.89(2H,m), 8.17(3H,m); “C RMN & 110.1, 128.3,
128.4, 135.8, 135.9, 151.5, 207.1; EM m/z 198 [M*'],
170, 142, 114; TR 2.80;IR 1618.3 cm™, 1651.1 cm™ ,
1694.8 cm™.

3.5 Nafto[1,2-b]furan-4,5-diona(4).

La mezcla de 2-Acetoxi-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-
4,5-diona (2), (118mg) y p-TsOH (41mg) en benceno
seco (15mL), fué colocada en reflujo por 4 h. el producto
de la reaccion fué tratado con solucion salina y secado
con sulfato de sodio, concentrado al vacio y purificado
por cromatografica utilizando como eluente cloroformo.
El compuesto Nafto[1,2-b]furan-4,5-diona (4) fué
obtenido como cristales rojos (43mg, 47.8%). RMN'H §
6.91(1H,d), 7.582H,m), 7.79(1H,m), 7.85(1H,d),
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8.00(1H,d); RMN °C § 110.2, 123.9, 131.6, 132.0, 137.1,
147.8,207.1; EM m/z 198, 170 [M]*", 142, 114; TR 3.40;
IR 1592.6 cm™, 1662.3 cm™,1682.7 cm™.
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Figura 1. a) 2-OH-1,4-naftoquinona, acetato de vinilo,
acetonitrilo, CAN, 30 min., 0 °C; b) 2-OH-1,4-naftoquinona,
acetato de vinilo, acetona, 7h, T.A; c¢) p-TsOH, benceno (seco),
4h, reflujo.

3.6 Ensayos de actividad

De acuerdo con la CIs, obtenida para cada extracto se
consider6 que aquellos con Cls, menor o igual que 5
pg/mL presentan muy buena actividad antiplasmodio,
entre 5 y 10 pg/mL presentan buena actividad y mayor

que 10 pg/mL se consideran inactivos (Deharo, et al.,
2000).

Compuesto Clsg Actividad

2- 5.89x 10°M | Muy buena
Acetoxi2,3dihidronafto[2,3b] | 1.521 ug/mL
furan-4,9-diona(l)

2- 1.52x10°M | Muy buena
Acetoxi2,3dihidronafto[1,2b] | 3.922 ug/mL
furan-4,5-diona(2)

Nafto[2,3-b]furan-4,9- 3.16x 10°M | Muy buena

diona(3) 0.626 ug/mL

Nafto[1,2-b]furan-4,5- 1.49x10°M | Muy buena

diona(4) 2.947 ug/mL

Cloroquina 1.97x10"M | Muy buena
0.082 ug/mL

Tabla 1. Sensibilidad de la cepa 7G8 cloroquina-resistente de
P.falciparum contra los compuestos sintetizados.

4. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

Se obtuvo cuatro analogos furanonaftoquinoénicos: dos
dihidrofuranonaftoquinonas y dos furanonaftoquinonas,
cuyas estructuras fueron confirmadas por analisis
espectroscopicos. Los ensayos de actividad mostraron
que los compuestos tienen muy buena actividad
antimalarica  siendo  resultados promisorios. Se
recomienda hacer pruebas de efecto hemolitico y
citotoxicidad antes que cualquier otra, ya que en algunos
compuestos se observé cambio de color en los pozos,
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tornandose cafés o rojos muy oscuros, lo que
generalmente en el cultivo in vitro de P. falciparum
coincide con hemolisis total o casi total y/o muerte de la
mayoria de los parasitos. Desde el punto de vista relacion
estructura quimica-actividad bioldgica, la geometria de
las moléculas juega un papel importante en la actividad,
siendo las lineales mas activas que las angulares para
todos los casos, de igual manera la prolongacion de la
conjugacion es importante ya que los analogos furdnicos
(3) v (4) fueron mas activos que sus analogos
acetoxilados.
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