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RESUMEN. Se presenta una serie de nuevos derivados de 1,2,4-triazino(5,6-b )indol,
que han sido sintetizados con el fin de investigar sus actividadades como inhibidores
de la agregacion plaquetaria inducida por coligeno o por ADP a concentraciones de
5x 10" M, asi como de agentes antihipertensivos en ratas espontineamente hiper-
tensas. Todos los compuestos presentan moderada actividad antihipertensiva a 25
mg/kg ip y algunos de ellos también inhiben la agregacién plaquetaria inducida por
coligeno y ADP. Esta aproximacién terapéutica es de especial interés en geriatria.
SUMMARY. “New Platelet Aggregation Inhibitors with Antihypertensive Action.
New Derivatives of 1,2,4-triazino(5,6-b)indole and Related Compounds”. A series
of new derivatives of 1,2,4-Triazino(5,6-b)Indole have been synthetized to investi-
gate their activities as inhibitors of the platelet aggegation induced by collagen and
adenosine diphosphate at concentrations below 5 x 107* M, as well as antihyperten-
sive agents in spontaneously hypertensive rats. All compounds showed moderate
antihypertensive activity at 25 mg/kg ip and some of them also inhibit the platelet
aggregation induced by collagen and ADP. The interest in that therapeutic approxi-

mation has a particular interest in elderly people.

Los 1,2,4-triazino(5,6-b)indoles han si-
do investigados como antivirales', como
antibacteriales y como antiftingicos® 3. No-
sotros estamos desarrollando un programa
de investigacién en nuevos heterociclos ni-
trogenados condensados con indoles, en la
esperanza de encontrar compuestos con ac-
tividad en el sistema cardiovascular.

Las propiedades antiagregantes de algu-
nos derivados indélicos estin bien docu-
mentadas*. Nosotros hemos descrito es-
tructuras inddlicas con actividad antihiper-

tensiva® ., Planteamos ahora la obtencién de
derivados indélicos que presenten las dos
actividades. El interés de esta aproximacion
terapéutica no es nueva®, pero en nuestro
conocimiento éstos son los primeros esfuer-
zos por lograr estructuras inddlicas en las
que se presenten las dos actividades.

Esta publicacién es continuacién de tra-
bajos previos recientemente publicados con
estructuras de piridacino-indol”.

La determinacién de las actividades an-
tiagregantes, que se ha realizado de acuerdo
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con métodos descritos con anterioridad®,
suponen medir la modificacién en la agrega-
cién de plaquetas inducida por dos agregan-
tes, adenosina-5’-difosfato (ADP) y colige-
no. La determinacién de la actividad anti-
hipertensiva se ha realizado sobre ratas es-
pontaneamente hipertensas (SHR) segln
hemos descrito? .

Indol 2,3-diona(isatina, 1) se hace re-
accionar con tiosemicarbacida para obte-
ner 4H-1,2,4-triazino( 5,6-b)indol-3-tiona
(II). Este altimo, por reaccién con hidrato
de hidracina, segin un método descrito con
anterioridad, lleva a 3-hidracino-1,2,4-tria-
zino(5,6-b)indol (I1I). La condensacién de
este ultimo compuesto con diferentes alde-
hidos y cetonas (acetona, acetofenona y
benzaldehido) lleva a las hidrazonas (IV).
Los triazoles (V) se obtuvieron por reaccion
de III con 4cido férmico, acido acético o
cloruro de benzoflo (Va: R = H; Vb: R =
CH;; Vc: R= C4Hjy). Por reaccion de II con
aminas (piperidina, morfolina) se obtuvie-
ron los compuestos Vla y VIb, respectiva-
mente,
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Los rendimientos de las reacciones son
buenos, variando entre el 75 y el 95%. Los
productos se han identificado inequivoca-
mente por sus espectros de IR y RMN, as{
como por su anélisis elemental de CHN. No
fue posible obtener un buen anilisis ele-
mental para Vla, aunque los espectros de
IR y RMN eran satisfactorios.

PARTE EXPERIMENTAL
Compuestos ensayados

Todos los compucstos nuevos fueron
caracterizados por anélisis elemental, espec-
tro de IR y espectro de ' H-RMN. Los es-
pectros de IR fueron registrados en un apa-
rato Perkin-Elmer 681, en pastillas de BrK
y las frecuencias se expresan en cm™ . Los
espectros de 'H-RMN se realizaron en un
aparato Perkin-Elmer R-32 (90 MHz) con
SiMe,; como referencia interna. Los puntos
de fusion se determinaron en microscopio
con platina calefactora y no estin corregi-
dos. Los anélisis elementales se obtuvieron
de muestras secas al vacio (sobre pentdxido
de fésforo a 1-2 mm Hg, durante 2-3 h a



50-60 °C) y estdn en un intervalo del 0,4%
de los valores teéricos.

Indol 2,3-dionafisatina, I). En un pro-
ducto comercial (Fluka).

4H-1,2,4-Triazino(5,6-b )indol- 3-tiona
(II). Se ha preparado a partir de [ por reac-
cién con tiosemicarbazida segin un método

descrito con anterioridad en la bibliogra-
fiato.

3-Hidracino-1,2,4-Triazino(5,6-b jindol
(111). Este compuesto se ha preparado se-
giin un método descrito con anterioridad
en la bibliograffa'’. Su hidrocloruro se ha
preparado a partir de 30 milimoles de III
por tratamiento con etanol absoluto satura-
do de cloruro de hidrogeno (15 ml), en ca-
liente. Al enfriar la disolucion prescipita el
producto en forma dec cristales amarillos,
pf = 269 °C, rendimiento 90% (etanol); IR:
1670, 1630, 1610 (CN); 'H-RMN: 7.25-
6.15 (sa, 3H, NH-NH, ): 8.25-7.20 (m, 4H,
indol); 11.3-10.8 (sa, 1H, NH).

Hidrazonas de 3-Hidrazino-1,2,4-Triazi-
no(5,6-b)indol (IV). Estos compuestos se
obtuvieron calentando a reflujo il (30 mi-
limoles) con el correspondiente aldehido o
cetona (2 ml), y dioxano (10 ml) durante
1-4 h (TLC). Cuando la mezcla de reacciéon
se enfria, el compuesto cristaliza. De esta
forma se obticnen los siguientes compues-
tos: Compuesto [Va, de acetona, sblido ama-
rillo, pf > 285 °C, rendimiento 90% (eta-
nol); IR: 1610 (C = N); 'H-RMN: 2.1 (s,
6H, CH;); 7.3-8.4 (m, 5H, indol + NH);
12.1 (s, 1H, NH indol). Compuesto IVb, de
benzaldehido, sdlico amarillo, pf > 285 °C,
rendimiento 80% (ct:moi); IR: 1620 {C =
NJ; 'H-RMN: 7.5-8.4 (m, m, 11H, indol +
NH + CgHsj; 8.5 (s, TH, N = CH). Com-
pucsto [Ve, de acetofenona, sdlido amari-
o pf= 282 °C, rendimiento 85% (ctanol);
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IR: 1610 (C = N); 'H-RMN: 2.4 (s, 3H,
CH3), 7.4-8.4 (m, lOH, C6H5 + Indol +
NH); 11.9 (s, 1H, HN indol).

10H-1,2,4-Triazolo( 3,4-c}1,2,4-triazino
(5,6-b)indoles (V). Se calienta a ebullicién
una suspension de III (30 milimoles) y 40
ml de 4cido férmico (o acético o cloruro de
benzoflo), durante 4-5 h (TLC). Al enfriar
la mezcla de reaccién aparece un precipita-
do que se recoge y se recristaliza, De esta
forma se prepararon los compuestos Va-c.
Compuesto Va, de acido foérmico, sélido
amarillo, pf > 285 °C, rendimiento 75% (e-
tanol); IR: 1610 (C = N); 'H-RMN: 7.3-
8.3 (m, 4H, indol); 9.5 (s, 1H, H-1}. Com-
puesto Vb, de dcido acético, s6lido amari-
llo, pt> 285 °C, rendimiento 90% (etanol);
IR: 1610 (C = N); "H-RMN: 2.8 (s. 3H,
CH;); 7.3-8.3 (m, 4H, indol). Compuesto
e, de cloruro de benzoflo, s6lido amarillo,
pf > 284 °C, rendimiento 95% (ctanol); IR:
1660 (C = N): 'H-RMN: 7.5-8.3 (m, 9H,
indol + C¢Hs); 12.4 (s, 1H, NH indol).

3-Amino- 1,2, 4-Triazino(5,6-b)in-
doles (VI). Se calienta a reflujo durante 16
horas una suspension de 11 (30 milimoles) v
25 ml de piperidina (o morfolina). Termi-
nada la calefaccion, al enfriar aparece un
precipitado que se recoge y recristaliza. De
esta forma se preparan Vla-b. Compuesto
VIa, de piperidina, sélido amarillo, pf >
285 °C, rendimiento 80% (etanol); IR:
1590 (C = N); ' H-RMN: 2.12-1.70 (m, 6H.
CH,CH,CH, ); 3.60-3.25 (m, 4H, NCH, ):
8.4-7.6 (m, 4H, indol). Awdlisis para
CysH,:N;: Calculado %: C, 66.4; H, 5.93:
N, 27.67. Encontrado: C, 59.98; H, 4.97;
N, 25.41. Compuesto VIb, de morfolina,
solido amarillo, pf > 285 °C, rendimiento
83% (et;mol); IR: 1600 (CN); ' H-RMN: 3.8
(sa, 8H, CH,): 7.4-8.3 (m, 4H. indol); 13.0
(s, TH, NH .
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Tabla 1. Actividad antihipertensiva (variacién en %), en ratas SHR ip.

Compuesto 1h 3h 5h 24 h Dosis (mg/kg)

11, CIH —43 —55 —46 ~23 25

14 —7 ~ 2 0 5

-7 -7 —2 0 1
1Va. ~ 7 — 7 —11 0 25
IVb. -5 -3 -3 0 25
Ve — 8 ~5 ~ 4 15 25
Va. — 8 ~5 -3 0 25
Vb. ~ 6 0 ~2 0 25
Ve. ~9 -8 ~20 ~ 2 25
Via. 7 ~-3 —15 — 2 25
Vib. ~ 4 -1 — 4 ~5 25
Hidrazina ~20 —20 ~10 0 1

.7 . . .
Ver referencia’ sobre condiciones de experimentacion.

Tabla 2. Inhibicién de la agregacién plaquetaria (%) inducida por ADP y Coldgeno.

Compuesto ADP (5.10° M) Coligeno (0.2 mg/ml)
111 CIH 0 0
Va. 15 15
IVb. 15 55
IVe. ' 65 75
Va. 20 0
Vb. 0 0
Ve. 0 25
Vla. 20 60
Vib. 0 35

7 - . .
Ver referencia’ sobre condiciones de experimentacién.

En las condiciones del ensayo, Hidralazina no tiene ningin efecto inhibidor sobre los agentes proagregantes estudiados. En
las mismas condiciones, el dcido acetilsalicilico los inhibe completamente.
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Actividad antihipertensora

Los compuestos a ensayar fueron inves-
tigados en ratas hipertensas de ocho se-
manas, machos y hembras de la raza Oka-
moto con pesos entre 300-350 g y niveles
de presién sistdlica > 190 mm Hg, con rit-
mo cardfaco entre 400 y 650 latidos por
minuto. Los cambios en la presidn arterial
(PA) y en el ritmo cardfaco (RC), fueron
medidos en la cola de los animales, por
transduccion mecédnica (W + W, BP-8005)
y registrado en papel. Las dosis que se indi-
can para cada producto fueron administra-
das a cinco animales, registrindose la PA y
el RC a los tiempos que se indican. Los
compuestos fueron administrados (ip, po,
2,5 ml/kg), disueltos o suspendidos en sue-
ro fisiologico o en suero fisiolégico con
0,2% de carboximetilcelulosa y Tween 80
al 1,0%, a la dosis inicial de 25 mg/kg; los
compuestos mis activos se ensayaron poste-
riormente a concentraciones menores. Los
resultados de estos experimentos, se presen-
tan en la Tabla 1.

Actividad antiagregante plaquetaria

La agregacién se determiné empleando
un agregébmetro de sangre total (Chrono-
Long), segin método descrito con anterio-
ridad’, a 37 °C y con agitacién. En el ensa-
yo se colocan en tubos de vidrio siliconado
0,45 ml de sangre total, 0,45 ml de suero fi-
siologico y 0,05 ml de una disolucién en di-
metilsulféxido (DMSO) del compuesto a
ensayar, a la concentracién preestablecida.
La mezcla se mantiene durante 60 minutos
a 37 °C y se introduce la disolucién en el
agregbmetro, adicionando a continuacién
0,05 ml del agente agregante (ADP, 2 x
1G° M, de la casa Sigma, o coldgeno, 0,2
mg/ml en tampdn de Michaelis (9:1) de la
casa Stago, registrando la curva durante 5
minutos. La concentracién final de los
compuestos estudiados fue de 107, Todas
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las experiencias se realizaron con acido ace-
tilsalicflico (ASA) como control del 100%
de inhibicién. En la Tabla 2 se presentan
los resultados obtenidos.

ACTIVIDAD BIOLOGICA: RESULTADOS Y
DISCUSION

El producto mas activo como antihiper-
tensivo resultd ser III, clorhidrato de 3-hi-
drazino - 1,2,4 - Triazino (5,6-b) indol. Este
compuesto, como se indica en la Tabla 1, a
dosis de 25 mg/kg presenta un importante
efecto en la disminucién de la presién arte-
rial que persiste durante 24 horas. La activi-
dad continda siendo importante a concen-
traciones menores (5 y 1 mg/kg). Todos los
compuestos resultaron ser activos a la con-
centracibn superior elegida (25 mg/kg).

Las hidrazonas (IV) y las aminas (VI),
resultaron ser buenos inhibidores de la agre-
gacién inducida por ADP y coldgeno; por el
contrario no resultaron activos los triazino
derivados de la serie V (Tabla 2).

Los resultados anteriores, en lo que se
refiere ala presencia de cadena lateral (com-
puestos [V), en relacién con los productos
que resultan de la incorporacién de esta ca-
dena en un ciclo (compuestos V), son con-
cordantes con lo descrito recientemente
por nosotros’ para una seric similar de
compuestos derivados de 5H-piridazino
(4,5-b)indol.

La actividad encontrada abre una linea
de investigacién hacia un nuevo tipo de es-
tructuras.
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