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Resumen

En esta investigacibn se propuso la sintesis de amidas derivadas del acido
4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (32a-32e). En la ruta sintética empleada, se utilizaron
como materiales de partida la 4,7-dicloroquinolina y el metiltioglicolato, para conseguir
mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica el acetato 2-[4-(7-cloro-
quinolinil)sulfinil] de metilo (35), seguida de una hidrdlisis basica. Por ultimo, el acido
4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (36) se sometidé a una reaccion de condensacion con
diferentes aminoéacidos esterificados, tales como: L-alanina, L-valina, L-leucina,
L-fenilalanina y L-tript6fano; en presencia de un agente activante como el EDCI,
obteniendo los compuestos deseados con un rendimiento moderado. Las estructuras
fueron caracterizadas mediante técnicas de IR, RMN'H, RMN!3C, asi como andlisis de
dos dimensiones. Finalmente, se realizdé una prueba preliminar in vitro para determinar
el potencial antimalarico de los derivados sintetizados, en donde se observo que los
compuestos (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-3-metilbutanoato de metilo (32b)
y (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-3-(1H-indol-3-il) propanoato de metilo (32e)

son buenos inhibidores de la polimerizacion de la hemina.
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1. Introduccién

La malaria o paludismo, es una enfermedad que se produce por la picadura del
mosquito hembra Anopheles, infectada por organismos protozoarios provenientes del
género Plasmodium (P). La sintomatologia mas frecuente por la infecciébn con
Plasmodium incluye resfriado, fiebre, sudoracion, dolor de cabeza, fatiga, anorexia,
nauseas, vomito y diarrea, llegando a ocasionar anemia, edema pulmonar, fallas
renales, shock, malaria cerebral y en algunos casos, la muerte. Las cinco especies que
causan la malaria en los seres humanos son: P. falciparum, P. vivax, P. malariae,

P. ovale! y P. knowlesi?.

Hay infecciones por varias de estas especies en diferentes regiones del mundo,
principalmente en las zonas tropicales y subtropicales?; afectando en el 2015, segln lo
reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor de 214 millones de
personas en todo el mundo y causando 438 mil muertes. La mayoria de los casos
reportados corresponden a la region de Africa, como se puede observar en la figura 1,

siendo la poblacién mas afectada los nifios menores de 5 afios®.

® Region de Africa
B Region de Asia Sudoriental

Regidn del Mediterraneo
Oriental

Figura 1: Distribucién de la malaria en el mundo, afio 20154



Lo anterior hace de la malaria un problema de salud publica, afectando actualmente
cerca de 75 paises?, en donde, la especie de Plasmodium con mayor nimero de casos
registrados es el P. faciparum, sin embargo, el P. vivax tiene una distribucion mas

amplia y predomina en muchos paises fuera de Africa3.

En Venezuela, el indice que report6 el Ministerio del Poder Popular para la Salud fue de
40.652 casos de personas infectadas hasta agosto del 2014 y 63.732 casos hasta
agosto del 2015; es decir, un incremento del 56,8%, siendo los estados Bolivar y
Amazonas los mas afectados, como se puede observar en la figura 2°. Por lo que esta
enfermedad representa un grave problema en la actualidad, produciendo un alto indice
de morbilidad y mortalidad.
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Figura 2: Distribucion de la malaria en la Republica Bolivariana de Venezuela, afio

2015. Semana epidemioldgica N°26°.



Como se puede observar en la figura 3, el mayor nimero de casos le corresponde a
personas afectadas por P. vivax con un 70%, seguido por P. falciparum con un 22%,

siendo éstas, las dos especies mas comunes gque afectan a la poblacion venezolana.

m P.vivax (44.425 casos)
m P, falciparum (13.884 casos)
B P. malariae (6 casos)

P. mixta (5.417 casos)

Figura 3: Distribucion de casos por especie de Plasmodium en la Republica Bolivariana

de Venezuela, afio 2015°.

1.1. Ciclo de vida del Plasmodium y forma en que se propaga la infeccion.

Como se observa en la figura 4, el ciclo de vida del P. comienza con la picadura del
mosquito hembra infectado, del género Anopheles. Dicho parasito entra al sistema
circulatorio en la fase de esporozoito, a través del cual llega al higado, en donde crece
dentro de las células de éste. Luego, bajo la fase de merozoito, migra del higado al
sistema circulatorio para invadir a los glébulos rojos, en donde contindla con su proceso
de division. Finalmente, los glébulos rojos ya infectados se rompen y liberan los
merozoitos. Esta ruptura celular, genera algunas sustancias que causan sucesivamente
la activacion y liberacion de compuestos asociados con los sintomas que presenta el

pacientel.
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Figura 4: Ciclo de vida del Plasmodium®.
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Es importante mencionar que el P. vivax y el P. ovale tienen la capacidad de
permanecer inactivos por un tiempo prolongado en las células del higado en su fase
esporozoitica, ocasionando recaidas en la persona infectada. En el caso del
P. malariae, la infeccion total de los glébulos rojos puede llegar a durar muchos afios y
por ultimo, en el caso del P. falciparum, los sintomas se pueden repetir debido a que los
glébulos rojos se pueden volver a infectar, trayendo como consecuencia que el parasito

se multipligue nuevamente?.

Cuando un mosquito hembra pica a un humano infectado puede adquirir gametocitos,
los cuales son merozoitos transformados en formas sexuales, dichos gametocitos
maduran en el estdbmago del mosquito formando zigotos, los que al crecer forman
oocistos, que a su vez forman los esporozoitos. Los esporozoitos se liberan en la
cavidad corporal del mosquito, y migran a sus glandulas salivales, donde llegan a ser

transmitidos a otro humano sano cuando éste se alimenta de sangre®.



1.2. Degradacion de la hemoglobina.

El P. falciparum degrada la hemoglobina en su vacuola digestiva, debido a que le
proporciona una fuente de nutrientes esenciales (aminoacidos), pero a su vez produce
restos de hemo libre téxico, como un subproducto’®. Por lo que se debe tomar en
cuenta que incluso pequefas cantidades de hemo libre son suficientes para interrumpir
los procesos bioguimicos del parasito, causandole en algunos casos la muerte®.

El parasito realiza un proceso de desintoxicacion, el cual consiste en la oxidacion del
hemo libre a hematina (figura 5), para producir la hemozoina o pigmento de la malaria®®,
un material insoluble!!1? constituido por f-hematina y otros componentes que no han
sido caracterizados totalmente'3, siendo la formacién de hemozoina el destino principal

de casi todo el hemo liberado?©.

= =
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Figura 5: Estructura molecular de Hemo libre (Fe(ll)PPI1X) (1) y Hematina
(OH/H20Fe(lIPPIX) (2)*.



Cabe destacar que algunos estudios proponen que solo 1/3 del hemo libre es el que
polimeriza, mientras que el resto se degrada en un proceso no enzimatico, produciendo

acumulacion de hierro”.

Como se observa en la figura 6, la f-hematina son unidades de porfirina con un centro
metalico de Fe (lll), que se encuentran enlazadas por medio del oxigeno de un
propianato al centro metalico. Los dimeros que se obtienen, forman a su vez cadenas

unidas por puente de hidréogeno*t12,

3)

Figura 6: Estructura molecular de la B-hematina (3).

1.3. Postulados sobre la formacién de hemozoina.

Existen varios postulados que mencionan como se promueve la desintoxicacion del

parasito, debido a las moléculas de hemo libre que se generan. Se plantea que la



proteina-2 rica en histidina del Plasmodium falciparum (Pfhrp-2), sirve como una
plataforma catalitica para formar un complejo Pfhrp-2-hemo no téxico, el cual es
almacenado hasta que pueda ser procesado por otros medios®. En la Pfhrp-2 hay 98
residuos de histidina, de los cuales aproximadamente 50 son sitios de union disponibles

para el hemo libre8.

También se menciona que la formacion del complejo Pfhrp-2-hemo parece ser un paso
principal en la formacién de hemozoina?®. Incluso se propone que luego de la secrecién
del parasito dentro del citosol de los eritrocitos del hospedador, la Pfhrp-2 se lleva
dentro de la vacuola digestiva junto con la hemoglobina y luego de su degradacién, esta

proteina se une con el hemo liberado, promoviendo la formacién de hemozoina4.

Sin embargo, se ha llegado a postular que no se requiere de proteina o algun material
especifico del parasito para que inicie el proceso de polimerizacion'®; o que la formacioén
de hemozoina tiene cercanos paralelismos con varios procesos de biomineralizacion, lo

que llevaria a que este sea un Unico proceso de este tipol®.

Al tener varios postulados con respecto a la formaciéon de hemozoina se generan
diversas hipétesis sobre el mecanismo de accion de los farmacos, lo que ayuda al
disefio de nuevos antimaléricos, centrando su investigacion en estos postulados. Como
en el caso de la cloroquina (4) (un tratamiento antimalérico utilizado durante la segunda
mitad del siglo XX, por su eficacia, seguridad y bajo costo!’) para la que se sugieren
dos hipdtesis. En una se plantea que esta ejerce su actividad, causando acumulacién
de moléculas hemo que destruyen la integridad del parasito”13. Asi como también se
propone que, la formacion del complejo Pfhrp-2-Hemo es inhibida por la cloroquina ya
gue ésta tiene mayor afinidad por el hemo, por lo que ambos formarian un complejo
toxico para el parasito®, siendo este uno de los mecanismos de accién propuestos mas

aceptados para esta droga?®.



Cl N
(4)

Como existe evidencia de que muchos medicamentos quinolinicos actdan inhibiendo la
formacién de hemozoinal®®, esta es la principal fuente de investigacién, en la que se

basan la mayoria de los estudios actuales.

1.4. Estrategias para controlar la malaria.

A partir de 1892, se han desarrollado nuevas lineas de investigacion contra la malaria
alrededor del mundo que han generado resultados que contribuyen con la mejora y
desarrollo de nuevos farmacos antimalaricos. Sin embargo, hasta el presente no se ha
podido erradicar dicha enfermedad!®. A pesar de ello, existen diferentes estrategias

para tratar de controlar la malaria, a saber:

1.4.1. El uso de mosquiteros tratados con insecticidas y la fumigacién de

interiores con insecticidas de accion residual.

Los mosquiteros que se utilizan cominmente para la prevencion, estan impregnados
con insecticidas de tiempo prolongado, recomendado por la OMS su distribucién es

gratuita en las zonas de alto riesgo®°.



La fumigacion de interiores con insecticidas de accion residual, es eficaz de 3 a 6
meses Yy su efectividad se obtiene cuando al menos el 80% de las casas de esa zona

son fumigadas?.

La unica clase de insecticidas recomendada en la actualidad para los mosquiteros son
los piretroides. Sin embargo, han aparecido cepas de mosquitos resistentes en los
altimos afos. De igual modo, se sugiere el uso de dos insecticidas, tanto para los
mosquiteros como para la fumigacién en las casas, para reducir de esta manera el

riesgo a que los mosquitos desarrollen resistencia®.

1.4.2. El uso de vacunas.

Se han preparado un gran numero de candidatos a vacunas contra la malaria, sin

embargo, aun no se dispone de una vacuna efectiva.

Valero, M. y colaboradores, evaluaron la vacuna SPf66 contra la malaria. Se observo
que algunos individuos desarrollaron inmunidad contra el parasito, favoreciendo asi la
disminucién del riesgo de infeccion. En contra parte, se obtuvo un valor de eficacia para

la proteccion contra dicha enfermedad de 35,2%, haciéndola poco efectiva?..

Seder, R. y colaboradores, probaron clinicamente la vacuna PfSPZ, obteniendo una
buena tolerancia a la malaria en los individuos vacunados via intravenosa, pero la
respuesta de los anticuerpos a la vacuna fue dependiente de la dosis, lo que indica
gue hay un limite inmunoldgico dependiente de la dosis para establecer una proteccién
de alto nivel para la malaria. Por lo que se debe continuar con la investigacion y
desarrollo de una vacuna segura, que también cumpla con los estandares regulares

para poder alcanzar el limite inmunolégico??.
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1.4.3. La quimioterapia.

La quimioterapia antimalarica sigue siendo una de las herramientas mas efectivas hoy
en dia, para combatir esta enfermedad. Las drogas disponibles clinicamente para el
tratamiento de la malaria se clasifican de varias maneras, a saber: fase del ciclo
biolégico en el que intervienen, de acuerdo a su estructura quimica o de acuerdo a su
mecanismo de accién. En lo que se refiere a la accion sobre la fase del ciclo bioldgico,

se tiene:

Los esquizonticidas tisulares: erradican al parasito en la etapa de desarrollo en el

tejido del higado, previniendo la entrada del mismo al sistema sanguineo?.

Los esquizonticidas sanguineos: destruyen al parasito en la etapa eritrocitica.

Los gametocitocidas: eliminan las formas sexuales de la plasmodia (gametocitos), los
cuales son transferibles al mosquito, previniendo de ésta forma la transmision de la

enfermedad?.

Los esporontocidas (esporozooiticidas): actian contra los esporozoitos, siendo
capaces de destruir estos organismos tan pronto entran al torrente sanguineo, después

de la mordida del mosquito?.

En lo que respecta a la clasificacion por estructura, se encuentran:
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Quinolinas

La Cincona (Chinchona officinalis) o arbol de la fiebre contiene una mezcla de
alcaloides, entre los que poseen mejor potencial antimalarico estan, la quinina (5), la
quinidina (6), la cinconidina (7) y la cinconina (8); siendo la quinidina mas potente como

antipaltudico pero mas toxico. La quinina actia como esquizontocida sanguineo y

gametocida sobre las especies de P. vivax y P. malariae?3.
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También se encuentran la mefloquina (9), un esquizontocida sanguineo; la primaquina
(10), el antipaludico gametocida mas eficaz en las cuatro especies de Plasmodium; la

cloroquina (4) y su analogo amodiaquina (11), con una eficacia antipalidica superior?3.

o AP AN
\
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N CF4 )
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HN "~
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Cl N
(11)

Artemisinay derivados

La artemisinina (12) es un metabolito secundario con actividad antimalarica extraido de
la planta Artemisia annua L. Sus derivados, artesunato (13) y arteméter (14), son hoy
en dia antimalaricos de uso clinico. La artemisina y sus derivados acttan rapidamente

sobre los estadios eritrociticos asexuados de P. vivax23.
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Pirimidinas

La droga mas comun con un nucleo de este tipo es la pirimetamina (15), la cual se
utiliza en infecciones por Plasmodium y Toxoplasma, afectando la division nuclear

durante la formacién de los esquizontes?3.
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Sulfonamidas

La sulfadoxina (16) y la sulfisoxazol (17), son esquizonticidas eritrociticos de accion

lenta24.

H->N N—
2 \ \

(16) (17)
Biguanidinas

El proguanil (18) es un profarmaco derivado de la biguanida?®, el cual actla
principalmente en el desarrollo temprano del esquizonte?>. El metabolito activo del
proguanil, el cicloguanil (19), es el responsable de la actividad antimalarica, luego de la

administracion de este profarmaco?®.
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: RO

A T

H H H,N N NH,
(18) (19)

Otros antipaludicos

Otros farmacos que se han utilizado en el tratamiento de la malaria es la halofantrina

(20), con un fenantreno en su estructura principal, el cual es un esquizonticida

sanguineo con actividad selectiva contra las fases intraeritrociticas del Plasmodium?’ y

la lumefantrina (21), un derivado del fluoreno?3.

-

FsC cl
(20)
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Tomando en cuenta que existen varios postulados, a continuacidbn se mencionan

algunas de las clasificaciones segun los mecanismos de accion de los medicamentos:

Los antifolatos, inhibidores de la sintesis de acido félico, como lo son las pirimidinas y
las biguanidinas, que actian inhibiendo selectivamente la enzima dihidrofolato

reductasa??, y las sulfonamidas que inhiben a la dihidropteroato sintasa?*.

Los que interfieren en la sintesis de acidos nucleicos, por una intercalacion con el ADN
del P. como algunas 4 y 8-aminoquinolinas, o por la unién a un componente de la

hemozoina como la cloroquina, la quinina y la mefloquina?3.

Los que inhiben el hemo y la bomba de protones presente en la interfaz del parasito,

como la halofantrina2327,
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A pesar de la eficacia que han presentado los medicamentos, se han reportado a
finales de 1950, casos de aparicion de cepas resistentes de Plasmodium en varias
regiones del mundo. Esta resistencia se define como la capacidad que tiene una cepa a
sobrevivir y/o multiplicarse incluso bajo la administracion de un farmaco?. En la
actualidad, la resistencia a los antimalaricos ha sido reportada por tres de las cinco
especies de Plasmodium, P. falciparum, P. malariae y P. vivax, variando
considerablemente la distribucién geogréfica y las tasas de propagaciéon®®. Debido a la
situacion que dificulta su erradicacién, se ha estimulado el disefio y desarrollo de
nuevos antipaltdicos, asi como la busqueda de nuevos blancos en el parasito que
permitan evadir estos problemas3!. Ademdas, se ha venido empleando en la
guimioterapia el uso de combinaciones de farmacos que actien por mecanismos
diferentes, tal como el Fansidar® (sulfa-pirimetamina), entre otras combinaciones

comerciales32,
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2. Revision Bibliografica

Como se menciond anteriormente, existen compuestos organicos cuyo nucleo central
es la quinolina, que son empleados clinicamente para el tratamiento de la malaria y
otras patologias, entre ellos podemos mencionar a la cloroquina (4), la quinina (5), la

mefloquina (9) y la quinacrina (22)%.

N
HNJ\/\/ ~
PO
=
Cl N

(22)

A pesar de que estos medicamentos han sido usados como antimalaricos de primera
linea, hoy se reportan en varias partes del mundo casos de cepas de P. falciparum
resistentes a los mismos, aunque no se ha podido concretar con exactitud a qué se
debe dicha resistencia. Sin embargo, han surgido propuestas para tratar de dar una
explicacion cientifica a esta problematica, entre estas propuestas esta el hecho de que

no se acumula suficiente medicamento en la vacuola digestiva del parasito:.

Por su parte, Bustamante L. y Giraldo L., mencionan tres mecanismos diferentes para
tratar de explicar por qué el parasito acumula bajas concentraciones de cloroquina (4),
uno de ellos es a través del incremento en el pH lisosomal, un flujo rapido hacia el

exterior y por Ultimo, la disminucién de la entrada a la célula3.
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Posiblemente, las altas concentraciones, el uso indiscriminado, la mala calidad y
problemas relacionados con la biodisponibilidad de las drogas usadas durante el
tratamiento para lograr la muerte del parasito, sean otras de las causas de la resistencia

a los medicamentos por parte de algunas cepas de P. falciparum.

De igual forma, Hastings I. indica que la resistencia del P. falciparum se debe a
diferentes mutaciones por parte del parasito, que se han producido en algunas cepas
en ciertas regiones en el mundo. De esta manera, cada grupo de personas que posean
el pardsito resistente tiene que ser estudiado cientificamente. Como consecuencia, esta
resistencia ha causado un incremento en la morbilidad y la mortalidad en esas regiones
en especifico®.

La amodiaquina (11) posee una excelente actividad, por lo que se llegé a emplear como
medicamento de primera linea para el tratamiento de dicha enfermedad. Sin embargo,
una de las desventajas de la amodiaquina estd relacionada con sus efectos
secundarios entre los que podemos mencionar, la agranulocitosis y el dafio hepatico,
observado en personas que estuvieron bajo este tratamiento®’:28, lo cual probablemente
se debe a un uso prolongado o a las altas dosis suministradas. Se plantea que la
toxicidad del farmaco sea por la formacion de un metabolito electrdfilo, el cual se puede

unir a macromoléculas celulares e iniciar reacciones de hipersensibilidad3’.

O’Neill P. y colaboradores, disefiaron y posteriormente sintetizaron analogos de la
amodiaquina (23a-23f), en los cuales se intercambia el grupo —OH por —CH2N(CHs3)z,
con la finalidad de evitar la formacion de metabolitos altamente reactivos del tipo
quinonas, los resultados indican que el derivado isoquina (23a) mostro una excelente

actividad®°.
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Rio Re

a:R= -CH2CH3’ R,=-CH,CH3
b: R;=-H, R,=t-Bu

C. R1= 'CHS’ R2= ‘CH3

d: R;= n-propil, R,= n-propil

e: Ry= n-butil, R,= n-butil

HIN OH . R1=-(CHy)4-, Ry=-(CHy), -
9: R1= -(CH3),0(CHy),-, Ry= -(CH3),0(CHy); -
X h: R;=-(CHy)s-, Ry=-(CHy)s -
i Ry= -H, Ry= i-Pr
/ j R1= 'H, R2: 'CH2CH3
Cl N
(23a-23])

En la actualidad, la resistencia por parte del Plamodium ha incrementado, poniendo en
peligro los esfuerzos por erradicar el paludismo. Sin embargo, se esta investigando la
denominada terapia combinatoria, que consiste en la utilizacién de dos moléculas de
reconocida actividad antimalarica. El uso de esta terapia parece una buena estrategia
para retrasar la aparicién de resistencia a medicamentos eficaces, ya que se indica que
hay menor posibilidad de que surja un parasito que sea resistente a dos medicamentos
con modos de accién no relacionados*®. Probablemente, de ésta manera se pueda
contribuir con la erradicacién de la resistencia, debido a que se acorta la duracion del
tratamiento, lo que disminuye el riesgo de parasitos resistentes que surgen a través de

mutaciones que se generan durante la terapia®'.

Medicamentos de uso clinico, tales como la cloroquina (4) y la sulfadoxina-
pirimetamina, son cada vez menos eficaces, por lo que se han adoptado los
tratamientos combinados con artemisina. Dos tratamientos que se han implementado
mas recientemente estan relacionados con la combinacion de dihidroartemisinina (24) y
piperaquina (25), comercialmente conocido como Artekin®, y el arteméter (14) vy

lumefantrina (21), comercialmente conocido como Co-Artem® 4930 En la primera
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terapia, una de las moléculas que se emplea tiene como nucleo principal la quinolina, lo

que permite resaltar que los derivados quinolinicos siguen dando un gran aporte a la

terapia contra la malaria.

H

(24)

(25)

Madrid P. y colaboradores, evaluaron la actividad antimalarica de una serie de

derivados de 4-aminoquinolinas (26 y 27) en cepas de parasitos resistentes a la

cloroquina (4), donde modificaron los sustituyentes en el anillo de la quinolina. En dicho

estudio demostraron que los analogos de la cloroquina 26 presentaron una débil

actividad antimalarica, mientras que al modificar la cadena lateral, por una serie

homologa tipo derivados 27, se logré encontrar compuestos con una buena actividad

antimalarica, en estas cepas resistentes. Lo anterior indica que posiblemente la

resistencia a la cloroquina (4) se deba al metilo en posicion a al carbonilo®?.



N Xy ‘\\
>
AN

N
R (26) R 27)

Nuestro grupo de investigacion, ha logrado disefar, sintetizar y evaluar biol6gicamente
analogos del tipo (E)-2-(7-cloro-4-sulfanil-quinolinil)-3-(4-hidroxifenil)-acrilato de metilo
(28), este compuesto demostré un buen potencial como antimaléarico y antitumoral, asi

como efectos pro-oxidativos en las células tumorales®3.

OH

O
S
S AN
=
Cl N
(28)

Recientemente, Salgueiro W. y colaboradores, sintetizaron derivados del 7-cloro-4-
(fenilsulfenil) quinolina (29a-29h), para el estudio de la toxicidad y la actividad
farmacoldgica en Caenorhabditis elegans. Se obtuvo que los compuestos 29c y 29h
presentaron accion protectora contra el dafio que produce el paraquat, disminuyendo la

cantidad de especie oxidativas que este genera, mediante la estimulacién de las
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enzimas antioxidantes del Caenorhabditis elegans, tales como la catalasa y la

superéxido dismutasa®*.

R
7 /‘
a: R=H
s A b: R= m-CHj S
c: R=p-OCHyq
d: R=p-CHj;
X e: R=p-Cl X
f: R=0-Cl
G g:R=p-F G
Cl N Cl N
(29a-29q) (29h)

Sinha M. y colaboradores, sintetizaron y evaluaron la actividad antimalarica de
derivados de 4-aminoquinolinas (30a-30f y 31a-31c), sustituidos con aminoacidos. La
primera serie (30a-30f) mostrd que, con el uso de la N-metilpiperazina 30a hubo mejor
actividad antimalérica, lo que llevo a la sintesis de la serie (31a-31c), manteniendo
constante el sustituyente N-metilpiperazina y empleando diferentes grupos —R, es decir,
diferentes aminoacidos en las sintesis. Finalmente, se observé que de las dos series,
los compuestos 30f y 31c presentaron un buen indice de selectividad y a su vez, todos

inhibieron la formacién de B-hematina®®.
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R
HN a: R= N-metilpiperazina
b: R= N,N-dietilpropano-1,3-diamina
AN O c: R= 1-fenilpiperazina o
d: R= N,N-dimetilpropano-1,3-diamina
e: R= 2-(piperidin-1-il)etanamina
> f: R= N,N-dietiletano-1,2-diamina
Cl N
(30a-30f)
R K\N/
‘]
HN
a:R=-H
o) b: R= -CH,Ph
X ¢: R= -CH,CH,SCH;
=
Cl N
(31a-31c)

Son muchos los intentos que se han llevado adelante para tratar de obtener una vacuna
para prevenir la malaria, sin embargo, ain no se ha logrado encontrar una con la
efectividad y seguridad requerida para ser empleada clinicamente, esto hace que el uso
de la quimioterapia, a pesar de la resistencia que han presentado algunas cepas de
P. falciparum a los medicamentos de uso clinico, en algunas regiones del planeta,

continde vigente, por lo que se hace necesario seguir investigando en esta direccion?®.

En base a lo descrito en los antecedentes, nuestro grupo de investigacion, en la Unidad
de Sintesis de Medicamentos de la Facultad de Farmacia, de la Universidad Central de
Venezuela, fundamentado también en experiencias previas, emprendié un proyecto

dirigido al disefio, sintesis y evaluacion bioldégica de compuestos organicos con un
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nacleo central conformado por la 7-cloroquinolina sustituida en la posicion 4 con
diferentes grupos isésteros, con la finalidad de desarrollar analogos con potencial uso
quimioterapéutico, entre esos grupos esta la incorporacion de cadenas hidrocarbonadas
unidas por espaciadores a través de un atomo de azufre a la posicion 4 de la quinolina.
En este proyecto se propuso la inclusion de algunos L-aminoéacidos esterificados al
acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético para obtener los derivados tipo amidas

(32a-32e), a ser evaluados como potenciales agentes antimalaricos.

c.R= 'CH2CH(CH3)2
d:R= 'CH2C6H5
e:R=-CH,-3-indol

0
S/Y o) a:R= -CH,
\)k b:R= -CH(CHs),
L o
R

Cl N
(32a-32e)
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3. Objetivos

3.1. Objetivos generales:

e Sintetizar derivados del &cido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético.

e Caracterizar mediante las técnicas de IR, RMN'H y RMN®3C los compuestos
sintetizados.

e Evaluar la potencial actividad antimalarica in vitro de los compuestos

sintetizados.

3.2. Objetivos especificos:

e Sintetizar y caracterizar el acetato 2-[4-(7-cloro-quinolinil)sulfinil] de metilo (35).

e Sintetizar y caracterizar el acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (36).

e Sintetizar los aminoéacidos esterificados (37a-37€), tales como la L-alanina (38a),
la L-valina (38b), la L-leucina (38c), la L-fenilalanina (38d) y el L-tript6fano (38e).

e Sintetizar y caracterizar los derivados del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético
(32a-32e).

e Evaluar la actividad antimalarica in vitro de los derivados del acido

4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (32a-32e).
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4. Metodologia esperimental

4.1. Materiales y equipos

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fischer-Johns y no fueron

corregidos.

Los espectros de IR fueron tomados en un espectrofotometro Schimadzu modelo 470,
empleando pastillas de KBr. La absorbancia es reportada en cm™.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H, 13C, DEPT, COSY y HETCOR
fueron tomados en un espectrémetro JEOL ECLIPSE 270 (270 MHz). Se emplearon
como solventes: CDClz y DMSO-ds. Los desplazamientos quimicos (8) son reportados
en partes por millon (ppm), empleando como patrén interno trazas de CHClz y DMSO.

Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron en cromatofolios de silica gel
marca Merck tipo 60F25H, de un espesor de capa de 0,2 mm. Se emple6 una lampara

de UV de 254/365 nm para el andlisis de las placas.

Las cromatografias en columna se realizaron con Silica Gel, 60 A 0,06-0,2 mm.

La evaluacion preliminar in vitro de la actividad antimalarica se realizé en el Laboratorio
de Bioquimica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela,

segun protocolo.
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La absorbancia en la prueba in vitro de la actividad antimalérica se determindé en un

fotdbmetro Bio-Rad modelo 550, a una longitud de onda de 405 nm.

4.2. Esquema de sintesis:

cl
Q@ SR N
+ —
— o) -
cl N ™~ cl N

(33) (34) (35)

0] O
S/\’/ o S/\’/
\)J\ NH,
: O/

HN OH
c o}
o H - R k{ + N
= R 0 =
cl N ™~ Cl N
(32a-32¢) (37a-37€) (36)

a:R=-CH;
b:R=-CH(CHy),
¢:R=-CH,CH(CHs;),
d:R=-CH,CgHs
e:R=-CH,-3-indol

Reactivos y condiciones:
a: EtsN/MeOH. Reflujo, 24h. b: NaOH 1N. Reflujo, 1h. c: DMF, EDCI, DMAP. 12h, ta.

Esquema 1: Sintesis de los derivados del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético
(32a-32e).
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4.3. Procedimiento experimental

4.3.1. Seccion quimico-sintética

4.3.1.1. Sintesis del acetato 2-[4-(7-cloro-quinolinil)sulfanil] de metilo (35):

En un balén de dos bocas, provisto de un sistema de reflujo, se afiadieron 3,3 mmol de
metiltioglicolato, 2,15 mmol de trietilamina y 15 mL de metanol seco. Se dejo bajo
agitacion por 10 minutos para luego adicionar 2,6 mmol de 4,7-dicloroquinolina.
Finalmente, se dej6 agitando a la temperatura de reflujo por 24 horas. Transcurrido el
tiempo, la mezcla se dej6 enfriar y el solvente se elimind a presién reducida.
Posteriormente, se afiadiod diclorometano (DCM) y se lavlé con agua. Se agrego sulfato
de sodio anhidro a la capa orgénica, se filtr0 y se rotaevapord. El solido obtenido se

recristaliz6 empleando una mezcla metanol:agua®:.
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Cl

Caracteristicas: solido blanco.

Rendimiento: 84,5%.

Punto de fusion: (94-96) °C (Lit.*3 96-98 °C).

IR vmax (cm™1): 1728,0 (C=0); 1196,8 y 1168,0 (C-O).

RMN-H & (ppm) CDCls: 3,76 (s, 3H, OCHs); 3,87 (s, 2H, H-12); 7,24 (d, 1H, J3-2=4,94
Hz, H-3); 7,50 (dd, 1H, Jss=2,21 Hz, J6-5=8,29 Hz, H-6); 8,03-8,06 (m, 2H, H-5 y H-8);
8,72 (d, 1H, J2-3=4,94 Hz, H-2).
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4.3.1.2. Sintesis del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (36):

En un balon de dos bocas, equipado con un sistema de reflujo, se afiadieron 3 mmol del
éster 35, 3,3 mL de solucién de NaOH 1N. Se dejo bajo agitacion y calentamiento a
60°C por 1 h. Culminada la reaccién, se enfrid y se acidificé con HCI al 10% hasta llegar

a un pH=3. Finalmente, se filtr6 el sélido obtenido*’.

Caracteristicas: solido blanco.

Rendimiento: 92,3 %.

Punto de descomposicion: 210 °C.

IR vmax (cm™): 1699,2 (C=0).

RMN-'H &(ppm) DMSO-ds: 4,18 (s, 2H, H-12); 7,39 (d, 1H, J3-2=4,94 Hz, H-3); 7,68 (dd,
1H, Je6-8=2,24 Hz, J6-5=9,15 Hz, H-6); 8,06 (d, 1H, Js6=1,48 Hz, H-8); 8,11 (d, 1H, Js-
6=9,15 Hz, H-5); 8,75 (d, 1H, J2:3=4,94 Hz, H-2).

RMN-2C &(ppm) DMSO-ds: 33,54 (C12); 117,53 (C3); 124,73; 125,78 (C5); 127,83
(C6); 128,84 (C8); 135,05; 146,79; 147,99; 151,31 (C2); 170,08 (C13).
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4.3.1.3. Sintesis de los aminoéacidos esterificados (37a-37e):

En un balon de una boca provisto de un agitador, se afiadieron 4,26 mmol del
aminoéacido y 4,2 mL de metanol, enfriando la solucion en un bafio de hielo-sal. Luego,
se agrego gota a gota, 4,47 mmol de cloruro de tionilo recién destilado. Se dejo bajo
agitacion por 12 h. Culminado el tiempo, se eliminé el solvente a presion reducida y se
lavo varias veces empleando metanol, obteniendo el aminoécido esterificado como

clorhidratos.

Para liberar el aminoacido esterificado, éste se pesé en un beaker, se le afiadié hielo y
agua destilada, enfriando la solucién. Se agité y se afadid hidroxido de amonio hasta
llegar a un pH entre 10 y 11. Posteriormente, se realizaron extracciones sucesivas con

DCM. Se seco, se filtrd y se elimind el solvente a presion reducida.

® O
NH, NH;CI NH,
" ) a - 0 b o e
RY G - R
OH O\ O\
(38a-38e) (39a-39¢) (37a-37¢)

Reactivos y condiciones:
a: SOCl,/MeOH, 0°C, 12h. b: NH,OH/H,O

Esquema 2: Sintesis de los amino&cidos esterificados.
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4.3.1.4. Sintesis de los derivados del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (32a-
32e):

En un balon de una boca, provisto de un agitador, se afiadieron 0,6 mmol del acido 36 y
2 mL de N,N-dimetil-fomamida (DMF) seca. Se agité por 10 minutos a -10°C, y luego se
adicionaron 0,8 mmol de clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDCI) y 0,4 mmol de 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) con 1 mL de DMF seca, dejando
bajo agitacion por 30 min. Finalmente, se adiciondé lentamente 0,65 mmol del
aminoacido esterificado y 1mL de DMF seca, se agitd por 30 min a 0°C. Se dejé bajo
agitacion a temperatura ambiente por 12 h. Finalizado el tiempo de reaccién, se extrajo
con DCM, se lavo con NaHCOs al 10% y luego con HCI al 10%. Se afiadié desecante

(NaSOa anhidro), se filtré y se elimin6 el solvente a presién reducida®.

Nota: Se purificd por cromatografia en columna el derivado 32a empleando como fase

movil cloroformo.
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e (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]propanoato de metilo (32a):

Caracteristicas: solido amarillo palido.

Rendimiento: 5,4 %.

Punto de fusién: 138-140 °C.

IR vmax (cm™): 3216,0 (N-H); 1744,0 (C=0 éster); 1680,0 (C=0 amida).

RMN-H &(ppm) CDCls: 1,32 (d, 3H, J=7,91 Hz, H-2’); 3,64 (s, 3H, OCH3); 3,84 (s, 2H,
H-12); 4,53-4,58 (m, 1H, H-1"); 7,09 (d, 1H, J=6,91 Hz, N-H); 7,17 (d, 1H, J3-2=4,70 Hz,
H-3); 7,52 (dd, 1H, Js-s=2,23 Hz, Js5=8,90 Hz, H-6); 8,03 (d, 1H, J5.6=8,91 Hz, H-5); 8,08
(d, 1H, Js-6=2,00 Hz, H-8); 8,71 (d, 1H, J23=4,70 Hz, H-2).

RMN-13C &(ppm) CDCls: 18,10 (C2’); 35,09 (C12); 48,56 (C1’); 52,55 (OCHz); 116,88
(C3); 124,74 (C5); 127,85 (C6); 129,02 (C8); 136,19; 145,44; 147,93; 150,35 (C2);
166,17 (CO); 172,71 (C13).
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e (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-3-metilbutanoato de metilo (32b):

Caracteristicas: solido naranja.

Rendimiento: 41,8 %.

Punto de fusién: (98-102) °C.

IR vmax (cm™): 3296,0 (N-H); 1737,0 (C=0 éster); 1651,0 (C=0 amida).

RMN-'H &(ppm) CDCIs: 0,69 (d, 3H, J3:2=16,07 Hz, H-3’); 2,01-2,13 (m, 1H, H-2’); 3,63
(s, 3H, OCHpg); 3,88 (s, 2H, H-12); 4,47-4,52 (m, 1H, H-1’); 7,01 (d, 1H, J=8,42 Hz, N-H);
7,19 (d, 1H, J32=4,70 Hz, H-3); 7,53 (dd, 1H, Js-s=1,97 Hz, J65=8,91 Hz, H-6); 8,04-8,07
(m, 2H, H-5y H-8); 8,70 (d, 1H, J2-3=4,70 Hz, H-2).

RMN-13C &(ppm) CDCls: 17,56 (C3’); 31,14 (C2’); 35,14 (C12); 52,21 (OCHg); 57,58
(C1’); 116,90 (C3); 124,72 (C5); 127,89 (C6); 129,09 (C8); 136,20; 145,35; 147,95;
150,34 (C2); 166,45 (CO); 171,72 (C13).
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e (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-4-metilpentanoato de metilo (32c¢):

Caracteristicas: sélido naranja.

Rendimiento: 22,3 %.

Punto de fusion: (116-118) °C.

IR vmax (cm™): 3216,0 (N-H); 1744,0 (C=0 éster); 1680,0 (C=0 amida).

RMN-'H &(ppm) CDCls: 0,74 (d, 3H, J=11,12 Hz, H-4’); 1,23-1,46 (m, 1H, H-3’); 1,50-
1,60 (m, 2H, H-2); 3,63 (s, 3H, OCHg); 3,86 (s, 2H, H-12); 4,57-4,60 (m, 1H, H-1"); 6,90
(d, 1H, J=7,91 Hz, N-H); 7,17 (d, 1H, J3-2=5,70 Hz, H-3); 7,52 (dd, 1H, J6-s=2,24 Hz, Je-
5=8,91 Hz, H-6); 8,03 (d, 1H, J56=8,91 Hz, H-5); 8,07 (s, 1H, H-8); 8,70 (s, 1H, H-2).
RMN-3C &(ppm) CDClz: 22,65 (C4’); 24,85 (C3’); 35,05 (C12); 41,26 (C2'); 51,22 (CL’);
52,35 (OCHgs); 116,99 (C3); 124,71 (C8); 127,85 (C6); 129,08 (C5); 136,18; 145,34;
147,99; 150,34 (C2); 166,38 (CO); 172,70 (C13).
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e (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-3-fenilpropanoato de metilo (32d):

Caracteristicas: solido marron.

Rendimiento: 23,7 %.

Punto de fusion: (146-148) °C.

IR vmax (cm™): 3296,0 (N-H); 1750,4 (C=0 éster); 1660,8 (C=0 amida).

RMN-!H &(ppm) CDClIs: 2,99-3,04 (m, 2H, H-2'); 3,68 (s, 3H, OCH?3); 3,79 (s, 2H, H-12);
4,78-4,83 (m, 1H, H-1"); 6,79-6,93 (m, 6H, N-H y Ar-H); 7,00 (d, 1H, J3-2=4,46 Hz, H-3);
7,53 (dd, 1H, J6-8=2,24 Hz, J6-5=9,02 Hz, H-6); 7,96 (d, 1H, J56=8,91 Hz, H-5); 8,10 (d,
1H, Js-6=2,21 Hz, H-8); 8,62 (d, 1H, J2-3=4,70 Hz, H-2).

RMN-3C &(ppm) CDCls: 34,73 (C12); 37,59 (C2’); 52,48 (OCHs3); 53,40 (C1’); 116,46
(C3); 124,65 (C5); 127,21; 127,81 (C6); 128,52; 128,85; 135,17; 136,24; 145,46;
147,72; 150,27 (C2); 166,28 (CO); 171,40 (C13).
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e (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-3-(1H-indol-3-il)propanocato  de  metilo
(32e):

Caracteristicas: sélido beige.

Rendimiento: 18,8 %.

Punto de fusion: (186-188) °C.

IR vmax (cm™): 3312,0 (N-H); 1728,0 (C=0 éster); 1632,0 (C=0 amida).

RMN-!H &(ppm) CDCls: 3,13-3,19 (m, 2H, H-2’); 3,59 (s, 3H, OCHz3); 4,00 (s, 2H, H-12);
4,57-4,63 (m, 1H, H-1’); 6,95-7,10 (m, 2H, H-7" y H-8); 7,17 (s, 1H, H-4’); 7,27 (d, 1H,
J3-2=4,94 Hz, H-3); 7,35 (d, 1H, J= 7,91 Hz, H-9’); 7,50 (d, 1H, J= 7,91 Hz, H-6’); 7,66
(dd, 1H, Je-s=2,21 Hz, J65=8,90 Hz, H-6); 8,04-8,09 (m, 2H, H-5 y H-8); 8,60 (d, 1H, J2-
3=4,94 Hz, H-2); 8,82 (d, 1H, J=8,64 Hz, N-H); 10,91 (s, 1H, NH-5").

RMN-3C &(ppm) CDCls: 27,66 (C12); 34,51 (C2'); 52,46 (OCHs3); 54,05 (C1"); 109,78;
112,03; 117,74 (C3); 118,53; 119,05; 121,58; 124,28 (C5); 124,69; 125,81; 127,66;
127,75 (C6); 128,81 (C8); 134,98; 136,75; 147,14; 147,91; 151,18 (C2); 167,41 (CO);
172,50 (C13).
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4.3.2. Seccion bioldgica

4.3.2.1. Ensayo de inhibicion de la formacion de hemozoina:

Una solucion 4 mM de clorhidrato de hemina, disuelta en dimetilsulfoxido (DMSO)
(5,2 mg/mL), se distribuyé en microplacas de 96 pozos. Luego, se afiadieron por
triplicado, diferentes concentraciones de los compuestos (100 uM - 1 mM) disueltos en
DMSO (50 pL), para obtener concentraciones finales por pozo de 25 mM - 125 pM. Los
controles negativos de solvente contenian 50 pL de H20 y 50 pyL de DMSO, y el control

positivo de cloroquina (2,5 mM - 125 uM/pozo, 50 uL)®°.

La formacion de g-hematina se inicié con la adicion de buffer fosfato (100 pL, 0,2 M,
pH: 4,4) a cada uno de los pozos. Luego, las microplacas se incubaron a 37°C durante
48 h, permitiendo asi la completa reaccion y se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min. Se
descarto el sobrenadante (hemina no cristalizada) y el sedimento (f-hematina formada)
se lavé dos veces con 200 yL de DMSO para eliminar totalmente la hemina libre.
Finalmente, se disolvié en 200 pL de NaOH 0,2 N, para asi hidrolizar la f-hematina a
hemina. En otra placa, se diluyeron los agregados solubilizados 1:2 con NaOH 0,1 Ny
se les determind la absorbancia a 405 nm, obteniendo los resultados expresados como

%Inhibicién de formaciéon de hemozoina (%IFHz)°,
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5. Resultados y discusion

5.1. Seccion quimico-sintética

El esquema de sintesis planteado para los derivados del acido
4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (32a-32e) (Esquema 1), se inicid mediante la sintesis
del intermediario acetato 2-[4-(7-cloro-quinolinil)sulfinil] de metilo (35), por medio de la
reaccion entre la 4,7-dicloroquinolina (33) con el metiltioglicolato (34). En esta reaccion
se empledé metanol como solvente y la trietilamina para obtener un mejor nucledfilo.
Posiblemente la sintesis de este compuesto es mediante una reaccion de sustitucion

nucleofilica aromatica en la posicién 4 del anillo quinolinico, mecanismo que se muestra

en la figura 7.
Cl
Cl S (0]
\ @) \’/
+ S . | OCH,
==
cl {7 OCH; Cl bﬁ
(33) (34) I
O
S
OCH
/ | ®
X
Cl N
(35)

Figura 7: Mecanismo propuesto para la sintesis del acetato

2-[4-(7-cloro-quinolinil)sulfinil] de metilo (35).
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El acetato 2-[4-(7-cloro-quinolinil)sulfinil] de metilo (35) se obtuvo como un solido
blanco, con un rendimiento de 84,5 % y un punto de fusion de (94-96) °C. En el
espectro de infrarrojo de este compuesto (Espectro 1) se observa una banda
caracteristica en 1728,0 cm?, que pertenece al alargamiento simétrico del enlace
carbono-oxigeno del grupo carbonilico (C=0) del éster metilico, y dos bandas en 1196,8

y 1168,0 cm? que corresponden al alargamiento asimétrico del enlace C-O del éster
metilico.

A 5 /Y
20.0 | ) 11680 o N, O
1728,0
7 Pr
cl o

Espectro 1: Espectro de IR del compuesto 35.
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Con el espectro de RMN!H (Espectro 2) se pudo corroborar la obtenciéon de este
compuesto, sintetizado previamente por nuestro grupo de investigacion. A campo alto
se aprecia un singlete en 3,76 ppm que integra para tres protones, asignables a los
protones del éster metilico (OCHs) y un singlete en 3,87 ppm que integra para dos
protones por lo que se asignd inequivocamente a los protones del grupo metilénico
(H-12). En la zona a campo bajo se observaron dos dobletes centrados en 7,24 ppm y
en 8,72 ppm, los cuales integran para un proton cada uno, con una constante de
acoplamiento orto de 4,94 Hz, correspondientes a H-3 y H-2, respectivamente. Se
aprecia un doblete de doblete centrado en 7,50 ppm con dos constantes de
acoplamiento, una meta de 2,21 Hz y una orto de 8,29 Hz, que integra para un protén y
fue asignado a H-6. Finalmente, se observa un multiplete entre 8,03 a 8,06 ppm

asignado a los protones H-5y H-8.
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Espectro 2: Espectro de RMN*H del compuesto 35 y su ampliaciéon a campo bajo.
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Sintetizado el éster 35, se procedié a preparar el &cido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético
(36), mediante una hidrdlisis basica empleando NaOH. El mecanismo propuesto para
esta sintesis se muestra en la figura 8 y consiste en el ataque de la base al carbono
carbonilico, seguido de la salida del grupo metoxi, por medio de una reaccion adicion-

eliminacion, obteniendo finalmente el acido carboxilico 36 como producto.

e @
Na O>
Q
S/\’%j S/&\
HO OCH
OCHj \_iv
/ /
| +Na OH |
AN ™
cl N cl N
(35) 1
o) 0
S/\’/ S/\’/
OH ONa
= HCl =
| | + CH;OH
AN AN
cl N cl N

(36)
Figura 8: Mecanismo propuesto para la sintesis del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil

acético (36).

El 4cido 36 se obtuvo como un soélido blanco, con un rendimiento de 92,3 %, que se
descompone a partir de 210 °C, cabe destacar que este es el primer reporte del
compuesto en la literatura. En el espectro de IR de éste compuesto (Espectro 3), se
observa una sefial en 1699,2 cm correspondiente a la tensién del enlace C=0 del
acido carboxilico, y se observo la desaparicion de las dos bandas del alargamiento
asimeétrico del enlace C-O del grupo éster, al compararlo con el material de partida.
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Espectro 3: Espectro de IR del compuesto 36.

Este acido 36 presenta en el espectro de RMN!H (Espectro 4) un singlete en 4,18 ppm
que integra para dos protones, asignado a los protones del grupo metilénico (H-12) de
la estructura. Las sefiales presentes a campo bajo corresponden a los protones del
sistema aromatico. Asi, los dobletes ubicados en 7,39 y 8,75 ppm que integran para un
protén cada uno, con constantes de acoplamiento orto de 4,94 Hz, se asignaron a los
protones H-3 y H-2, respectivamente. El doblete de doblete centrado en 7,68 ppm que
integra para un proton se asigno a H-6 ya que posee una constante de acoplamiento
orto de 9,15 Hz y una constante meta de 2,24 Hz. Los dobletes centrados en 8,06 y
8,11 ppm con constantes de acoplamiento de 1,48 Hz y 9,15 Hz, respectivamente,
fueron asignados a los protones H-8 y H-5, a diferencia del éster 35 que mostré un

multiplete correspondiente a ambos protones.
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Espectro 4: Espectro de RMN*H del compuesto 36 y su ampliaciéon a campo bajo.
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En el espectro de RMN*3C del compuesto 36 (Espectro 5) se observaron las 11 sefiales
que corresponden a los carbonos que presenta la estructura. De esta manera, las
sefales en 170,08 y 33,54ppm fueron asignadas al carbono carbonilico (C13) y al
carbono metilénico (C12), respectivamente, lo que se confirma con el analisis DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) (Espectro 6) donde se pueden
distinguir los carbonos dependiendo del numero de hidrogenos unidos a él. Asi mismo,
se verificaron las sefiales de los cuatro carbonos cuaternarios (124,73; 135,05; 146,79;
147,99 ppm) presentes en la estructura. A campo bajo, se observaron las sefales del
sistema aromatico en 117,53; 125,78; 127,83; 128,84 y 151,31 ppm correspondientes a
los carbonos C3, C5, C6, C8 y C2, respectivamente. Dichas sefales fueron asignadas
inequivocamente empleando el analisis de dos dimensiones HETCOR (HETeronuclear
CORrelation spectroscopy) (Espectro 7) donde se registra la correlacién bidimensional

13C-1H a un enlace.
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Los amino&cidos (38a-38e) se esterificaron empleando SOCI2 y metanol, reaccion que
se rige por el mecanismo mostrado en la figura 9, en donde se observa el ataque al
azufre del cloruro de tionilo por parte del acido, promoviendo la salida del cloro,
mediante una reaccidn de adicién-eliminacion. Posteriormente, el cloruro generado
como subproducto ataca al carbono carbonilico del anhidrido clorosulfinico, generando
a su vez una especie mas reactiva, como lo es el cloruro de acilo. Finalmente, este

reacciona con el metanol para dar lugar a los derivados de aminoacidos deseados

(37a-37e).

© ®
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HZN\)L_, S H,N S
5 on o f o 5 o oy ©

lun

HzNivk

OMe

i

(87a-37¢)
Figura 9: Mecanismo propuesto para la sintesis de los aminoacidos esterificados
(37a-37e).
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Finalmente, se sintetizaron los derivados (32a-32e), condensando los diferentes
aminoacidos esterificados (37a-37e) con el acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (36),
mediante la formacion del enlace amida empleando EDCI y DMAP. El mecanismo
propuesto para la obtencién de los derivados (32a-32e) se muestra en la figura 10, en
donde la carbodiimida activa al grupo carboxilo del &cido 36, generando un
intermediario O-acilisourea que reacciona con DMAP dando el
acil-4-dimetilaminopiridinio, para finalmente, acoplarse con los aminoacidos (37a-37e),

gue conducen a la formacion de los enlaces tipo amidas.
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Figura 10: Mecanismo propuesto para la sintesis de los derivados del acido
4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (32a-32e).
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Los derivados del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (32a-32e) se obtuvieron como
solidos con rendimientos moderados de 5,4 a 41,8%, en donde el derivado con mejor
rendimiento fue 32b (tabla 1). Los derivados fueron caracterizados mediante técnicas

de infrarrojo y resonancia magnética nuclear, de 'H y de *3C de una y dos dimensiones.

Tabla 1: Caracteristicas de los derivados (32a-32e).

Derivado Caracteristica Rendimiento (%) | Punto de fusién (°C)
32a Solido amarillo palido 54 138-140
32b Sdélido naranja 41,8 98-102
32c Sdlido naranja 22,3 116-118
32d Solido marron 23,7 146-148
32e Solido beige 18,8 186-188

En los espectros de IR de los derivados (32a-32e) se observan las bandas
caracteristicas de la tension del enlace C=0 del grupo éster (1728,0-1750,4 cm™) y del
grupo amida (1632,0-1680,0 cm™), presentes en cada estructura, al igual que la sefial
correspondiente a la tensiéon del enlace N-H de la amida (3216,0-3312,0 cm™). En el

espectro 8 se puede apreciar el espectro de infrarrojo del compuesto 32a.
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Espectro 8: Espectro de IR del compuesto 32a.

El derivado 32a, presentd las siguientes sefiales en el espectro de RMN!H (Espectro 9):
un doblete centrado en 1,32 ppm que integra para tres protones, con una constante de
acoplamiento de 7,91 Hz correspondiente a H-2’; un singlete en 3,64 ppm que integra
para tres protones y pertenece a los protones del grupo metoxi (OCH3s); y un multiplete
entre 4,53 ppm a 4,58 ppm perteneciente al H-1’, sefiales que corresponden al nucleo
del aminoacido correspondiente 37a. Se observa también la sefial del singlete en
3,84 ppm que integra para dos protones y fue asignada a los protones del grupo
metilénico (H-12). A campo bajo se observa un doblete en 7,09 ppm con una constante
de acoplamiento de 6,91 Hz, sefial que integra para un protdbn que corresponde al
protén de la amida (N-H). Con estas sefiales se puede corroborar la incorporaciéon del
aminoacido 37a a la estructura inicial, 36. Finalmente, se observan los protones
correspondientes al anillo quinolinico, tales como: dos dobletes centrados en 7,17 y
8,71 ppm, con una constante de acoplamiento orto de 4,70 Hz, que integran para un
protén, asignados a los protones H-3 y H-2, respectivamente; un doblete de doblete en
7,52 ppm con una constante de acoplamiento orto de 8,90 Hz y meta de 2,23 Hz,

asignado al H-6. Asi mismo, se observé un doblete en 8,03 ppm con una constante de
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acoplamiento orto de 8,91 Hz, correspondiente al protén H-5 y por ultimo, un doblete en

8,08 ppm con una constante de acoplamiento meta de 2,00 Hz asignada a H-8.
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Espectro 9: Espectro de RMN!H del derivado 32a y su ampliacion.
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acoplamientos proton-proton, con el cual se logré asignar de manera inequivoca la
sefal perteneciente a cada proton. En el espectro del analisis COSY del compuesto 32a
(Espectro 10) se observa el doblete asignable al protén del grupo amida (N-H) que se
acopla con el multiplete ubicado entre 4,53-4,58 ppm, lo que confirma que esa sefial se
corresponde con el protén H-1’, que a su vez, se acopla con el doblete en 1,32 ppm que

se asigno a los protones metilicos H-2'. Empleando esta misma analogia se confirmaron

los protones pertenecientes al anillo quinolinico.

analisis COSY (COrrelation SpectroscopY) se pueden apreciar
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Espectro 10: Espectro de COSY del derivado 32a.
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En el espectro de RMN*3C del compuesto 32a (Espectro 11), se observaron sefiales
pertenecientes a los carbonos presentes en la estructura. La sefial que se observa en
35,09 ppm se asign6é al carbono metilénico (C12) debido al comportamiento que
presenta en el espectro del andalisis DEPT (Espectro 12). Las sefiales correspondientes
a los carbonos cuaternarios de la estructura se observaron en 136,19; 145,44 y
147,93 ppm. A 18,10 y 48,56 ppm se observan sefiales que corresponden a los
carbonos C2’ y C1’, respectivamente. Adicionalmente, se observan las sefales del
carbono del grupo metoxi en 52,55 ppm, la del carbono carbonilico del grupo amida
(C13) en 172,71 ppm y la sefial en 166,17 ppm asignada al carbono carbonilico (CO)
del éster metilico. A campo bajo, se observan las sefiales correspondientes a los
carbonos presentes en el sistema aromatico, 116,88; 124,74; 127,85; 129,02 y
150,35 ppm asignables a los carbonos C3, C5, C6, C8 y C2, respectivamente. Estas
sefiales se lograron asignar inequivocamente con ayuda del andlisis HETCOR
(Espectro 13).
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Espectro 13: Espectro de HETCOR del derivado 32a.

De la misma forma que fue caracterizado el derivado 32a se caracterizaron los
derivados (32b-32e). En los espectros de RMN!H se mantienen las sefiales
correspondientes a la estructura principal, con ligeras variaciones en los

desplazamientos.
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5.2. Secciodn biolbégica

La posible actividad antimalarica de los derivados sintetizados (32a-32e) se evalud
empleando el ensayo de la inhibicion de la formacion de hemozoina. Esta prueba
establece mediante un porcentaje la capacidad que tienen determinados compuestos
para interferir con la formacién de la B-hematina, que a su vez forma la hemozoina;
siendo la evaluacién que se emplea mayormente ya que no requiere del material
parasitario, es reproducible, sencilla y requiere pocas cantidades de compuesto. Como
se ha mencionado, muchos medicamentos quinolinicos como la cloroquina (4), inhiben
la formacion de hemozoina por lo que se considera que los compuestos que la inhiban

podrian ser potenciales antimaléricos.

Los resultados que se obtuvieron en la evaluacién in vitro sobre el efecto de la
inhibicion de la formacién de la hemozoina en los derivados (32a-32e) se muestra en la
tabla 2. Se puede observar que los compuestos 32b y 32e, correspondientes a las
condensaciones con los aminoacidos L-valina y L-triptéfano, respectivamente, fueron
los que alcanzaron mas del 60% de inhibicién de la formacién de la hemozoina, siendo
el del control positivo (cloroquina) de un 98,40%. Se puede inferir que ambos derivados
pueden ser elegidos para someterse a una evaluacion in vivo, debido al buen resultado
que presentaron como inhibidores de la polimerizacion de hemina. Los derivados 32a 'y
32d presentaron una moderada actividad inhibidora, mientras que el derivado 32c no

presento inhibicién.



Tabla 2: %lInhibicién de formacién de hemozoina de los derivados (32a-32e).

Compuesto mM %IFHz
Cloroquina 1 98,40
Cloroquina 0,5 97,16
Cloroquina 0,1 22,22
32a 1 15,38
32b 1 70,07
32c 1 0
32d 1 13,58
32e 1 61,08

N° de réplicas: 3. Control negativo: H20 y DMSO. Condiciones: pH: 4,4; T: 37°C; t: 48 h.
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6. Conclusiones

» Se demostro la efectividad de la ruta sintética que se planted para los derivados
del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (32a-32e).

» Se sintetiz0 y caracterizé el acetato 2-[4-(7-cloro-quinolinil)sulfanil] de metilo (35).

» Se sintetiz0 y caracterizo el acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético (36).

» Se sintetizaron los aminoacidos esterificados (37a-37e).

» Se sintetizaron las amidas derivadas del acido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético
(32a-32e) con rendimientos de 5,4-41,8%.

» Se caracterizaron los derivados del &cido 4-(7-cloroquinolin)sulfanil acético
(32a-32e) empleando técnicas de IR, RMN!H y RMN®3C.

» Los derivados (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-3-metilbutanoato de
metilo  (32b) vy  (S)-2-[2-(7-cloroquinolin-4-iltio)acetamido]-3-(1H-indol-3-il)
propanoato de metilo (32e), presentaron una buena actividad antimalarica al

inhibir la formacion de B-hematina en la prueba in vitro.
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7. Recomendaciones

Someter a los derivados 32b y 32e a una evaluacion in vivo, debido al buen
resultado que presentaron como inhibidores de la formacion de S-hematina.
Evaluar sobre cepas de Plasmodium sensibles y resistentes, los derivados 32b y
32e.

Realizar las reacciones de acoplamiento para la sintesis de los derivados 32a y
32e, empleando otro agente activante, con el fin de obtener mejores

rendimientos.
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