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Resumen

Una serie de derivados del acido tieno-[2,3-b]quinolina 2-carboxilico 27-35 fueron sinteti-
zados y evaluados por su capacidad para inhibir la formacién de f-hematina y la hidrélisis de la
hemoglobina in vitro. E1 compuesto mas activo en estos ensayos fue evaluado por su eficacia
para modificar el curso de la parasitemia en ratones infectados con Plasmodium berghei. Los
compuestos 18, 31y 32 fueron los mas efectivos como inhibidores de la protedlisis de la hemo-
globina, sin embargo, su efecto como inhibidores de la formacién de la f-hematina fue poco sig-
nificativa. La inhibicién de la proteolisis de la hemoglobina fue maxima para el compuesto 31
(99%), asi como su actividad in vivo, sugiriendo estos resultados que el mecanismo de accion
antimalarica para 31, podria relacionarse con su capacidad de inhibir las proteasas hemoglobi-
noliticas, que participan en la protedlisis de la hemoglobina. La presencia de grupos metil en las
posiciones 5y 8 de la quinolina es esencial para su actividad antimalarica.

Palabras clave: -hematina; malaria; P. berghei; proteasas; quinolinas, tiofeno.

Synthesis and evaluation as antimalarial
of thieno-[2,3-b]-quinoline 2-carboxylic acid derivatives

Abstract

A series of thieno-[2,3-b]quinoline 2-carboxylic acid analoges 27-35 were prepared and
evaluated for their activity to inhibit g-hematin formation and hemoglobin hydrolysis in vitro
and in vivo. The positive compound was evaluated for their efficacy in rodent Plasmodium
berghei. Compounds 18, 31 and 32 were the most effective as inhibitors of hemoglobin pro-
teolysis, however, their effects as inhibitors of -hematin formation was not significative. Inhibi-
tion of hemoglobin proteolysis in vitrowas maximal for compound 31 (99%), as well as in vivoac-
tivity, which suggests that antimalarial activity of this compound could be related with inhibi-
tion of the hemoglobinolytic proteases. The presence of methyl groups attached to positions 5
and 8 of the quinoline template is essential for antimalarial activity.
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Introduccion

El paludismo o malaria es la enferme-
dad tropical de mayor prevalencia, con altas
tasas de morbilidad y mortalidad, con gra-
ves repercusiones economicas y sociales a
nivel mundial. Esta es una enfermedad pa-
rasitaria que permanece endémica en mas
de 90 paises en via de desarrollo, en los que
se reportan entre 300 y 500 millones de nue-
vos casos y alrededor de un millén de muer-
tes cada ano (1, 2). La situacion con respecto
al control y tratamiento de la malaria se ha
ido deteriorando con la aparicion de cepas
resistentes del vector (anopheles), a los in-
secticidas de accion residual y al desarrollo
de cepas del parasito resistentes a las dro-
gas de uso clinico mas comunes, de tal ma-
nera que existe una necesidad urgente por
encontrar nuevos agentes quimicos natura-
les o sintéticos, activos contra cepas del
Plasmodium resistentes a las drogas con-
vencionales (3).

La estrategia para el desarrollo de nue-
vas drogas, se fundamenta basicamente en
la identificacion de sistemas enzimaticos en
el parasito, esenciales en procesos bioldgicos
claves y el desarrollo de moléculas que afec-
ten especificamente esos blancos de accion,
lo cual pudiese conducir a la disponibilidad
de drogas mas efectivas para el tratamiento
de la malaria (4, 5). El potencial antimalarico
de drogas que contengan como nucleo basico
un anillo de quinolina, ha generado gran in-
terés desde hace mucho tiempo (6). Enfoques
recientes dirigidos a la reduccion y/o dismi-
nuciéon lenta del potencial de accion para
drogas con el nuicleo base de la quinolina, ha
incluido el desarrollo de estructuras con este
nucleo incorporandosele otros fragmentos
quimicos conocidos, que la provean de una
accion dual o el empleo de las denominadas
drogas dobles, que pudiesen hipotéticamen-
te inhibir la formacion de la hemozoina y
otros blancos de acciéon en el Plasmodium.
Este enfoque se puede ejemplificar por la in-
hibicion de la proteasa cisteinica, basados en
el desarrollo de agentes con el nucleo de la
mefloquina y la cloroquina (7), estructuras

con el nucleo de la cloroquina como inhibido-
res de aminopeptidasas neutras en el parasi-
to (8), inhibidores de las plasmepsinas con el
nucleo de la primaquina (9), e inhibidores de
enzimas antioxidantes, tal como la glutation
reductasa, conjugada con un fragmento de
4-aminoquinolinas (10, 11).

Siguiendo esta linea, nuestra investiga-
cion en el area de la quimica medicinal, esta
dirigida al desarrollo de agentes sencillos
provistos de una maxima actividad anti-in-
fecciosa, que actien sobre multiples blancos
de accion en el agente causante de la enfer-
medad (12-14). Dentro de este contexto, uno
de nuestros enfoques es el de hibridizar frag-
mentos electroéfilos con estructuras conoci-
das con minimos requerimientos para su ac-
tividad bioldgica. La meta es enlazar a estas
moléculas, residuos de cisteina de biomole-
culas, explotando el fuerte caracter nucleofi-
lico del grupo tiol, el cual permite la S-alqui-
lacion/arilacion 6 S-acilacion/acetila-
cién/-sulfonacion de residuos de cisteina.

En este trabajo se describen los resul-
tados correspondientes a la sintesisy ala ac-
tividad biolégica in vitro e in vivo de deriva-
dos de acido tieno-[2,3-b]quinolina 2-carbo-
xilico, los cuales pueden ser considerados
como modelo en la preparacion de nuevos
agentes antimalaricos potenciales (Esque-
ma 1).

Materiales y Métodos

1. Quimica

Los puntos de fusion fueron tomados
en un aparato para punto de fusion marca
Fischer-Johny estan sin corregir. Los espec-
tros de infrarrojo fueron determinados en un
espectrofotémetro marca Shimadzu modelo
470, usando discos de KBr. Los espectros de
resonancia magnética nuclear 'H NMRy *“C
NMR, fueron realizados en un espectréometro
marca JEOL Eclipse 270 MHz y los desplaza-
mientos son reportados tomando como refe-
rencia el cloroformo o dimetilsulféxido resi-
dual. Los espectros de masas fueron toma-
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Esquema 1. Sintesis de derivados del acido tieno-[2,3-b]quinolina 2-carboxilico 27-35.

dos en un espectrometro marca VARIAN mo-
delo Saturno 2000 GC a 70eV. Los analisis
elementales fueron realizados por el servicio
de analisis de la Universidad de Malaga, Ma-
laga, Espana y los resultados analiticos es-
tan dentro del rango de + 0,4% del valor cal-
culado. La pureza de los compuestos fue
monitoreada a través de placas de cromato-
grafia de capa fina Silica gel 60 F,,
(Merck)®. Todos los solventes fueron desti-
lados y secados con el uso de desecantes
convencionales. Los reactivos primarios son
marca Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA.
Las quinolinas 1-13, fueron sintetizadas si-
guiendo el método previamente reportado
(15). Aunque los compuestos 14-26 no se
les reporta los datos de analisis elemental,
sus transformaciones a los compuestos 27-
35 confirmaron sus estructuras.

1.1. Procedimiento general para la sinte-
sis de derivados tieno-[2,3-b]quinolina 2-car-
boxilato de etilo 14-26

Una mezcla de sodio metalico (3 mmol), 8
mL de etanol seco, se agitd mecanicamente
hasta que desaparecié completamente el so-
dio metalico, seguidamente se adicion6 mer-
captoacetato de etilo (1,3 mmol) y se continu6
la agitacion por 10 min, a esta mezcla se adi-
ciond las quinolinas 1-13 (1,3 mmol). La solu-
cion resultante se reflujé por 12 h, finalizada
la reaccion el solvente fue eliminado a presion
reducida, al residuo se adicion6 agua-hielo (8
mlL), el sélido resultante se colect6 por filtra-
cion, se seco y se recristalizo de etanol.

1.1.1. Tieno-[2,3-b]quinolina 2-carboxi-
lato de etilo 14.
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Rendimiento 83%; p.f. 129-130°C; ir
(KBr)cm™: 3083, 1710, 1590, 1203; '"H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,43(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
4,43(c, 2H, CH,, J:7,2Hz), 7,59(dd, 1H, H,,
J:7,9, 1,2 Hz), 7,82(dd, 1H, H,, J:7,2, 1,2
Hz), 8,07(s, 1H, H)), 8,00(d, 1H, H,, J:8,2
Hz), 8,10(s, 1H, H)), 8,21(d, 1H, H,, J:8,1
Hz), 8,71(s, 1H, H,). ’C NMR: 14,36, 62,26,
119,70, 126,81, 127,55, 130,24, 130,42,
131,75, 131,83, 133,99, 136,13, 146,58,
162,26, 163,92. EM IE e/z: M" 257
(C,,H,,NO,S 26%).

1.1.2. 6-metil-tieno-[2,3-b]quinolina 2-
carboxilato de etilo 15.

Rendimiento 43%; p.f. 160°C; ir (KBr)
cm’: 3135, 1712, 1575, 1235; 'H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,43(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
2,56(s, 3H, CH,), 4,45(c, 2H, CH,, J:7,2Hz),
7.63(dd, 1H, H,, J:8,6, 1,9 Hz), 7,72(s, 1H,
H,), 8,03(d, 1H, H,, J:8,6 Hz), 8,07(s, 1H, H,),
8,55(s, 1H, H,)). “C NMR: 14,39, 21,68,
62,07, 125,90, 127,15, 127,90, 128,13,
131,21, 132,25, 133,25, 134,79, 135,79,
147,01, 162,25, 163,70. EM IE e/z: M" 271
(C,;H,,)NO,S 10%).

1.1.3. 7-metil-tieno-[2,3-b]quinolina 2-
carboxilato de etilo 16.

Rendimiento 37%; p.f. 165-166°C; ir
(KBr) cm™: 3035, 1742, 1566, 1235; 'H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,42(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
2,59(s, 3H, CH,), 4,42(c, 2H, CH,, J:7,2Hz),
7,40(dd, 1H, H,, J:8,5, 1,7 Hz), 7,84(d, 1H,
H,, J:8,6 Hz), 7,90(d, 1H, H,, J:1,7 Hz),
8,07(s, 1H, H,), 8,59(s, 1H, H,). “C NMR:
14,38, 22,24, 62,02, 124,02, 127,23,
127,90, 128,30, 128,45, 130,55, 132,73,
134,26, 141,35, 148,47, 162,55, 162,60.
EM IE e/z: M" 271 (C,;H,,NO,S 23%).

1.1.4. 8-metil-tieno-[2,3-b]quinolina 2-
carboxilato de etilo 17.

Rendimiento 39%; p.f. 114-115 °C; ir
(KBr) cm': 3100, 1713, 1543, 1234; 'HNMR
CDCl, 6 ppm: 1,43(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
2,85(s, 3H, CH,), 4,42(c, 2H, CH,, J:7,2Hz),
7,43(t, 1H, H,, J:7,2 Hz), 7,62(d, 1H, H,,
J:8,2 Hz), 7,80(d, 1H, H,, J:8,2 Hz), 8,07(s,

1H, H,), 8,52(s, 1H, H,). “C NMR: 14,38,
18,39, 62,04, 125,67, 125,80, 126,68,
127,81, 130,43, 130,87, 133,17, 134,90,
136,55, 147,58, 162,65, 162,27. EM IE e/z:
M’ 271 (C,H,,NO,S 7%).

1.1.5. 5,8-dimetil-tieno-[2,3-b]quinolina
2-carboxilato de etilo 18.

Rendimiento 33%; p.f. 152-153°C; ir
(KBr) cm': 3135, 1720, 1550, 1244:; '"H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,43(t, 3H, CH,, J:6,9 Hz),
2,73(s, 3H, CH,), 2,82(s, 3H, CH,), 4,57(c,
2H, CH,, J:6,9 Hz), 7,27(d, 1H, H,, J:7,9 Hz),
7,50(d, 1H, H,, J:7,9 Hz), 8,11(s, 1H, H)),
8,77(s, 1H, H,). “C NMR: 14,39, 18,38,
18,98, 61,99, 125,45, 125,95, 128,13,
129,66, 130,13, 130,44, 132,92, 134,47,
134,73, 147,90, 162,14, 162,67. EM IE e/z:
M’ 284 (C,,H,,NO,S 43%).

1.1.6. 6-metoxi-tieno-[2,3-b]quinolina
2-carboxilato de etilo 19.

Rendimiento 53%; p.f. 169-170°C; ir
(KBr) cm™: 3019, 1700, 1553, 1235; '"H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,42(t, 3H, CH,, J:6,9 Hz),
3,94(s, 3H, OCH,), 4,44(c, 2H, CH,, J:6,9
Hz), 7,15(d, 1H, H,, J:2,7 Hz), 7,45(dd, 1H,
H, J:8.6, 2,7 Hz), 8,00(d, 1H, H,, J:8,6 Hz),
8,03(s, 1H, H,), 8,50(s, 1H, H,). ”"C NMR:
14,38, 55,64, 62,05, 104,81, 124,54,
126,81, 127,62, 129,75, 131,37, 135,00,
144,74, 157,23, 161,05, 162,51. EM IE e/z:
M’ 287 (C,,H,.NO,S 36%).

1.1.7. 7-metoxi-tieno-[2,3-b]quinolina
2-carboxilato de etilo 20.

Rendimiento 68%; p.f. 172-173°C; ir
(KBr) cm™: 3115, 1720, 1560, 1245; '"H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,42(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
3,97(s, 3H, OCH,), 4,44(c, 2H, CH,, J:7,2
Hz), 7,22(dd, 1H, H,, J:9,2, 2,5 Hz), 7,41(d,
1H, H, J:2,5 Hz), 7,83(d, 1H, H,, J:9,2 Hz),
8,06(s, 1H, H,), 8,54(s, 1H, H,). “C NMR:
14,39, 55,74, 61,99, 105,60, 120,26,
121,52, 128,12, 129,48, 129,78, 132,83,
133,17, 150,02, 161,90, 162,67, 164,09.
EM IE e/z: M' 287 (C,,H,.NO.S 43%).
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1.1.8. 6,7-dimetoxi-tieno-[2,3-b]quinoli-
na 2-carboxilato de etilo 21.

Rendimiento 66%; p.f. 210-211°C; ir
(KBr) cm™: 3035, 1735, 1590, 1248; '"H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,42(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
4,03(s, 3H, OCH,), 4,06(s, 3H, OCH,),
4,41(c, 2H, CH,, J:7,2 Hz), 7.14(s, 1H, H)),
7,42(s, 1H, H,), 8,45(s, 1H, H,), 8,56(s, 1H,
H). ”C NMR: 14,40, 55,16, 56,31, 61,93,
105,09, 106,55, 121,87, 127,96, 129,70,
130,78, 133,01, 146,05, 149,72, 153,95,
161,72, 162,72. EM IE e/z: M" 318
(C,;H,;NO,S 12%).

1.1.9. 5,6,7-trimetoxi-tieno-[2,3-b]qui-
nolina 2-carboxilato de etilo 22.

Rendimiento 65%; p.f. 128-130°C; ir
(KBr) cm': 2998, 1755, 1584, 1248; 'HNMR
CDCl, 0 ppm: 1,41(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
3,98(s, 3H, OCH,), 4,02(s, 3H, OCH,),
4,11(s, 3H, OCH,), 4,40(c, 2H, CH,, J:7,2
Hz), 7,24(s, 1H, H,), 8,06(s, 1H, H,), 8,81(s,
1H, H). “C NMR: 14,40, 56,31, 61,43,
61,74, 61,96, 102,54, 117,87, 127,71,
128,42, 129,32, 132,96, 140,13, 146,35,
147,24, 157,45, 169,69, 163,51. EM IE e/z:
(M'-15) 332 (C,,H,,NO,S - CH, 100%).

1.1.10. 6-cloro-tieno-[2,3-b]quinolina 2-
carboxilato de etilo 23.

Rendimiento 26%; p.f. 193-194°C; ir
(KBr) cm™: 3035, 1720, 1593, 1248; '"H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,43(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
4,43(c, 2H, CH,, J:7,2 Hz), 7,69(dd, 1H, H,,
J:9,2, 2,2 Hz), 7,95(d, 1H, H, J:2,3 Hz),
8,07(d, 1H, H,, J:9,2 Hz), 8,08(s, 1H, H)),
8,55(s, 1H, H). "C NMR: 14,33, 62,36,
124,00, 127,99, 127,67, 128,13, 128,67,
132,17, 133,17, 135,69, 137,07, 148,52,
162,30, 163,89. EM IE e/z: M" 292
(C,,H,,NO,CIS 27%).

1.1.11. 7-cloro-tieno-[2,3-b]quinolina 2-
carboxilato de etilo 24.

Rendimiento 37%; p.f. 170-171°C; ir
(KBr) cm™: 3005, 1736, 1625, 1198; '"H NMR
CDCL, 6 ppm: 1.42(t, 3H, CH,, J:7.2 Hz),
4.42(c, 2H, CH,, J:7.2 Hz), 7.46(dd, 1H, H,,

J:8.9, 2.0 Hz), 8.10(d, 1H, H, J:2.0 Hz),
8.06(d, 1H, H,, J:8.9 Hz), 8.18(s, 1H, H,),
8.58(s, 1H, H,). “C NMR: 14.37, 62.23,
124.09, 127.16, 127.42, 127.63, 129.85,
132.82, 134.45, 135.48, 136.57, 148.12,
162.29, 164.53. EM IE e/z: M* 292
(C,,H,,NO,CIS 6%).

1.1.12. 6,7-dicloro-tieno-[2,3-b]quinoli-
na 2-carboxilato de etilo 25.

Rendimiento 26%; p.f. 205-206°C; ir
(KBr) em™: 3015, 1715, 1612, 1218; 'H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,43(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
4,45(c, 2H, CH,, J:7,2 Hz), 8,06(s, 1H, H,),
8,08(s, 1H, H,), 8,27(s, 1H, H)), 8,54(s, 1H,
H). "C NMR: 14,41, 62,53, 105,09, 106,55,
121,87, 127,96, 128,01, 128,93, 129,70,
130,78, 133,01, 146,05, 161,72, 162,72.
EM IE e/z: M' 327 (C,,H,NO,CI2S 3%).

1.1.13. 6-bromo-tieno-[2,3-b]quinolina
2-carboxilato de etilo 26.

Rendimiento 43%; p.f. 221-222°C; ir
(KBr) cm™': 3095, 1740, 1653, 1203; '"H NMR
CDCl, 6 ppm: 1,43(t, 3H, CH,, J:7,2 Hz),
4,43(c, 2H, CH,, J:7,2 Hz), 7,82(dd, 1H, H.,
J:9,2, 2,2 Hz), 8,01(d, 1H, H, J:9,2 Hz),
8,07(s, 1H, H)), 8,13(d, 1H, H,, J:2,2 Hz),
8,54(s, 1H, H,). “C NMR: 14,36, 62,26,
119,70, 126,81, 127,55, 130,24, 130,42,
131,75, 131,83, 133,99, 136,13, 146,58,
162,26, 163,92. EM IE e/z: M'-15, 322
(C,H,,NO,BrS - CH, 100%).

1.2. Procedimiento general para la sinte-
sis de derivados de dacido tieno-[2,3-b]quinoli-
na 2-carboxilico 27-35

A una suspension de cada uno de los
ésteres 14-26 (0.5 mmol), en etanol (5 mL) se
agreg6 hidroxido de sodio (2 mL) al 10%, la
mezcla se sometio a reflujo hasta que no se
observo material de partida (cromatografia
de capa fina, usando como eluente una mez-
cla hexano-acetato de etilo 1:2). Finalizada
la reaccion, el solvente se eliminé a presion
reducida, al residuo resultante se adicion6
agua-hielo (4 mlL), la solucién se acidifico
con acido clorhidrico concentrado hasta pH
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acido, el s6lido resultante se filtro, se secé y
se recristalizoé de etanol.

1.2.1. Acido tieno-[2,3-bjquinolina 2-
carboxilico 27.

Rendimiento 79%; p.f. 278-279°C; ir
(KBr) cm™: 2998, 2869, 1615, 1167; 'H NMR
DMSO d, 0 ppm: 7,67(t, 1H, H,, J:7,8 Hz),
7,88(t, 1H, H, J:7,8 Hz), 8,09(d, 1H, H;
J:8,7), 8,16(d, 1H, H,, J:8,7 Hz), 8,23(s, 1H,
H,), 9,04(s, 1H, H,). Analisis elemental cal-
culado para (C,,H,NO,S): C: 62,86, H: 3,08,
N: 6,11; encontrado C: 62,80, H: 2,96, N:
5,83.

1.2.2. Acido 6-metil- tieno-[2,3-b]quino-
lina 2-carboxilico 28.

Rendimiento 46%; p.f. 230-231°C; ir
(KBr) cm: 3057, 2854, 1615, 1168; 'H NMR
DMSO d, § ppm: 2,54(s, 3H, CH,), 7,73(dd,
1H, H,, J:8,7, 2,0 Hz), 7,94(d, 1H, H, J:2,0
Hz), 8,02(d, 1H, H, J:8,7), 8,19(s, 1H, H)),
8,93(s, 1H, H,). Analisis elemental calculado
para (C ,H/NO,S): C: 64,18, H: 3,72, N: 5,76;
encontrado C: 64,43, H: 3,72, N: 5,59.

1.2.3. Acido 7-metil- tieno-[2,3-b]quino-
lina 2-carboxilico 29.

Rendimiento 63%; p.f. 236-237°C; ir
(KBr) cm™: 3105, 2869, 1598, 1169; 'H NMR
DMSO d, § ppm: 2,53(s, 3H, CH,), 7,50(dd,
1H, H,, J:8,7, 2,0 Hz), 7,87(d, 1H, H, J:2,0
Hz), 8,08(d, 1H, H, J:8,7), 8,21(s, 1H, H),
8,98(s, 1H, H,). Analisis elemental calculado
para (C ,H/NO,S): C: 64,18, H: 3,72, N: 5,76;
encontrado C: 64,16, H: 3,68, N: 5,83.

1.2.4. Acido 8-metil- tieno-[2,3-b]quino-
lina 2-carboxilico 30.

Rendimiento 89%; p.f. 216-217°C; ir
(KBr) cm': 2999, 2879, 1618, 1227; 'HNMR
DMSO d, 6 ppm: 2,78(s, 3H, CH,), 7,55(t,
1H, H,, J:7,66 Hz), 7,72(d, 1H, H, J:7,2 Hz),
8,00(d, 1H, H, J:7,2), 8,22(s, 1H, H,), 9,02(s,
1H, H,)). Analisis elemental calculado para
(C,,HNO,S): C: 64,18, H: 3,72, N: 5,76; en-
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contrado C: 64,25, H: 3,80, N: 5,67.

1.2.5. Acido 5,8-dimetil-tieno-[2,3-b]qui-
nolina 2-carboxilico 31.

Rendimiento 76%; p.f. 282-283°C; ir
(KBr) cm™': 3095, 2861, 1635, 1161; '"H NMR
DMSO d, 6 ppm: 2,72(s, 6H, CH,), 7,37(d,
1H, H,, J:7,2 Hz), 7,60(d, 1H, H, J:7.2 Hz),
8,22(s, 1H, H)), 9,12(s, 1H, H,). Analisis ele-
mental calculado para (C,,H, NO,S): C:
65,35, H: 4,31, N: 5,44; encontrado C:
65,33, H: 4,18, N: 5,61.

1.2.6. Acido 7-metoxi-tieno-[2,3-b]quino-
lina 2-carboxilico 32.

Rendimiento 46%; p.f. 240-241°C; ir
(KBr) cm': 3129, 2859, 1638, 1217; '"H NMR
DMSO d, é ppm: 3,93(s, 3H, OCH,), 7,52(m,
2H, H,y), 8,00(d, 1H, H, J:8,6 Hz), 8,20(s,
1H, H)), 8,90(s, 1H, H,). Analisis elemental
calculado para (C,HNO,S): C: 60,22, H:
3,50, N: 5,40; encontrado C: 60,07, H: 3,53,
N: 5,57.

1.2.7. Acido 6,7-dimetoxi-tie-
no-[2,3-bquinolina 2-carboxilico 33.

Rendimiento 39%; p.f. 245-246°C; ir
(KBr) cm': 3112, 2879, 1608, 1267; '"H NMR
DMSO d, 6 ppm: 3,94(s, 3H, OCH,), 3,97(s,
3H, OCH,), 7,43(s, 1H, H,), 7,49(s, 1H, H,),
8,18(s, 1H, H)), 8,80(s, 1H, H,). Analisis ele-
mental calculado para (C,,H, NO,S): C:
58,12, H: 3,83, N: 4,84; encontrado C:
58,17, H: 3,80, N: 5,15.

1.2.8. Acido 5,6,7-trimetoxi-tie-
no-[2,3-b]quinolina 2-carboxilico 34.

Rendimiento 67%; p.f. 261-262°C; ir
(KBr) cm™: 3096, 2888, 1598, 1167; 'H NMR
DMSO d, 6 ppm: 3,87(s, 3H, OCH,), 3,96(s,
3H, OCH,), 4,02(s, 3H, OCH,), 7,24(s, 1H,
Hp, 7,55(s, 1H, H)), 8,69(s, 1H, H ). Analisis
elemental calculado para (C,,H,,NO.S): C:
56,42, H: 4,10, N: 4,39; encontrado C:
56,59, H: 3,96, N: 4,93.

1.2.9. Acido 6-bromo-tieno-[2,3-b]quino-
lina 2-carboxilico 35.

Rendimiento 77%; p.f. 300°C; ir (KBr)
cm’': 2998, 2864, 1584, 1263; 'H NMR
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DMSO d, 6 ppm: 7,53(d, 1H, H; J:2,3 Hz),
7,84(dd, 1H, H, J:9,0, 2,3 Hz), 7,97(d, 1H,
H, J:9,0 Hz), 8,36(s, 1H, H)), 8,72(s, 1H, H,).
Analisis elemental calculado para
(C,,HNO,SBr): C: 46,77, H: 1,96, N: 4,55;
encontrado C: 46,83, H: 2,17, N: 4,32.

2. Biolégica
2.1. Inhibicién de la_formacion
de f3-hematina.

El ensayo de formacion de f-hematina
fue realizado siguiendo el procedimiento re-
portado por Baelmans (16). En los pozos de
una microplaca de ELISA de 96 pozos se
mezclaron, respetando el orden: 50 uL de
una solucion de clorhidrato de hemina di-
suelto en DMSO (5,2 mg/mL), 50 uL de los
compuestos a evaluar disueltos en DMSO, a
concentraciones entre 50 y 5 mM. Cada con-
centracion fue ensayada por triplicado y se
incluyeron controles con DMSO, H,O y clo-
roquina como control positivo (12,5-0,5
mM). La formacion de la f-hematina fue ini-
ciada por la adicion de un buffer acetato
(100uL 0,2 M, pH 4,4). Las placas fueron in-
cubadas a 37°C por 48 h, posteriormente
centrifugadas (4000 RPM x 10 min, IEC-
CENTRA, MP4R) y el residuo fue lavado dos
veces con DMSO (200 uL), disuelto en NaOH
(200 uL, 0,2 N). La lectura se realizé a una
longitud de onda de 405 nm (Microplate
Reader, BIORAD-550). Los resultados fue-
ron expresados como porcentaje de inhibi-
cion de formacion de f-hematina

2.2. Mantenimiento de la cepa de
parasito

Ratones machos Balb-C, con peso en-
tre 18-22 g, fueron mantenidos con una die-
ta comercial bajo condiciones aprobadas
por el comité de ética de la Facultad de Far-
macia-UCV. Una cepa de Plasmodium
berghei (ANKA sensible a cloroquina), fue
usada para infectar los ratones por via intra-
peritoneal usando un inéculo de 1 x 10° eri-
trocitos infectados, diluidos en buffer fosfa-
to (PBS, 10 mM, pH 7,4, 0,1 mL). La parasi-
temia fue monitoreada a través de examen

microscopico de extendido de sangre tefiidos
con Giemsa.

2.3. Extractos de parasitos

La sangre de los animales infectados
con un alto nivel de parasitemia (50%), se co-
lecto por puncion cardiaca usando una jerin-
ga heparinizada, y se centrifugé a (500g x 10
minutes, 4°C). El plasma se removio y las cé-
lulas rojas se lavaron con dos volumenes de
PBS-Glucosa en frio (5.4%). Se centrifugé so-
bre un gradiente (80-70% percoll en PBS-glu-
cosa, 20.000g x 30 min x 4°C) (17). Los eritro-
citos infectados con las formas maduras pa-
rasitarias se removieron por aspiracion, se
colectaron en tubos Eppendorfy lavaron dos
veces con solucion de PBS-Glucosa fria. Los
eritrocitos infectados se lisaron por trata-
miento con saponina 0,1% en PBS x 10 min,
se trataron con 1 mL de PBS frio y se centrifu-
g6 nuevamente a (13.000g x 5 minutes, 4°C).
El precipitado (parasitos libres), se mezclo
con PBS-Glucosa (5,4 %) y se sometio a tres
ciclos de congelacion y descongelacion (-20°C
/ +37°C). El homogenado final se uso6 en el
ensayo de hidrolisis de la hemoglobina (18).

2.4. Hemoglobina nativa de ratén

La hemoglobina de ratones no infecta-
dos se obtuvo al tratar un volumen de eritro-
citos con dos volumenes de agua. La solu-
cion resultante se us6 como sustrato para el
ensayo de hidrolisis de la hemoglobina.

2.5. Inhibicién de la protedlisis de la he-
moglobina

El efecto proteolitico del extracto del pa-
rasito sobre la hemoglobina se ensayd, usan-
do una placa de 96 pozos (Greiner Bio-One).
En cada pozo se mezclaron hemoglobina de
raton (10 pl), extracto de parasito (50 uL),
GSH (10 pL, 10 uM) y buffer acetato (0,2 M,
pH 5,4) para un volumen final de 100 uL. los
compuestos (2,5 mM) fueron incorporados en
la mezcla de incubacién, disueltos en DMSO.
La incubacion fue realizada a 37°C durante
18 hy la reaccion se detuvo por la adicion de
buffer. El grado de digestion se evalu6 elec-
troforéticamente en geles de polarilamida-
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SDS al 15%, tenidos con azul de coomassie.
Las bandas de hemoglobina se analizaron
por densitometria y se calcul6 el grado de di-
gestion. Controles con DMSO, pepstatina,
leupeptinay cloroquina se sometieron a elec-
troforesis al mismo tiempo (18).

2.6. Test de sobrevivencia de los rato-
nes infectados con P. berghei

Ratones de la cepa Balb-C (18-22 g, n:
6), se inocularon intraperitonealmente con
globulos rojos infectados con P. berghei
(1x10°. Dos horas después de la infeccion,
se inicio el tratamiento con el compuesto 31,
disuelto en DMSO (0.1 M), diluido con
Tween 20- solucion salina (2%). El com-
puesto se administr6 i.p. (20 mg/kg), una
vez al dia por cuatro dias consecutivos cada
24 h. Al cuarto dia post-infeccion se deter-
miné la parasitemia por examen microsco-
pico de extendido de sangre, tenido con
Giemsa. Se incluy6 un grupo control tratado
con solucion salina y otro tratado con cloro-
quina (25 mg/kg). Los resultados se expre-
saron como porcentaje de parasitemiay dias
de sobrevivencia post-infeccion (19).

2.7 Andadlisis de los datos

Los datos fueron analizados estadisti-
camente usando la prueba de T para grupos
especificos de comparacion; asumiendo un
95% de confiabilidad usando el programa
Graph Pad Prism 3,02.

Resultados y Discusion

Nuestra estrategia para la sintesis de
los compuestos 14-26, se fundamenté en el
uso de las quinolinas intermediarias 1-13
(15), que fueron sometidas a un proceso de
heterociclacion regioselectiva en un soélo
paso de reaccion, usando mercapto acetato
de etilo en medio alcalino, etanol como sol-
vente y reflujo para obtener los derivados
tieno-[2,3-b]quinolina 2-carboxilato de etilo
14-26 con rendimientos de moderado a
bueno. Mediante hidrélisis en medio alcali-
no y luego de la acidificacion del medio, se
obtuvo los acidos respectivos 27-35. La de-

terminacion estructural de los compuestos
14-26, se realiz6 sobre la base de IR, espec-
troscopia de masas y estudio de RMN. La re-
gioselectividad de la ciclacion fue facilmente
determinada por un analisis de los espectros
de 'H, “C RMN y estudio de dos dimensiones
como HETCORy FLOCK, lo que permiti6 ver
los acoplamientos a larga distancia 'H-"C.
Los derivados 27-35, se caracterizaron a tra-
vés de IR, 'H RMN y analisis elemental, los
cuales concuerdan con las estructuras pro-
puestas (Esquema 1).

Los compuestos se evaluaron por su
efecto como posibles inhibidores de la for-
macion de la f-hematina, inhibiciéon de la
protedlisis de la hemoglobina; el mas activo
en esta ultima prueba fue evaluado por su
eficacia en ratones infectados con P. berghei
(Tablas 1, 2; Figuras 1, 2). La inhibicion de la
formacion de la f-hematina, mostré que to-
dos los compuestos fueron inactivos compa-
rados con la cloroquina. Consecuentemente,
se tomaron nueve de estos compuestos 14,
16, 18, 19, 24, 27, 31, 32y 34 y se ensaya-
ron por su capacidad para inhibir la proteoli-
sis de la hemoglobina, en una prueba en la
que se us6 un extracto rico en trofozoitos
para digerir la hemoglobina de ratones. El
analisis electroforético indica que solamente
los compuestos 18, 31 y 32 fueron efectivos
inhibiendo la degradacion de la hemoglobi-
na (banda intacta 14,4 kDa). Por otro lado
los compuestos 16 y 27 mostraron una acti-
vidad moderada y el resto de los compuestos
se pueden considerar como débiles inhibido-
res de la hidrélisis de la hemoglobina. Para el
ensayo in vivo, se seleccion6 el compuesto
31y se administr6 a una dosis de 20 mg/kg,
intraperitonealmente, una vez al dia por
cuatro dias consecutivos, midiéndose su ca-
pacidad para producir un mayor tiempo de
sobrevivencia y disminucion de la parasite-
mia en los ratones infectados. Los ratones
controles murieron a los 10 dias, mientras
que el compuesto 31 produjo un tiempo de
sobrevivencia de alrededor de 16 dias, dis-
minuyendo el nivel de parasitemia a un 7%
(Tablas 2; Figura 2). Este resultado sugiere
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Table 1
Porcentaje de inhibicion de la proteolisis de la globina (%IGP). LEP: Leupeptina; PEP: Pepstatina; CQ:
Chloroquina. ** p<0,001 comparando con LEP y PEP.

Compuesto X % IGP
14 H 54,68 + 0,67
16 7-CH, 75,36 = 0,96
18 5,7-CH, 91,98 + 0,68
19 6-OCH, 65,39 = 1,24
24 7-Cl 58,86 + 0,94
27 H 83,03 = 0,89
31 5,7-CH, 99,97 + 0,38**
32 7-OCH, 91,94 + 0,64
34 5,6,7-OCH, 62,83 £ 1,12
LEP 91,62 + 0,69
PEP 95,45 + 0,66
cQ 27,71 + 1,85
Table 2

Parasitemia después del cuarto dia post-infeccion (% P). ** p<0,01 comparado con los ratones tratados
con solucion salina. t p >0,05 Comparado con los ratones tratados con cloroquina. CQ: cloroquina.

Tratamiento % P Dias de sobrevivencia
Salina 26,2 + 3,03 10 + 1,09
31 6,9 + 2,95 ** 15+ 1,76 *
CQ 3,16 + 0,47 30

N - e g G g ~— GED G

PM A B 16 18 19 24 14 27 31 34 32 CQ LEP PEP

Figure 1. Bandas de globina después de la incubacion del extracto de trofozoitos con hemoglobina y los
compuestos respectivos. PM: Marcador de peso molecular de hemoglobina (14,4 kDa); A: Con-
trol de hemoglobina sin extracto de trofozoitos; B: Control de hemoglobina mas extracto de
trofozoitos; 14, 16, 18, 19, 24, 27, 31, 32 y 34: hemoglobina, trofozoitos y compuestos; CQ, LEP
and PEP: hemoglobina, trofozoitos y cloroquina, leupeptina y pepstatin respectivamente.
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30+

20+

% Parasitemia

Salina

| I

31 CQ

Tratamiento

Figure 2. Parasitemia al cuarto dia post-infecciéon. ** p<0,01. + p >0,05. CQ: cloroquina.

que el mecanismo de accion de este com-
puesto, podria estar relacionado con la inhi-
bicion de alguna de las proteasas relaciona-
das con la protedlisis de la hemoglobina, de-
bido a la presencia de la banda intacta de
globina (Figura 1).

Se puede observar que la presencia de
grupos metilo en las posiciones 5y 8 del nu-
cleo de la quinolina, aunada a la presencia
de un grupo carboxi, ejercen una accion co-
operativa en el proceso de inhibicion de las
proteasas involucradas en la protedlisis de
la globina, correspondiéndose este resulta-
do con los previamente reportados por
nuestro grupo (12-14).

Conclusion

Se ha descrito la sintesis y evaluacion
biolégica in vitro e in vivo de una serie de de-
rivados del acido tieno-[2,3-b]lquinolina 2-
carboxilico. Los resultados de esta evalua-
cion, nos indican que estamos ante una
nueva clase de compuestos potencialmente
antimalaricos y aunque este estudio inicial
envuelve un numero limitado de compues-
tos, este resultado nos ofrece nuevas expec-
tativas para seguir trabajando, en la bus-
queda de modificaciones que nos permitan
mejorar la actividad de este nucleo y esta-

blecer los criterios para un mejor estudio de
la relacion estructura quimica-actividad
biologica. Ademas, nos permite proponer
como primera hipoétesis que el mecanismo de
accion del compuesto 31, asi como su activi-
dad antiplasmodial, esta relacionado con la
inhibicion de las proteasas involucradas en
el proceso de protedlisis de la globina. El es-
tudio relacionado con la actividad citotoxica
de este compuesto esta en via de realizacion.
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