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Introduccion y Objetivos

La naturaleza siempre ha sido una fuente de inspiracion inagotable para
la sintesis de nuevos medicamentos. Muchos metabolitos secundarios forman
parte del arsenal terapéutico y otros sin utilidad terapéutica son utilizados como

producto de partida para sintetizar nuevos farmacos.

En los tltimos afos nuestro grupo de investigacion ha puesto a punto
diferentes cabezas de serie de naturaleza nitrogenada con el objetivo de
estudiar la afinidad por los receptores dopaminérgicos. Dentro de éstos
podemos encontrar diversos esqueletos como las bencilisoquinoleinas,
protoberberinas y aporfinas, entre otros. Nuestro reto ha consistido en continuar
con la busqueda de andlogos estructurales capaces de mejorar la afinidad y
selectividad por los receptores dopaminérgicos. En el caso de la isoquinoleinas
(IQ), estos estudios se han centrado en mantener el nucleo isoquinoleinico,
considerado el grupo farmacoéforo, e ir variando los sustituyentes para mejorar

dicha afinidad por el receptor.

Por otra parte se inicio el estudié de moléculas con afinidad por los
receptores de la melatonina, concretamente por los subtipos MT; y MT,. Este
receptor presenta afinidad por moléculas con estructuras diversas, por lo que la
busqueda del ligando ideal es una tarea compleja. Se ensayaron por tanto
diferentes esqueletos entre los cuales cabe destacar el hexahidroindenopiridinico
(HHIP).

En el Capitulo I de la presente Tesis Doctoral abordamos por tanto la
sintesis de IQ con afinidad por los receptores dopaminérgicos (RD): Dy y D».
Previamente se habia sintetizado en nuestro grupo de investigacion 1Q cloradas
diferentemente sustituidas en posicion 1: alquil, fenil y bencil, observandose

importantes diferencias en cuanto a la afinidad y a la selectividad por los

3



Introduccion y Objetivos

receptores Dy y D,. La presencia en el nucleo isoquinoleinico de un atomo de ClI
en posicion 6 y un OH en 7 ha resultado esencial para mejorar la afinidad por
los RD D, y D,. Asi pues, en nuestro caso mantuvimos estas caracteristicas en
el nucleo IQ y tratamos de estudiar la influencia de la halogenacion sobre el
anillo bencilico. Se eligieron dos cloruros de acido, uno con un sustituyente Br
y el otro con dos atomos de CIl. De esta forma se obtuvieron cuatro nuevas
moléculas con gran afinidad por los RD pero con baja selectividad. Por otra
parte gracias a la colaboracion con el grupo del Prof. Santos Fustero del
Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia de Valencia,
estudiamos la afinidad por los RD de un grupo de 1-butil IQ quirales
sintetizadas. El objetivo fue compararlas con las 1-butil IQ racémicas
previamente sintetizadas por nuestro grupo de investigacion y que habian
resultado poseer gran afinidad por los receptores D,, asi como una actividad

antidepresiva que fue demostrada mediante ensayos de comportamiento in vivo.

El estudio de Modelizacién Molecular sobre el receptor D, llevado a
cabo por el equipo del Prof. Daniel Enriz, en la Universidad Nacional de San
Luis, Argentina, muestra que los calculos teoricos estdn en concordancia con los
resultados de afinidad por los RD. Se puede observar una clara interaccion entre
los ligandos con OH fendlicos y los aminodcidos implicados en la unién al
receptor, ademas de una libertad de movimiento y por tanto una mejor
acomodacion en el receptor de los restos butilo, bencilo y bencil-halogenados

con preferencia al resto fenilo, que resulta considerablemente mas rigido.

En el Capitulo II se aborda la sintesis de moléculas con esqueleto
hexahidroindenopiridinico (HHIP), cuya preparaciéon habia sido objeto de un

estudio preliminar en nuestro grupo de investigacion. Se desarrollan dos series




Introduccion y Objetivos

de compuestos, uno con el nucleo HHIP sustituido por 7-cloro 8-metoxi y el
segundo nucleo 7,8-metilendioxi. En ambas series se realizaron diferentes
derivados N-sustituidos para valorar la afinidad por los receptores de la
melatonina, concretamente y como ya hemos mencionado por los subtipos MT;
y MT,. Los resultados obtenidos muestran que algunas de las moléculas
sintetizadas con esqueleto HHIP presentan afinidad y selectividad por uno de

los receptores de la melatonina.

Por lo tanto los objetivos que planteamos en la presente Tesis Doctoral

son los siguientes:

1.- Sintesis y relacion estructura-actividad (REA) de 1-Bencil-IQ
halogenadas con afinidad por los RD. Estudios de Modelizacion

Molecular.

2.- Afinidad por los receptores de la dopamina de 1-butilisoquinoleinas

quirales.

3.- Sintesis de HHIP N-sustituidas con afinidad por los receptores de la

melatonina.
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“Sintesis de Bencil-tetrahidroisoquinoleinas halogenadas y de 1-Butil-
tetrahidroisoquinoleinas quirales con afinidad por los Receptores
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-tetrahidroisoquinoleinas halogenadas y
de 1-Butil-tetrahidroisoquinoleinas quirales con afinidad por los

Receptores Dopaminérgicos.

I.1 Antecedentes bibliograficos

Los alcaloides representan una clase de compuestos naturales y/o
sintéticos que han suscitado considerable atencion debido a sus importantes y
poderosas actividades biologicas, incluida la inhibicion de la proliferacion
celular, propiedades antitumorales, antibidticas y anticonvulsivantes. De
diversas especies de plantas se han obtenido un gran numero de alcaloides
isoquinoleinicos (IQ) que han sido evaluados por su capacidad para unirse a los
receptores dopaminérgicos (RD) y de inhibir el transporte de dopamina (DAT)
[1].

Los alcaloides IQ se encuentran abundantemente distribuidos en el
reino vegetal y abarcan una amplia variedad de tipos estructurales. En
particular, las 1-bencil-tetrahidroisoquinoleinas (1-bencil-THIQ) merecen
dentro de este grupo, una mencion especial, puesto que a partir de ellas se
biosintetizan multitud de alcaloides isoquinoleinicos.

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha puesto a punto la
sintesis de IQ que forman parte de varios cabezas de serie, en base a estudios
de relacion estructura actividad (REA) efectuados previamente con moléculas
naturales con afinidad por los RD, como por ejemplo las de tipo
bencilisoquinoleinico, aporfinico, protoberberinico, cularinico y bis-
bencislisoquinoleinico, aisladas a partir de especies de la familia Anonaceas.
Asi pues, se ha llevado a cabo en nuestro grupo la sintesis de alcaloides

isoquinoleinicos y otros esqueletos relacionados, con afinidad por los RD [2-8].




CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

En la presente Tesis Doctoral, abordamos la sintesis de nuevas 1-
bencil-THIQ halogenadas y 1-butil-THIQ quirales con afinidad por los RD D, y
D..

L.1.1 Sintesis de Isoquinoleinas

La aproximaciéon mas utilizada para la sintesis de IQ consiste en el
cierre del anillo entre el &tomo de carbono que constituye el C-1 de la IQ y el
anillo aromatico. Las estrategias de sintesis mas utilizadas en la formacion de
este tipo de enlace son las de Bischler-Napieralski (BN) y Pictet-Splenger [9,
10].

En la presente Tesis Doctoral, utilizamos la ciclacion de BN para
generar el nucleo 1Q. Este método fue elegido para preparar las 1-bencil-THIQ
halogenadas (series 1 y 2, Figura 17), partiendo del 3-cloro-4-metoxi-
benzaldehido. Sin embargo las 1-butil-THIQ fueron sintetizadas a través de una

ciclacion de C;-N empleando un auxiliar quiral (serie 3, Figura 18).
a) Ciclacion de Bischler-Napieralski
Esta reaccion consiste en un proceso de ciclodeshidratacion considerado

como una sustitucion electrofilica intramolecular del anillo aromatico, inducida

por un ataque inicial de un acido de Lewis como agente deshidratante ( POCls,
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

PCls, P,Os, PCl;, ZnCl, entre los mas utilizados), al atomo de oxigeno, en
nuestro caso de la N-fenil-acetamida y empleando diferentes disolventes
(tolueno, CH;CN o CH,Cl,) a reflujo [9-11]. La ciclacion y por consiguiente la
generacion del anillo B de la 1-bencil-dihidroisoquinoleina (1-bencil-DHIQ), va
a depender de la naturaleza y nimero de sustituyentes presentes en el anillo
aromatico A de la amida de partida (Figura 1). Esta amida puede formarse
previamente mediante una reaccion de N-acilacion siguiendo las condiciones de
Schotten-Baumann [9-12] o bien haciendo reaccionar directamente la B-
feniletilamina y el correspondiente acido carboxilico [13, 14]. La ciclacion de
BN, tiene lugar preferentemente en posicion para al grupo electrondonante y
cuando esta posicién se encuentra ocupada, en orfo de dicho grupo. Esta
estrategia de sintesis es elegida por muchos autores debido al buen rendimiento
que se obtiene en la mayoria de los casos y ha sido de gran utilidad para la
preparaciéon de iminas precursoras tanto de esqueletos isoquinoleinicos 1-

sustituidos, como aporfinas, protoberberinas y cularinas, entre otros.

B = T — .

2
RGN )

: NH B
RO oM RO B % RO =N

0=FCly OPOCI
2
c = - | clr
\ /C 7 L Z
R R

Figura 1. Ciclodeshidratacion de Bischler-Napieralski

Clasicamente, esta reaccion de BN se lleva a cabo utilizando POCI;
como acido de Lewis y tolueno, CH,Cl, o CH;CN como disolvente a reflujo. En

nuestro grupo de investigacion, Bermejo et al., prepararon una serie de benzoil-
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

DHIQ e 1Q 1-sustituidas capaces de inhibir la fase G; del ciclo celular en la
linea celular tumoral leucémica L 1210, mediante esta ciclacion utilizando

POCI; en CH,Cl, (Figura 2) [15].

Ry R, R,
R, NH R, _N R, _N
POCIy C/Pd
— —_— X —_— o | X R
( CH,Cl, R CH;CN _
/2
/
R

Figura 2. Sintesis de benzoil-DHIQ [15]

Las 1-bencil-THIQ sintetizadas en la presente tesis doctoral, se
encuentran sustituidas en el anillo A por un Cl, con objeto de acentuar el
caracter acido del OH fendlico que se encuentra en orfo. Debido a la dificultad
de ciclacion de la amida intermedia provista de un haldégeno en la estructura
(originalmente en la posicion C-3 del anillo A), es necesaria una mezcla de
POCl;y P,Os en tolueno para obtener las correspondientes DHIQ [16-18].

Utilizando estas mismas condiciones, es decir, una mezcla de los
agentes deshidratantes POCI; y P,Os en xileno, Charifson et al. obtuvieron 6-
cloro-7-metoxi-IQ 1-sustituidas, similares a las sintetizadas en el presente
trabajo [16] (Figura 3). Lantos et al. [19] sintetizaron bajo este mismo
protocolo 1-fenil-3,4-DHIQ. Posteriormente, Nicoletti ef al. exploraron la

reaccion asimétrica de BN mediante el uso de POCIl; y P,Os en tolueno [20].

cl O R N

o NH
H;CO POCI; / P,Os / xileno

n

H,CO

NaBH,/ MeOH / AcOH
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

Curiosamente, durante la realizacion de la sintesis de 1Q cloradas, en
nuestro grupo de investigacion se produjo una reaccion de ciclodeshidratacion
de BN inusual, probablemente a causa de la elevada concentracion del reactivo
P,05 en el medio de reaccion. Este mismo hecho fue observado por Doi et al. en
1997 [21], y nunca ha sido mencionado por otros autores trabajando en
condiciones muy similares [17, 19]. En este caso, se lleg6 a sintetizar una
mezcla de isomeros de 7-cloro-6-metoxi-THIQ y 6-cloro-7-metoxi-THIQ

(Figura 4) [22].

(a) POCI;-P,Os en tolueno /NaBH4/MeOH

Figura 4. Reaccion inusual de BN [22]
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

Otros autores utilizaron una modificacion de esta reaccion (Pictet-

Gams) para abordar la sintesis directa de bencil-IQ, empleando P,Os y tolueno.

De este modo se prepard papaverina, molécula de gran interés terapéutico

(Figura 5) [9].

H;CO

H;CO

H;CO

OCH G A
OCH, - 3 "H,cO )
3CO, 2 A
N
NH, 1,C0 HN__O P,0 H,CO P
- . - >
+ COoCl1 tolueno O
H,CO OCH,
ocH, OCH;

papaverina

OCH;

Figura 5. Sintesis de papaverina [9]

Protoberberinas y benzofenantridinas fueron sintetizadas via ciclacion

de BN utilizando PCls y CH;CN, seguidas de una alquilacién, obteniéndose la

correspondiente dihidroprotoberberina, la cual no habia podido obtenerse por

oxidacioén directa de la correspondiente tetrahidroprotoberberina (Figura 6)

[23].

H;CO OTBDPS /H,CO
O NHCOCH; HCO O ON__CH;

H,CO
PCl;
—
CH;CN O
OCH,

OCH, OCH,

H;CO

N-(1,2-diariletil)-amida . dihidroprotoberberina

Figura 6. Sintesis de protoberberinas [23]
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

Shamma et al. emplearon en esta estrategia de ciclacion, PCls y CHCl;
para la preparacion de la bencil-IQ precursora en la sintesis de la aporfina
talfenina, obteniéndose la imina correspondiente con buen rendimiento [24].
También se sintetizaron por el mismo procedimiento aporfinas 7,7-dimetiladas

(Figura 7) [12].

OCH;

7,7-dimetilaporfina

Figura 7. Sintesis de aporfinas [12, 24]

En la actualidad se estd desarrollando el uso del microondas con el
objetivo de mejorar rendimientos y disminuir tiempos de reaccion. Awuah et al.
emplearon el microondas para la sintesis de THIQ funcionalizadas, utilizando
para su obtencion la reaccion de BN con POCI; y tolueno a 140 ° C durante 30
minutos, de esta manera obtuvieron las THIQ deseadas con buenos

rendimientos [25].
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

b) Reaccion de O-Demetilacion

En el caso de los ligandos dopaminérgicos y en particular los derivados
1Q ha sido demostrado seglin datos bibliograficos, que la presencia de OH libres
es fundamental para la unién a los RD [3-8, 22, 26]. Por tanto, la etapa final de
la sintesis de alcaloides IQ sera la O-demetilacion de los grupos OMe. Los
procedimientos utilizados para la O-demetilaciéon emplean como agentes mas
habituales en esta reaccion de desproteccion, el BBr; en diclorometano seco
[27-29], como en el caso de la sintesis de la benzacepina SCH 38548, ligando
que presenta gran afinidad por los receptores D; (Figura 8) [27]. También es
bastante frecuente el uso de HBr [16], entre otros. Normalmente, las
demetilaciones llevadas a cabo con el reactivo BBr; obtienen rendimientos mas
elevados y crudos de reaccion mas limpios que con el HBr. En nuestro caso, la

O-demetilacion de las IQ dopaminérgicas se efectud con el reactivo BBr;.

Figura 8. Reaccion de O-demetilacion [27]
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

1.1.2 Actividad dopaminérgica

a) Dopamina

La dopamina (DA) es una catecolamina natural biosintetizada en las
terminaciones neuronales dopaminérgicas a partir del aminoacido esencial L-
tirosina mediante una cascada de reacciones enzimdticas. Se localiza
fundamentalmente en cuerpo estriado y en el sistema limbico, almacenandose
en las vesiculas sinépticas.

La neurotransmision mediada por la DA juega un papel importante en
diferentes trastornos neuroldgicos y psiquidtricos que afectan a varios millones
de personas en todo el mundo.

La DA se libera a la hendidura sinaptica debido a variaciones en los
potenciales de accion y en este espacio sinaptico, la DA ejerce su funcion al
unirse a los RD post y/o presinapticos. La DA puede ademas sufrir un proceso
de recaptacion por la neurona presinaptica mediante el DAT o bien degradarse
por enzimas monoaminooxidasa (MAO) y catecol-O-metil-transferasa (COMT).
Asi pues, la actividad dopaminérgica se modula a través de los RD
postsinapticos, y gran parte de la investigacion destinada a tratar los trastornos
neurologicos y/o psiquiatricos estd orientada al descubrimiento de nuevos
ligandos dopaminérgicos como posibles farmacos. Ademas, la biosintesis de
DA vy su liberacion de las neuronas pueden ser moduladas por dos mecanismos
adicionales que afectan la neurotransmision dopaminérgica:

* la estimulacion de los autorreceptores presindpticos tipo D, por los
agonistas dopaminérgicos [30-33].
** el mecanismo de recaptacion desde el espacio extraneuronal a las

neuronas presinapticas por DAT [34, 35].
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

Ademas la inactivacion metabdlica de la DA se produce también por la
accion combinada de las enzimas MAO y COMT (Figura 9) [36].

Como ya hemos mencionado, la DA es un importante neurotransmisor
del sistema nervioso central (SNC) implicada en la regulacion de un gran
numero de actividades fisioldgicas incluyendo el control de los movimientos,
estados emocionales, funciones cognitivas, secreciones neuroendocrinas y

desordenes de sustancias abusivas.

|
terminacion dopaminérgica |

presinaptica

GBR 12783
sinaptica’ <t—— Amineptina
©  Nomifensina

neurona y

receptores - —

paxtaynaphices — “o 8 ¥ SKA&F 38393 (»)
SK&F 38393 (+) 1] - S SCH 23390 (-)
SCH 23390 (-] | 4 i
apomarﬁna(u)-) ot D5 apomerfina (+)

o uinpirol(+)
quinpirol (+) D4 Lﬂwpﬁcos -)
neurolépticos (-) D2 clozapina (-}
apomorfina (+) quinpirol(+) apomorpfina (+)

neurolépticos(-)
apomorfna (+)

Esquema de una sinapsis dopaminérgica indicando
los lugares de accion y las sustancias utilizados
+ = estimula, - = inhibe

Figura 9. Terminacion dopaminérgica

Estas actividades estan asociadas principalmente a cuatro vias
dopaminérgicas principalmente: via mesocortical, via mesolimbica, via

nigroestriada y via tiberoinfundibular, de manera que una degeneracion parcial
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CAPITULO I: Sintesis de 1-Bencil-THIQ halogenadas e 1-Butil-THIQ quirales con afinidad por los RD

de estas vias se manifiesta en el desarrollo de diversos tipos de desordenes
psicoticos 'y neuroldgicos, tales como desordenes del comportamiento,

esquizofrenia y la enfermedad de Parkinson y el Alzheimer.

b) Receptores dopaminérgicos

En funciéon de su localizaciéon celular y de sus caracteristicas
farmacologicas, se pueden considerar varios aspectos relacionados con los RD.
Inicialmente, los RD son receptores de membrana, estructuralmente constituidos
por siete dominios transmembrana hidrofoébicos acoplados a una proteina G.
Fueron inicialmente clasificados en dos subtipos D; y D, basados en sus
propiedades farmacoldgicas y en su diferente activacion de la adenilciclasa [37].

Posteriormente, la aplicacion de métodos de clonaciéon usando técnicas
de biologia molecular, ha permitido reagruparlos en dos subfamilias, tipo D,
(D; y Ds) y tipo D, (D,, D5 y Dy4) con secuencias de aminoacidos y propiedades
farmacologicas comunes.

La activacion de los receptores tipo D;, estimula la adenilciclasa a
través de la proteina Gs y conduce a un aumento del adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) intracelular en la neurona postsinaptica, mientras que la
activacion de los receptores tipo D, inhibe la adenilciclasa a través de una
proteina Gi o Go, disminuyendo en consecuencia el contenido de AMPc
intracelular [37, 38].

Los receptores tipo D; presentan un 80% de similitud y propiedades
fisiologicas similares, son receptores postsinapticos y se localizan en casi todas
las 4reas cerebrales con inervacion dopaminérgica. Los receptores Ds se
diferencian de los D; en que son menos abundantes y estan menos distribuidos,

se localizan en el cortex frontal, cuerpo estriado, hipocampo e hipotalamo [39].
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Estos receptores poseen alta afinidad por ligandos benzacepinicos, SCH 23390
y SKF 83566 (Figura 10) y una moderada afinidad por agonistas clasicos de
DA (apomorfina) y por agonistas selectivos como SKF 38393.

Sa Br :
Coe S e
HO . HO
SCH 23390 SKF 83566

Figura 10. Ligandos especificos de receptores D,

En cuanto a los receptores tipo D,, se sabe que D, y D; muestran un
75% de similitud, mientras que entre los receptores D, y D4 s6lo hay un 53% de
similitud. Se encuentran mayoritariamente distribuidos en los sistemas
nigroestriado y mesolimbico y se localizan tanto a nivel presinaptico
(autorreceptores, regulan la liberacion de DA), como postsinaptico. Las
butiferonas, como haloperidol, y las benzamidas sustituidas, como sulpirida y
racloprida (antagonistas D) (Figura 11), poseen alta afinidad por dichos
receptores, al igual que las fenotiazinas y los tioxantenos. Sin embargo, existen
algunas diferencias entre las afinidades de estos tres receptores (Dy, D; y Dy)
con algunos ligandos especificos. La benzamida racloprida, por ejemplo,
presenta alta afinidad por los receptores D, y D3 y baja por los receptores Ds.
Dado que los receptores D3 y D4 se expresan fundamentalmente en las regiones
corticales y limbicas, implicadas en el control del conocimiento y de las
emociones, son el objetivo de nuevas generaciones de fairmacos para muchos de
los trastornos neuroldgicos y psiquiatricos con baja incidencia de efectos

colaterales extrapiramidales [38-40].
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a

OH|
OH 0 \ 0 {
Cl
N N
" F
OCH;
Cl1
racloprida haloperidol

Figura 11. Antagonistas de receptores D,

Farmacologicamente, los antagonistas dopaminérgicos son agentes
importantes para el tratamiento clinico de la esquizofrenia, mania, delirios y la
enfermedad de Huntington, mientras que los agonistas dopaminérgicos se
utilizan en desérdenes neuroendocrinos y en la enfermedad de Parkinson [34].
Las drogas que actian sobre los receptores dopaminérgicos D, son de especial
potencial terapettico ya que los antagonistas son empleados en el tratamiento de
la esquizofrenia (antipsicoticos) y los agonistas son empleados en la enfermedad
del Parkinson [41, 42].

Muchos de los inhibidores del transportador de DA que inactivan el
proceso de recaptacion, actian como antidepresivos puesto que aumentan la
concentracion de DA en la hendidura siniptica y por tanto activan la
neurotransmision  dopaminérgica.  Actualmente, los inhibidores del
transportador de DA han sido prescritos para el tratamiento del déficit de
atencion en los casos de hiperactividad (ADHDs) [43] y han sido propuestos
como farmacos potenciales en los tratamientos de abusos de cocaina [44]. Entre
ellos destacan compuestos naturales y sintéticos, con esqueletos variados como

tropanicos (tipo cocaina), ntcleos isoquinoleinicos (tipo nomifensina),
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estructuras triciclicas (tipo amineptina) o estructuras aril-piperacinicas (tipo
GBR-12783).

Los estudios de afinidad por los receptores tipo D,y D, se llevan a cabo
mediante ensayos in vitro utilizando técnicas de fijacion con radioligandos
especificos denominadas técnicas de binding (Figura 12), en cuerpo estriado de
rata. Son experimentos de competicion donde se evaliia la capacidad de los
compuestos ensayados para desplazar los radioligandos, [*H]-SCH 23390
(ligando selectivo de receptores tipo D) y [*H]-racloprida (ligando selectivo de
receptores tipo D,) de sus lugares de union al receptor [45].

En el caso de la recaptacion de DA, los estudios in vitro de inhibicion se
realizan en los sinaptosomas de cuerpo estriado de rata y se utiliza [*H]-

dopamina como sustrato de los transportadores dopaminérgicos [46].

LABELLED (RADIOACTIVE)
LIGAND

UNLABELLED COMPOUND  ASPECIFIC'BINDING
(binding to
* non-receptors sites
/ / not displacable)
2 : i z =

SPECIFIC BINDING RECEPTORS MEMBRANES
(binding to receptors displacable)

SPECIFIC BINDING =T BINDING - ASPECIFIC BINDING

Figura 12. Técnica de fijacion a receptores
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¢) Relacion estructura-actividad

Los estudios de REA nos ayudan a encontrar o sugerir los aspectos
estructurales mas importantes que deben estar presentes en la molécula para
mejorar su afinidad por los RD. Sin embargo, los experimentos utilizados para
evidenciar el perfil farmacolégico de un ligando como agonista, agonista parcial
o antagonista, son estudios basados en la actividad intrinseca en los RD
midiendo la activacion de la DA sensible a la adenilciclasa en cuerpo estriado
de rata, estudios comportamentales en roedores y/o ensayos de calcio
fluorescentes, entre otros.

Los alcaloides isoquinoleinicos son una gran familia de productos

naturales con una gran variedad de poderosas actividades biologicas [47].

Compuestos R D, D,
Ki(uM) __ Ki(uM)
(S)-nor-1-bencil-THIQ H 13.8 2.86
(R)-nor-1-bencil-THIQ H >100 37.9
(S)-N-Pr-1-bencil-THIQ Pr 29.9 15.6

(R)-N-Pr-1-bencil-THIQ Pr >100 >100

Figura 13. Afinidad por los RD de enantiémeros 1-bencil-THIQ [5]
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Los alcaloides 1-bencil-THIQ, compuestos cuya sintesis y evaluacion
de su actividad dopaminérgica forma parte de la presente memoria, muestran en
general afinidad por ambos tipos de RD, con una selectividad variable. En
contraste con los derivados aporfinicos, las NH o N-metil-bencil-THIQ
muestran mayor afinidad por los RD que sus correspondientes derivados N-etil
o N-propil-bencil-THIQ [5, 48]. También fue evaluada la afinidad por los RD
de parejas de enantiomeros bencil-THIQ de sintesis, mostrando que los
enantiomeros (S) presentan una afinidad de 5 a 10 veces superior por los RD

que los enantiémeros (R) (Figura 13) [5].

meg™
| H;CO 3 HCO NH H;CO NCH;
OH OH OH
| HO E
isocrasifolina Nor-1-metilciclohexil- THIQ ~ /V-metil-1-metilciclohexil-|
THIQ
Compuestos D, D,

Ki(uM)  Ki(uM)

Isocrasifolina 3.17 7.11
Nor-1-metilciclohexil-THIQ 39.01 6.57
N-metil-1-metilciclohexil-THIQ 29.9 15.6

Figura 14. 1-Bencil y 1-metilciclohexil-THIQ 7,8-dioxigenadas dopaminérgicas [6, 45]
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Por otra parte, algunas 1-ciclohexil-7,8-dioxigenadas-THIQ fueron
sintetizadas con el objeto de evaluar la importancia del grupo bencilico en
posicion 1 de la bencil-THIQ. En vista de los resultados en los ensayos de
competicion de estos compuestos, podemos concluir diciendo que la presencia
de un grupo bencilico o ciclohexilmetil situado en posicion 1 de las THIQ, no es
un factor diferenciador de la actividad dopaminérgica, sino que mantienen
caracteristicas similares de hidrofobicidad necesarias para la fijacion a estos
receptores (Figura 14) [6, 45].

Posteriormente, series de 1-butil-, 1-fenil- y 1-bencil-THIQ, con un
cloro en la posicion 6 y un hidroxilo en la posicion 7 del anillo A, fueron
sintetizados por nuestro grupo de investigacion. Los compuestos 1-butil- y 1-
bencil-THIQ resultaron tener mayor afinidad por los receptores tipo Do,
mientras que los de la serie 1-fenil-THIQ fueron mas eficaces frente a
receptores tipo D;. En ensayos de comportamiento in vivo se demostré ademas
que el derivado 1-butil-7-cloro-6-hidroxi-THIQ ejercia una accion antagonista

tipo D, con actividad antidepresiva (Figura 15) [22].

féelectividad Di *‘ Selectividad D,
: Cl Cl Cl
HO O NR HO NR HO O NR

1-fenil-THIQ  / ‘ 1-aquil-THIQ 1-bencil-THIQ :f

Figura 185. Selectividad D; y D,: series 1-alquil, 1-bencil y 1-fenil-THIQ [22]
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1.2 Sintesis y actividad de nuevas Tetrahidroisoquinoleinas

1.2.1 Quimica
a) Sintesis de nuevas 1-bencil-THIQ halogenadas

Para la obtencion de las 1-bencil-THIQ a partir de las amidas
apropiadas (1 y 2), utilizamos métodos clasicos previamente descritos en
nuestro grupo de investigacion [3-6]. La 2-(3-cloro-4-metoxifenil)etilamina C
(Figura 16), previamente sintetizada, se tratd con 2 cloruros de acido derivados
del 4acido fenilacético, cloruro de 2-bromofenilacetilo y cloruro de 2.4-
diclorofenilacetilo, bajo condiciones de Schotten-Baumann (Figura 17). De esta
manera se obtuvieron las dos amidas con buenos rendimientos: la nueva 2-(2'-
bromofenil)-N-(3-cloro-4-metoxifenil) acetamida 1 (serie 1) y la 2-(2'4'-
diclorofenil)-N-(3-cloro-4-metoxifenil) acetamida 2 (serie 2), respectivamente.
A continuacion y mediamente el empleo de la reaccion de ciclodeshidratacion
de BN, seguida de una reduccion con NaBH, cada acetamida fue transformada
en su correspondiente 1-bencil-THIQ. La N-metilacion de las aminas
secundarias tuvo lugar con HCHO y NaBH,, con buenos rendimientos.

Finalmente se llevo a cabo la O-demetilacion de todas ellas con BBr;.

a CHO a o NO, e
(2) (b) |
— " e —_—
| NH,
H;CO H3CO | H;CO

3-cloro-4-metoxi 3-cloro-4-metoxi | 2-(3-cloro-4-metoxi
benzaldehido (A) nitroestireno (B) fenil)etillamina (C) y

(a) CH;NO,, NH,OAc / AcOH, ; (b) LiAlH, / EO anh

Figura 16. Sintesis de 2-(3-cloro-4-metoxifenil)etilamina (C)
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H;CO™ 4 o H3CO o
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> Br cl

Cl

serie 1: 2'-Br-1-bencil-THIQ serie 2: 2',4'-diCl-1-bencil-THIQ

) (b)
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3
@ NR O NR
H;CO™7 H3CO
o
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¥ @ 1b: R= CH3T_| © O 2b: R= CH;TJ ©
2 Br Cl Cl

l (C)] l @

(a) CH,Clo/NaOH 5%; (b) POCIl;-P,0s/tolueno; NaBH,/MeOH; (¢) HCHO/NaBHy; (d) BBr;/CH,Cl,

Figura 17. Sintesis de 1-bencil-THIQ halogenadas: series 1y 2
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e Sintesis de B-feniletilamina: 2-(3-cloro-4-metoxifenil) etilamina

Para obtener este compuesto se realizaron una secuencia de reacciones
en dos etapas y se emple6 como producto de partida el 3-cloro-4-metoxi-

benzaldehido (A).

Formacion del B-nitroestireno (B)

La primera etapa consistio en la obtencion del intermedio 3-cloro-4-
metoxi-PB-nitroestireno (B). Se lleva a cabo por condensacion del producto de
partida (A) con nitrometano, en acido acético glacial con acetato de amonio,
siguiendo un procedimiento similar al descrito en la sintesis de la

bencilisoquinoleina takatonina [49] (Figura 16).

Preparacion de B-feniletilamina (C

En la segunda etapa se prepara la 2-(3-cloro-4-metoxifenil)etilamina
(C). Para ello se emplea una suspension de LiAlH; en éter anhidro, sobre la
cual se afade gota a gota el intermedio (B) disuelto en THF. De esta forma se
consigue reducir el grupo nitroestireno a la feniletilamina correspondiente

(Figura 16).

e Sintesis de B-feniletilamidas: reaccion de N-acilaciéon

La N-acilacidn se realizd con diferentes cloruros de acido, los cuales se
hicieron reaccionar con la -feniletilamina antes sintetizada siguiendo el método
Schotten-Baumann [7-10], la mas utilizada en la actualidad para la obtencion de
N-feniletilamidas. En nuestra sintesis hacemos reaccionar (C) con el cloruro de

acido que se desee disuelto en CH,Cl, afiadiendo al medio de reaccion NaOH al
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5% para alcalinizarlo y neutralizar el HCI liberado. El cloruro de acido se
adiciona gota a gota y a 0 °C debido a que se trata de una reaccion nucleofilica

muy exotérmica. De esta forma se obtuvieron las acetamidas 1y 2 (Figura 17).

e Sintesis de las THIQ: reaccidén de ciclacidon de Bischler-Napieralski

Para la ciclacion de la THIQ resultante hemos empleado el método de
BN para la ciclo-deshidratacion de las N-feniletilamidas y asi conseguir el cierre
del anillo B.

Las 1-bencil-THIQ sintetizadas en la presente tesis doctoral presentan
un haldégeno (cloro) sobre el anillo A de la THIQ. Debido a la dificultad de la
ciclacion de la amida intermedia provista de un cloro en su estructura
(originalmente en posicion C-3 del anillo A de la amida), fue necesaria la
mezcla de dos agentes deshidratantes POCl; y P,Os, en presencia de un
disolvente anhidro e inerte (tolueno), a reflujo para obtener las correspondientes
3,4-dihidroisoquinoleinas [16-18].

La reduccion del intermedio 3,4-dihidroisoquinoleina mediante NaBH,4
es el procedimiento habitual y el mas frecuentemente encontrado en la literatura
[50]. Para la obtencion de las THIQ presentes en este trabajo, se trataron las
iminas con MeOH y NaBH, como agente reductor. Asi se obtienen las IQ 1ay

2a (Figura 17).

e Reaccidén de N- metilacidén

Las aminas terciarias fueron obtenidas como (NMe) THIQ, para ello se
parte de las aminas secundarias (NH) (la y 2a) disueltas en MeOH,

adicionamos formaldehido y unas gotas de acido formico y mantuvimos la
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mezcla de reaccion a reflujo durante una hora, a continuacion afiadimos NaBH,4
y calentamos a reflujo durante otros 45 minutos. Al finalizar este tiempo,
tratamos la mezcla de reaccion y obtuvimos las aminas terciarias (NMe) THIQ

(1b y 2b) con buenos rendimientos (Figura 17).

e Reaccidén de O-demetilacion

La O-demetilacion de las IQ sintetizadas fue llevada a cabo con 4
equivalentes del reactivo BBr;. Los compuestos demetilados finales se indican

en la Figura 17: 1¢c, 1d, 2¢c y 2d.

b) Sintesis de 1-butil-THIQ quirales

La serie 3 fue sintetizada por el grupo del Profesor Santos Fustero del
Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Valencia. Partiendo
del aldehido comercialmente disponible 2-bromo-5-metoxibenzaldehido y
empleando métodos clasicos se obtuvo la amina deseada que se protegié con el
grupo carbobenciloxi (Cbz). La posterior reaccion de Stille sobre el
bromoderivado seguida de metatesis cruzada con acroleina y reaccion aza-
Michael intramolecular en presencia del catalizador de Jorgensen III y acido
benzoico como co-catalizador condujo al aldehido derivado de THIQ. En
funcién de la estereoquimica del catalizador empleado (ambos comercialmente
disponibles), se pudo obtener la THIQ quiral (S) o (R) con buen rendimiento y
excelente enantioselectividad. Una vez obtenidos los dos enantidmeros del
aldehido, se hicieron reaccionar por separado con bromuro de
etiltrifenilfosfonio y, tras hidrogenacion catalitica y demetoxilacion con BBr; se
obtuvieron los dos enantiomeros de 1-butil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-ol,

serie 3 (Figura 18).
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CH3N02 AcONH, 1. L1AIH4 Et,0
Br Br

3 AcOH 2. ClCOan K,CO;3 50% 3b
62% Dioxano
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PhCO,H, CHCl;
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2.H,,Pd(OH), DCM |
o MeOH |
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340 3g-(S) 68%

3g-(R) 60%

Figura 18. Sintesis de 1-butil THIQ quirales

1.2.2 Afinidad por los receptores dopaminérgicos y REA. Ensayos
de binding

En trabajos previos [5, 15, 51, 52] se determind la importancia de la
configuraciéon absoluta del centro 1, asi como la existencia de ciertos
requerimientos estructurales para asi mejorar la afinidad por los RD de las

familias tipo D; y D,, postulandose que la sustitucion en el anillo A por un
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hidroxilo y un haldégeno nos conduciria a la preparacion de moléculas que se
fijarian selectivamente a uno de los grupos de RD antes mencionados [51, 52].

Por este motivo la mayoria de las IQ descritas en el presente capitulo, poseen en
la estructura un grupo hidroxilo y un halégeno como sustituciones en el anillo A

de la molécula.

e Series 1y 2:2'-bromo y 2’.4’-dicloro-1-bencil-THIQ

Todos los compuestos sintetizados se ensayaron in vitro para ver su
capacidad de desplazar a los ligandos selectivos de tipo D; y D, de sus
respectivos sitios de uniéon en membranas de estriado de rata. Muchos de estos
compuestos son capaces de desplazar tanto [’H]-SCH 23390 como [*H]-
racloprida de sus sitios de union en el cuerpo estriado de rata a concentraciones
micromolares (uM) o nanomolares (nM). Las afinidades de unién a los RD D, y
D, se resumen en la Tabla 1, y estos resultados han puesto de manifiesto
algunas tendencias generales de la relacion estructura-actividad.

En general, todas las 1-bencil-6-cloro-7-metoxi-THIQ probadas (1a, 1b
y 2a, 2b) mostraron una menor afinidad por D,y D, que sus correspondientes 7-
hidroxi homélogos (1¢, 1d y 2¢, 2d) (alrededor de 70 veces). La afinidad mayor
corresponde a los compuestos con grupo fenol libre OH, descrito anteriormente
en varias 1Q [16, 26, 51]. Las THIQ 1-sustituidas sintetizas con presencia de un
hidroxilo en la posicién del carbono C-7, y su capacidad de desplazar a los
ligandos selectivos de los receptores D,y D, de la DA de sus sitios de union en
membranas de estriado de rata fue de influencia positiva, mientras que la
sustitucion por un metoxilo en la posicion del carbono C-7 no favorecié la
afinidad dopaminérgica.

Ambas series de compuestos 2'-bromobencil-THIQ (serie 1) y 2',4'-

diclorobencil-THIQ (serie 2) mostraron alta afinidad por los RD. Sin embargo,
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poseen poca selectividad frente a las familias de receptores tipo D; y D,. No
obstante, la ausencia de selectividad que muestran estos compuestos no les
impide comportarse como moléculas de elevada afinidad por los RD y de
hecho, algunas de ellas mostraron valores de K; (D,) en el rango nanomolar (1d:
18 nM).

Hemos observado que los compuestos de la serie 2'-bromobencil-THIQ
mostraron una afinidad que fue 10 veces mas elevada que la de sus
correspondientes homologos 2',4'-diclorobencil-THIQ. Es probable que el
mayor tamafio y niimero atomico del dtomo de bromo pueda justificar una
afinidad por los receptores tipo Dy y D, mas importante que en el caso de los

derivados clorados (Tabla 1 y Figura 19).

a a
O O NCH
HO NH HO 3

) 1d
125+

_ 125+ 9 oo

S o o 1004 [°H]-SCH 23390

¢ 1004 =z binding

z [*H]-SCH 23390 o 754

2 ] . binding E o /

o [Hlt')’iia'izp”de O 501 PHlraclopride o

O 501 9 % binding 9

[T 254

— . w .

Q254 ™~ g

% 0 L) T
0 . -10.0 7.5 -5.0 2.5
-10.0 7.5 -5.0 2.5 compound 1d log [M]

compound 1c log [M]

Figura 19. Curvas de desplazamiento del binding especifico de [’H]-SCH 23390 y
[*H]-racloprida de los compuestos 1¢ 'y 1d
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Tabla 1. Valores de K;, pK; y selectividad en experimentos de binding especifico a
receptores dopaminérgicos tipo D; y D, de las series 2'-bromo (1) y 2', 4'-dicloro-1-
bencil-THIQ (2)

Ligando especifico-D, Ligando especifico-D,
Comp. [*H]-SCH 23390 [*H]-raclopride D,/D,
Ki (uM) pKi Ki (nM) pKi
1a 1.528 + 0.304 5.83+0.08 0.245 + 0.050 6.63 + 0.09° 6.2
1b 1.319+0.145 5.89+0.05 1.336 + 0.296 5.90 + 0.09 1.0
. i
1c 0.110 + 0.042 7.06 +0.18’ 0.046 + 0.012 7.39+0.14 24
1d 0.065 = 0.011 7.21+0.07° 0.018£0.004 776008 O
2a 11.323 £ 4.164 5.01+0.17 3.301 + 0.797 351 0.11 3.4
2b 15.113 +2.860 4.84+0.08 6.132 + 1.381 523+0.10 25
2¢ 0.183 £ 0.014 6.74 + 0.03 0.107 £ 0.027 7.00 +0.11° 1.7
2d 0.241 + 0.054 6.71 +0.14' 0.269 + 0.097 6.64 +0.19' 0.9

Los resultados estan expresados como la media = SEM de 3-6 experimentos.
ANOVA, post Newmann Keuls test de comparacion multiple:
“p <0.05,°p<0.01, “p< 0.001 vs tipo D, receptor dopaminérgico.
4p<0.05, EP<0~01’,f p<0.001 vs correspondencia con -NH derivados (comp. b vs a, y d vs ¢).
£p<0.05, "p<0.01, ‘p< 0.001 vs correspondencia con -OCH; derivados (comp. ¢ vs a,y d vs b).
En conclusion, ambas series de THIQ 1-sustituidas poseen afinidades
por los RD de rango nanomolar aunque muestran una baja selectividad. Cabe
destacar que la serie 1 posee una mayor afinidad por los RD que la serie 2 (10

veces superior), Figura 20.
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Figura 20. Series 1y 2: 1-bencil THIQ halogenadas

e Serie 3: 1-Butil THIQ quirales

Se ensayaron los compuestos sintetizados en el Departamento de
Quimica Organica in vitro, para ver su capacidad de desplazar a los ligandos
selectivos de D; y D, de sus respectivos sitios de uniéon en membranas de
estriado de rata. Algunos de estos compuestos son capaces de desplazar tanto
[*H]-SCH 23390 como [*H]-racloprida de sus sitios de unién a concentraciones
micromolares (uM) o nanomolares (nM). Las afinidades de union al RD tipo D,
y D, se resumen en la Tabla 2, y estos resultados confirman algunas tendencias
generales de la relacion estructura-actividad.

En los ensayos realizados no se observé union del enantiomero S al RD
tipo Dy, ni en la forma metoxilada, ni en la hidroxilada. Sin embargo, mostraron
unién al receptor D, en rangos de concentracion pM, presentando la 1Q
demetilada (S)-3g una afinidad 8 veces superior a la de la IQ metoxilada (S5)-3f,
como se muestra en la grafica (Figura 21).

El enantidémero R present6 afinidad por los RD tanto D; como tipo D,.
Aunque el enantiomero (S)-3g (eutomero) presentd una afinidad por los
receptores D,, 28 veces superior a la del enantiémero (R)-3g (distomero),

ademas de una mayor selectividad por los receptores D,. Se ensayo el
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compuesto racémico 3, mostrando una afinidad por los receptores tipo D, menor
que la del eutémero, pero mayor que la del distomero.

No obstante, la IQ hidroxi-clorada racémica (4), previamente sintetizada
en nuestro grupo [22], muestra una afinidad por los receptores tipo D, 9 veces

superior que la del enantiomero (5)-3g.

H,CO =
=~
NH o 100‘
=
[ -
(S)-3f = 7
o
o 501
[T
HO O 254
o
NH & o
S)-3 r T T T
(519 1.0 8.5 6.0 35

Compound log [M]

Figura 21. Curvas de desplazamiento del binding especifico de [*H]-racloprida de
los compuestos (5)-3f y (S)-3g.

::??HO HO \ \
NH NH |
a
(5)r3g j/\\??

Figura 22. 1-Butil THIQ (S)-3g y 1-butil THIQ racémica (4) [22]
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Tabla 2. Valores de K;, pK; en experimentos de binding especifico a receptores
dopaminérgicos D y D, de los diferentes enantiémeros ensayados.

Ligando especifico D, Ligando especifico D,
Comp. [*H]-SCH 23390 [*H]-raclopride
Ki (uM) pKi Ki(uM) pKi

(5)-3f > 100 - 4.51+0.852 5.49 % 0,29
(5)-3g > 100 - 0.57 + 0.083 6.54 £0.37"°
(R)-3t 34.14 448 £0.122 542+0912 5.26+0.25%
(R)-3g >100 - 2.33 £0.695 5.6340.26°

4 3.247+0.256  5.49+0.04 0.066 + 0.017 720+0.14

Los resultados estan expresados como la media + SEM de 3-6 experimentos.
ANOVA, post Newmann Keuls test de comparacion multiple:

“p <0.05,”p<0.01, “p< 0.001 vs tipo D; receptor dopaminérgico.

4p <0.05,°p<0.01,” p< 0.001 vs correspondencia con -NH derivados (comp. b vs a, y d vs ¢).
£p<0.05, "p<0.01, "p< 0.001 vs correspondencia con -OCH; derivados (comp. ¢ vs a, y d vs b).

En conclusion, ambos enantiomeros poseen afinidad por los RD D,
siendo el enantidomero (S)-6-hidroxi-1-butil-THIQ, (S)-3g, el de mayor afinidad,
y también el de mayor selectividad por los RD D,, en comparacion con el
enantidmero (R). Sin embargo, la 7-cloro-6-hidroxi-1-butil THIQ racémica (4),

presenta una afinidad por los RD D, de rango nM [22] (Tabla 2).
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1.2.3 Modelizacion Molecular de BTHIQ halogenadas, 1-alquil,1-
bencil y 1-fenil-THIQ

Se realizd un estudio de modelizacion molecular de 16 THIQ
dopaminérgicas sobre los receptores D,. El objetivo fue interpretar mejor los
resultados obtenidos in vitro con cada uno de los compuestos detallados en este
capitulo. Ademas también se realizé la modelizacion molecular de otras THIQ
ya sintetizadas por nuestro grupo de investigacion como es el caso de las butil,
fenil y bencil Isoquinoleinas [22].

Este estudio se realiz6 en dos etapas, en una primera etapa se llevaron a
cabo simulaciones de dindmica molecular con el objetivo de obtener una vision
de la relacion de los compuestos ensayados con el lugar de union de los RD D,.
En una segunda etapa se realizaron calculos mecanico-cuanticos combinando
SEMIEMPIRICAL (AMI1) con ab initio [RHF/6-31G(d)] y DFT [b3LYP/6-
31G(d,p)] con el objetivo de calcular las energias de binding teodricas para cada
uno de los compuestos (Figura 23). Para ello se emplearon sistemas de modelos
reducidos, como el mostrado en la Figura 24.

Las simulaciones de dindmica molecular mostraron datos en
concordancia con resultados previos experimentales [53] y tedricos [54]. Estos
resultados revelan la importancia del Asp86 para la union de los ligandos al RD.
La interaccion mas importante para la formacion del complejo ligando-receptor
seria de tipo puente salino entre el grupo carboxilo terminal del Asp86 situado
en la hélice 3 (TM3) y el grupo amino protonado que poseen algunos ligandos.
Todos los compuestos fueron anclados al receptor (Asp86) con su grupo amino
protonado. Datos farmacoldgicos [52, 55] indican que el grupo OH del anillo A
del ligando dopaminérgico es fundamental para la estabilizacion de los

complejos por uniones por puentes de hidrogeno con diferentes residuos de
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serina. La Ser141 y Ser144 localizadas en TM5 tienen fuertes interacciones con
el ligando durante todo el proceso de simulacion, lo cual corrobora la
importancia de estos residuos que forman uniones por puente de hidréogeno con
el ligando. También se observaron interacciones mas débiles con Serl122 y

Ser118 (TM4) (Figura 24).

Cl HO
NR NH
R0 T 2 Cl
L 2]
) b
(D
cl cl A
1a: R;= CH;; R,=H 2a: R;= CH;; R,=H 4
1b: R;=R,=CH, 2b: R;=R,=CH;
1c: R]=R2=H 2c: RI:RZ:H
Cl O Cl
NR _NR,
R,0 2 R,0 )
1

4a: Ry= CH;; R,=H
4b: R|=R,=CHj;
4c: Rj=R,=H

Sa: R]Z CH3, R2:H
5b: R,=R,~CH,
5c¢: R;1=R,=H

=3
N

6a: R;= CH3; R,=H
6b: Rl :RZZCH:;
6¢: R;=R,=H

Figura 23. THIQ y sus respectivos angulos de torsion.
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Cabe sefialar que para los compuestos con OH en el anillo A y con NH
(1c, 2¢, 4, 4¢, Sc y 6¢) el grupo hidroxilo del anillo A actia como dador de
protones por lo que la Ser141 actuaria como aceptor de protones, en estos casos
se observaron interacciones fuertes. Por otra parte, para los compuestos con
OCH; en el anillo A y con la amina tanto NH como NCHj; (1a, 1b, 2a, 2b, 4a,
4b, 5a, 5b, 6a y 6b), la Serl41 actia como dador de protones y el grupo OCH;
como aceptor, mostrando interacciones mas débiles.

La mayor parte del bolsillo hidrofébico para los ligandos en el receptor
esta formado por Phe82, Val83 y Val87 en TM3; Phel45 en TMS y Trpl82,
Phe185, Phel86 ¢ His189 en TM6. Las unicas diferencias estructurales entre los
compuestos ensayados son el sustituyente situado en el Cl1. El sustituyente fenil
del compuesto 5c¢ ensayado es bastante rigido, mientras que en el resto de
compuestos presentan mayor libertad de movimiento para rotar (compuestos
con C1 sustituidos por un gupo butil, bencil y bencil halogenados) (Figura 24).

En esta primera etapa del estudio se pudieron observar los dngulos de
torsion de los ligandos. En los compuestos de la serie butil, bencil y bencil
halogenados los angulos de torsion tenian gran flexibilidad, por ejemplo en el
compuesto 6¢ el angulo de torsion 6, es bastante fijo (250° aproximadamente)
pero 6, puede variar desde 20° hasta 300°, por lo tanto el compuesto adoptaria la
conformacion mas efectiva para la union. En cambio los compuestos con fenilo
como sustituyente en C1 el angulo de torsion es muy rigido lo que dificulta su
movilidad para adoptar una conformaciéon mas efectiva.

Por otra parte y para completar el estudio de modelizacion molecular se
realizaron los calculos mecanico cudnticos con AM1, ab initio RHF/6-31G(d) y
optimizaciones DFT[B3LYP/6-31G(d,p). En la Figura 25 podemos ver la

interaccion del ligando 1¢ con RD D, optimizando datos y realizando calculos
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mecanico cuanticos. En ella se observa la fuerza del enlace entre Asp86 y el
grupo amino protonado del ligando obteniendo un enlace de 3.47A, ademas
podemos observar el enlace por puentes de hidrogeno bifurcado entre el
oxigeno del hidroxilo del ligando y el oxigeno del carbonilo de la Ser141 que se

comportan como proton-aceptores dando enlaces de 2.28A y 2.40A.

Vala3; _

¥

| Pheg2)’ \
ISFM‘M _)“ 5139 * |
\ 5& ?I’me( . ;

\ / F}h 86

L

PhelBs
Phe14s

Figura 24.Vista espacial del modelo de receptor D, de DA utilizando el programa
Chimera como interfase grafica.
Los compuestos 4¢ (rosa), Sc¢ (amarillo) y 6c (verde) se utilizaron para simulaciones de
dinamica molecular. El sitio de unidn, que se optimizé mediante calculos mecanico-
cuanticos, se muestra en el circulo. El nimero de aminoacidos incluidos corresponden a
los de la referencia [56].
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En cambio la Figura 25 también encontramos el ligando 1a, donde el
grupo metoxilo del ligando seria el proton-aceptor mientras que la Ser141 seria
donor de protones en este caso, esto se traduce en un aumento de la distancia de

enlace a 2.32A.

Compuesto 1c Compuesto 1a

Figura 25. Compuesto 1¢ y 1a mostrando interaccion con Asp86 por puente de
hidrogeno.
Compuesto 1¢ muestra puente de hidrogeno con Serl141, el grupo hidroxilo actia como
donador de protones. Compuesto 1a muestra interaccion mas débil, el metoxilo actua
como aceptor de protones

En la Figura 26 podemos observar el comportamiento de algunos
ligandos con los D, DR, pero en este caso la vision de la figura muestra las
interacciones hidrofobicas. En primer lugar el ligando 6¢ (con bencilo en Cl1)
adopta una conformacion adecuada para poder interaccionar con Phel86, Phe82
e His189. De forma muy similar ocurre con los ligandos 1c¢ y 2¢, con un
sustituyente bencil-halogeno en Cl, en ellos el halégeno aumenta la

polarizabilidad del grupo bencilo por lo que aumenta la fuerza de interaccion
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hidrofobica. El ligando 4¢, con sustituyente butilo en C1, se comporta de forma
muy similar y realizando las mismas interacciones hidrofébicas con los mismos
residuos. En cambio, el ligando 5S¢, con fenilo como sustituyente C1, muestra un
ordenamiento espacial diferente por lo que la tnica interaccion hidrofobica que
se permite es con Phel86. El compuesto 4, con sustituyente butilo procedente
de la reaccion inusual de BN, adopta un ordenamiento que le permite la
interaccion con 3 residuos, Trp182, Phe82 y Phel86.

Por ultimo mencionar los compuestos Sa-c¢ con residuo fenil en posicion
C1, este sustituyente se ordena de forma perpendicular al resto del ligando por
lo que el anclaje en el centro activo de los DR D, es débil. Podemos asegurar
que la forma y flexibilidad de la cadena lateral afecta al subtipo de receptor, la
selectividad del ligando depende de la geometria, flexibilidad y tipo de
sustituyentes del ligando. Lan ef al. [57] describieron que el ligando SCH23390
selectivo de los DR D; poseia un grupo fenilo perpendicular al resto de la
molécula y al plano de la membrana y paralelo a los ejes de la hélice, esto esta
en concordancia con los resultados obtenidos para los ligandos Sa-c que se
disponen de la misma forma en el receptor.

Se calcularon las energias de binding (BE) para los diferentes complejos
receptor-ligando de todos los compuestos usando calculos RHF/6-31(d) y
DFT[BLYP/6-31G(d,p)]. Todos los compuestos con grupo metoxilo en el anillo
A de la IQ muestran BE superiores respecto a sus homologos demetilados. Los
resultados obtenidos estuvieron en concordancia con los pK; obtenidos en los
ensayos in vitro ya realizados previamente [22]. Se obtuvo una correlacion de
r"=0.9134 en los calculos realizados con RHF y de r’=0.9460 para los
realizados con DFT. Las aproximaciones por lo tanto son fiables por lo que

permiten la prediccion de BE para futuras moléculas sin necesidad de su
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sintesis, esto serviria por tanto de cribaje a la hora de la biisqueda de cabezas de

serie.

Figura 26. Interacciones de los compuestos 6¢ (a), 1¢ (b), 2¢ (¢), 4¢ (d), 5¢ (¢) y 4 (f)
con el centro activo de los RD D,. Vista espacial de las interacciones hidrofobicas.
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1.3 Parte experimental

1.3.1 Aparatos utilizados

Los espectros de masa se registraron en un espectrometro tipo VG
analitica, Fisons (Manchester, Reino Unido) mediante técnicas de impacto
electronico (EMIE) y bombardeo con atomos rapidos (FAB-EM).

Los espectros de RMN de 'H y RMN de "C se realizaron en
espectrometros Bruker AC-300, AC-400 o AC-500, usando como referencia la
sefial del disolvente (CDCl; a 8y 7.26 ; 6¢ 77.0). Las multiplicidades de la
resonancia de ’C RMN se asignaron mediante los experimentos DEPT.

Las asignaciones de '"H y RMN de "°C se llevaron a cabo mediante
técnicas mono y bidimensionales (COSY 45, HMQC, HSQC y HMBC) y por
comparacion con datos bibliograficos. Los desplazamientos quimicos (8) se
expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Todas las reacciones fueron supervisadas por cromatografia en capa
fina, empleando como soporte silicagel 60 F ,54 (Merck 5554).

Los residuos fueron aislados y purificados por cromatografia en
columna, empleando como soporte silicagel 60 H (5-40 um Merck 7736).

Los disolventes y reactivos utilizados y adquiridos de fuentes
comerciales.

Los rendimientos citados fueron de material purificado.

Los compuestos en forma de clorhidrato se prepararon a partir de la

correspondiente base con MeOH-HC1 5%.
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1.3.2 Sintesis de las THIQ halogenadas

e Preparacion de 3-cloro-4-metoxi -B-nitroestireno, B

, @
al’ x_NO,
IO
H,c0

A una solucién de 3-cloro-4-metoxi-benzaldehido A (1.0 g, 5.87 mmol)
y acetato de amonio NH4,OAc (1.2 g, 15.57 mmol) en acido acético (15 ml) se
aflade nitrometano (1 ml, 18.41 mmol) se mantiene a reflujo y en agitacion
durante 4 h. La mezcla se deja enfriar, se adiciona agua (10 ml) y se extrae con
CH,Cl, (3 x 10 ml). La fase organica se lava con NaCl saturado (2 x 10 ml) y
agua (2 x 10 ml), se deshidrata con Na,SO, anhidroy se concentra en rotavapor,
adicionandose EtOH y obteniéndose cristales amarillos en forma de aguja 3-
cloro-4-metoxi-p-nitroestireno, B (1.1 g, 88%) que se utiliz6 en la etapa
siguiente.
"H RMN (400 MHz, CDCLy) §7.91 (d, J= 13.74 Hz, 1H, H-p), 7.59 (d, J=2.16
Hz, 1H, H-2), 7.52 (d, J= 13.74 Hz, 1H, H-a), 7.44 (dd, J= 8.58, 2.16 Hz, 1H,
H-6), 6.97 (d, J= 8.58 Hz, 1H, H-5), 3.90 (s, 3H, OCH3-4);
BC RMN (100 MHz, CDCl;) & 158.4 (C-4), 138.4 (CH-B), 136.4 (CH-a),
130.9 (CH-2), 130.1 (CH-6), 124.2 (C-1), 123.7 (C-3), 112.7 (CH-5), 56.8

(OCH3);
EM (IE) m/= (%): 213 (55) [M]', 185 (100).
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e Preparacion de 2-(3-Cloro-4-metoxi-fenil)etilamina, C

NH
H;CO” 4 6 2
5

Una disolucién de 3-cloro-4-metoxi-F-nitroestireno B (1.0 g, 4.7 mmol)
en THF anhidro (14 mL) se adiciona gota a gota a una suspension bien agitada
de LiAlH; (0.7 g, 18.5 mmol) en éter anhidro (20 mL) bajo atmdsfera de
nitrogeno. La mezcla se mantiene a reflujo durante 2 h. Transcurrido este
tiempo, se deja enfriar y el exceso de LiAlH, fue destruido por la adicion gota a
gota de agua (1 ml) y NaOH 15% (1 ml), formandose un precipitado de sales de
aluminio que se filtra y se lava repetidas veces con CH,Cl,. Después el filtrado
se concentra, se redisuelve en CH,Cl,, se lava con agua (2x10 ml) y NaCl
saturado (2x10 ml).

A continuacién se efectuan purificaciones L/L variando el pH y la fase
orgénica resultante se deshidrata con Na,SO, anhidro, se filtra y concentra a
sequedad en rotavapor, hasta obtener un residuo oleoso puro de 2-(3-cloro-4-
metoxifenil)etilamina, C (630 mg,72%).

"H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 7.3 (d, J= 2.24 Hz, 1H, H-2), 7.2 (dd, J= 8.46,
2.24 Hz, 1H, H-6), 6.8 (d, J= 8.46 Hz, 1H, H-5), 3.9 (s, 3H, OCH;-4), 3.1 (m,
2H, H-a), 2.8 (m, 2H, H-B);

BC RMN (100 MHz, CDCls) & 153.8 (C-4), 133.3 (C-1), 130.8 (CH-2), 128.4
(CH-6), 122.6 (C-3), 112.5 (CH-5), 56.5 (OCHs), 43.8 (CHz-av), 39.1 (CH,-B);
EM (IE) m/z (%): 185 (45) [M]".
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e Sintesis de las acetamidas 1y 2

Las fenilacetamidas 1 y 2 se prepararon bajo condiciones Schotten-
Baumann por condensacion de 2-(3-cloro-4-metoxifenil)etilamina con el

correspondiente cloruro de acido.

Sintesis 2-(2'-bromofenil)-N-(3-cloro-4-metoxifenil)acetamida, 1

Se disuelven el acido 2-bromofenilacético (1 g, 4.65 mmol) y el cloruro
de tionilo (0.4 ml, 5.58 mmol) en CH,Cl, anhidro, dejandolos a reflujo durante
3 h. A continuacién, se elimina el disolvente en rotavapor para obtener el
cloruro de 2-bromofenilacetilo como un aceite de color amarillo palido, que se
utiliza en el paso siguiente sin purificacion.

Una solucion de 2-(3-cloro-4-metoxifenil)etilamina C (500 mg, 2.69
mmol) en CH,Cl, (20 ml), se trata con NaOH 5% (4.5 mL) y se adiciona cloruro
de 2-bromofenilacetilo (0.6 ml, 4.03 mmol) gota a gota, sobre un baiio de hielo
a 0°C. Se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 3 h. A continuacion
se realiza una extraccion L/L, la fase organica se lava con HCl 2.5%, NaCl
saturado (2 x 10 mL) y finalmente con agua (2 x 10 mL), por ultimo se

deshidrata sobre Na,SO,4 anhidro y evapora a sequedad. El residuo se purifica
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mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano/EtOAc, 50:50)
para obtener 753 mg de amida 1 (1.97 mmol, 73%).

"H RMN (300 MHz, CDCl;) & 7.58 (dd, J= 7.84, 1.11 Hz, 1H, H-3"), 7.27 (m,
2H, H-5', H-4"), 7.16 (m, 1H, H-6"), 7.08 (d, J/=2.14 Hz, 1H, H-2), 6.94-6.91 (dd,
J=8.36, 2.16 Hz, 1H, H-6), 6.78 (d, J= 8.35 Hz, 1H, H-5), 3.94 (s, 3H, OCH;-
4),3.72 (s, 2H, CH,CO), 3.37 (dd, J= 12.40, 6.82 Hz, 2H, H-a), 2.83 (t, J= 6.96
Hz, 2H, H-p);

BC RMN (75 MHz, CDCls) 8 169.6 (CO), 153.6 (C-4), 134.5 (C-1'), 133.8 (C-
1), 133.1 (CH-3"), 131.5 (CH-2), 130.4 (CH-4"), 129.2 (CH-6"), 128.1 (CH-5"),
127.6 (CH-6), 1249 (C-2", 122.3 (C-3), 112.3 (CH-5), 56.2 (OCHj;), 43.9
(CHz-0), 40.7 (CH,), 34.9 (CH»-B).

FAB-EM m/z (%) 381 (85) [M]", 368 (65), 168 (100); HREIMS m/z 381.0139
(C17H,7BrCINO,, calc 381.0131).

Sintesis 2-(2'.4'-diclorofenil)-N-(3-cloro-4-metoxifenil)acetamida, 2

Este compuesto se prepara segin el procedimiento empleado para 1,
partiendo de 500 mg (2.69 mmol) de la amina C y cloruro de 2,4-
diclorofenilacetilo (0.6 ml, 4.03 mmol). Se obtuvieron 682 mg de la amida 2
(1.83 mmol, 68%).
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'H RMN (300 MHz, CDCl3) § 7.41 (d, J= 1.11 Hz, 1H, H-3"), 7.22 (m, 2H, H-
5', H-6'), 7.10 (d, J= 2.16 Hz, 1H, H-2), 6.90 -6.93 (dd, J = 8.42, 2.16 Hz, 1H,
H-6), 6.80 (d, J= 8.42 Hz, 1H, H-5), 3.88 (s, 3H, OCH;-4), 3.60 (s, 2H,
CH,CO), 3.43 (dd, J = 12.2, 6.75 Hz, 2H, H-a), 2.70 (t, J= 6.76 Hz, 2H, H-B);
13C RMN (75 MHz, CDCL3) § 169.3 (CO), 154.0 (C-4), 135.3 (C-2'), 134.4 (C-
4),132.8 (C-1), 131.8 (C-1'), 132.0 (CH-3"), 130.8 (CH-2), 129.9 (CH-6), 128.3
(CH-6), 128.1 (CH-5"), 122.7 (C-3), 112.5 (CH-5), 56.6 (OCH), 41.2 (CH,-av),
41.0 (CH,), 34.7 (CHy-B);

FAB-EM m/z (%) 372 [M+H], 168 (40); HREIMS m/z 372.0312
(C1sH7C1L,NO,, cale. 372.0325).

e Obtencion de 1-bencil-THIQ 1ay 2a

Sintesis de 1-(2'-Bromobencil)-6-cloro-7-metoxi-1,2.3.4-THIQ, 1a

Mediante el uso de un matraz de 250 ml de fondo redondo con tres
bocas se introduce la amida 1 (500 mg, 1.31 mmol) en tolueno seco (20 mL)
bajo atmosfera de N, tratandose con P,Os (3.7 g, 13.1 mmol) y afadido en
pequenas porciones seguido de la adicion gota a gota de POCl; (1.2 mL, 13.1

mmol). La mezcla se agita y se mantiene a reflujo bajo atmdsfera de N, durante
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6-8 h, y luego se deja enfriar. El tolueno se evapora a presion reducida y la
mezcla de reaccidn se vierte lentamente sobre hielo troceado. El residuo so6lido
se tritura con NaOH 10% para conseguir una suspension (pH=8-9) y a
continuacion se extrae con CH,Cl, (3 x 15 mL). Se combinan las diferentes
fases de CH,Cl, extraidas y se secan con Na,SO, anhidro y el disolvente se
evapora en rotavapor obteniéndose un aceite de color rojizo. El residuo se
disuelve en MeOH (20 mL), y luego se enfria a -78°C y se trata con NaBH, (76
mg, 2 mmol). La mezcla de reaccion se agita durante 2 h. Se adiciona agua (15
mL) para destruir el exceso de NaBH, y se evapora a presion reducida. La fase
organica se extrajo con CH,Cl, (3 x 15 mL), y la combinacion de fases
organicas se seca sobre Na,SO, anhidro y evapora a sequedad. El producto
crudo se purifica por cromatografia en columna de gel de silice
(CH,Cl,/MeOH/NH3;, 100:2:0.5) para proporcionar 164 mg de 1a (0.45 mmol,
34%) como un aceite amarillo.

"H RMN (300 MHz, CDCl;) & 7.60 (dd, 1H, J = 8.0, 0.9 Hz, H-3"), 7.30-7.24
(m, 2H, H-6', H-4"), 7.16-7.13 (m, 1H, H-5"), 7.11 (s, 1H, H-5), 6.73 (s, 1H, H-
8), 4.28 (dd, 1H, J= 9.7, 4.1 Hz, H-1), 3.81 (s, 3H, OCHs), 3.33 (dd, 1H, J=
13.6, 4.1 Hz, H-aa), 3.25-3.19 (m, 1H, H-3a), 3.04-2.76 (m, 2H, H-ab, H-3b),
2.74-2.71 (m, 2H, H-4);

BC RMN (75 MHz, CDCl3) § 152.7 (C-7), 138.4 (C-1'), 138.0 (C-8a, C-4a),
133.0 (CH-3"), 131.9 (CH-4"), 130.4 (CH-5), 128.3 (CH-6"), 127.4 (CH-5"),
124.8 (C-2"), 120.2 (C-6), 110.2 (CH-8), 56.0 (OCH3;), 55.0 (CH-1), 43.0 (CH,-
a), 39.6 (CH,-3), 28.7 (CH,-4);

FAB-EM m/z (%) 366 [M+H]™ (60), 196 (100); HRFABMS m/z 366.0238
[M+H]" (C;7sH;sNOCIBr, calc. 366.0260).
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Sintesis de 1-(2 ', 4'-Diclorobencil)-6-cloro-7-metoxi- 1,2.3.4-THIQ, 2a

Cl
O NH
Cl I Cl

Este compuesto se prepara segun el procedimiento empleado para 1a,

utilizando la correspondiente amida 2 (500 mg, 1.34 mmol), P,Os (3.8 g, 13.4
mmol) y POCl; (1.3 mL, 13.4 mmol). El residuo se purifica mediante
cromatografia en columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH/NH3, 100:2:0.5) para
obtener 193 mg de 2a (0.51 mmol, 38%) como un aceite amarillo.

"H RMN (400 MHz, CDCl5) § 7.43 (d, 1H, J= 1.7 Hz, H-3'), 7.21-7.20 (m, 2H,
H-5', H-6"), 7.12 (s, 1H, H-5), 6.66 (s, 1H, H-8), 4.24 (dd, 1H, J= 9.8, 4.1 Hz,
H-1), 3.83 (s, 3H, OCH,), 3.29 (dd, 1H, J=13.7, 4.1 Hz, H-0a), 3.25-3.19 (m,
1H, H-3a), 3.00-2.94 (m, 2H, H-3b, H-ab), 2.74-2.71 (m, 2H, H-4), 1.73 (s, 1H,
NH).

BC RMN (100 MHz, CDCl3) § 152.9 (C-7), 137.8 (C-1"), 135.41 (C-8a), 134.9
(C-4a), 133.1 (C-2", 132.6 (CH-6"), 130.6 (CH-5), 129.5 (CH-3"), 128.2 (C-4"),
127.1 (CH-5"), 120.6 (C-6), 110.2 (CH-8), 56.1 (OCHs), 55.0 (CH-1), 40.1
(CH»-3), 39.7 (CH;-0), 28.7 (CH,-4);

FAB-EM m/z (%) 356 [M+H]" (96), 196 (100); HRFABMS m/z 356.0321
[M+H]" (C;7H;;NOCl;, calc. 356.0375).
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e Procedimiento de N-metilacion: sintesis de 1b v 2b

Sintesis 1-(2'-bromobencil)-6-cloro-7-metoxi-N-metil-1,2,3.4-THIQ, 1b

Cl
O NCH
H,CO 3
I Br

A una solucion en agitacion de 1a (500 mg, 1.37 mmol) en MeOH (20

mL) se adicionan 15 mL de formaldehido (37%) y una gota de acido férmico.
La mezcla se deja a reflujo durante 1 h. A continuacion enfria hasta temperatura
ambiente, se trata con NaBH,4 (520 mg, 13.7 mmol), y se deja a reflujo durante
1 h. La mezcla de reaccion se enfria hasta temperatura ambiente y se afiade 1
mL de agua. Se elimina el disolvente a presion reducida, se afiaden (3 mL) de
agua a los residuos y la mezcla acuosa se extrae con CH,Cl, (3 x 15 mL). La
combinacion de fases orgénicas se seca sobre Na,SO, anhidro y se concentra a
presion reducida para dar un crudo que se purifica por cromatografia en
columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH/NH4OH, 100:1:0.3) para obtener 1b
(437 mg, 1.23 mmol, 90%).

"H RMN (300 MHz, CDCl3) & 7.56 (dd, 1H, J= 7.81, 1.21 Hz, H-3"), 7.17 (dd,
1H, J= 7.44, 1.41 Hz, H-6"), 7.09 (s, 1H, H-5), 7.07 (dd, 1H, J= 7.63 Hz, 1.78
Hz, H-4"), 6.97 (dd, 1H, J= 7.44 Hz, 1.80 Hz, H-5"), 5.91 (s, 1H, H-8), 3.92 (m,
1H, H-1), 3.49 (s, 3H, OCHj3), 3.35-3.30 (m, 2H, H-aa, H-3a), 2.93-2.80 (m,
3H, H-4a, H-3b, H-ab), 2.64-2.59 (m, 2H, H-4b), 2.54 (s, 3H, NCH3);
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3C RMN (75 MHz, CDCl3) § 151.8 (C-7), 138.8 (C-1'), 136.2 (C-8a, C-4a),
133.7 (CH-3', CH-6'), 130.0 (CH-5), 127.9 (CH-4"), 127.1 (CH-5"), 125.1 (C-2"),
120.1 (C-6), 111.8 (CH-8), 62.3 (CH-1), 55.6 (OCH3), 42.5 (CH,-3), 42.4
(CH;N), 40.5 (CHy-cr), 24.4 (CHy-4);

FAB-EM m/z (%) 380 [M+H]" (36), 210 (100); HRFABMS m/z 380.0318
[M+H]" (C,5sH,NOCIBr, calc. 380.0417).

Sintesis _de 1-(2 ', 4'-diclorobencil)-6-cloro-7-metoxi-N-metil-1,2.3.4-
THIQ. 2b

cl

O NCH

H;CO 3
cl ‘ cl

Se prepara segun el procedimiento empleado para 1b, obteniendo 2b
(469 mg, 1.27 mmol, 90%).
' H RMN (400 MHz, CDCl3) § 7.38 (d, 1H, J=2.13 Hz, H-3"), 7.13 (dd, 1H, J=
8.24,2.15 Hz, H-5"), 7.09 (s, 1H, H-5), 6.04 (s, 1H, H-8), 3.91-3.82 (m, 1H, H-
1), 3.59 (s, 3H, OCHs), 3.27-3.20 (m, 2H, H-aa, H-3a), 2.91-2.77 (m, 3H, H-ob,
H-3b, H-4a), 2.61-2.56 (m, 1H, H-4b), 2.49 (s, 3H, NCHj);
3 C RMN (100 MHz, CDCl3) § 152.2 (C-7), 136.2 (C-1"), 135.9 (C-8a), 135.0
(C-4a), 133.2 (CH-6"), 132.6 (C-2"), 130.1 (CH-5), 129.1 (CH-3"), 127.1 (C-4),
126.7 (CH-5"), 120.4 (C-6), 111.6 (CH-8), 62.5 (CH-1), 55.7 (OCH,), 45.7
(CH»-3), 42.4 (CH;5N), 37.7 (CHz-0), 24.2 (CH,-4);
FAB-EM m/z (%) 370 [M+H]" (79), 210 (100); HRFABMS m/z 370.0520
[M+H]" (CisHsNOCl;, calc. 370.0532).
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e Procedimiento general para la O-demetilacion: sintesis de 1¢, 1d, 2¢ y

2d

Sintesis de 1-(2'-bromobencil)-6-cloro-7-hidroxi-1,2,3.4-THIQ, 1¢
Cl
O NH
HO
I Br

Una solucion de la isoquinoleina 1a (260 mg, 0.71 mmol) en CH,Cl,

seco (10 mL) se enfria a -78°C. A esta solucion en agitacion se le afiade gota a
gota BBr; (0.28 mL, 2.8 mmol). Después de 15 minutos, la mezcla de reaccion
se lleva a temperatura ambiente y se agita durante 3 h. La reaccion se dio por
finalizada mediante la adicion de MeOH (5 mL) gota a gota y la mezcla se agita
durante otros 30 minutos. El disolvente se concentra a sequedad. El residuo
resultante se disuelve en AcOEt (2 mL) y se alcaliniza con NH4OH 37% hasta
pH= 11, y posteriormente se neutralizada con HCl 1M hasta pH~ 7-8. La fase
acuosa se extrae con la EtOAc (3 x 10 mL). La combinacion de fases de EtOAc
se seca sobre Na,SO, anhidro y evapora a presion reducida. El residuo se
purifica por cromatografia en columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH/NH,OH,
100:6:0.5) y se obtienen 185 mg de 1¢ (0.53 mmol, 75%).

' H RMN (300 MHz, CDCl;) § 7.56 (dd, 1H, J=7.81, 1.21 Hz, H-3"), 7.27 (s,
1H, H-5), 7.22-7.19 (m, 1H, H-5"), 7.16 (dd, 1H, J= 7.44, 1.41 Hz, H-6"), 7.04-
6.99 (m, 1H, H-4"), 6.91 (s, 1H, H-8), 4.29 (dd, 1H, J= 9.69, 4.10 Hz, H-1),
3.25-3.19 (m, 1H, H-3a), 3.05 (dd, 1H, J= 13.56, 4.10 Hz, H-a.a), 3.04-2.76 (m,
2H, H-ab, H-3b), 2.79-2.75 (m, 2H, H-4);
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13C RMN (75 MHz, CDCLy) § 150.4 (C-7), 139.3 (C-1"), 136.2 (C-8a), 132.5
(CH-3", 131.1 (CH-6"), 130.7 (C-4a), 130.4 (CH-5), 128.1 (CH-3"), 127.6 (CH-
5", 124.4 (C-2'), 117.2 (C-6), 114.1 (CH-8), 57.6 (CH-1), 42.1 (CH,-3), 39.4
(CHy-a), 27.9 (CH,-4);

FAB-EM m/z (%) 370 [M+H]" (79) 210 (100); HRFABMS m/z 370.0520
[M+H]" (C;sH;sNOCL, calc. 370.0532)

Sintesis de 1-(2'-bromobencil)-6-cloro-7-hidroxi-N-metil-1,2.3.4-THIQ,
1d

Cl
O NCH;
HO
I Br

Se prepara segun el procedimiento empleado para la sintesis del
compuesto 1¢, partiendo de 1b se obtuvo 190 mg de 1d (0.56 mmol, 77%).
' H RMN (300 MHz, CDCl3) § 7.60 (dd, 1H, J=7.99, 0.85 Hz, H-3"), 7.30-7.24
(m, 2H, H-6', H-4"), 7.16-7.13 ( m, 1H, H-5"), 7.27 (s, 1H, H-5), 6.92 (s, 1H, H-
8), 4.30-4.02 (m, 1H, H-1), 3.35-3.30 (m, 2H, H-aa, H-3a), 2.93-2.80 (m, 3H,
H-4a, H-3b, H-ab), 2.64-2.59 (m, 2H, H-4b), 2.53 (s, 3H, NCHj;);
BC RMN (75 MHz, CDCls, 8 150.3 (C-7), 139.6 (C-1'), 135.3 (C-8a), 132.6 (C-
3, 131.4 (C-4a), 131.1 (C-6"), 130.1 (C-5), 128.2 (C-4"), 127.6 (C-5"), 124.4 (C-
2"), 119.9 (C-6), 115.8 (C-8), 64.8 (C-1), 47.5 (CH,-3), 39.1 (CHy-a), 26.5
(CH,-4);
FAB-EM m/z (%) 367 [M+1]" (28), 183 (100).
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Sintesis de 1-(2', 4'-diclorobencil)-6-cloro-7-hidroxi-1,2,3.4-THIQ, 2¢

Este compuesto se prepara segun el procedimiento empleado para la
sintesis del compuesto 1e, partiendo de 2a. Después de purificar el residuo
obtenido  por  cromatografia en columna de gel de silice
(CH,Cl,/MeOH/NH4OH, 100:6:0.5) se obtiene 182 mg de 2¢ (0.5 mmol, 73%).
"H RMN (400 MHz, CDCls) 8 9.92 (s, 1H, OH), 7.51 (d, 1H, J= 2.14 Hz, H-3"),
7.31 (dd, 1H, J= 8.24, 2.14 Hz, H-5"), 7.25 (d, 1H, J= 8.24 Hz, H-6"), 7.18 (s,
1H, H-5), 6.45 (s, 1H, H-8), 4.01-3.96 (m, 1H, H-1), 3.35-3.25 (m, 2H, H-3),
3.09-2.89 (m, 2H, H-a), 2.79-2.75 (m, 2H, H-4).

BC RMN (100 MHz, CDCls) 8 150.4 (C-7), 138.1 (C-1), 136.0 (C-8a), 134.0
(C-2"), 132.4 (C-4') 132.0 (C-4a), 130.5 (CH-6"), 130.2 (CH-5), 130.1 (CH-3"),
126.8 (CH-5"), 118.7 (C-6), 114.1 (CH-8), 61.6 (CH-1), 42.7 (CH,-3), 37.1
(CHz-0), 26.8 (CH,-4);

FAB-EM m/z (%) 343 [M+1]" (23), 183 (100), 148 (53).
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Sintesis de 1-(2', 4'-diclorobencil)-6-cloro-7-hidroxi-N-metil-1,2.3.4-
THIQ. 2d

Este compuesto se prepara segun el procedimiento empleado para la
sintesis del compuesto 1c¢, partiendo de 2b. Se obtienen 198 mg de 2d (0.56
mmol, 80%).

' H RMN (400 MHz, CDCl;) & 7.43 (d, 1H, J= 1.7 Hz, H-3"), 7.31-7.20 (m, 2H,
H-5', H-6"), 7.18 (s, 1H, H-5), 6.92 (s, 1H, H-8), 4.27 (dd, 1H, J=9.77, 4.09 Hz,
H-1), 3.08-2.81 (m, 2H, H-a), 2.77-2.73 (m, 2H, H-4), 2.74-2.67 (m, 2H, H-3),
2.46 (s, 3H, NCH,3)

BC RMN (100 MHz, CDCl;) § 150.8 (C-7), 139.9 (C-1'), 135.3 (C-8a), 134.1
(C-2", 132.8 (C-4a), 132.9 (C-4"), 131.5 (CH-6"), 130.3 (CH-3"), 130.1 (CH-5),
126.8 (CH-5"), 118.3 (C-6), 115.8 (CH-8), 64.1 (CH-1), 48.3 (CH-3), 43.6
(NCH,), 36.5 (CHz-0), 26.5 (CH,-4);

FAB-EM m/z (%) 357 [M+H]" (18), 196 (100).
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1.3.3 Receptores Dopaminérgicos

a) Animales de experimentacion

Se utilizaron hembras de ratas Wistar (200-220 g), criadas en el
animalario en condiciones experimentales estandar de la Facultad de Farmacia
para los ensayos de captacion de la [*H]-dopamina y ensayos de binding con
radioligandos. Las ratas fueron criadas enjauladas en un ambiente controlado de
temperatura (22°C) y humedad 60% y ciclos de 12 horas luz / oscuridad. Todos
los protocolos cumplen con las directrices de la Comunidad Europea sobre el
uso de animales de experimentacién y estan aprobados por el Comité de Etica

de la Universidad de Valencia.

b) Radioligandos

Los radioligandos empleados en los ensayos de competicion por los
receptores D; y D, fueron [*H]-SCH 23390 (85.5 Ci/mmol, Amersham, GE
Healthcare, UK) y [’H]-racloprida (86.5 Ci/mmol, Perkin Elmer) y la unién
especifica a los receptores Dy y D, se determin6 por adicion de SFK 38393 y

apomorfina (Sigma) respectivamente.
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¢) Ensayos de competicion

e Ensayos de fijacién especifica de [PH]-SCH 23390 y [*H]-racloprida a

membranas de cuerpo estriado de rata.

- Preparacién de los tampones

* Tampon Tris-HCl 50 mM: Tris (hidroximetil)-aminometano en agua; se
ajustd pH hasta 7.4 con HCI IN.

* Tampon Tris-iones: Tris 50 mM, NaCl 120 mM, CaCl, 2 mM, KC1 5 mM,
MgCl, 1 mM vy acido ascorbico 1% en agua; se ajustdo pH hasta 7.4 con HCI

concentrado. Ambos tampones se mantuvieron en hielo.

- Preparacién de las membranas

En primer lugar se extrajeron los cuerpos estriados de rata para ser
homogeneizados en un ultramax T25 (Janke & Kinkel), durante 10 segundos y
homogeneizados en 10 volimenes de Tris-HC1 50 mM. Los triturados que se
obtuvieron se centrifugaron a 49000 gy a 4 °C durante 15 minutos, para ello se
utiliz6 una ultracentrifuga.

Después se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendio en el
mismo volumen de Tris-HCI 50 mM. Se agité vigorosamente, se homogeneizo
y a continuaciéon se centrifugd 15 minutos a 49000 g y 4 °C. Se descart6 de
nuevo el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en el mismo volumen de
Tris citado anteriormente. Las membranas del estriado se conservaron en hielo

hasta su posterior uso.
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- Incubacién

Para los ensayos de binding para el receptor D, las membranas (100p
g/mL) fueron incubadas con [*H]-SCH 23390 (0.25 nM; 66 Ci/mmol,
Amersham, GE Healthcare, UK) y diferentes concentraciones del compuesto
competidor (10"°M - 10* M) durante 1 h a 23 °C. La unién inespecifica fue
realizada con la presencia de SK&F 38393 a una concentracion de 30 uM.

Para los ensayos de binding para el receptor D,, se emplearon
membranas (200 pg/mL) que fueron incubadas con [*H]-racloprida (0.5 nM;
62.2 Ci/mmol, Perkin Elmer) y diferentes concentraciones del compuesto
competidor (10"°M - 10*M) durante 1 h a 23 °C. La unién inespecifica se
realizo en este caso con apomorfina (Sigma) a una concentracion de 50 puM.

En ambos casos, las incubaciones se pararon con la adiciéon de 3mL de

tampon Tris-iones.

- Filtracién

Los tubos inmediatamente se filtraron con filtros de fibra de vidrios
(Schleicher & Schuell Grade 30) para ello se empled un aparato de filtracion
automatica para multiples muestras (Cell Harvester Brandel M24R). Dispone de
24 filtros que se lavaron 3 veces con 3 mL de tampoén Tris-iones, tras la
filtracion se dejaron secar los filtros a temperatura ambiente durante 15 h

aproximadamente.
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- Contaje

Una vez estuvieron secos los filtros se adicionaron 4 mL de liquido de
centelleo (Optiphase “Hisafe” 2, Perkin Elmer Tri-Carb 2810 TR). Se taparon
los tubos y se agitaron vigorosamente e inmediatamente después se introdujeron
en el contador de centelleo.

Los datos se analizaron con Prim (Graph Pad Software; San Diego,
California, USA), y los valores de Ki fueron determinados usando los valores
de Kp para [’H]-SCH 23390 (0.36 nM) y para ['H]-racloprida (1.25 nM). Los
valores se expresaron como la media =+ SEM desde 3 hasta 6 determinaciones

independientes realizadas por duplicado.
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CAPITULO II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los

receptores de la melatonina

I1.1 Antecedentes bibliograficos

Las hexahidroindenopiridinas (HHIP) son compuestos de origen
natural, como las azafluorenonas, o de sintesis. Se caracterizan por contener en
su estructura un esqueleto triciclico nitrogenado, en el que destaca un anillo
bencénico fusionado a un ciclopentano (anillo indeno) y una piperidina.

Este esqueleto podria ser considerado como un analogo triciclico del
ligando trans-2-amino-3-fenil-2,3-dihidro-1H-indeno-5-o0l con afinidad por los
receptores Dy y D, importante en el tratamiento de diferentes enfermedades
neurodegenerativas y en el envejecimiento cerebral [58-60]. También habria
que destacar la proximidad estructural de las HHIP con el aminoindano
rasagilina, (1R)-N-propargil aminoindano [61], farmaco utilizado en la

enfermedad del Parkinson (Figura 27).

NH—=

indeno indeno-piperidina rasagilina

Figura 27. Estructura del indeno (trans-2-amino-3-fenil-2,3-dihidro-1H-indeno-5-ol),
del analogo indeno-piperidina y de rasagilina

En funcion de la posicion del nitrogeno en el anillo piperidina, las

podemos clasificar en tres grupos (Figura 28).
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Figura 28. Clasificacion de las hexahidroindenopiridinas (HHIP)

Grupo A: Fenilmetilaminas y fenilpropilaminas
Grupo B: Feniletilaminas y fenilbutilaminas
Grupo C: Fenilpropilaminas

11.1.1 Sintesis de HHIP

Se han utilizado diversas rutas sintéticas a lo largo de los afios para la
preparacion de HHIP, y en particular, de las clasificadas segiin su estructura
dentro del grupo A (fenilmetilaminas y fenilpropilaminas). Podemos agrupar

estas sintesis en diversos tipos:

a) TIPO I: a partir de cianoalquil-indanona.

Augstein et al. [62] abordaron la sintesis partiendo de la cianoalquil-
indanona y mediante una ciclacion reductiva con Ni llegaron a la hexahidro-1H-
indeno[1,2-b]piridina, la cual fue tratada con KOH en »-BuOH a alta
temperatura, obteniendo el epimero correspondiente en posicion 5 dando lugar

al isomero trans (Figura 29).
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Figura 29. Sintesis de HHIP a partir de cianoalquil-indanona [62]

b) TIPO II: a partir de 5-oxo-fenilvaleronitrilos

La carencia de una sintesis adecuada para hexahidro-1H-indeno[1,2-
b]piridinas que permitiera conseguir una amplia variedad de sustituyentes,
condujo a Kunstmann et al. [63] al disefio de una ruta sintética mas versatil.
Este método sintético parte de los compuestos 5-oxo-5-fenilvaleronitrilos, los
cuales facilmente ciclan obteniendo 6-fenil-3,4-dihidropiridin-2-onas, que
condensan rapidamente con un apropiado aldehido y acido polifosforico,

obteniéndose hexahidro-1H-indeno[1,2-b]piridin-2-onas.

H
N__O 0
o | HN
R CN R R
ciclacion R-CHO O‘
—_— —_—
R
Hzl Ra-Ni
HN HN
R KOH R
R 4 n-BuOH R
R R

Figura 30. Sintesis de HHIP a partir de 5-oxo-fenilvaleronitrilos [63]
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Posteriormente, se produce una hidrogenacion catalitica con Ni-Ra
dando lugar a las hexahidro-1H-indeno[1,2-b]piridinas deseadas, las cuales
reaccionan con KOH en n-BuOH a alta temperatura, dando lugar al epimero
correspondiente, como hemos mencionado en el método sintético anterior

(Figura 30).
¢) TIPO III: a partir de indanonas

Van Emelen et al. [58] propusieron una sintesis diastereoselectiva de
hexahidro-1H-indeno[1,2-b]piridina (Figura 31). Una adicion de Michael de 1-
indanona f3-cetoéster y acrilonitrilo, seguida por una reaccion de Grignard sobre
el grupo ceto, permitia preparar un intermedio indanol, que mediante una
reaccion intramolecular de Ritter conducia al isémero cis-hexahidro-4aH-
indeno[1,2-b]piridina, la cual podria considerarse como analogo triciclico de los
antagonistas piperidinicos de los receptores NK-1 y del ligando biciclico de los

RD, trans-2-amino-3-fenil-2,3-dihidro-1H-indeno-5-ol.

0 (0] [0)
CN
(CH;0),CO CH,=CH-CN
—_— COOMe = —
NaH t-BuOK COOMe

THF lPhMgBr

O

MeSO;H ~ JOH __CN
- -

%Me

Figura 31. Sintesis de HHIP a partir de indanonas [58]

. Gl | BH;.MeS
| -
oy, T
COOMe |
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d) TIPO IV: mediante la reaccion de Diels-Alder

Recientemente, Hong ef al. [64] han disefiado una ruta sintética para
5H-indeno[1,2-b]piridinas partiendo de un indeno con N-sulfonil-1-aza-1,3-
butadieno via cicloadicion hetero Diels-Alder como etapa clave, consiguiendo
una alta regio y estereoselectividad que mediante otros métodos sintéticos no
era posible (Figura 32). Con una posterior eliminacién y reduccién de la SH-
indeno[1,2-b]piridina, ofrecen una nueva ruta sintética de azafluorenonas para
la preparaciéon de onichina, alcaloide aislado por primera vez en 1976 de
especies brasilefias de la familia Annonaceae (Onychopetalum amazonicum,

Guatteria dielsiana) que mostro poseer actividad anti-candida [65] (Figura 33).

SO;Ph
N
-y
+ e
=
indeno COOFEt

onichina

Figura 33. Estructura de onichina [65]
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I1.1.2 Actividad Farmacolégica de HHIP

a) Actividad antidepresora

Algunos grupos de investigacion han observado que pequenas
modificaciones estructurales en firmacos antihistaminicos, consigue
convertirlos en otros compuestos dotados de un caracter predominantemente
antidepresor. Augstein et al. [62] transformaron un conocido antihistaminico
con esqueleto HHIP en otro con un perfil farmacolégico similar al del
antidepresor desmetilimipramina. La actividad antidepresora se evalud
posteriormente.

Kunstmann et al. [63,66] evaluaron la potencia antidepresora de una
serie de diastereoisomeros con esqueleto hexahidro-1H-indeno[1,2-b]piridina
diferentemente sustituidos. Algunas de estas moléculas serian potenciales
antidepresores con propiedades estimulantes del SNC, las cuales fueron
caracterizadas por una notable inhibicion de la recaptacion de noradrenalina y

dopamina.

b) Afinidad por los receptores serotoninérgicos

La serotonina (5-HT) es un neurotransmisor del SNC y periférico que
juega un importante papel en diversas funciones fisiologicas o
comportamentales como el ritmo circadiano, funciones cardiovasculares, el
apetito, el comportamiento y la agresion. Alteraciones en el sistema
serotoninérgico dan lugar a diversas enfermedades psiquiatricas incluyendo
depresiones, obsesiones compulsivas, esquizofrenia, ansiedad, etc [67]. La

actividad serotoninérgica se produce via interaccion con siete poblaciones de
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receptores 5-HT, (de 5-HT; a 5-HT;). Excluyendo el receptor 5-HT3, el cual es
dependiente de los canales idnicos, el resto de subtipos de los receptores
serotoninérgicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina
G (G-PCR) [68].

Meyer et al. [69] sintetizaron una seriec de HHIP como ligandos
especificos de los receptores 5S-HT 4. El objetivo de su estudio fue el disefio de
una estructura con cierta rigidez, la cual mimetizara los requerimientos para la
interaccion con el sitio 5-HT propuesto por Hibert (Figura 34). Es decir, la
molécula debia presentar un anillo aromatico y un nitrégeno basico a una

distancia de aproximadamente 5.6 A desde el centro del anillo aromatico.

Figura 34. HHIP con afinidad por los receptores 5-HT

¢) Actividad antiespermatogénica

Un farmaco ideal para la contracepcion masculina, seria aquél que
bloqueara eficaz y reversiblemente la fertilidad del vardon sin afectar a los
niveles hormonales, la libido y las funciones de los 6rganos sexuales. Utilizando
hormonas esteroideas o ciertos agonistas/antagonistas de las hormonas
liberadoras de gonadotropina (GnRH), se pudo observar la induccion de
azoospermia u oligoespermia. Ademas, con este tipo de tratamiento se necesita
una terapia suplementaria con andrégenos para contrarrestar el problema de la

disminucioén de la libido y el de las caracteristicas sexuales secundarias [70-72].
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Para conseguir un agente antiespermatogénico eficaz habria que
centrarse en la busqueda de un “cabeza de serie”, estudiando la actividad de
compuestos que han sido diseflados, en principio, para efectos no relacionados
con la contracepcion pero que han demostrado, en ensayos de toxicidad, una
inesperada actividad bloqueante de la fertilidad.

Estudios de REA basados en estos compuestos, pueden dar lugar no
so6lo a productos Tttiles clinicamente sino que, conjuntamente con estudios
biolégicos, pueden servir de herramienta para identificar las etapas del proceso
reproductivo. En este sentido, una molécula descubierta en Sandoz, una HHIP
con actividad analgésica y antagonista serotoninérgica, demostré en los ensayos
de toxicidad, poseer una fuerte actividad antiespermatogénica en perros, ratones
y ratas, sin afectar a la libido. Estos resultados permitieron a Cook et al. [70]
utilizar dicha molécula como cabeza de serie para la sintesis de otros analogos y

comprobar su capacidad antiespermatogénica en ratones (Figura 35).

Figura 35. HHIP con actividad antiespermatogénica

d) Posibles ligandos triciclicos de los receptores NK-1y RD

La farmacologia de la sustancia P ha sido intensamente explorada.

Diversos antagonistas no-peptidicos de la sustancia P han sido identificados,
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incluyendo las bases con esqueletos quinuclidinicos, piperidinicos y el
triptéfano. Ademads, actualmente se dispone del receptor NK-1 clonado en
humanos.

Las acciones que la sustancia P ejerce sobre el receptor NK-1 han sido
relacionadas con la inflamacion neurogénica, la transmision del dolor, la
vasodilatacion, la contraccion aerdbica del miisculo liso, asi como la regulacion
de la respuesta inmunologica. En consecuencia, un antagonista de los receptores
NK-1 podria ser de uso terapéutico en el tratamiento del dolor cronico, la
migrafia y la artritis reumatoide [73].

Asi, Van Emelen et al. [58-60] sintetizaron una serie de HHIP, analogos
conformacionalmente rigidos de los antagonistas piperidinicos del receptor NK-
1.

A parte del estudio del antagonismo de la sustancia P, este grupo de
investigacion también se centrd en la obtencion de HHIP analogas al ligando
biciclico trans-2-amino-3-fenil-2,3-dihidro-1H-indeno-5-0l, activo tanto a nivel
de los receptores D; como de D,, tan importantes en las enfermedades

neurodegenerativas y el envejecimiento cerebral [58-60].

En la presente Tesis Doctoral y continuando con el trabajo ya iniciado
en nuestro grupo de investigacion nos centramos en la sintesis de nuevas HHIP
N-sustituidas con afinidad por los receptores de la melatonina, con el objetivo
de obtener potenciales analogos de la melatonina que interactien con su

receptor.
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I1.1.3 Afinidad por los receptores de la melatonina

a) Melatonina

La melatonina (MT) o N-acetil-5-metoxitriptamina es una hormona
encontrada en animales superiores y en algunas algas, en concentraciones que
varian de acuerdo al ciclo diurno/nocturno. La MT, sintetizada a partir del
neurotransmisor serotonina (Figura 36), se produce principalmente en la
glandula pineal [74], y participa en una gran variedad de procesos celulares,
neuroendocrinos y neurofisiolégicos. Una de las caracteristicas mas
sobresalientes respecto a la biosintesis pineal de MT es su variabilidad a lo
largo del ciclo de 24 horas, y su respuesta precisa a cambios en la iluminacién
ambiental. El patron de secrecion de MT consiste en un aumento gradual
nocturno hasta alcanzar el pico de secrecion y permite la informacion sobre el
fotoperiodo y del ritmo circadiano a los 6rganos periféricos para la regulacion

fisioldgica diaria y estacional [75, 76].

(0] HO
OH  Triptofano L-aminoécido
\ hidroxilasa descarboxilasa \
NH, — I
N N NH,
H H
triptéfano serotonina
H3;COCHN A Serotonina
Acetiltransferasa
H
S 0 o
Acetilserotonina
H;CO NH O-metiltransferasa
melatonina

Figura 36. Sintesis de melatonina
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Por ello, la MT se considera una neurohormona producida por los
pinealocitos en la gldndula pineal (localizada en el diencéfalo), la cual produce
la hormona bajo la influencia del nticleo supraquiasmatico del hipotalamo, el
cual recibe informacion de la retina acerca de los patrones diarios de luz y
oscuridad. Se encuentra ocupando la depresion entre el coliculo superior y la
parte posterior del cuerpo calloso. A pesar de la existencia de conexiones entre
la glandula pineal y el cerebro, aquella se encuentra fuera de la barrera
hematoencefalica y estd inervada principalmente por los nervios simpaticos que
proceden de los ganglios cervicales superiores.

Aunque mucho tiempo se consider6 que la MT era de origen
exclusivamente cerebral, se ha demostrado la biosintesis del metoxindol en
otros tejidos como la retina, la glandula harderiana, el higado, el intestino, los
rifiones, las adrenales, el timo, la glandula tiroides, las células inmunes, el
pancreas, los ovarios, el cuerpo carotideo, la placenta y el endometrio.

Se produce una sintesis constante de MT que disminuye abruptamente
hacia los 30 afios de edad [77]. Después de la pubertad se produce una
calcificacion llamada "arenilla del cerebro”, que recubre la glandula pineal, pero
ésta sigue liberando melatonina. Estudios recientes observan que la MT tiene,
entre otras funciones (ademas de la hipnoinductora), la de disminuir la
oxidacion; por esto los déficits de MT casi siempre van acompafiados de los
siguientes efectos psiquicos: insomnio y depresion, mientras que, en la
metabolizacion, el déficit de MT pareceria tener por contraparte una paulatina
aceleracion del envejecimiento.

Esta indolamina se libera por un proceso de fototransduccion, se
estimula en oscuridad a través del ojo enviando sefales nerviosas que a través
del tracto retinohipotalamico, hace escala por el nucleo supraquiasmatico, sale

por la médula al ganglio cervical superior, y de alli a la glandula pineal donde
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los pinealocitos secretaran MT. Por tanto, la glandula pineal es un transductor
neuroendocrino [77].

Los factores que regulan la MT se pueden dividir en dos grupos, los
ambientales (fotoperiodo, estaciones del afio, temperatura, etc) y enddgenos
(estrés y la edad.).

La MT producida en la glandula pineal actia como una hormona
endocrina, ya que es liberada al torrente circulatorio, mientras que la producida
en la retina y en el tracto gastrointestinal actia como una hormona paracrina.
Los lugares de acciéon de la MT son los neurales, hipocampo, hipofisis,
hipotalamo, retina, glandula pineal, etc y no neurales, gonadas, intestino, vasos

sanguineos, células inmunes, etc.

b) Receptores melatoninérgicos

La MT ejerce sus efectos centrales y periféricos a través de un niimero
aun no determinado de receptores o dianas moleculares [75]. Los receptores
mejor conocidos son aquellos que se denominan receptores acoplados a proteina
G y son MT; y MT, [78] que fueron clonados a mediados de la década de 1990
[79-82]. Estos receptores muestran un 55 % de identidad global en el nivel de
aminoacidos y alrededor de un 70 % dentro de los dominios transmembrana.
Estan acoplados negativamente a la adenilato ciclasa y poseen una afinidad
parecida por la MT (dentro del rango sub-nanomolar) [83, 84].

Los receptores MT; se expresan en varias areas del cerebro, en
particular en el nucleo supraquiasmatico (SCN) y los pares tuberalis. Los
receptores M T, estan localizados en el SNC y la retina.

Otro receptor algo menos conocido es MT; que presenta una baja

afinidad para el radioligando (RL) 2-['*’I]-iodomelatonina [85-88] y se ha
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caracterizado en hamster como el homologo humano de la quinona reductasa 2
[89], aunque se habia sugerido previamente que este receptor no estaba
acoplado a proteina G [90,91]. Existe un RL mas especifico, 2-['**I]-yodo-5-
metoxicarbonilamino-N-acetiltriptamina, y se ha demostrado que discrimina
MT; de la proteina G acoplada a los receptores MT; y MT, [92-94]. Este sitio
de unién de baja afinidad MT;, ha demostrado estar involucrado en las
respuestas inflamatorias agudas en la rata [95] y en la regulacion de la presion
intraocular en el conejo [96].

Debido a que los agonistas de MT sintéticos tienen considerables
potenciales terapéuticos en la modulacion del insomnio y trastornos
relacionados con el ciclo circadiano del suefio, es deseable desarrollar
compuestos melatoninérgicos selectivos de cada subtipo. Aunque hay algunos
ligandos que muestran selectividad para MT, [97-102], se han encontrado muy

pocos compuestos en la literatura selectivos para MT).
¢) Relacion estructura-actividad

Con el fin de aclarar las funciones bioldgicas de MT;, MT, y MTj;, en
los tltimos afios se han sintetizado varios ligandos [103-112]. S6lo rametreon
(Rozerem ®) [113] y la agomelatina (Valdoxan ®) [114], dos agonistas de los
receptores MT; y MT,, estan respectivamente comercializados para el
tratamiento de insomnio e importantes trastornos depresivos, Figura 37. La
agomelatina es el primer antidepresivo que no bloquea la recaptacion de
monoaminas. Por lo tanto, podria representar el prototipo de una nueva clase de
farmacos antidepresivos. El desarrollo de nuevos derivados tiene el proposito de
aumentar la eficacia y reducir los efectos secundarios. La agomelatina, que
también es un antagonista selectivo de 5-HT,¢ se reveld también como potente

resincronizador de los ritmos circadianos [115,116].
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NHCOCH;, NHCOCH; NHCO,C,H;

H;CO H;CO
. e
N
H

melatonina agomelatina rameltron

Figura 37. Agonistas de los receptores MT; y MT,

Los primeros estudios de REA mostraron que tanto el grupo metoxi
como la cadena lateral N-acetilamino de la melatonina, son cruciales para la
afinidad por el receptor de la melatonina, y que la distancia espacial relativa
entre estos grupos es también un factor importante [117]. Ademas, el andlisis
3D-QSAR de ligandos melatoninérgicos revelo que la afinidad de union MT; y
MT,; se podria mejorar mediante la sustitucion y/o restriccién conformacional
del sustituyente amida [118]. Este enfoque podria ayudar a sondear el
farmacoforo existente para crear potentes ligandos selectivos MT; y MT,, y
abre nuevas perspectivas terapéuticas dirigidas a un receptor especifico. En el
continuo esfuerzo por desarrollar nuevos ligandos de melatonina utilizando la
agomelatina como referencia, se lleg6 a la preparacion de ligandos no selectivos
MT, y MT, con actividad 5-HT,c. De estas nuevas aproximaciones estructurales
surgen nuevas series de compuestos naftalénicos restringidos con la
incorporacion de la cadena amidica en el heterociclo [119]. En comparacion con
la agomelatina, el bloqueo de la cadena lateral etilamida por la incorporacion en
estructuras rigidas condujo a la disminucion de las afinidades de unioén en
ambos receptores melatoninérgicos siendo mas notable para MT, que para MT,,

conservando esta tltima una débil selectividad [119].
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I1.2. Sintesis y actividad de Hexahidroindenopiridinas

11.2.1 Quimica

a) Sintesis de 7-cloro-8-metoxi-2,3,4,4a,5,9b-hexahidro-1H-indeno
[1,2-b] piridina.

Para abordar la sintesis del esqueleto 7-cloro-8-metoxi-2,3,4,4a,5,9b-
hexahidro-1H-indeno[1,2-b] piridina (7b) se emple6 un nuevo método
sintético basado en un intermedio enamina (7a) que ha sido disefiado en nuestro
grupo de investigacion (Figura 35). La primera etapa consiste en la formacion
de una enamina (7a) a partir de la indanona (7) utilizando TiCly como
catalizador y agente deshidratante, bajo condiciones que ya habian sido
optimizadas por Guinot et al. [120]. Como producto de partida empleamos la
5,6-metilendioxi-1-indanona (7) y piperidina, que es la amina secundaria
elegida para la formacion de la enamina (7a). Esta reaccion tiene lugar a
temperatura ambiente durante 3 dias y en tolueno. Seguidamente, y sin
necesidad de purificar la enamina resultante (7a), pasamos a abordar la
ciclacion obteniendo la imina intermediaria que, tras una etapa reductiva con
NaBH,4, dard lugar al esqueleto HHIP (7b). Esta ciclacion consiste en la
reaccion del hidrobromato de 3-bromopropilamina con la enamina (7a) disuelta
en DMF a 100°C y se puede extender a diferentes enaminas ¢ iminas para
obtener con éxito diferentes productos. Finalmente, llevamos a cabo la
alquilacion sobre el atomo de nitrégeno de la HHIP 7b. En primer lugar se
acetild 7b obteniendose asi 7¢ y por tratamiento con etilisocianato se obtuvo la

HHIP 7d (Figura 38).
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Sintesis de 1-(6-cloro-5-metoxi-1H-inden-3-il)piperidina (7a)

Esta primera etapa consistio en la obtencion del intermedio 1-(6-cloro-
5-metoxi-1H-inden-3-il)piperidina (7a). Para ello se hizo reaccionar la indanona
de partida (7) disuelta en tolueno seco con piperidina y afladiendo TiCl, gota a

gota. Procedimiento descrito por Guinot el al. [119].

()
R, R,
e
—>
R, R;

7: R] = OCH3, R2 =Cl Ta: Rl = OCH3, R2 =Cl (96%)

8: R;=R,=0CH,0O 8a: R; =R, = OCH,0 (100%)
(b)
N
) R, /
R,

| 7b: R, = OCH,, Ry = Cl (57%)
' 8b: R; =R, = OCH,0 (60%) |

(a) TiCly/piperidina/tolueno 3 dias (b) Hidrobromato de 3-bromopropilamina /DMF a 100°C
(c) NaBHy/MeOH

Figura 38. Sintesis de HHIP a partir de 1-indanona y piperidina
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e Sintesis de 7-cloro-8-metoxi-2,3,4,4a,5,9b-1H-indeno[1,2-b]piridina
(7b).

Esta segunda etapa consiste en una ciclacion y posterior reduccion en
“one-pot”. Partiendo de 7a se hace reaccionar con hidrobromato de 3-
bromopropilamina en DMF, asi se realiza la ciclacion de la molécula. Para
reducirla, se anade NaBH; en MeOH obteniéndose la HHIP deseada, 7,8-
metilendioxi-2,3,4,4a,5,9b-hexahidro-1H-indeno[ 1,2-b]piridina (7b).

e Sintesis de 7-cloro-8-metoxi-2,3,4,4a,5,9b-1 H-indeno[ 1,2-b]piridina (7¢
y 7d)

A continuacion y tras el aislamiento de 7b se procedio a la obtencion de
los derivados de la HHIP. En primer lugar se acetild 7b obteniendose asi 7¢ y

por tratamiento con etilisocianato se obtuvo la HHIP 7d (Figura 39).

7
N
H;CO
HN (a) Cl
H;CO 7e
“ b ( —_ P |
®) N4
H N
H,CO
Cl

(a) Ac,O/Piridina, ta, 2h; (b) Etilisocianato, CH,Cl,, reflujo, 2h.

Figura 39. Sintesis de derivados de 7-cloro-8-metoxi-HHIP (7b)
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b) Sintesis de 7,8-metilendioxi-2,3,4,4a,5,9b-hexahidro-1H-indeno
[1,2-b] piridina.

Para abordar la sintesis del esqueleto 7,8-metilendioxi-2,3,4,4a,5,9b-
hexahidro-1H-indeno[1,2-b] piridina (8b) se empleé la misma secuencia
sintética que en el apartado anterior (Figura 38). Se procedio a la formacion
nuevamente de una enamina (8a), a partir de la indanona (8) utilizando TiCly
como catalizador y agente deshidratante, en las mismas condiciones que en el
apartado anterior. Como producto de partida empleamos la 5,6-metilendioxi-

indanona (8) y piperidina, obteniendo de este modo la enamina (8a).

HN

(a) p-Fluor-fenilisocianato/CH,Cl,, N, 24h; (b) 2-bromo-fenilacetamida/Et;N, CH;CN, reflujo, 2h; (c) 2-
bromo-1(piperidin-1-il)etanona/ Et;N, CH;CN, reflujo, 2h; (d) 2-bromo-N-N-dietilacetamida/ Et;N, CH;CN,
reflujo, 2h.

Figura 40. Sintesis de los derivados de 7,8-metilendioxi-HHIP (8b)

82|



Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

Seguidamente, y sin necesidad de purificar la enamina resultante (8a),
realizaremos la ciclacién obteniendo la imina intermedia que, tras la reduccion
con NaBHy, daré lugar al esqueleto HHIP (8b). La ciclacion de nuevo se realiza
con hidrobromato de 3-bromopropilamina y la enamina (8a) disuelta en DMF.
Finalmente, llevamos a cabo la sustitucion sobre el 4&tomo de nitrogeno de la
HHIP (5b), por tratamiento con 4 reactivos diferentes, p-fluor-fenilisocianato,
2-bromo-N-fenilacetamida, 2-bromo-1-(piperidin-1-yl)etanona y 2-bromo-N, N-
dietilacetamida. De esta forma se obtienen las HHIP N-sustituidas 8c, 8d, 8e y
8f (Figura 40).

¢) Mecanismo de ciclacion

La estrategia sintética llevada a cabo para la preparacion de las nuevas
HHIP 7b y 8b presenta como etapa clave la reaccion de ciclacion, en la que se
consigue generar el esqueleto indenopiridina. Dada la naturaleza del producto
de partida de esta reaccion, nos podemos encontrar ante una enamina o un i6n
iminio. Por otra parte, el agente alquilante de nuestra sintesis
(bromopropilamina) posee tanto caracter electrofilo (grupo saliente: Br’) como
nucledfilo (NH,). Teniendo en cuenta estos aspectos, formulamos dos posibles
mecanismos de reaccion para la formacion de este esqueleto HHIP.

En primer lugar, proponemos el mecanismo general de alquilacion de la
enamina por agentes electrofilos (Figura 41). Las enaminas son ricas en
electrones debido a la presencia del atomo de nitrogeno, de tal manera que
existe una resonancia entre el par de electrones solitario del nitrogeno y el doble
enlace, dando asi la posibilidad de que este ultimo pueda ser atacado por
electrofilos. En efecto, las enaminas en presencia de haloalcanos sufren una

reaccion SN,, alquilandose en el carbono P de la enamina y favoreciendo la

&
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formacion de una sal de iminio. La hidrolisis acida de un i6n iminio, produce la
recuperacion de la correspondiente cetona a-alquilada, y la amina secundaria
original (piperidina). Debido a que en nuestra sintesis el electrofilo es una
amina primaria (bromopropilamina), ésta podria atacar rapidamente el grupo
carbonilo produciéndose una condensacion intramolecular y dando lugar a las

iminas intermediarias.

() &) e
CN N Br
R, a — Ry /
Cr
b @ o

O H,0/H"

N
t o)
R
-
. O

Figura 41. Mecanismo general de alquilacion de enaminas

Describimos a continuacion el mecanismo propuesto por Parcell et. al.
[121] (Figura 42). Estos autores basan dicho mecanismo, en el hecho de no
haber encontrado trazas de la “cetona alquilada”, que deberia obtenerse tras la
hidrolisis, ni siquiera después de utilizar como agente alquilante una haloalquil
amina terciaria. En primer lugar ocurriria la donacién de un protén del i6n 3-
bromopropilamonio a la enamina dando lugar a su forma de sal iminio. A
continuacion, la 3-bromopropilamina (reaccionando como nucleofilo), ataca a la

sal de iminio produciéndose la eliminacion de la piperidina y la formacién de un
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intermedio imina que estaria en equilibrio con su forma enamina. Finalmente, el
doble enlace de la enamina atacaria a la 3-bromopropilamina (reaccionando
ahora como electréfilo) segin una reaccion SN,, desplazando el grupo Br y

produciendo la ciclacion intramolecular que daria la imina deseada.

O 2
‘N N Br
R N S — R, /
1 Br NH; Br
‘ © Br” > NH,
R; Ry
. a
~ N l -
> ,
. f //J
HN N
R, / e R, ~—— R, f/
R; R, II R;

Figura 42. Mecanismo de ciclacion propuesto por Parcell et. al. [121]
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11.2.2 Afinidad por los receptores melatoninérgicos. REA

Todos las HHIP sintetizadas fueron ensayadas in vitro por los
laboratorios Servier, en el Département des Sciences Expérimentales, Institut de

Recherches Servier, 92150 Suresnes, de Francia.

En trabajos previos se determinaron una serie de requerimientos
estructurales imprescindibles para mantener la afinidad por los receptores
melatoninérgicos. Como ya hemos mencionado anteriormente, tanto el grupo
metoxi como la cadena lateral N-acetilamino de la melatonina son cruciales para
fijarse a dichos receptores con alta afinidad. La distancia espacial relativa entre
estos grupos es también un factor importante [117] (Figura 43). Por ello los
compuestos ensayados presentan estos dos requerimientos estructurales, aunque
en ocasiones se encuentren ligeramente modificados.

Algunos de las HHIP ensayadas son capaces de desplazar al
radioligando ['*I]-yodo-melatonina de los receptores MT, y MT,. Las
afinidades de union a dichos receptores (K;) se resumen en la Tabla 3, y estos
resultados han puesto de manifiesto algunas tendencias generales de relacion
estructura-actividad.

A través de los datos expuestos en la Tabla 3 se puede decir en primer
lugar, que se aprecian dos comportamientos diferentes: por un lado hay un
ligando que desplaza a la melatonina tanto de los receptores MT; como de los
MT; (7d), con lo que se trataria de una HHIP con alta afinidad pero con poca
selectividad; por otro lado estan aquellos ligandos que desplazan a la
melatonina de los receptores MT, o de los receptores MT, (8d y 8f), es decir,

HHIP a la vez con afinidad y selectividad por los receptores melatoninérgicos.
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Tabla 3. Valores de K; en experimentos de binding especifico a receptores
melatoninérgicos tipo MT; y MT, de las HHIP de las series 7 y 8.

MT, MT,
Compuestos (Ki nM) (Ki nM)

Tc >1000 >1000
7d 670 190
8c >1000 >1000
8d 500 >1000
8e >1000 >1000
8f >1000 380

Ensayos de binding melatoninérgico in vitro realizados en el Département des Sciences
Expérimentales, Institut de Recherches Servier, 92150 Suresnes, France.

Hemos sintetizado dos tipos de HHIP: serie 7 y serie 8. La serie 7
corresponde a los 7-cloro-8-metoxi-HHIP N-sustituidas, mientras que la seric 8
corresponde a las 7,8-metilendioxi-HHIP N-sustituidas (Figura 43).

Cabe destacar, que de las dos HHIP ensayadas de la serie 7 (con OMe y
Cl en el anillo aromatico), solo muestra afinidad por ambos receptores
melatoninérgicos (tanto MT; como MT,) la que presenta un grupo carbamato
sobre el nitrogeno piperidinico de la HHIP (7d). Sin embargo, la afinidad por
ambos receptores desaparece cuando el N se encuentra sustituido por un grupo
acilo (7¢).

Algunas de las HHIP ensayadas de la serie 8 (con un grupo metilendioxi
en el anillo aromatico), presentan selectividad por uno de los receptores

melatoninérgicos, hecho que las diferencia de las HHIP de las serie 7.
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Figura 43. Melatonina y HHIP de las series 7y 8

De los compuestos ensayados de la serie 8, el que presenta un grupo
carbamato sobre el nitrogeno piperidinico de la HHIP (8¢), no muestra afinidad
por los receptores melatoninegicos. Sin embargo, dos de los compuestos de
dicha serie, con una cadena amidica aromatica o alifatica unida al nitrogeno
piperidinico (8d y 8f, respectivamente), son capaces de unirse especificamente a
uno de los dos receptores (MT; o MT,) (Tabla 3 y Figura 43).

En conclusion, las HHIP presentan afinidad por los receptores de la
melatonina, que los hace candidatos a una posible utilizacion terapéutica. Se
observan claramente dos tendencia, las que presentan afinidad por ambos
receptores, HHIP de la serie 7 sustituidas en el anillo aromatico por un OMe y
un Cl, y las que presentan afinidad y ademas selectividad por uno de los
receptores, HHIP de la serie 8 sustituidas en el anillo aroméatico por un grupo

metilendioxi.
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I1.3 Parte experimental

I1.3.1 Aparatos utilizados

Los espectros de masa se registraron en un espectrometro tipo VG
analitica, Fisons (Manchester, Reino Unido) o un equipo CG-MS (PerkinElmer
Clarus 500 gas chromatography, Shelton, EEUU) acoplado a una columna
capilar (ZB-5 MS, Phenomenex, Torrance, CA, EEUU) mediante técnicas de
impacto electronico (EMIE).

Los espectros de RMN de 'H y RMN de "C se realizaron en
espectrometros Bruker AC-500, usando como referencia la sefial del disolvente
(CDCls a 8y 7.26 ; 8¢ 77.0). Las multiplicidades de la resonancia de *C RMN
se asignaron mediante los experimentos DEPT.

Las asignaciones de '"H y RMN de "C se llevaron a cabo mediante
técnicas mono y bidimensionales (COSY 45, HMQC, HSQC y HMBC) y por
comparacion con datos bibliograficos. Los desplazamientos quimicos (8) se
expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Todas las reacciones fueron supervisadas por cromatografia en capa
fina, empleando como soporte silicagel 60 F 54 (Merck 5554).

Los residuos fueron aislados y purificados por cromatografia en
columna, empleando como soporte silicagel 60 H (5-40 pm, Merck 7736).

Los disolventes y reactivos utilizados y adquiridos de fuentes
comerciales.

Los rendimientos citados fueron de material purificado.
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

I1.3.2 Sintesis de 2,3,4,4a,5,9b-hexahidro-1H-indeno[1,2-b]piridinas

e Preparacion de 1-(6-cloro-5-metoxi-1H-inden-3-il)piperidina, 7a

H;CO. A 3!
D
C1’

Una solucion de 5-cloro-6-metoxi-1-indanona (500mg, 2.55 mmol) en

tolueno seco (30 mL) se mantiene en agitacion bajo atmosfera de N, a
temperatura ambiente. Posteriormente, se adiciona piperidina (1.5 mL, 15.17
mmol), y la mezcla se enfria a -10 °C (con un bafio de hielo y NaCl).
Seguidamente se afiade TiCly (0.17 mL, 1.53 mmol) gota a gota, controlando
que la temperatura del bafio no ascienda de 0 °C. Una vez afiadido, la mezcla se
mantiene en agitacion a -10 °C durante 1 h. Pasado ese tiempo se retira el bafio
de hielo dejando la mezcla en agitacion durante 3 dias. Finalmente el crudo de la
reaccion se filtra a través de Celite y el residuo se lava con AcOEt (3 x 10 mL),
se seca con Na,SO, y se concentra obteniendo un residuo de 650 mg (96%) del
compuesto 4a como un aceite marrén, el cual se utiliza en la siguiente etapa sin

necesidad de purificacion.

'H RMN (500 MHz, CDCLy) & 7.37 (s, 1H, H-7), 6.94 (s, 1H, H-4), 5.57 (t, 1H,
J= 2.3 Hz, H-2), 3.93 (s, 3H, OCHs), 3.23 (d, 2H, J= 2.3 Hz, CH,-1), 3.00 (m,
4H, CH,-2'y CH,-6"), 1.75 (m, 4H, CH,-3' y CH,-5"), 1.61 (m, 2H, CH,-4");

3C RMN (125 MHz, CDCly) & 153.6 (C-3), 153.5 (C-5), 141.5 (C-3a), 137.1
(C-7a), 125.4 (CH-7), 119.2 (C-6), 110.7 (CH-2), 104.0 (CH-4), 56.4 (OCHj),
52.2 (CH,-2' y CH,-6"), 34.8 (CHy-1), 25.8 (CH,-3' y CH,-5'), 24.5 (CH,-4";
EMIE m/z (%) 263 [M]" (50), 248 (40).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparacion de 1-(5.6-metilenedioxi-1H-inden-3-il)piperidina, 8a

(D

SO0

Este compuesto se prepara de acuerdo con el procedimiento mencionado

para 4a, usando 5,6-metilendioxi-1-indanona (400 mg, 2.27 mmol) en tolueno
seco (10 mL), 1.2 mL de piperidina (12.14 mmol) y TiCly (0.15 mL, 1.36
mmol). Se obtiene 5a (560 mg, 100%) como un aceite de color marrén que se

utiliza en la etapa posterior sin necesidad de purificacion.

"H RMN (500 MHz, CDCl;) & 7.90 (s, 1H, H-7), 6.88 (s, 1H, H-4), 6.06 (s, 2H,
OCH,0), 5.44 (t, 1H, J= 2.3 Hz, H-2), 3.61 (d, 2H, J= 2.3 Hz, CH,-1), 2.97 (m,
4H, CH,-2'y CH,-6"), 1.72 (m, 4H, CH,-3' y CH,-5"), 1.58 (m, 2H, CH,-4");

13C RMN (125 MHz, CDCl3) 8 153.8 (C-3), 146.1 (C-5) 145.5 (C-6), 138.1 (C-
3a), 135.6 (C-7a), 107.9 (CH-2), 105.3 (CH-7), 100.8 (CH-4 y OCH,0), 52.0
(CH,-2'y CH,-6'), 35.8 (CH,-1), 26.11 (CH,-3'y CH,-5"), 24.4 (CH,-4");

EMIE m/z (%) 243 [M] (80), 159 (100), 103 (70).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparacioén de 7-cloro-8-metoxi-2.3.4.4a,5.9b-hexahidro-1H-indeno[1.2-

b]piridina, 7b

1 2

9 HN
3
H;CO-38 a%
al 4a 4
7 p 5

Se disuelven hidrobromato de 3-bromopropilamina (471 mg, 2.51
mmol) en 5 mL de DMF y se afiade 7a (640 mg, 2.42 mmol). La mezcla se deja
a reflujo a 110° C bajo atmosfera de N, durante 8 h. Transcurrido dicho tiempo,
la mezcla se evapora a sequedad, se disuelve en EtOH (15 mL) y se anade
NaBH, (410 mg, 11.08 mmol). La reaccion se deja en agitacion y a temperatura
ambiente durante toda la noche. Para detener la reaccion se anade 1 mL de agua
y se deja en agitacion. La suspension resultante se lava con AcOEt (3 x 10 mL).
La fase organica se seca con Na,SO, y se concentra a sequedad. El residuo se
purifica con cromatografia en columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH/NH,OH
97:3:0.2) para obtener 7b (327 mg, 57%).

"H RMN (500 MHz, CDCl3) § 7.06 (s, 1H, H-6), 6.78 (s, 1H, H-9), 3.74 (s, 3H,
OCH3), 3.38 (d, 1H, J= 10 Hz, H-9b), 3.14 (dd, 1H, J= 4.5, 13.0 Hz, CH,-2a),
2.73 (td, 1H, J=3.16, 13.0 Hz, CH,-2B), 2.62 (dd, 1H, J= 6.5, 14.5 Hz, CH,-5a),
2.26 (m, 1H, CHy-5B), 1.94 (m, 1H, CH,-401), 1.64 (m, 2H, CH,-30. y H-4a),
1.50 (m, 1H, CH,-4p), 1.40 (m, 1H, CH,-3p);

13C RMN (125 MHz, CDCL;) § 153.1 (C-8), 144.5 (C-9a), 134.5 (C-5a), 125.6
(CH-6), 119.4 (C-7), 105.5 (CH-9), 67.4 (CH-9b), 55.8 (OCH3), 51.2 (CH-4a),
46.8 (CH,-2), 34.1 (CH,-5), 28.9 (CH,-4), 26.6 (CH,-3);

EMIE m/z (%) 236 [M-H]" (100), 194 (75), 145 (40), 115 (40), 102 (40);
HRESIMS m/z 238.0992 [M+H]" (C13H;;NOCI, calc. 238.0999).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparacién de 7.8-metilendioxi-2.3.4.4a.5.9b-hexahidro-1H-indeno[1.2-
b]piridina, 8b

1
9 HN
<o 8 9% )3
a 4
4a
076 :

Este compuesto se prepara de acuerdo con el procedimiento mencionado
para 7b, utilizando el compuesto 8a (560 mg, 2.27 mmol) e hidrobromato de 3-
bromopropilamina (471 mg, 2.58 mmol) en 5 mL de DMF y posteriormente
NaBH; (342 mg, 9.04 mmol) en 20 mL de EtOH. El residuo se purifica con
cromatografia en columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH/NH,OH 92:8:0.2)
para obtener 300 mg (60%) de 8b.

"H RMN (500 MHz, CDCl3) § 6.59 (s, 1H, H-9), 6.56 (s, 1H, H-6), 5.77 (s, 1H,
OCH,0-0), 5.74 (s, 1H, OCH,0-B), 3.27 (d, 1H, J= 10 Hz, H-9b), 3.10 (dd, 1H,
J=4.5,13.0 Hz, CH,-21), 2.67 (td, 1H, J=3.16, 13.0 Hz, CH,-2), 2.55 (dd, 1H,
J= 6.5, 14.5 Hz, CH,-50), 2.20 (m, 1H, CH,-5B), 1.86 (m, 1H, CHy-4a), 1.60
(m, 2H, CH,-3a. y H-4a), 1.47 (m, 1H, CH,-4B), 1.37 (m, 1H, CH,-3p);

13C RMN (125 MHz, CDCly) & 145.8 (C-8), 145.5 (C-7), 137.6 (C-9a), 134.9
(C-5a), 105.2 (CH-6), 102.1 (CH-9), 100.3 (OCH,0), 67.2 (CH-9b), 51.4 (CH-
4a), 46.7 (CH,-2), 34.7 (CH,-5), 28.8 (CH,-4), 26.6 (CH,-3);

EMIE m/z (%) 216 [M-H]" (100), 174 (25), 102 (40); HRESIMS m/z 218.1187
[M+H]" (C13H,eNO,, calc. 218.1181).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparaciéon de 7-cloro-8-metoxi-N-acetil-2,3,4.4a,.5,9b-hexahidro-1H-

indeno[1,2-b]piridina, 7¢

o)
—
N
H,CO
cl

A una disolucién de 7b (100 mg, 0.42 mmol) en Ac,O (3 mL) seco y
piridina (0.25 mL) se mantiene en agitacion bajo atmoésfera de nitrogeno a
temperatura ambiente durante 3h. A continuacioén, se aflade agua (5 mL) a la
mezcla de reaccion y se extrae con CH,Cl,. La combinacion de fases organicas
se seca con Na,SO, y se evapora a sequedad para obtener 109 mg (100%) de 7¢

como un sélido blanco.

"H RMN (500 MHz, CDCl;) & 7.09 (s, 1H, H-6), 6.83 (s, 1H, H-9), 3.80 (s, 3H,
OCHs), 4.10 (d, 1H, J= 10.3 Hz, H-9b), 3.22 (m, 2H, CH,-2), 2.81 (dd, 1H, J=
13.9, 6.8 Hz, CHy-5), 2.28 (m, 1H, H-4a), 2.27 (m, 1H, CH,-5p), 2.06 (s, 3H,
CH,CO), 2.05 (m, 1H, CHy-4a), 1.57-1.74 (m, 3H, CH,-4p, CH,-3);

3C RMN (125 MHz, CDCl3) § 171.2 (CO), 153.4 (C-8), 143.1 (C-9a), 133.0
(C-5a), 125.9 (CH-6), 120.8 (C-7), 109.3 (CH-9), 68.9 (CH-9b), 56.3 (OCHj),
47.9 (CH,-2), 45.8 (CH-4a), 34.4 (CH,-5), 29.6 (CHy-4), 25.4 (CH,-3), 23.1
(COCH3);

EMIE m/z (%) 279 [M]" (100), 250 (65), 222 (45), 208 (60); HRESIMS m/z
280.1095 [M+H]" (C;sH;sNO,Cl, calc. 280.1104).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparaciéon  de  7-cloro-8-metoxi-N-etil-2,3.4.4a,5,9b-hexahidro-1H-

indeno[1,2-b]piridin-1-carboxamida, 7d

. P
v

H,CO
cl

Una mezcla de 7b (200 mg, 0.84 mmol) y etilisocianato (2.52 mmol) en
CH,Cl, (20 mL) se mantiene a reflujo bajo atmésfera de N, durante 24 h. La
mezcla de la reaccion se extrae com CH,Cl, (3 x 10 mL) y se lava con agua (3 x
10 mL). La fase organica se seca con Na,SOy, se filtra y se evapora a sequedad.
El residuo se purifica con (CH,Cl,/MeOH 97:3) hasta obtener la
correspondiente HHIP carbamato 7d (0.70 mmol, 84%).

"H RMN (500 MHz, CDCLy) & 7.26 (s, 1H, H-6), 6.94 (s, 1H, H-9), 4.57 (s, 1H,
NH), 4.45 (dd, 1H, J= 12.6, 4.8 Hz, CH,-2a), 4.20 (d, 1H, J= 10.7 Hz, H-9b),
3.84 (s, 3H, OCHj), 3.28 (m, 1H, CH,-2’), 3.04 (m, 1H, CH,-2’B), 2.90 (m,
2H, CH,-2B y CHy-501), 2.41 (m, 1H, CH,-5B), 2.35 (m, 1H, H-4a), 2.14 (m, 1H,
CH,-401), 1.64 (m, 3H, CH,-4B y CH,-3), 0.96 (t, 3H, J= 7.0 Hz, CH;-3");

13C RMN (125 MHz, CDCl3) § 158.2 (CO), 153.9 (C-8), 140.3 (C-9a), 134.4
(C-5a), 127.3 (CH-6), 121.9 (C-7), 107.8 (CH-9), 69.6 (CH-9b), 56.3 (OCH),
49.2 (CH,-2), 44.9 (CH-4a), 35.3 (CH,-2"), 34.6 (CH,-5), 30.4 (CH,-4), 24.7
(CH,-3), 15.5 (CH;-3');

EMIE m/z (%) 309 [M+H]" (40), 238 (100); HRESIMS m/z 309.1372 [M+H]"
(C16HN,0,C1, cale. 309.1370).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparacién de 7.8-metilendioxi-N-(4'-fluorofenil)-2.3.4.4a.5,9b-

hexahidro-1H-indeno[1.2-b]piridin-1-carboxamida, 8c
F

NH
O%\ N
O
¢
(0]

Este compuesto se prepara de acuerdo con el procedimiento mencionado
para 7d, utilizando 8b (200 mg, 0.92 mmol) y p-flaor-fenilisocianato (2.76
mmol) en CH,Cl, (20 mL). El residuo se purifica con (CH,Cl,/MeOH 97:3) para

obtener la correspondiente HHIP carbamato 8¢ (0.73 mmol, 79%).

"H RMN (500 MHz, CDCl3) § 7.09 (dd, J= 8.4, 5.7 Hz, 2H, H-2' y H-6"), 6.93
(s, 1H, H-9), 6.90 (dd, J= 8.9, 8.4 Hz, 2H, H-5' y H-3"), 6.78 (s, 1H, H-6), 5.96
(s, 1H, OCH,0-a), 5.75 (s, 1H, OCH,0-B), 4.56 (dd, 1H, J=13.7, 4.3 Hz, CH,-
2a), 4.28 (d, 1H, J= 10.8 Hz, H-9b), 2.91 (m, 2H, CH,-5a. y CH,-28), 2.33 (m,
2H, H-4a y CH,-5p), 2.16 (m, 1H, CH,-4ar), 1.61 (m, 3H, CH,-4B y CH,-3);

BC RMN (125 MHz, CDCl;) 8 159.6 (C-4', J= 241 Hz), 155.7 (CO), 148.7 (C-
8), 147.1 (C-7), 135.8 (C-5a), 134.8 (C-1'), 132.4 (C-9a), 120.9 (CH-2' y CH-6/,
J=7.5 Hz), 115.2 (CH-3' y CH-5', J= 21.3 Hz), 106.7 (CH-6), 104.7 (CH-9),
101.5 (OCH,0), 69.9 (CH-9b), 49.3 (CH,-2), 46.2 (CH-4a), 35.3 (CH,-5), 29.7
(CH,-4), 24.9 (CH,-3);

EMIE m/z (%) 377 [M+Na]" (100), 355 (25), 326 (25), 309 (15), 241 (25);
HRESIMS m/z 355.1457 [M+H]" (C50H,N,O5F, calc. 355.1458).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparacion de 7.8-metilendioxi-N-fenil-2.3.4,4a,5.9b-hexahidro-1H-

indeno [1,2-b]piridin-1-acetamida, 8d

A una disolucion de 8b (200 mg, 0.92 mmol) en CH;CN (20 mL) se le
aflade Et;N (0.12 ml, 0.92 mmol) y 2-bromo-N-fenilacetamida (1.15 mmol). La
mezcla de reaccion se lleva a reflujo bajo atmodsfera de N, durante 2 h. La
suspension se lava con CH,Cl, (3 x 10 mL) y se evapora a sequedad. El residuo
se purifica con (CH,Cl,/MeOH 97:3) para obtener la correspondiente HHIP
alquil-amida 8d (0.86 mmol, 93%).

"H RMN (500 MHz, CDCls) § 9.66 (s, 1H, NH), 7.65 (m, 2H, H-2' y H-6"), 7.36
(m, 2H, H-3' y H-5"), 7.12 (m, 1H, H-4"), 6.70 (s, 1H, H-6), 6.60 (s, 1H, H-9),
5.89 (s, 2H, OCH,0), 3.80 (d, 1H, J= 8.7 Hz, H-9b), 3.32 (m, 2H, CH,CO), 3.01
(m, 2H, CH,-2), 2.75 (dd, 1H, J= 14.2, 6.1 Hz, CH,-5a1), 2.32 (m, 1H, CH,-5p),
2.05 (m, 1H, CH,-4a), 1.78 (m, 1H, H-4a) 1.60 (m, 1H, CH,-3a), 1.52 (m, 1H,
CH,-4p), 1.37 (m, 1H, CH,-3pB);

BC RMN (125 MHz, CDCl;) § 169.9 (CO), 146.9 (C-8), 146.5 (C-7), 137.7 (C-
5a), 135.6 (C-9a'y C-1", 129.0 (CH-3' y CH-5'), 124.2 (CH-4"), 119.6 (CH-2'y
CH-6"), 106.1 (CH-6), 103.3 (CH-9), 100.9 (OCH,0), 72.6 (CH-9b), 52.9 (CH,-
2), 51.7 (CH,CO), 43.8 (CH-4a), 35.1 (CH,-5), 29.7 (CH,-4), 20.6 (CH,-3);
EMIE m/z (%) 351 [M+H]" (100), 282 (25); HRESIMS m/z 351.1707 [M+H]"
(C21H3N, 0, calc. 351.1709).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparacién de 7.8-metilendioxi-N-(piperidin-1-il)-2.3.4,4a,5.9b-

hexahidro-1H-indeno [1.2-b]piridin-1-etanona, 8e

2:0

Este compuesto se prepara de acuerdo con el procedimiento mencionado
para 8d, utilizando 8b (200 mg, 0.92 mmol) en CH;CN (20 mL) se le anade
Et;N (0.12 ml, 0.92 mmol) y a continuacion 2-bromo-1-(piperidin-1-il)etanona
(1.15 mmol). El residuo se purifica con (CH,Cl,/MeOH 97:3) para obtener la
correspondiente HHIP alquil-amida 8e (0.77 mmol, 84%).

'H RMN (500 MHz, CDCl3) § 6.76 (s, 1H, H-9), 6.69 (s, 1H, H-6), 5.93 (s, 1H,
OCH,0-0), 5.89 (s, 1H, OCH,0-B), 3.80 (d, 1H, J= 9.4 Hz, H-9b), 3.64 (d, 1H,
J= 12.9 Hz, CH,CO-a), 3.58-3.53 (m, 4H, CH,-2' y CH,-6"), 3.44 (m, 1H,
CH,CO-B), 3.16 (dd, J=13.5, 4.1 Hz, 1H, CH,-20), 2.91 (m, 1H, CH,-2B), 2.73
(dd, 1H, J= 12.6, 6.4 Hz, CH,-501), 2.28 (m, 1H, CH,-5p), 2.12 (m, 1H, H-4a),
2.02 (m, 1H, CHy-4a), 1.79 (m, 1H, CHy-3at), 1.56-1.54 (m, 7H, CH,-4B, CH,-
3', CH,-4'y CH,-5"), 1.53 (m, 1H, CH,-3p);

13C RMN (125 MHz, CDCl3) § 168.4 (CO), 146.6 (C-8), 146.2 (C-7), 135.9 (C-
5a y C-9a), 106.0 (CH-6), 104.3 (CH-9), 100.9 (OCH,0), 72.7 (CH-9b), 52.5
(CHy-2), 50.5 (CH,CO), 46.4 (CH,-2") 43.0 (CH-4a), 42.8 (CH,-6"), 35.3 (CHa-
5), 29.8 (CHy-4), 26.5 (CH,-3"), 25.6 (CH,-5"), 24.5 (CH,-4'), 20.9 (CH,-3);
EMIE m/z (%) 343 [M+H]' (10), 230 (100); HRESIMS m/z 343.2019 [M+H]"
(C20HyN, 05, cale. 343.2022).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

e Preparacion de 7.8-metilendioxi-N,N-dietil-2.3.4.4a,5.9b-hexahidro-1H-

indeno [1,2-b]piridin-1-etanona, 8f

Ny
.
N
oo
(0]
Este compuesto se prepara de acuerdo con el procedimiento
mencionado para 8d, utilizando 8b (200 mg, 0.92 mmol) en CH;CN (20 mL) se
le afiade Et;N (0.12 ml, 0.92 mmol) y posteriormente 2-bromo-N,N-

dietilacetamide (1.15 mmol). El residuo se purifica con (CH,Cl,/MeOH 97:3)
hasta obtener la correspondiente HHIP alquil-amida 8f (0.82 mmol, 89%).

"H RMN (500 MHz, CDCl;) § 6.76 (s, 1H, H-9), 6.69 (s, 1H, H-6), 5.92 (s, 1H,
OCH,0-a), 5.88 (s, 1H, OCH,0-B), 3.80 (d, 1H, J=9.4 Hz, H-9b), 3.54 (d, 1H,
J=13.2Hz, CH,CO-a), 3.43 (m, 3H, CH,CO-B, CH,-2'a. y CH,-4'a1), 3.36 (m,
2H, CH,-2'8 y CH,-4'B), 3.17 (m, 1H, CH,-2a), 2.92 (td, 1H, J=12.1, 2.1, Hz,
CH,-2B), 2.73 (dd, 1H, J=12.6, 6.2 Hz, CH,-5a), 2.28 (m, 1H, CH,-58), 2.12
(m, 1H, H-4a), 2.03 (m, 1H, CH,-4a), 1.82 (m, 1H, CH,-3a), 1.55 (m, 1H, CH>-
4B), 1.46 (m, 1H, CH,-3p), 1.14 (m, 6H, CH;-3' y CH3-5");

BC RMN (125 MHz, CDCl3) & 169.4 (CO), 146.6 (C-8), 146.3 (C-7), 135.8 (C-
Sa), 135.7 (C-9a), 106.0 (CH-6), 104.1 (CH-9), 100.9 (OCH,0), 72.7 (CH-9b),
52.4 (CH;-2), 49.9 (CH,CO), 42.6 (CH-4a), 40.2 (CH,-2' y CH,-4"), 35.3 (CH-
5),29.9 (CH,-4), 20.7 (CH,-3), 14.3 (CH;-3' y CH;-5");

EMIE m/z (%) 330 [M]" (90), 282 (35); HRESIMS m/z 331.2033 [M+H]"
(331.2022, calc for C;9H»7N,05).
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Capitulo II: Sintesis de Hexahidroindenopiridinas con afinidad por los receptores de la melatonina

I1.3.3 Receptores Melatoninérgicos

a) Lineay cultivo celular

Se utilizo la linea celular HEK 293 (rifion embrionario humano) que
expresa de forma estable los receptores MT; y MT, humanos.

La linea celular HEK 293 se cultivé en medio DMEM (Medio de cultivo
Eagle modificado de Dulbecco) suplementado con 10% de suero de ternero
fetal, 2 mM de glutamina, 100 UI/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina. Se cultivé a 37°C (95% de O,/ 5% de CO,), se recogi6é en PBS
que contenia EDTA 2 mM y se centrifugaron a 1000 g durante 5 min (4°C). El
precipitado resultante se suspendid en Tris 5 mM (pH 7.5), que contenia EDTA
2 mM y se homogeneizo utilizando un polytron Kinematica. El homogenado se
centrifugd (95000 g, 30 min, 4°C) y el precipitado resultante se suspendid en
Tris 75 mM (pH 7.5), MgCl, 12.5 mM y EDTA 2 mM. Las alicuotas de las

preparaciones de membrana se almacenaron a -80°C hasta su uso.

b) Radioligandos

El radioligando empleado para los ensayos de competicion fue 2-['*I]-
yodo-melatonina (actividad especifica: 2200 Ci/mmol) que se adquirio6 de NEN
(Boston, MA, EE.UU).

¢) Ensayos de competicion

La afinidad de los compuestos por los receptores MT; y MT, humanos,

transfectados de forma estable en células HEK 293, se evalu6 mediante
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experimentos de competicion utilizando 2 ['*I]-yodo-melatonina como
radioligando [121]. El ensayo se inicid por adiciéon de preparaciones de
membrana, obtenidas de células HEK transfectadas de forma estable (40
pg/mL) y diluidas en una solucién de tampoén en el tampoén (Tris-HCI 50 mM,
pH 7.4 y MgCl, 5 mM), en 2-['*I]-yodo-melatonina (25 o 200 pM para los
receptores MT; y MT,, respectivamente) y el compuesto ensayado. La unién no
especifica se realizo en presencia de melatonina 1 pM. Después de 120 min de
incubacion a 37 °C, la reaccion se detuvo por filtracion rapida a través de filtros
GF/B previamente empapados en polietilenimina 5 % (v/v). Los filtros se
lavaron tres veces con 1 mL de tampén Tris-HCI (50 mM, pH 7.4) previamente
enfriado con hielo.

Los datos de las curvas dosis-respuesta (siete concentraciones por
duplicado) se analizaron con el programa PRISM (Graph Pad Software Inc.,
San Diego, CA, EE.UU.) para obtener la Cls, (concentracion inhibitoria del
50%). Los resultados se expresaron como Ki = Clso / 1 + ([L] / Kp), donde [L]
es la concentracion de radioligando usado en el ensayo y Kp, la constante de

disociacion del radioligando.
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Hemos sintetizado dos series de 1-bencil-IQ, monobromada y
diclorada en el anillo bencilico: series 1 y 2 respectivamente.
Ambas mantienen el mismo nuicleo isoquinoleinico, sustituido por
un atomo de Cl y una funcién oxigenada, con el nitrégeno en forma

de amina secundaria o terciaria.

Las dos series de 1-bencil-IQ halogenadas poseen mayor afinidad
por los RD, que las correspondientes no sustituidas en el anillo
bencilico, aunque muestran una menor selectividad. Cabe destacar
que las I-bencil-IQ monobromadas, de la serie 1, poseen una
afinidad 10 veces superior por los RD que las de la serie 2, 1-

bencil-IQ diclorada.

Las 1-alquil-IQ quirales, presentaron una moderada selectividad por
los receptores D,, siendo el enantidomero S el de mayor afinidad. Sin
embargo, el analogo racémico con un atomo de Cl en el nucleo 1Q,

resulto ser el compuesto de mayor afinidad de la serie.

El estudio de Modelizacion Molecular sobre el receptor D, muestra
que los calculos tedricos estan en concordancia con los resultados
de afinidad por los RD. Se puede observar una clara interaccion
entre los ligandos con OH fendlicos y los aminoacidos implicados
en la unidn al receptor, ademas de una libertad de movimiento y por

tanto una mejor acomodacion en el receptor de los restos butilo,
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bencilo y bencil-halogenados con preferencia al resto fenilo, que

resulta considerablemente mas rigido.

Sintetizamos los primeros derivados de un esqueleto novedoso, las
hexaidroindenopiridinas (HHIP), mediante un procedimiento puesto
a punto por nuestro grupo de investigacion. Se parti6 de dos 1-
indanonas diferentes, la S5-metoxi-6-cloro y la 5,6-metilendioxi,
para obtener a través de la alquilacion de una enamina intermedia
con el bromuro de propilamina, el esqueleto HHIP con buenos

rendimientos.

Se prepararon HHIP con diversas sustituciones sobre el nitrogeno
piperidinico: acilo, carbamato y alquilamida, lo que nos permitié
obtener moléculas con diferencias sustanciales en cuanto a su
afinidad por los receptores de la melatonina: MT; y MT, Se
observaron claramente dos tendencias: las HHIP de la serie 7,
sustituidas en el anillo aromatico por un OMe y un Cl, presentaron
afinidad por ambos receptores; y las HHIP de la serie 8, sustituidas
en el anillo aromatico por un grupo metilendioxi, mostraron

afinidad y ademas selectividad por uno de los dos receptores.

Se trata por tanto de una nueva familia de moléculas con afinidad
por los receptores de la melatonina, candidatas a ser utilizadas en
terapéutica como reguladores de los trastornos del suefio y/o como

antidepresivos.
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