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RESUMEN

Este trabajo de tesis consistié en la sintesis de dos series de compuestos:
derivados de 2-ariltiomorfolin-5-onas (tionas) 'y 2-ariltiomorfolinas (tinas), sin
sustitucién o con una cadena alcoxi lineal de | a 4 dtomos de carbono o un grupo
benciloxi en posicién para del anillo aromatico, y su evaluacion como inhibidores de
monoaminooxidasas A y B de rata (rMAO) y humanas (hMAO). Para racionalizar los
resultados experimentales obtenidos se realizaron estudios de acoplamiento molecular in

silico (“docking™) para los inhibidores mas representativos.

Todos los compuestos ensayados en las hMAO-A y -B se comportaron como
inhibidores reversibles y presentaron un mecanismo de inhibicion competitiva. La
mayoria de los compuestos presentaron una alta potencia y selectividad por la isoforma
B tanto de rata como humana. Con respecto a los derivados n-alcoxilados de ambas
series la potencia aumenta con el largo de la cadena alquilica, siendo sin embargo, los
mas potentes y selectivos los derivados O-bencilados, 17f y 18f, con valores de K de
0,074 puM y 0,13 uM en rMAO-B y 0,048 uM y 0,037 uM en hMAO-B

respectivamente.

Los estudios computacionales sugieren que la potencia de 17fy 18f podria estar
relacionada, a lo menos en parte, a la interaccion entre el sustituyente, bencilo y una
serie de residuos aminoacidicos arométicos que conforman un bolsillo de esta misma

naturaleza cerca de la cavidad de entrada del sitio activo.




ABSTRACT

This thesis work consisted in the synthesis of two series of compounds: 2-
arylthiomorpholin-3-one and 2-arylthiomorpholine derivatives, with an unsubstituted or
with linear 1 to 4 carbon alkoxy or benzyloxy substitutions at the para position of the
aromatic ring, and their assay as rat and human monoamine oxidase A and B inhibitors
(rMAO and hMAO, respectively). In order to rationalize the experimental results, in
silico dockings were performed for the most representative inhibitors.

All the compounds tested with hMAO-A and B were reversible inhibitors and
showed a competitive mechanism. Most of the compounds exhibited high potency and
selectivity for the B isoform of the rat and human enzymes. With regard to the n-
alkoxylated derivatives in both series, the potency increases with alkyl chain length, the
O-benzylated derivatives, 17f and 18f, being the most potent with K; values of 0.074 uM
and 0.13 uM against rMAO-B and 0.048 uM and 0.037 uM in h(MAO-B, respectively.

The computational studies suggest that the potency of 17f and 18f might be
related, at least in part, to an interaction between the benzyl substituyent and several
aminoacid residues forming an aromatic pocket near the entrance cavity of the active site

of the enzyme.
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INTRODUCCION

A pesar de la intensa investigacién en las 4reas de bioquimica, biologia y
genética molecular no existe un consenso definitivo sobre la etiologia y los mecanismos
de accion de los trastornos neuropsiquidtricos como la depresién y neurodegenerativos
como la enfermedad de Parkinson, lo que contribuye a explicar porqué no se han podido
establecer terapias definitivas que ayuden a disminuir el progreso de estas enfermedades.
Sin embargo en estas patologias existe una evidencia clara de alteracion de los niveles de
monoaminas neurotransmisoras, principalmente serotonina, dopamina y noradrenalina.

La monocamina oxidasa (MAO), al ser una de las principales enzimas de
degradacion de estos neurotransmisores, se ha convertido durante décadas en un
interesante blanco biologico para el disefio de nuevas drogas para tratar estas

enfermedades.
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Conceptos generales acerca de la monoamino oxidasa

La monoamino oxidasa (MAO; EC1.4.3.4, amina:0; oxidoreductasa) es una
proteina que posee como grupo prostético (o cofactor) el flavina adenina dinucleétido
(FAD) unido covalentemente a la cadena polipeptidica por medio de un grupo tioéter a

través del grupo metilo 8a del anillo de isoaloxacina y el residuo Cys397 (Figura 1).!

Cys397

Figura I: anillo de isoaloxacina del FAD.

La MAO se encuentra en la mayoria de los tejidos de mamiferos como dos

isoformas, llamadas MAO-A y MAO-B (Figura 2).

Figura 2: Representacion tridimensional de
monoamino oxidasa inserta en la membrana.
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Las estructuras de ambas isoenzimas humanas han sido recientemente elucidadas
y consisten en 526 y 520 residuos de aminodcidos con pesos moleculares 59700 y 58800
Da para MAO-A y MAO-B respectivamente y poseen sobre un 70% de identidad en su
secuencia aminoacidica.’ No obstante, sus diferencias (estructurales) son suficientes para

tener por resultado el que ambas difieran en su especificidad por substrato e inhibidor.

Distribucion tisular

La MAO esti presenie en la parte externa de la membrana mitocondrial de:
células del sistema nervioso central (SNC), también en células especializadas del
sistema circulatorio como las plaquetas y en una variedad de tejidos periféricos como
higado, tracto intestinal, pulmones, y placenta® En estos iiltimos su funcion
probablemente es regular los niveles de aminas exégenas generalmente provenientes de
la dieta y también evitar que los neurotransmisores y sus metabolitos modulen la funcién

celular de estos tejidos.’

La proporcién de ambas isoformas varia seglin el tejido. Por ejemplo la
proporcién MAO-A/MAO-B en el cerebro es de 25/75, en el higado es de 50/50 y en el

intestino 80/20.%7

Funcion fisiolégica

La MAO ayuda a controlar las concentraciones de monoaminas primarias,
secundarias y terciarias presentes en el SNC'y en la periferia. Mas especificamente tiene

la funcién de catalizar la oxidacion del grupo amino de ciertos neurotransmisores y
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también aminas exdgenas. Entre los sustratos endégenos se encuentran principalmente
serotonina (5-HT), y una serie de catecolaminas como dopamina (DA), adrenalina y
noradrenalina (NA) y como exdgenos bencilamina y la neurotoxina MPTP, una

impureza presente en el opiode sintético fentanilo (Figura 3)2

NH,
OH
HO HO NH; HO NH,
N
N HO HO
H

Serotonina Dopamina Noradrenalina
OH
HO H
~ NH,
\ N_CH3
HO
Adrenalina Bencilamina MPTP

Figura 3: Sustratos endogenos y exogenos de MAO.

MAOQ-A preferentemente cataliza la oxidacion de serotonina, en cambio MAO-B
oxida mds eficazmente feniletilamina y bencilamina. Dopamina, noradrenalina, tiramina,

triptamina y adrenalina son igualmente metabolizadas por ambas isoformas.’

Su funcion la realiza mediante un proceso denominado desaminacidn oxidativa
(Esquema 1)."® La reaccién genera una imina protonada intermediaria, que es liberada
del sitio activo de la enzima, ¢ involucra la reduccion del cofactor FAD. Posteriormente

este Gltimo es reoxidado con oxigeno molecular produciendo perdéxido de hidrégeno. El
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intermediario iminico es hidrolizado no-enzimdticamente para formar el aldehido
correspondiente junto con ién amonio (en el caso de las aminas primarias). El aldehido
producido es rapidamente metabolizado por la enzima aldehido deshidrogenasa para
generar los metabolitos 4cidos correspondientes. Se encuentran estudios recientes sobre
dos posibles mecanismos de la reaccién de oxidacién del sustrato al aldehido, uno de los

cuales es por medio de radicales libres"'? y el otro se describe como nucleofilico polar,

para el cual se propone un mecanismo concertado.” "
R
I Hzol Oz‘l' ]’P ? PN
!'f\ N N ° : N_ _N_ .0
s = \f f\
u s
o NH |
HaC N NH
HxC N
I H
o

, ® HO
RCH,NH, &_.4 RCH=NH;——=3 RCHO B,

Esquema 1: Desaminacion oxidativa catalizada por MAO.

Estructura y sitios activos

Las estructuras cristalinas de MAO-A y MAO-B humanas (h(MAO-A 'y hMAO-
B) y MAO-A de rata (fMAO-A) ya han sido elucidadas con diferentes tipos de

inhibidores."™” Sin embargo la estructura cristalina de la MAO-B de rata hasta la fecha
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aun no ha sido publicada. Una vez obtenidas las estructuras tridimensionales se han
realizado estudios sobre las interacciones y disposicién de los residuos aminoacidicos en
los sitios activos. Se observd que el sitio activo de la hMAO-A consiste en una cavidad
de aproximadamente 550 A’ de volumen, la cual estd constituida por 11 residuos
alifiticos y 5 aromdticos, lo que indicaria que esta cavidad es completamente
hidrofébica.” No obstante muy recientemente Yamashita y col. lograron estudiar la
estructura cristalina de hMAO-A a una mayor resolucién, observando que ademas en el
sitio activo se encuentran siete moléculas de agua que interactuan con el inhibidor,

residuos aminoacidicos y FAD por medio de puentes de hidrogeno."

El sitio activo de hMAO-B por su parte consiste en una cavidad hidrofébica que
aloja el sustrato, de un volumen de 420 A3, conectada a una cavidad de entrada de 290
A3, Este ltimo sitio tiene la particularidad de que el residuo que separa ambas cavidades
(Ile 199), de sustrato y de entrada, se puede comportar cOmo “compuerta”, ya que €ste se
puede acomodar de forma tal que deja pasar inhibidores de mayor volumen,

produciéndose la fusién de ambas cavidades."”

Realizando una comparacion entre los sitios activos de hMAO-A y hMAO-B, se
acepta que ambos estdn constituidos por 20 aminodcidos, donde 7 residuos de los 20 son
distintos en ambos sitios cataliticos.”® Por otra parte los dos sitios poseen una “caja
aromética” que consiste en el anillo de isoaloxacina del FAD y dos residuos de tirosina

que ocupan posiciones idénticas en ambos. Estudios de mutagénesis sugieren que su
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funcién seria condicionar el volumen de los ligandos para acceder a la flavina para su
interaccién y aumentar la nucleofilia del grupo amino del ligando mediante la

transferencia de carga desde los anillos arométicos de las tirosinas.”
Patologias aseciadas a MAO

Desérdenes neuropsiquidiricos

Por mis de cuatro décadas el enfoque biolégico para la depresién ha estado
dominado por la hip6tesis de las monoaminas. Esta hipétesis propuso que la depresion
es causada por un déficit funcional de monoaminas (noradrenalina, serotonina y
posiblemente dopamina) en regiones limbicas (emocionales) del cerebro. Esta hipdtesis
fue sustentada por el descubrimiento de que algunos pacientes tratados con reserpina
(una droga antihipertensiva, la cual disminuye la disponibilidad de monoaminas)
manifestaban episodios de depresion. Ademas observaron que drogas antidepresivas
ejercian su primer efecto aumentando las concentraciones intrasindpticas de estas aminas

biogénicas.”

Con estos antecedentes la propiedad antidepresiva de los inhibidores de MAO
(IMAO) se deberia a la inhibicion selectiva de MAO-A en el SNC, lo que conllevaria a

un aumento de los niveles cerebrales de dopamina, noradrenalina y serotonina.

Desordenes neurodegenerativos

Enfermedades como las de Parkinson y Alzheimer se caracterizan por una
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degeneracion especifica de neuronas que se encuentran localizadamente en ciertas
regiones del cerebro. En el caso de la enfermedad de Parkinson, esta degeneracion afecta
principalmente el sistema dopaminérgico nigroestratial (que vincula las dreas cerebrales
denominadas substantia nigra y cuerpo estriado), teniendo como consecuencia directa
una drdstica disminucién de los niveles de dopamina que llegan al estriado. En la
enfermedad de Alzheimer existe la pérdida de neuronas colinérgicas en el hipocampo,
disminuyendo la concentracion de acetilcolina.”*

En ambas patologias, los pacientes presentan ademas una disminucién de los
niveles de serotonina, dopamina y noradrenalina comparados con cerebros sanos y
ademas se ha observado que existe un aumento de la actividad de MAO-B,” y una
disminucién de fos niveles de glutatién reducido (GSH), utilizado por la glutatidn
peroxidasa para inactivar el perdxido de hidrégeno, producto del metabolismo normal de
aminas por MAO, dismutindolo en F.O y 0..2* En consecuencia, al disminuir la eficacia
de esta via de destoxificacién, el peréxido de hidrégeno formado podria acumularse y
por ende estar més disponible para la reaccion de Fenton:

Fe** + H.0: = Fe'" + OH- + Oﬁ'
En esta reaccién el ion ferroso genera a partir de HO» radicales hidroxilos que son
altamente reactivos, produciendo altos niveles de estrés oxidativo. Estos radicales
hidroxilos producen dafios en la membranas lipidicas de la célula.s, proteinas y ADN, lo

que puede conducir al deterioro y muerte neuronal.

Por esto los IMAO-B en estos pacientes no sélo aumentarfan los niveles de
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monoaminas (en especial dopamina) sino que también disminuirian la produccién de
perdxido de hidrégeno y la potencial formacion de radicales hidroxilos y el consecuente

estrés oxidativo.

Inhibidores de MAO

Los inhibidores de MAOQO se clasifican principalmente en irreversibles y
reversibles. Los primeros tienen la propiedad de formar un intermediario reactivo que
puede tratarse de una especie radicalaria o electrofilica, la cual inactiva la enzima
permanentemente por medio de la formacién de un enlace covalente entre el IMAO y el
anillo de isoaloxacina. Los reversibles producen su efecto inhibitorio mediante
interacciones no covalentes, las cuales al ser revertidas permiten que se restablezea la
actividad de la enzima al estado normal. Estos ultimos inhibidores pueden ser
clasificados dependiendo de su mecanismo cinético en competitivos, acompetitivos y no

competitivos.

Inhibidores irreversibles

Los primeros IMAO fueron descubiertos por casualidad hace mas de cincuenta
afios cuando pacientes con tuberculosis fueron tratados con iproniazida. Al administrar
este compuesto los médicos observaron un notable mejoramiento del 4nimo de los

pacientes. Estudios de Zeller y col. establecieron que iproniazida es un potente inhibidor
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de MAO. Continuando con estos estudios, en 1957 Kline y col. la introdujeron al
mercado para la terapia de la depresién convirtiéndose en el primer antidepresivo
moderno. Este y otros derivados de hidracina como fenelzina, todos irreversibles e
inespecificos, constituyeron la primera generacién de IMAOs (F iglira 4Hr

Sin embargo en la década de los sesenta se establecid que iproniazida y sus
derivados presentaban altos indices de hepatotoxicidad, debido a la inactivacion del
citocromo Paso asociada a su estructura derivada de hidrazina. Este problema fue resuelio
con el desarrollo de nuevos inhibidores que no son derivados de hidrazina, como
tranilcipromina. Sin embargo tanto esta dltima droga al igual que las anteriores presentd
otro serio efecto secundario, la “reaccion del queso”. Esta reaccidn es inducida por
tiramina y otras aminas presentes en la comida (mds cominmente en el queso, a lo que
debe su nombre) y bebidas fermentadas, como vino y cerveza. Bajo circunstancias
normales tales aminas son metabolizadas por MAQ en la pared intestinal y en el higado,
evitando su ingreso al sistema circulatorio. En Ia presencia de IMAG irreversibles este
sistema de proteccién es inactivado y tiramina junto con-ofras aminas no son
metabolizadas y por ende se introducen al sistema circulatorio. Su entrada induce una
significativa liberacion de noradrenalina desde las neuronas adrenérgicas periféricas. La
consecuencia de esta liberacién desmedida provoca una crisis hipertensiva que en

algunos casos puede ser fatal.
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Figura 4: algunos inhibidores irreversibles de MAO.

En vista de estos efectos se estimulé la biisqueda de antidepresivos que no fueran
IMAO, sino inhibidores de la recaptacién de los neurotransmisores por sus
transportadores. Asi se descubricron los antidepresivos triciclicos (TCA), poco
selectivos, y los méas cominmente utilizados hoy en dia, los inhibidores de la recaptacion

selectiva de serotonina (SSRI) como fluoxetina.

Los inhibidores irreversibles y selectivos mis conocidos de MAO son clorgilina
y L-deprenil, d¢ MAO-A y MAO-B respectivamente. (Figura 5). Este ultimo fue
probado por Riederer a fines de los afios setenta para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson como adyuvante de L-dopa e incluso mds recientemente existen estudios de

su utilizacién como monoterapia.”

CHjy CH,

! i
0\/\/ N \// N /
m(:”:l
Cl Cl
Clorgilina I-Deprenil

Figura 5: Inhibidores irreversibles y selectivos de MAO.




INTRODUCCION 12

Inhibidores reversibles

Debido a los serios efectos secundarios de los inhibidores irreversibles como
hepatotoxicidad y la reaccién del queso se desarrollaron inhibidores reversibles de
MAO-A (RIMA), inhibidores de nueva generacion, tales como moclobemida y
toloxatona (Figura 6), los cuales permiten inhibir suficientemente la MAO-A en el SNC
para obtener un efecto antidepresivo, mientras que la tiramina proveniente de la dieta es
capaz de desplazar al inhibidor de la MAG-A periférica, permitiendo su metabolismo
por ésta y por la MAO-B que no ha sido inhibida.”” Toloxatona, un derivado de
oxazolidinona, fue el primer potente, reversible y selectivo inhibidor de MAO-A
clinicamente usado como antidepresivo.”® En este tipo de inhibidores es donde se ha
centrado la biisqueda de diversas estructuras cada vez mas selectivas y potentes de cada

isoforma.

Ci

Moaciobemida Toloxatona

Figura 6: algunos inhibidores reversibles de MAO.
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Estructuras de inhibidores

En la literatura se encuentran registradas diferentes series de compuestos que
ejercen una potente inhibicién de una u otra isoforma de la MAO, los cuales presentan
una gran diversidad estructural. Entre éstos destacan las series de los derivados de
o—metilmonoaminas (1), los cuales son selectivos inhibidores de MAO-A.” Ciertos
sistemas triciclicos, al igual que los anteriores, son inhibidores de MAO-A, donde el
compuesto BW 1370U87 (2) es uno de los més potentes con una K; = 10 nM.* Al
contrario, determinados derivados de hidroquinonas (3) con sustituciones en los itomos
de oxigeno son reversibles y selectivos inhibidores de MAO-B.*' Algunos anilogos de
indoles como ciertos espirociclopentanoindoles (4) y derivados de isoquinolinas (5) son

selectivos inhibidores de MAO-A con valores de K;-submicromolares (Figura 738

CH,
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Haco\(:@
N
“CH,

Figura 7: diversos inhibidores de MAO.
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La gran diversidad estructural de los inhibidores hace que la busqueda racional de
subestructuras imprescindibles para establecer interacciones fundamentales con el sitio
activo de la enzima sea muy compleja. Con la finalidad de acotar la variedad estructural,
se seleccionaron de la literatura ciertos tipos estructurales de inhibidores reversibles de

MAO-A y B, derivados de ariloxadiazolona (6), ariltiadiazolona (7), ariltiadiazoltiona

35

(8) ariloxadiazinona (9), ariloxadiazinotiona (10),%* ariltetrazol (11 y

ariloxazolidinona (12, 13)" (Figura 8).
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Figura 8: Inhibidores reversibles de MAO.

Se observé que las estructuras de los derivados 6-13 contienen las siguientes tres

subunidades importantes:

[hidrofébica]-O-[bencénica]-[heterociclica]
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Ademis, en la porcién heterociclica, generaimente poco bésica, se encueniran
grupos aceptores de puente de hidrégeno. La parte hidrofébica cominmente s un grupo
bencénico, el cual puede encontrarse sustituido con diferentes grupos electron-dadores y
aceptores (no se muestran en la figura 8). Sin embargo, de acuerdo a los resultados
obtenidos, los autores concluyen que sin importar el caracter del sustituyente del anillo
aromatico (electron-dador o aceptor), estos derivados presentan actividades de
inhibicién inferiores a aquellas de los compuestos no sustituidos en el anillo.** Otra
porcién de tipo hidrofébica puede estar constituida por cadenas alifdticas, eventualmente
con un grupo trifluorometilo o hidroxilo en su extremo (12-13), los cuales podrian
generar potenciales puentes de hidrégeno con algin residuo del sitio activo de la
enzima.® Esta subunidad hidrofbica se encuentra unida por un puente éter a la fraccion
aromdtica central, que consiste en un anillo bencénico, el cual a su vez esta unido a un
heterociclo parcialmente insaturado, de tamafio y sustitucion diversos. En la mayoria de
los casos el heterociclo corresponde a un derivado de hidrazina, ya que los primeros
IMAO desarrollados consistieron en derivados de este tipo pero aciclicos. Debido a sus
efectos secundarios (mencionado anteriormente), los autores cogltemplaron el disefio de

inhibidores con el grupo N-N integrado en un heterociclo.”

Por otra parte se sabe que derivados de 4-alcoxi- o alquiltiofenilisopropilamina
(formalmente derivados de anfetamina) son potentes inhibidores de MAO, generalmente
de MAO-A, en los cuales la subunidad heterociclica estd reemplazada por una cadena

alifitica aminada (Figura 9).® Muy recientemente se han agregado a éstos algunos
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analogos con un grupo naftilo en lugar del fenilo.”

NH, NH,
X X

X: O(CH,),CHj3, S(CH,),CHj; X: O(CH,),CHj;

n: 0-3 n: 0-3

Figura 9: Derivados de 4-alcoxi- y alquiltioarilisopropilamina.

En vista de estos resultados se propone que la ciclacién de la cadena lateral
aminada de estos altimos compuestos, conteniendo en el ciclo los heteroatomos oxigeno
o azufre y nitrégeno, podria mantener la afinidad de estos derivados por la enzima. Por
otra parte se cree que al aumentar la hidrofobicidad de la molécula por medio de la
ciclacién podrian aumentar las interacciones con residuos aminoacidicos que presenten
esta propiedad, pudiéndose lograr una mayom: afinidad por el sitio activo

predominantemente hidrofobico (una vez desplazadas las moléculas de agua) de la

enzima.

En base a estas observaciones, este tesis contempld el disefio, la sintesis y Ia
evaluacién farmacolégica de analogos de feniletilamina, en los cuales la cadena aminada

\ estd constrefiida formando un heterociclo. Este tiltimo se encuentra unido a un anillo
bencénico que estd unido por un éter a una parte hidrofébica. Aqui se reconocen las tres

subunidades bésicas mencionadas anteriormente, aunque en estos casos se trata de

heterociclos saturados no derivados de hidracina. Ademds se sintetizaron los analogos
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ciclados sin sustitucién en el anillo aromatico.

En cada una de las series se modifico la extremidad hidrof6bica en posicion para
del anillo aromatico. Al parecer, debido a la hidrofobicidad de una patte del sitio activo
antes mencionada, cadenas alifiticas de longitud adecuada o grupos bencilos podrian
aumentar las interacciones de los posibles IMAO con los residuos aminoacidicos de esta

misma naturaleza.

Se propuso sintetizar una primera serie de derivados de 2-arilmorfolin-5-ona (14)
y de 2-arilmorfolina (15) con diferentes sustituciones alquilicas (y bencilicas) en el
oxigeno en para con respecto al heterociclo (Figura 9). Sin embargo mediante la ruta
sintética propuesta sélo se logré el intermediario anterior a la ciclacién, lo que se discute
mas detalladamente en el capitulo de resultados y discusion. No obstante mediante esta
ruta se obtuvieron como intermediarios cuatro derivados de fialimidas (16) que
satisfacen la propuesta de las tres subunidades, por lo que también fueron evaluados

como IMAO (Figura 10).

0
o/\\lr o
NH N
[a]
X X
14Y=C=0 16 -
15Y=CH,

Figura 10: Derivados de 2-arilmorfolina y ftalimida.
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Debido a la no formacién de los derivados de morfolina se sintetizaron los
anlogos azufrados que constituyen una serie de derivados de 2-ariltiomorfolin-5-ona

(17) y 2-ariltiomorfolina (18), los que fueron evaluados como IMAO (Figura 11).

Y
NH
X
17Y=C=0
18 Y =CH,

Figura 11: Derivados de 2-ariltiomorfolina.
Se realizaron estudios tedricos de modelamiento molecular (“docking™)
utilizando metodologfas computacionales con el objeto de intentar una racionalizacién
de los resultados y proponer algunas interacciones importantes que se estén efectuando

entre el ligando y algunos residuos aminoacidicos del sitio activo.
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Hipétesis

Considerando que algunos derivados de feniletilaminas son potentes inhibidores
de MAO, que su potencia aumenta con la longitud de la cadena unida a la posicioén para
del anillo bencénico (hasta 4-5 dtomos pesados) y que estudios de “docking” indican que
este grupo lipofilico puede orientarse hacia el cofactor FAD y entre residuos
aminoacidicos que contienen grupos susceptibles de formar puentes de hidrégeno, se
propone como hipdtesis que:

1. Al incorporar en los derivados de feniletilamina nuevos dtomos de carbono para
ciclar la cadena aminada y en los sustituyentes en la posicion para del anillo

aromético, se acrecentar la potencia inhibitoria frente a la MAO.

2. Al incluir en el nuevo ciclo generado un dtomo aceptor de puentes de hidrogeno
como oxigeno, azufre o nitrégeno, o un grupo dador como NH, aumentard la

actividad inhibitoria de la enzima.

Objetivos generales

El objetivo general de este proyecto fue sintetizar y evaluar la actividad farmacoldgica
como posibles inhibidores de la enzima monoaminooxidasa de una serie de derivados de
2-arilmorfolina y eventualmente de sistemas en los cuales el oxigeno del heterociclo
estuviera reemplazado por azufre, nitrégeno o metileno, con el fin de explorar los
requerimicntos estructurales asociados con la actividad inhibitoria de las 2-ariletilaminas

sustituidas.
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MATERIALES Y METODOS

Ensayos enzimaticos en MAO de rata

El método utilizado para determinar la actividad de MAO fue la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccidn electroquimica (HPLC-ED).
Esta permite cuantificar la cantidad de producto formado en la reaccién enzimatica
catalizada por MAO y en la oxidacién ulterior, por medicién directa de la altura de los

picos de los metabolitos en los cromatogramas de las evaluaciones en serie.

Condiciones cromatogrdficas

Previo a cada experimento se inyectd en el cromatbgrafo estindares de
concentracién conocida de sustratos selectivos de cada isoforma de la enzima y de sus
principales metabolitos: 5-HT y dcido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) para MAO-A y 4-
dimetilaminofeniletilamina (4-DMAPEA) y acido 4-dimetilaminofenilacético (4~
DMAPAA) para MAO-B. Esto permite conocer los tiempos de retencion de sustratos y

. metabolitos y la separacion de los picos cromatograficos.

Se utilizé una columna de fase reversa LichroCART Cis (ODS 250 mm x 4.0
mm, Merck USA), un detector amperométrico (Merck-Recipe L3500A) equipado con un

electrodo de trabajo de carbono vitreo y un cromato-integrador (Merck-Hitachi D2500).
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El flujo de la fase mévil fue de 1 mL/min.
Preparacion de la fase movil para ambas isoformas de la enzima de rata

Para preparar la fase mévil se disolvieron 15,75 g de 4cido citrico en 445 mL de
agua con calidad para HPLC y se agregé NaOH hasta pH 3,0; luego se adicionaron 100
mg de octadecilsulfato de sodio (SOS) y se agité durante 5 min. La solucién se filtré con
un sistema de microfiltro utilizando papel con tamafio de poro 0,2 pm para desgasificar
la solucién, y el matraz se dejé6 al vacio, agitando de vez en cuando, por
aproximadamente 20 min. Se realiz una segunda filtracion a través de una frita de poro
Ne 5 pasando la solucién a una botella, repitiendo el proceso de desgasificacion por otros
20 min. Cuidadosamente y evitando la formacién de burbujas se adiciond lentamente y
por las paredes 35 mL de MeCN y 20 mL de THF de calidad para HPLC. La
sensibilidad de! detector fue fijada en 50 nA y el potencial de trabajo en 0,75 V frente a

un electrodo de referencia de Ag/AgCL

Obtencién de la suspension mitocondrial

Se utilizé como fuente de enzima una suspension mitocondrial de cerebro de rata
sacrificada por decapitacién. El tejido fue homogeneizado en 10 mL de sacarosa 0,32 M
(homogeneizador Potter-Elvejhem de teflon-vidrio) y centrifugado a 800 x g durante 10
min a 4 °C. El sobrenadante fuie cuidadosamente extraido y centrifugado a 10000 x g
durante 20 min a 4°C. El “pellet” obtenido fue resuspendido en el mismo volumen

original de sacarosa 0,32 M y se repitié la centrifugacién. El nuevo “pellet” obtenido fue




i
MATERIALES ¥ METODOS 22

resuspendido en 10 mL de tamp6n de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4 y utilizado en

forma inmediata o mantenido a 0 °C por no més de dos horas antes de su uso.

Determinacion de la actividad de MAO- A

La mezcla de incubacién consistié en una solucién de 200 pL de tampén de fosfato de
sodio pH 7,4, 50 pL de 5-HT 100 pM y 50 pL del inhibidor disuelto en agua en
concentraciones desde 10* a 107 M en la mayorfa de los casos. Esta mezcla fue
incubada en un bafio termoregulado por 10 min a 37 °C, para luego dar comienzo a la
reaccion agregando 200 pL de suspensién mitocondrial. 10 min mas tarde la reaccion
fue detenida adicionando 200 pL de HCIO; | M. La mezcla fue centrifugada a 15000 >
g durante 5 min a 4 °C, y 50 pL del sobrenadante fueron inyectados en el sistema de
HPLC-ED. Los experimentos control fueron hechos sin inhibidor. Las alturas de los
picos cromatograficos del principal metabolito, el 4cido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA), fueron usadas para calcular la actividad de la enzima. Los valores de ICso
(concentracién de inhibidor que hace que la actividad de la enzima se reduzca en un
50%), fueron calculados a partir de las curvas de inhibicién construidas utilizando el
programa GraphPad Prism, graficando el porcentaje de inhibicién versus -log de la

* concentracién del inhibidor,

[(D)-100]

% Inhibicion=100— ontrol

Ecnacidn 1: Célculo del porcentaje de inhibicion de MAO-A
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Determinacion de la actividad de MAO-B

La mezcla de incubacién consistié en una solucién de 200 pl. de tampén de fosfato de
sodio pH 7,4, 25 pL de 4-DMAPEA 100 pM y 50 pL del inhibidor en concentraciones
desde 10* a 107 M en la mayorfa de los casos. Esta mezcla fue incubada en un bafio
termoregulado por 10 min a 37 °C, para luego dar comienzo 2 la reaccion agregando 180
pL de suspensién mitocondrial. 10 min mas tarde la reaccién fue detenida adicionando
200 pL de HCIO; IM. La mezcla fue centrifugada a 15000 x g durante S mina 4 °C, y
50 pL del sobrenadante fueron inyectados en el sistema de HPLC-ED. Los experimentos
control fueron hechos sin inhibidor. Las alturas de los picos cromatogréficos del
principal metabolito fueron usadas para calcular la actividad de la enzima. Los valores
de [Cs; (concentracion de inhibidor que hace que la actividad de la enzima se reduzca en
un 50 %), fueron calculados a partir de las curvas de inhibicion construidas utilizando el
programa GraphPad Prism, graficando el porcentaje de inhibicidn versus -log de la

concentracién del inhibidor,

[(D)-100]

% Inhibicion=100— p——
¢

Ecnacién 2: Célculo del porcentaje de inhibicion de MAO-B
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Ensayos enzimaticos en MAO hnomana

Determinacion de la actividad en hMAO-A

La actividad de MAO-A (forma recombinante hepatica humana)®® fue medida
espectrofotométricamente a 30 °C en fosfato de potasio 50 mM a pH 7,4, conteniendo
0,05 % de Triton X-100. La formacién de producto fue seguida a 314 nm, usando
kinuramina 0,3 mM (2 x K,) como sustrato. Los valores de ICs fueron determinados
usando diferentes concentraciones de los compuestos a ensayar. Los valores de K; fueron
determinados usando un rango de concentraciones de sustrato 0,1-0,9 mM. La naturaleza
hidrof6bica de los compuestos ensayados en este estudio requirid su solubilizacion en
dimetilsulféxido y se agregaron alicuotas de esta solucion a las suspensiones de ensayo.
Los valores de K, aparente para cada conceniracién de inhibidor (grficos de Hanes-
Woolf en el programa de Cinética Shimadzu UV-2101PC) fueron graficados como
fincién de las concentraciones de inhibidor, cuyo valor en el eje X cuando Y = 0 se
tomé como el valor de K; respectivo. Los datos fueron presentados en un grafico de

Lineweaver-Burk (programa Prism 4.0) para ilustrar el no cambio de V.

) Determinacion de la actividad en hMAO-B

La actividad de MAO-B (humana recombinante)” fue medida
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 250 nm a 25 °C en fosfato de

potasio 50 mM a pH 74, conteniendo 0,05 % de Triton X-100, utilizando bencilamina
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como sustrato. Primero se realizé un “screening” a dos concentraciones de inhibidor,
100 pM y 10 uM. Sélo a los compuestos que mostraron aproximadamente un 100 % de
inhibicién a esas concentraciones se les determinaron las K, usando un rango de
concentraciones de sustrato 0,05-1 mM. La naturaleza hidrofobica de los compuestos
ensayados en este estudio requirié su solubilizacion en dimetilsulféxido y se agregaron
alicudtas de esta solucion a las suspensiones de ensayo. Los valores de K aparente para
cada concentracién de inhibidor fueron graficados como funcién de las concentraciones
de inhibidor, cuyo valor en el eje X cuando Y = 0 se tomd como el valor de K;
respectivo. Los datos fueron presentados en un gréfico de Lineweaver-Burk (programa

Prism 4.0) para ilustrar el no cambio de Ve

Estudios de reversibilidad

Se prepararon dos muestras de control. La primera de ellas (C1) contenia sustrato
(kinuramina 0,15 mM o bencilamina 0,3 mM para BMAO-A y hMAO-B
respectivamente) y 10 pL de enzima recombinante purificada, cuyos resultados
corresponderian al 100 % de la actividad de la enzima. El segundo control (C2) contenia
ademis inhibidor a una concentracién tal que la actividad de la enzima se redujera en
aproximadamente un 50 %. A ambos se le agregd buffer hasta completar un volumen
final de 1000 pL. Una vez preparados, las absorbancias de ambos controles fueron
medidas de inmediato espectrofotométricamente a 25 °C por 60 segundos.

Una solucion X de enzima més inhibidor fue preparada (concentracién de
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inhibidor igual a C2), la cual fue incubada en hielo.

Simultaneamente se prepararon tres cubetas (A), las cuales contenian sustrato
(kinuramina 0,15 mM para MAC-A'y bencilamina 0,3 mM para MAO-B) y 980 plL de
buffer.

A la primera cubeta se le agreg6 10 pL. de la solucién X recién preparada (tiempo
= (), a la segunda se le agregé a los 5 minutos de incubacion en hielo de la solucién
enzima-inhibidor y a la dltima se le agregé a los 10 minutos de incubacién. Después de
agregar la solucion X a cada cubeta, su absorbancia fue medida

espectrofotométricamente a 25 °C por 60 segundos.

Estudios de modelamiento molecular (docking)

Los datos cristalograficos de rMAO-A, hMAO-A y hMAO-B (PDB: 105W,
IBXS y s3B respectivamente)® fueron usados para todos los calculos. Ya que rMAO-B
no se encuentra aun cristalizada fue necesario realizar los modelamientos moleculares en
un modelo construido por homologia con hMAO-B, el cual no fue generado en este
* trabajo de tesis.”* Los 4tomos de hidrégeno de la proteina y de la molécula del FAD
fueron introducidos en los modelos usando Insight 11 y las estructuras de 12 derivados
fueron dibujadas y optimizadas en el programa Gaussian 0.3.%% Los mapas de grilla

fueron calculados usando la opcién autogrid4 y fueron centrados en el sitio de unién del
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ligando. Los volimenes escogidos para los mapas de grilla fueron construidos de 60 x
60 x 60 puntos con un espaciamiento de 0,375 A. Las cargas parciales de los ligandos
fueron corregidas mediante calculos de ESP. La constante dieléctrica fue ajustada a 10
para hMAO-A y 2 para tMAO-A en el archivo (gpf) de pardmetros de grilla de
Autodock. Para realizar los estudios de modelamiento molecular se utilizd el programa
Autodock 4.0 usando el Algoritmo Genético Lamarckiano.* La visualizacion de las

moléculas acopladas se realizé en el programa Pymol 1.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Quimica

En este trabajo de tesis se propuso [a sintesis de derivados de 2-arilmorfolin-5-
ona (14) y 2-arilmorfolina (15). Ya que no fue posible su obtencién mediante la ruta
sintética propuesta, debido a que s6lo se llego a sintetizar el tiltimo intermediario de la
ruta completa, se prepararon los bioisdsteros azufrados, seis derivados de 2-
ariltiomorfolin-S-ona (“tionas” 17a-f) y seis derivados de 2-ariltiomorfolina (“tinas”
18a-f) mediante otra alternativa sintética. Sin embargo la modificacién de ciertas etapas
de la primera ruta dio lugar a la obtencién de cuatro intermediarios derivados de
fralimida (16a-d) los cuales junto con las tionas y tinas fueron evaluadas como IMAO

(Figura 12).

o °z§> S/\.!m s{\f

16 a-d 18 a-f 17 a-f

Figura 12: Derivados de ftalimida 16 (a: X=-H, b: X=-OCHS3, c: X=-
O(CH2)3CH3, d: -OCH2Ph), 2-Ariltimorfolinas y -tiomorfolinonas fa: X = -H,
b X=-OCH3, ¢: X=-OCH2CHS3, d: -O(CH2)2CH3, e: X= -O(CH2)3CH3, f ’
X=-OCH2Ph).
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Ruta sintética propuesta para la obtencion de derivados de 2-fenilmorfolina

El intento de sintesis de los derivados de 2-arilmorfolina, los primeros derivados
propuestos, se llevé a cabo de forma analoga a la ruta sintética de Glennon y col., donde
se modificaron sélo algunas etapas, generalmente iniciales, en las cuales los productos
obtenidos se obtuvieron con bajos rendimientos o simplemente no se formaron en
cantidades detectables.”

Por la ruta sintética para la obtencién de 2-fenilmorfolina a partir de
acetofenona (19) (Esquema 2) se formd primeramente a-bromoacetofenona (20)

mediante la bromacién del carbono a.

0 Fs) o] Br'NC{N
Bl’ -...-"'N
O O
19 20 21 c
Cl
(o}
OHl\f OH 0

NH e NH, 4 NH,

23 22

NH NH

14a 15

Esquema 2: Ruta sintética de 2-fenilmorfolina. Reactivos y condiciones: a) Brs,
AICl, Et:O; b) hexametilentetramina, CHCly; ¢) HC, EtOH 95%; d) NaBH,
MeOH;e) CICH,COCI, NaOH, CH:Cl.,; f) EtOH, KOH; g LidlH, THE. Rectdgulo
representa al ltimo intermediario obtenido.
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Cabe destacar que las condiciones utilizadas para la bromacion de la acetofenona
(19), en la cual inicialmente se utilizé Br; en CHCl; con un 49% de rendimiento
(purificado por cromatografia en columna),”” fueron reemplazadas por Br, y AlCls
usando Et,O como solvente.®® Esto condujo a la obtencién de 20 como producto tinico
sin necesidad de purificarlo y un aumento considerable en el rendimiento aislado (81 %).

Con una cantidad razonable del intermediario 20 se intentd la signiente etapa, la
formacién de la a-aminocetona 22, la cual se llevé a cabo por medio de dos vias

alternativas (Esquema 3), ambas a partir del compuesto 20.

e y RN

Br NH;

22

20 \ 00 /

Esquema 3: Vias alfernativas para la obtencion de la B-cetoamina 22.

La primera via consistié en la reaccién de Delépine (etapas 2 y 3 de la ruta
propuesta), cuyo producto obtenido no fue el deseado (22), sino un producto tinico D1
(caracterizacién en Anexol) (esta reaccién fue ensayada en varias ocasiones antes de

continuar con ofra ruta). Por este motivo se ensayé una segunda alternativa para la
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formacién de la a-aminocetona, basada en la sintesis de Gabriel.® Mediante este
procedimiento se obtuvo la sustitucion del halégeno por la fialimida (16a) con
rendimientos satisfactorios, pero su hidracinélisis en medio 4cido tampoco condujo a la
formacion del producto esperado, sino a un producto Hl (caracterizacion en Anexo 1).
Ambos productos (D1 por Delépine y H1 por Gabriel) presentaron comportamientos
cromatograficos en capa fina (relaciones de frente) y sefiales espectroscopicas de 'H y
13C RMN idénticas. Ambos espectros de 'H RMN contenian tinicamente sefiales sobre
los 7 ppm correspondientes a cuatro tipos de protones distintos, indicando la ausencia de
protones unidos a carbonos sp®. Con estos resultados se infirié que la estructura del
producto podria ser la de un dimero derivado de la o-aminocetona. Ya que la estructura
de este intermediario contiene un centro nucleofilico (grupo amino) y uno electrofilico
(grupo carbonilo), éstos podrfan reaccionar entre ellos, formandose una doble imina, la
cual se oxidaria ficilmente en presencia de aire para dar un derivado de pirazina de

mayor estabilidad (25) (Figura 13).

N
25
Figura 13: Estructurade DI y HI.
Los espectros de "C presentaron sefiales correspondientes a seis tipos de

carbonos, probablemente con hibridacién sp® y dos de ellos cuaternarios {Anexo 2), de
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acuerdo con la estructura propuesta. Por espectroscopia de masas, la sefial principal
presenté una relacion m/z de 232, la cual concuerda con el peso molecular aproximado
de 25. Para la formula CisH;2N; Ia masa exacta calculada es 232,10005 y la experimental
fue 232,00044 y 232,100035 para D1 y H1 respectivamente. Inesperadamente se
encontré un articulo de Immediata y col., en el cual se describe la dificultad de obtener
una g-aminocetona debido a la formaci6n de un derivado de 2,5-diarilpirazina.”® Ademas
en este mismo articulo los autores relatan que Gabriel en 1908 ya habia reportado que el
producto aislado al tratar clothidrato de 2-aminoacetofenona con base es la 2,5-
difenilpirazina, formulando el proceso de la misma manera descrita mas arriba.* En
estos trabajos antiguos las diarilpirazinas no fueron caracterizadas espectroscopicamente
como se realizé en este trabajo de tesis, que corrobora las propuestas de los autores
citados y por lo tanto exigid la biisqueda de nuevos caminos de sintesis.

Se realiz6 una pequeiia biisqueda bibliografica de derivados de pirazina con el fin
de encontrar una posible aplicacion biolégica. Uno de los trabajos encontrados reportaba
propiedades citotéxicas e intercalacion de ADN de una serie de derivados de 2,6-
difenilpirazina en células de leucemia.”> Debido a la similituci estructural entre estos
derivados y la 2,5-difenilpirazina se realizaron estudios preliminares de su citotoxicidad
. pero, en células tumorales de mama de ratén de la linea TA3. El resultado de
citotoxicidad es bastante prometedor con un valor de ICs 2,78 uM al compararlo con
reportes previos para una serie de derivados de antracentriona y tetralona, cuyos valores

de ICs son mayores a 80 uM.** Si bien una investigacién mds profunda es necesaria
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para determinar el verdadero potencial de estos compuestos como agentes citotoxicos,
posibles modificaciones estructurales, como diferentes sustituciones en el anillo
aromético, podrian generar una nueva baterfa de compuestos, abriendo un nuevo campo
de investigacion.

Continuando con la biisqueda de nuevas posibilidades se encontré un articulo de
Osby y col., quienes utilizaron NaBH, para el rompimiento de la ftalimida con liberacion
del grupo amino.* Esta alternativa presentaba la posibilidad de la reduccidn del grupo
carbonilico al alcohol deseado. Satisfactoriamente se obtuvo como tinico producto

aislado y caracterizado el 2-amino-I-feniletanol (23) (Esquema 4), con un rendimiento

aceptable del 63%.
° > OH
N NHBH4 NHz
IPA/H,0
16a ° 23

Esquema 4: Obtencion aminoalcohol 23.

Del mismo modo que para el compuesto 16a, se sustituyé el bromo de los
intermediarios 28a-c por el grupo ftalimida, con lo que se aislaron 'y caracterizaron 16b-
" d (procedimienio en Anexo ). Asi, ademds de obtener un producto deseado, se
eliminaron dos etapas de la ruta sintética. Con el producto 16a se continué la sintesis,
que permitié aislar y caracterizar la amida 24. Pese a que se ensayaron algunas formas

de ciclacién de esta amida, como por ejemplo variaciones de temperatura de la mezcla
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de reaccién, no fue posible su obtencién.

Ruta sintética propuesta para la obtencion de 2-(4-alcoxifenilymorfolinas

A partir de 4-hidroxiacetofenona (26), se prepararon los compuestos O-
alquilados 27a-c por medio de la reaccion de Williamson. Luego, mediante su
bromacién en el carbono ¢, se obtuvieron los derivados bromados 28a-c.*” Solamente
con el compuesto metoxilado en la posicién para de! anillo aromético (28a) y el no
sustituido se continuaron las siguientes etapas de la ruta sintética. Se realizo la reaccion
de Delépine,* que permiti6 caracterizar la sal de amonio 29 y el clorhidrato de la o -
aminocetona 30. No obstante es necesario considerar que este iiltimo producto se obtuvo
con un rendimiento en extremo insatisfactorio (0,24 %) (Esquema 5). Con la pequeiia

cantidad obtenida fue imposible continuar con las siguientes etapas de la ruta sintética.

o] 0
a b Br
s  na—— ]
HO RO RO 28a-c
26 27a-c 1
c

OH s} - N
o Br
NH; ¢ NH, d Nr(._:'u
LN
RO 3l RO 30 RO 29
f
cl
o]
0 .
OHI\f O/Y o/ﬁ
O/k/NH & J@)\,NH h /©*,NH
———— e o
RO RO RO

Esquema 5: Ruta sintética de2-(4-alcoxifeniimorfolinas. Reactivos y condiciones:
@RX, K:COs5, CHiCN; b)Brs, CHCly; ¢} hexametilentetraming, CHCL; dy HCI, EtOH
95%; e) NaBH, MeOH:f) CICH,COC!, NaOH, CHCl:,; g) EIOH, KOH;: h) LidlH,
THF. a:R=-CH; b: R=-(CHy);CH;, ¢:R=-CH)Ph. Rectigulo representa al ultimo
intermediario obtenido.
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Se considerd primordial lograr la sintesis de los compuestos finales propuestos
en el proyecto de tesis. Por esta razén la busqueda de nuevas condiciones de reaccidn,
con el fin de aumentar rendimientos en las etapas iniciales, asi como también el
planteamiento de nuevas rutas sintéticas, fue un trabajo imprescindible durante el
transcurso de este periodo. Con el objeto de obtener algin bioiséstero con fines
comparativos se comenzé simultineamente a intentar la sintesis de ariltiomorfolinas. Ya
que con estos ensayos se obtuvieron resultados positivos, s6lo se priorizé la obtencidn

de estos derivados.

Ruta propuesta para obtener los derivados de 2-ariltiomorfolina

Los derivados 4-alcoxilados 32c-f fueron sintetizados a partic de 4-
hidroxibenzaldehido, cuyo hidroxilo fendlico fue alcoxilado con cuatro halogenuros de
alquilo diferentes en medio basico. La siguiente etapa, formacién de los nitroestirenos
(33a-) (los compuestos 33a y 33b fueron sintetizados a partir.de benzaldehido 32a y
anisaldehido 32b respectivamente), involucré una condensacién de Henry-Knoevenagel
del aldehido correspondiente con nitrometano, catalizada por base y seguida de una
deshidratacion. El posterior ataque nucleofilico del azufre del metiltioglicolato al doble
enlace permiti6 obtener los nitroésteres 34a-f." La reduccidn del grupo nitro a la amina
correspondiente y su inmediata ciclacion se ensayé de acuerdo al protocolo descrito por

Kelly y col., quienes realizaron la reduccion de un grupo nitro (en su caso aromatico) a
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la amina coi*respondientc empleando SnCl/HCI, lo que ademds induce el ataque
nucleofilico de esta tltima a un grupo éster préximo.® Sin embargo mediante este
procedimiento se formé una serie de compuestos que no pudieron ser aislados ni
caracterizados. Continuando con la busqueda se encontraron otros articulos, en los
cuales se describe la reducci6n de un grupo nitro, unido a un carbono secundario, a una
amina, con Zn/AcOH ** © o con Zn/HCVIPA.® Finalmente se utilizo el método de
Battersby v col., donde el grupo nitro fue reducido con Zn en dcido acético, lo que
condujo al ataque nucleofilico inmediato de la amina al centro electrofilico del grupo
éster para la formacion del heterociclo correspondiente.” La formacion del heterociclo
fue respladado por 'H RMN, donde se observaron cuatro sefiales caracteristicas de este
heterociclo. A 8 3,35 y 3,53 ppm se observa dos dobletes que integran para un proton
cada uno, correspondientes a los protones CH:NH. Luego en o 3,68-3,78 ppm aparece
un multiplete que integra para dos protones, corresponiente a CH-S. En § 4,25-4,30 un
doble de dobletes que integra para un proton correspondiente para CH;CHS. Por dltimo
a & 6,20-6,30 ppm aparece un singlete ancho correspondiente a NH. Finalmente la
reduccion de las lactamas (I7a-f) se produjo con hidruro . de di-isobutilaluminio
(DIBAL-H), obteniéndose los derivados de tiomorfolina 18a-f (Esquema 6).* En los
espectos de 'H RMN, se observan seis multipletes entre 6 2,8 ppm a 4,3 ppm, los cnales

corresponden a los siete protones del heterocilclo reducido.
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ocu_.,

% -NO;
o O

32a-f 33a-f 34a-f C

NH

18a-f 17a-f

Esquema 6: Ruta sintética de 2-ariltiomorfolinas. Reactivos y condiciones: a)
CH:NO,, CH;COONa, Tolueno; b) HSCHCOOMe, N(Evg, THF; ¢} Zn,
CH;COOH; d) DIBAL-H, THF(a: X = -H, b: X=-OCH;, ¢: X=-OCH:CH,, d:
-O{CH;):CH_;, e X= —O(CHZ).;CHs, ﬁX=-OCH2Ph)

Sintesis de 4-benciloxifenilisopropilamina

Los doce derivados sintetizados en este trabajo experimental fueron comparados

con seis derivados de arilisopropilamina sustituidos en el carbono cuatro, de los cuales

solamente la 4-benciloxifenilisopropilamina fue sintetizada en este trabajo a partir de 4-

benciloxibenzaldehido (33f), el cual fue tratado con nitroetano catalizado por base para

obtener el nitropropeno correspondiente (35). Finalmente el doble enlace y el grupo nitro

" fueron reducidos simultineamente con LiAIH; a la amina correspondiente 361 (Esquema

7).
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(j\ 35f

Esquema 7: Ruta sintética de 35f Reactivos y condiciones: a) CH;CH,NO,
CH:;COOH, ciclohexilamina; b} LiALH, THEF.

S —
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Ensayos cinéticos

En la Tabla 1 se muestran los valores de las constantes de inhibicién obtenidas
para las dos series de compuestos sintetizados en este trabajo de tesis, 2-
ariltiomorfolin-5-onas (“tionas”, 17a-f) y 2-ariltiomorfolinas (“tinas”, 18a-f), que fueron
ensayadas como posibles inhibidores de monoamino oxidasas A y B, tanto de rata como
humana, Ademas se presentan los respectivos valores de inhibicion para seis derivados
racémicos de arilisopropilamina (35a-f, Figura 14) evaluados tnicamente sobre ambas
isoformas de MAO de rata, que permitieron establecer una valiosa comparacién entre

éstos v las dos series conformacionalmente restringidas de tionas y tinas.

35aX=-H
35b X =-OCH;

NH,
35¢ X =-OCH,CH;
3[/dX= -0(CH2}2CH3
X 35e X = —O(CthCH;
35X =-OCH,Ph

Figura 14: Derivados de 2-arilisopropilamina
(“anfetaminas”).

Con hMAO-A se realizaron experimentos enzimdticos para obtener los valores
de ICs, donde sélo los compuestos con estas concentraciones menores a 100 pM se
sometieron a experimentos cinéticos para obtener sus respectivas constantes de
inhibicién. Para hMAO-B se realiz6 un “screening” a dos concentraciones diferentes de
inhibidor (100 pM y 10 M) y posteriormente los compuestos cuyas actividades
inhibitorias eran de aproximadamente 100 % en ambas concentraciones se sometieron a

ensayos cinéticos con el fin de obtener las constantes de inhibicidn correspondientes. En
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cambio para las enzimas de rata se obtuvieron valores de ICs de las curvas de dosis-
respuesta, los cuales fueron utilizados en el supuesto que la inhibicion fuera competitiva,
para el calculo de las constantes de inhibicion por medio de la ecuacion de Cheng-
Prusoff. Esta relaciona los valores de JCs; con las constantes de inhibicién dependiente
de la concentracién de sustrato como se muestra en la Figura 15.

Ki= ICs
1+ [SVKan

Ecuacidn 3: Ecuacion de Cheng-Prusoff

Por dltimo, la Tabla 1 muestra una tercera columna correspondiente a la
selectividad mostrada por los compuestos entre las dos isoformas de enzima y que se
define aqui por la proporcién Ki(MAO-A)/K(MAO-B).

Los experimentos cinéticos realizados permiticron la construccion de graficos de
Lineweaver-Burk, donde se grafica el reciproco de la concentracién de sustrato versus el
reciproco de la velocidad de acuerdo a la siguiente ecuacion

K, 1 1

n

I _ ) |
V' Vi ISV e

Ecuacion 4: Ecuacion de Lineweaver-Burk
De acuerdo al tipo de grafica obtenida se infirio que todos los derivados ensayados en
* las enzimas humanas actiian como inhibidores competitivos, donde se observa un

aumeto e la K.

1 K, [1] 1
— . - ..[...._._
1+ Ve

vV

max

i

Ecuacién 5: Ecuacion de Inhibicion compelitiva
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Sin embargo al parecer a altas concentraciones de inhibidor podria éste estar
interactuando con algin sitio alostérico de la enzima, provocando que las rectas a
mayores concentraciones de inhibidor no intersecten perfectemente por el mismo punto
en eje Y, teniendo como concecuencia pequefias variaciones en Vi

Mediante la linealizacion de Hanes-Woolf se obtuvieron los valores de las Kn
aparentes, ya que los de Lineweaver-Burk presentan mayores rangos de error a las

concentraciones de sustrato utilizadas (Ecuacién 6).

Ecuacion 6: Ecuacion de Hanes-Woolf

Finalmente los valores de la constantes de inhibicién fueron obtenidos como el
intercepto en el eje X, al graficar las Ko aparentes versus la concentracion de inhibidor

(Ecuacién 7).

I

K=K,

map™

Ecuacién 7: Ecuacion para la obtencién de los valores de K;
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Tabla 1: Valores de K y selectividad de los inhibidores de las series 17a-fy 18a-fy para las

fenilisopropilaminas 35a-f frente a MAO 4 y B de rata y humana.

aX=H-

b: X=CH,0-

¢ X =CH,CH,0-

d: X = CH,(CHp,0-

e: X = CH4{CHy),;0-

17a-f 18a-f 35a.f f:X = PBCH,0-
Comp K; MAO-A [pM] K; MAO-B [pM] Selectividad®
humand’ rata humana rata humana rata

17a >100 9,19+ 1,43 >100 9,58+ 1,75 — 1
17b >100 9,28 £2,09 >100 13,6 2,16 - 0,68
17c 608,57 12,3£1,14 16,9 3,40£1,01 35 3.6
17d 40+1,85 8,68+ 1,12 2,4 1,49 + 0,03 16,7 6
17e 10034 509+£6,19 046%0,18 0,16 £0,01 22 318
17f >100 275+4,62 0,048+0,03 0,074=0,003 >2000 373
18a >100 10,6 £ 0,41 >100 2,23+ 0,03 - 5
18b 162+£229 6,39+0,14 >100 3,85+ 0,01 - 1,7
18¢c 960+ 1,63 2,17+0,13 2,1 2,17+0,31 5 1
18d 6,62+034 3,69%039 0,13+0,011 0,98 0,11 51 4
18¢ 2,50+0,25 14,1122 0,068+0,016 0,27 +£0,02 37 52
18f >100 19,0 £ 0,36 0,037 £ 0,003 0,13 £0,004 >2700 146
35a ND 12,2£2,72° ND >100° - >0,12
35b ND 0,25 £ 0,04° ND >100° - - >0,0025
35¢ ND 0,22 +0,02° ND >100° - >0,0022
35d ND 0,13 + 0,02¢ ND ND° - -
35e ND 0,32 +0,04° ND ND* - -
351 ND 3,42 £ 0,17 ND 0,71 £0,11¢ - h}

a. Los errores estdndar para hMAO-A fueron calculados para la regresion sigmoidal, los cuales
no son comparables con la desviacion estdndar calewlada por el promedio de diferentes ensayos
como en los otros casos. ND: no determinado; ®: se caleulé mediante la proporcidn (K MAO-4)/
(Ki MAO-B). °: datos obtenidos de la literatura para fines comparativos.
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En Jas siguientes figuras se muestran las curvas de dosis-respuesta para los doce
derivados de 2-ariltiomorfolina ensayados en ambas isoformas de rata. Ademds a
continuacién se presentan las curvas de Lineweaver-Burk, Hanes y curvas para la

obtencion de los valores de K; de los derivados que fueron ensayados en las enzimas

humanas.

Curvas de dosis respuesta en MAO-A de rata

Derivados de 2-ariltiomorfolin-5-ona (17a-f)

100+
754
504

25+

% Inhiblcién

0

LA
P

z ) 5
254 leg [T (M}

Figura 15: Curva dosis respuesta de 17a.

100+
& 504
3
2
=
=
2 7 H & 4 3
log IR} {M)
50+

Figura 16: Curva dosis respuesta de 17b.
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100+

754

50+

25+

% Inhibicion

04

25~

-7

) 3 4
fog {1] (M}

P

Figura 17: Curva dosis respuesta de 17c.

125
100-
754
50-

% Inhikicion

264
04

=25
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5 5
log [} {M}

Ao

o=

Figura 18: Curva dosis respuesta de 17d.

1254

100+

% Inhibicion

5 -5 4 3

log [1] {M}

Figura 19: Curva dosis respuesta de 17e.
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125+

100-

% Inhibiclén

c T ¥ ] L]
-8 7 - -5 4 3

log [} (M)
Figura 20: Curva dosis respuesta de 17e.

Derivados de 2-ariltiomorfolina (18a-f)

% Inhibicién

0 ¥ T T
8 7 & 5

log [l (M}
Figura 21: Curva dosis respuesta de 18a.
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2
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=
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log [T} (M)
Figura 22: Curva dosis respuesta de 18b.
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o4 Inhikicion

e ] L]
8 7 4 5

log [1] (M)
Figura 23: Curva dosis respuesta de 18c.
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Figura 24: Curva dosis respuesta de 18d.
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Figura 25: Curva dosis respuesta de 18e.
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1254

100+

% Inhibiclén
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T
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fog [1] {M}
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Figura 26: Curva dosis respuesta de 18f.

Curvas de dosis respuesta en MAO-B de rata

Derivados de 2-ariltiomorfolin-5-ona (17a-f)

1001
754

50

%, Inhibicién

26+

0

8 -T

£ -5
log [1] (M)

A

Figura 27: Curva dosis respuesta de 17a.
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Figura 28: Curva dosis respuesta de 17b.
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% Inhibicién

% Inhibicién

% Inhibicién

s I+ s 3 4 3
log 1] (M}
Figura 29: Curva dosis respuesta de I7c.
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Figura 30: Curva dosis respuesta de 17d,

9 8 71 6 5 4 3
25+ log [1] (M)

Figura 31: Curva dosis respuesta de 17e.
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Figura 32: Curva dosis respuesta de 17f.

Derivados de 2-ariltiomorfolina (18a-f)
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Figura 33: Curva dosis respuesta de 18a.
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Figura 34: Curva dosis respuesta de 18b.
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Figura 35: Curva dosis respuesta de 18c.
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Figura 36: Curva dosis respuesta de 18d.
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Figura 37: Curva dosis respuesta de 18e.
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Grificos de Lineweaver-Burk para los datos obtenidos con MAO-A humana (unidades: 1/

[S] pM, 1/V pM'seg)

u I =10t

a [L]=25)M 024

v [ld= 5030
* [Lf=801M
w [Ic= 1004
== Conirol

u Corkal
& f]=10d 034
v [Li=25M
o [l =40 1M
o fj=TOM 0,24
a fld=100M

a5

T )
125 180

Figura 40: Grdfico de Lineweaver-Burk de 18b.
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Figura 41: Grdfico de Lineweaver-Burk de 18c.
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Figura 42: Grdfico de Lineweaver-Burk de 18d.
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Figura 43: Grdfico de Lineweaver-Burk de 18e.
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Grificos de Hanes-Woolf para los datos obtenidos con MAO-A humana (unidades: [S] pM,
ISI/V seg)

0.04-
m Control

0034 4 [y1=10pM
¥ [ig]=25uM
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Is]
Figura 44: Grdfico de Hanes de 17e.
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Figura 45: Grdfico de Hanes de 18b.
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Figura 46: Grdfico de Hanes de 18c.
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Figura 47: Grdfico de Hanes de 18d.
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Figura 48: Grdfico de Hanes de 18e.
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FEfecto de la concentracién de inhibidor sobre Ia K, aparente (Ka.) en MAO-A humana

0.004- r r T y y
0000 0025 005 0076 0100 0125

[ (M)
Figura 49: Kuap vs. [I] de 17e.
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Figura 50: Kunp vs. [I] de 18b.
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Figura 51: Kiap vs. [1] de 18c.
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Figura 52: Kuop vs. {I] de 18d.
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Figura 53: Kugp vs. [1] de 18e.
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Grificos de Lineweaver-Burk para los datos obtenidos con MAO-B humana (unidades: 1/

8] pM?, 1/V pM'seg)
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Figura 54:Grdfico de Lineweaver-Burk de 17c.
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Figura 55:Grdfico de Lineweaver-Burk de 17d.
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Figura 56.Grdfico de Lineweaver-Burk de 17e.
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Figura 59:Grdfico de Lineweaver-Burk de 18d.
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Figura 60:Grdfico de Lineweaver-Burk de 18e.
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Figura 61:Grdfico de Lineweaver-Burk de 18f.
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Figura 64:Grdfico de Hanes de 17e.
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Efecto de la concentracién de inhibidor sobre la X, aparente (Kng,) en MAO-B humana
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Figura 70:Kngy vs. [I] de 17¢.
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Figura 71:Knap vs. [1] de 17d.
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Ademss de estudios cinéticos se realizaron experimentos de reversibilidad,
aunque s6lo para las isoformas humanas A 'y B. En las Tablas 2 y 3 se presentan las
actividades enzimaticas para hMAO-A y hMAO-B respectivamente. Cl y C2
corresponden 2 los controles y representan el 100 % y el 50 % de actividad enzimiética
respectivamente. A corresponde a la muestra en estudio, a la cual se le adicion6 una
solucién enzima-inhibidor preincubada en hielo a tres tiempos diferentes (0, 5 y 10
minutos) antes de agregar a la solucién de sustrato. El procedimiento para estudiar la
reversibilidad se encuentra més detallado en la Parte Experimental.

Un inhibidor reversible competitivo se caracteriza por la formacién de un
equilibrio entre enzima e inhibidor (enlaces no covalentes involucrados), el cual es
definido por una constante de equilibrio. Este equilibrio compite con el equilibrio
enzima-sustrato de acuerdo a las concentraciones de sustrato, inhibidor y enzima
presentes y en forma independiente del tiempo de preincubacién de la enzima con el
inhbidor.

E+1% [EI] E +8S & [ES]
En cambio un inhibidor irreversible es caracterizado-por formar un enlace
covalente con la enzima y el progreso de esta reaccién serd dependiente del tiempo,
. definido por una constante de velocidad. Por lo tanto la fraccién de enzima unida al
inhibidor disminuye la cantidad de enzima libre para poder generar el complejo enzima-
sustrato y por ende reduce la velocidad de reaccién de acuerdo al tiempo de

preincubacién de enzima con inhibidor.
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E+1- [E] E+S&{ES]=E+P

De acuerdo a las Tablas 2 y 3 se obtiene que en todos los compuestos la actividad
enzimatica (A) es independiente del tiempo, por consiguiente todos los compuestos
ensayados se comportaron como inhibidores reversibles. La actividad enzimdtica (A) no
se reduce hasta un 50 % como en C2, ya que la concentracion de inhibidor se diluye 100
veces en este experimento y el efecto inhibitorio es menor. Por estas razones se descarta
la posibilidad de que los inhibidores estudiados cosrespondan a inhibidores irreversibles,
ya que a medida que aumenta el tiempo de preincubacién no disminuye la actividad

enzimatica.

Tabla 2: Reversibilidad de 17e, 18b, 18c, 18d y 18¢ en hMAO-A. CI: control 1
correspondiente al 100 % de la actividad enzimdtica; C2: control 2 correspondiente al 50 % de
la actividad enzimética; A: datos correspondientes a una muestra a la cual se le adiciond una
solucion enzima-inhibidor incubada en hielo durante 0, 5 6 10 minutos.

Actividad enzimsitica (pM/min)

A
Comp ; ; :
c1 C2 0 .S 10
17e 17.6 8.8 13,5 14,2 14,9
18b 19.8 9.9 153 16.4 16.7
18¢ 17.5 14 13.8 13.6 14,7
18d 20.0 103 15.2 152 15.3

18e 21.2 12,3 15,2 15,1 14,3
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Tabla 3: Reversibilidad de 17e, 17f, 18d y 18e en hMAO-B. Cl: control 1 correspondiente al
100 % de la actividad enzimdtica; C2: control 2 correspondiente al 50 % de la actividad
enzimdtica; A: datos correspondientes a una muesira a la cual se le adiciond una solucion
enzima-inhibidor incubada en hielo durante 0, 5 6 10 minutos.

Actividad enzimatica (nM/min)

Comp 0 ? 10°
c1 [o7)

17¢ 29.8 20,0 23,4 25,3 242

176 29,3 17,1 22,2 19,4 20,0

18d 26,6 17,0 19,2 20,3 21,1

18e 32,1 16,2 24,2 23,1 25,0

18f 30,0 15.2 21,0 212 20,9

!
Para intentar racionalizar y apoyar los resultados experimentales se

realizaron estudios de modelamiento molecular con el fin de encontrar posibles
interacciones u orientaciones espaciales de los ligandos en el sitio catalitico, que
pudieran tener algiin papel fundamental en la actividad inhibitoria. Como se sintetizaron
las mezclas racémicas de todos los compuestos fue necesario elegir uno de los
enantiémeros para realizar los modelamientos. El procedimiento utilizado fue buscar
buenas correlaciones entre los resultados experimentales y las energias de “docking”
principalmente en hMAO-B, donde los compuestos fueron mas potentes. Se encontrd
una buena representacién con los isémeros S. Por lo tanto éstos fueron utilizados para
los “docking” en las cuatro tipos de enzimas. Sin embargo, ademés se realizaron los
modelamientos de los isémeros R para los dos compuestos mds 'potentes (17fy 18f) y
uno practicamente inactivo (17b) frente a hMAO-B. Se observé que las orientaciones y

las energfas pricticamente no son alteradas. Ya que rMAO-B no se encuentra aun
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cristalizada fue necesario realizar los modelamientos moleculares utilizando un modelo
construido por homologia con hMAO-B, el cual no fue generado en este trabajo de

tesis.®?

En Ia tabla 4 se muestran los valores de ICs para los derivados de ftalimida en
MAO de rata, 16a-d. No se calcularon sus valores de K;, ya que no se conoce su

mecanismo de inhibicion.

Tabla 4: valores de ICs para los derivados de ftalimida en MAO de rata, 16a-d.

o
0
16a: X =H1-
gk/’“ 16b: X = CH,0-
16e: X = CH;{CH;);O-
X 0 16d: X = PhCH,0
Comp ICs [pM]
rMAO0-4 rMAO-B
16a 11,14 + 1,32 30,10+2,96
16b 12,81 £ 0,82 ND
16¢ > 100 15,2 £0,71
16d 21,33 +1,25 ND

ND: no determinado.
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MAO de Rata

Comparacién entre tionas, tinas y derivados de fenilisopropilamina
MAOQ-A

Comenzando con la comparacién entre las tres series, tionas, tinas y
arilisopropilaminas, se observa que de acuerdo a los valores que se muestran en la Tabla
| solamente los derivados sin sustitucién en el anillo bencénico 17a (Xi = 9,19 uM) y
18a (K; = 10,58 pM) son levemente mds potentes que la débilmente activa anfetamina
(35a, K; = 14,0 pM) en rMAO-A, mientras que las restantes tionas y tinas son menos
potentes en uno a dos érdenes de magnitud que las correspondientes arilisopropilaminas
con igual sustitucién. De estos resultados se podria inferir que sistemas rigidos como el
heterociclo en 17a y 18a favorecen poco o nada la actividad inhibitoria de esta isoforma
de la enzima, aunque el sitio catalitico podria albergar un grupo mds voluminoso que la
cadena alifatica isopropilica.

El modelamiento molecular de 17a y 18a en el sitio activo de rMAO-A (Figura
78) muestra que ambos compuestos se ubican en el mismo lugar del sitio y con la misma
orientacién, es decir con el anillo bencénico apuntando hacia el cofactor (FAD) y de
forma aproximadamente paralela a los anillos de las tirosinas 407 y 444, que
comprenden la caja aromatica, aunque no dentro de ésta. Estos anillos podria;'i estar
estabilizados en esta posicion debido a una posible interaccion -1 entre ellos y el grupo
amidico del residuo de GIn215 que se encuentra a una distancia de aproximadamente 4

A de ambos ligandos. Una interaccién importante es la formacion de un puente de
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hidrégeno entre el hidrogeno del grupo amida (17a) o amino (18a) con el oxigeno del

grupo carbonilo del residuo Phe208 a una distancia de 2.16 Ay 2.42 A respectivamente.

FAD e & X f
Tyrdo7 \l Gn2gy, |
é Tyraa4
¢ g

Phe20s

Figura 78: Modelamiento molecular de 17a (morado) y 18a
(fucsia) en el siio activo de rMAO-A. Se observa un puente
de hidrégeno entre el carbonilo de Phe208 y un hidrdgeno
de la amida o amina respectiva.

La importancia de este residuo ha sido destacada en varios trabajos de relaciones
estructura actividad (SAR) para diversos tipos de inhibidores de rtMAO-A, entre los
cuales se encuentran derivados de indolilmetilamina y arilisopropilamina.”* Ademads
recientes estudios de modelamiento molecular indican que la anfetamina se ubica de
forma muy similar a 17a y 18a en el sitio activo de la IMAO-A, generando el grupo
amino un puente de hidrogeno con el carbonilo de Phe208.“ La contribucion energética
proveniente, tanto de la semejante orientacion y ubicacion, y ademas el mismo tipo de
interacciones de 17a, 18a y 35a a la energia global podrian avalar las semejanzas en sus
potencias.

Con estos resultados se esperaba que los derivados C-4 alcoxilados de tionas y
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tinas fueran levemente mejores inhibidores que los derivados alcoxilados de
arilisopropilaminas o, a lo menos, de potencia similar. Contrariamente a esta suposicion,
todos los deméds compuestos (17b-f y 18b-f) presentaron constantes de inhibicidn
bastante superiores. Se debe destacar, sin embargo, que las tinas mostraron una potencia
hasta seis veces mayor que las correspondientes tionas (17¢, 18¢c) en contraste a lo
ocurrido en los compuestos sin sustitucion. Un hecho relevante es que en las tres series,
la longitud de la cadena unida al grupo alcoxi en la posicién para del anillo bencénico
modula la potencia inhibitoria, de tal forma que la optima actividad se observa con dos a
tres dtomos de carbono (17d X; = 8,68 pM, 18¢ Ki = 2,17 uM, 35d X; = 0,13 pM). Esta
longitud 6ptima de sustituyentes alcoxi concuerda con datos publicados recientemente
para una serie de derivados de 6-alcoxinaftilisopropilaminas.”

Al analizar los modelos computacionales para los derivados de cada serie con
tres ftomos de carbono unidos al oxigeno en la posicién para, se observa que 35d
presenta un modo de unién invertido con respecto a 17d y 18d (Figuras 79 y 80). La
primera se encuentra ubicada en el sitio activo con el grupo propoxi orientado hacia el
exterior de la cavidad y la cadena aminada hacia el FAD y por;iblemente formando un
puente de hidrogeno entre un hidrdgeno del grupo amino y el OH de la Tyrd44, los

_ cuales se encuentran a una distancia de 2.08 A. Ademis el grupo bencénico de 35d se

ubica de forma casi perpendicular a una distancia de aproximadamente 3.90 A del anillo

bencénico del residuo de Phe208, generdndose posiblemente una interaccion tipo T—T

entre ambos anillos.
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Figura 79: Modelamiento molecular de 35d en el sitio activo de rMAO-
A. Se observa un puente de hidrogeno entre el OH de Tyr444 y el grupo
amino del ligando.

Por su parte 17d y 18d se encuentran con su anillo aromatico en casi la misma
ubicacion pero con el grupo propoxi apuntando hacia el cofactor. En ambos ligandos el
oxigeno del grupo alcoxi se encuentra generando un puente de hidrogeno con el grupo
hidroxilo de la Tyr407 a distancias de 2,38 A y 2.29 A respectivamente. El hidrogeno del
grupo amino de 18d forma un posible puente de hidrogeno adicional con el oxigeno del
carbonilo de Phe208 a una distancia de 2.11 A. Esta Gltima interaccion podria dar cuenta

de la diferencia de potencia entre ellos.
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Figura 80: Modelamiento molecular de 17d (rosado) y 18d (violeta) en
el sitio activo de rMAO-A.

Las diferentes potencias inhibitorias entre los derivados ciclados, 17d y 18d por
un lado y 35d por el otro pueden deberse a la orientacion opuesta que adoptan en sitio
activo.

Comparando los derivados con un grupo benciloxi 17f (Ki = 27,47 uM) y 18f (K;
= 19,01 uM, el peor valor de las tinas), éstos también presentan una menor actividad
inhibitoria que 35f (K; = 3,80 uM). Esta disminucion en la actividad podria deberse a un
impedimento estérico existente con algin residuo de la enzima, debido a la presencia
simultanea del heterociclo y un sustituyente voluminoso en el carbono para del anillo
bencénico. En los modelamientos moleculares de 17f y 18f se observa que ambos se
encuentran en la misma ubicacion y orientacion, es decir, con el grupo bencilo
apuntando hacia el FAD (Figura 81) de forma paralela y cercana a ambas tirosinas 407 y
444. Esta ubicacion del grupo bencilo que podria generar interacciones estéricas poco
favorables con estos residuos, lo que podria explicar el desplazamiento del esqueleto del

ligando hacia afuera del sitio; este desplazamiento provocaria la pérdida del puente de
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hidrégeno con el residuo Phe208, ya que el dador de hidrogenos en ambos derivados se

encuentra mas alejado, perdiéndose una posible interaccion favorable para la actividad.

Figura 81: Modelamiento molecular de 17f (verde) y 18f (celeste) en el
sitio activo de rMAO-A.

Ademas se observo mediante la grafica que representa superficies de van der Waals
que las superficies del atomo de oxigeno de 17f y del oxigeno del residuo de Gly110 se

encuentran intercaladas, generandose una probable repulsion entre ambos atomos

(Figura 82).

Figura 82: Repre.s'entdéign de los volumenes de van der Waals de 17fy Gly
110. Se aprecia la posibilidad de una repulsion entre los datomos de oxigeno.
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A esta desfavorable interaccién podria atribuirse la diferencia entre las potencias
de 17f y 18f, ya que aunque 18f es un pobre inhibidor, es casi tres veces mads potente que
17f. Interacciones poco favorables ya han sido demostradas en otros estudios
computacionales de docking.* Las razon de por qué un ligando adopta cierta orientacion
a pesar de la existencia de este tipo de interacciones, radica en que en el “docking” la
molécula debe adoptar la mejor orientacion (de menor energia) posible en el espacio
delimitado por los residuos aminoacidicos del sitio activo, y la contribucién energética
de éstas es mucho menor que la sumatoria de todas las otras contribuciones provenientes
de las posibles interacciones favorables.

A pesar de estas interacciones encontradas entre los derivados de tionas y tinas y
el sitio de unién, la orientacién de los ligandos podria ser la principal responsable de la

gran diferencia de afinidad entre estas fenilisopropilaminas y las series de tionas y tinas.
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IMAO-B

Al comparar los valores de K; de ambas series con los de los derivados de
arilisopropilamina, que son en su mayoria inactivos frente a rMAO-B, se observa que
tanto tionas como tinas aumentan fuertemente la potencia frente a esta isoforma de la
enzima llegando a valores de inhibicion submicromolares. De acuerdo a los resultados
biolégicos obtenidos es posible deducir que la potencia también se encuentra afectada
por la longitud de la cadena alcoxilada, tal como sucede en tMAO-A, pero en este caso
la potencia se incrementa linealmente al aumentar el nimero de carbonos de la siguiente
manera MeO < EtO < PrO < BuO. La tinica diferencia notable entre ambas series en este
aspecto es que en la serie de las tionas la potencia aumenta mas fuertemente que el caso
de las tinas. Se realizaron estudios de modelamiento molecular de 35b, 17b y 18b en
rMAO-B, con el fin de encontrar posibles diferencias en la ubicacion y/u orientacion de

estos ligandos en el sitio activo (Figuras 83 y 84).

i
Figura 83: Modelamiento molecular de 17b (amarillo) y 18b
(fucsia) en el sitio activo de rMAO-B.
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El modelo computacional (obtenido por homologia con htMAO-B)* muestra una
clara diferencia entre el modo de unién de 35b y el que comparten 17b y 18b. Estas dos
ltimas se encuentran con el grupo metoxilo orientado hacia al FAD y su atomo de
oxigeno se encuentra formando un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo del

residuo Tyr433.

Figura 84: Modelamiento molecular de 35b en el sitio activo de
rMAQ-B. Se observa un puente de hidrogeno simultineo entre los
hidrégenos del grupo amino y el carbonilo del residuo 1lel96 y
Gin204.

Contrariamente, 35b se encuentra con el grupo amino dirigido hacia el cofactor y
aunque se observan dos puentes de hidrogeno simultineos entre el grupo amino de 35b y
los oxigenos de los grupos carbonilo de los residuos de Ile196 y de GIn204 a una
distancia de 1.89 A y 1.86 A respectivamente, éstos no serian relevantes para la
potencia. Mas alla de estas interacciones la distinta orientacion podria ser nuevamente la
responsable de la gran diferencia entre las actividades de estas fenilisopropilaminas y las

series de tionas y tinas.
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Los derivados bencilados 17f (K; = 0,074 uM) y 18f (K; = 0,13 uM) son los
mas potentes de ambas series y mejores inhibidores que 35f (Ki = 0,71 pM). Estos
resultados sugieren que grupos voluminosos y/o arométicos en posicion para favorecen
la actividad inhibitoria en esta isoforma. Esto podria deberse a la formacioén de alguna
interaccion de caracter aromatico entre los grupos fenilos y un residuo aminoacidico de
esta naturaleza. Para corroborar este supuesto se realizaron modelamientos moleculares

de 17f y 18f en rMAO-B (Figuras 85 y 86).

Figura 85: Modelamiento molecular de 17f en el sitio activo de
rMAO-B.
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Figura 86: Modelamiento molecular de 18f en el sitio activo de
rMAO-B.

Efectivamente, los grupos bencénicos de 17f y 18f interaccionan con varios
residuos del sitio activo. El anillo del grupo bencilo en ambos compuestos se encuentra
apuntando hacia el FAD, entre las Tyr433 y Tyr396 y en forma aproximadamente
paralela a éstas. Ademas es posible observar interacciones atractivas que involucran
donores de hidrogeno y anillos aromaticos. Estas interacciones son denominadas
interacciones hidrogeno-n, las cuales a pesar de ser mas débiles que un puente de
hidrogeno clasico contribuyen a la estabilidad del sistema. Como se observo
especificamente para 17f y 18f, el grupo hidroxilo del residuo Tyr398 se ubica a
aproximadamente 3,0 A del centro del anillo bencénico del sustituyente, donde el grupo
aromatico estaria actuando como aceptor m de un puente de hidrogeno estabilizando de
esta forma su posicion en la cavidad. Simultineamente, el anillo del sustituyente forma

una posible interaccion a-z con el grupo amidico del residuo de GIn204 a una distancia
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de aproximadamente 3,80 A. Al parecer también puede estar interactuando mediante
interacciones m (posible “n-stacking™) con el residuo Phe341 que se encuentra a 3.85 y
3.35 A en 17f y 18f respectivamente. Por otra parte el anillo central de estos ligandos se
encuentra entre los residuos de Leul69 e Ile197. Este anillo también presenta posibles
interacciones m con el de la Tyr324 que se encuentra a una distancia de
aproximadamente 3.40 A. La tnica inferaccion que se observo para 18f y no para 17f fue
un puente de hidrégeno que generaria el hidrogeno del grupo amino del primero con el
carbonilo de Ile162, a una distancia de 2.12 A.

Aunque 17f se encuentra en una conformacion extendida, los volimenes de van
der Waals del oxigeno del grupo amidico del ligando y del carbonilo del residuo de
Ile162 no se superponen, como se observo en IMAO-A. Esto nos permite deducir que no
existiria tal interaccion desfavorable en esta isoforma para este residuo con una

sustitucion mas voluminosa.

Figura 87: Representacion de los volumenes de van der Waals de
17f y Hlel62. No se aprecia la repulsion entre los dtomos de
oxigeno encontrada en rMAO-A.
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electividad entre IMAO-A y tMAO-B

Inversamente a lo que se observa con los derivados de arilisopropilamina (35a-f),
que son en su mayorfa selectivos por rMAO-A, los resultados obtenidos indican que la
mayorfa de las tionas y tinas ensayadas actiian preferentemente como inhibidores de
rMAO-B, con la excepcién de 17b y 18c. Los compuestos 17e y 17f ademds de ser los
més potentes son los mds selectivos, presentando selectividades de 373 y 238 veces
respectivamente. Sin embargo los andlogos reducidos 18e y 18f, los mas potentes y
selectivos de la finas, presentan selectividades mucho menores de 52 y 146 veces
respectivamente. Cabe destacar que la selectividad en el caso de la 35f por la isoforma A
se pierde drasticamente presentando una potencia mayor hacia la isoforma B. Se podria
concluir que grupos bencilo en la posicién para del anillo bencénico favorecen la
actividad inhibitoria de la tMAQO-B.

Es factible inferir gracias a estos resultados que la transformacion de la cadena
aminada de los derivados de arilisopropilaminas a un heterociclo y ademds la
incorporacion de un grupo bencilo en posicién para son caracteristicas estructurales
apropiadas para aumentar la afinidad por la isoforma B. Auﬂque la rtMAO-B no se
encuentra adn cristalizada se podria suponer que el bolsilio catalitico es de mayor
volumen que el de tMAO-A, tolerando de esta manera sustituyentes alcoxilados en la
posicién para del anillo aromético de por lo menos cuatro atomos de carbono y grupos
aromaticos tan voluminosos como el bencilo.

Continuando con la buisqueda de explicaciones de la alta selectividad mostrada
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por 17f se realizé una superposicion de los sitios cataliticos de ambas isoformas de rata
(Figura 88), con 17f modelada en tMAO-B. Aqui se puede apreciar que existe un
residuo en rIMAQO-A que impide que el ligando adopte una posicion mas favorable como
en el caso de ’MAQO-B. Se trata del residuo de Phe208, cuyo homélogo en rMAO-B es la

Ile199 que no es tan voluminosa como la fenilalanina.

Figura 88: superposicion de los sitios activos de
rMAQ-A (verde) y rMAO-B (morado). Se observa que
el residuo Phe208 impide que 17f adopte una
orientacion similar a la obtenida en rMO-B.

Comparacion de derivados de ftalimida (16a-d) en rMAO-A y rMAO-B

Los resultados experimentales reflejan que ninguno de los derivados 16a-d es un
inhibidor potente ni de rMAO-A ni rMAO-B. Sin embargo se puede observar que el
aumento de la cadena alcoxilada en para del anillo aromatico desde un atomo de
carbono (16b ICs, = 12,81 uM) a cuatro (16¢ /Cs, > 100 uM) desfavorece fuertemente la
actividad inhibitoria.
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MAO Humana

Comparacion entre tionas y tinas

Es necesario recordar que, por razones logisticas y de disponibilidad de tiempo,
no fue posible ensayar los derivados de arilisopropilamina en las enzimas humanas. Por
lo tanto las comparaciones establecidas a continuacién se limitan a las series de tionas y

tinas,

hMAO-A
De acuerdo a los resultados biolégicos obtenidos, el tinico compuesto que

presenta una leve actividad inhibitoria de la serie 17a-f fue 17e (& = 10,0 pM). Sin
embargo las tinas presentaron una mayor actividad inhibitoria, siendo la mas activa 18e
con una K; de 2,5 M. La potencia en esta serie se mantiene para una cadena alcoxilada
con uno o dos dtomos de carbono y fuego asciende a medida que aumenta el largo de la
cadena, como se observa para los derivados con grupos propoxi (18d) y butoxi (18e},
con valores de K de 6,62 y 2,5 uM respectivamente. Claramente en esta isoforma se
puede establecer que el heterociclo de tiomorfolina es més afin por el sitio que el de las
lactamas correspondientes.

Se realizaron modelamientos moleculares para 17e y 18e, las mds potentes de
cada serie en h(MAO-A, para buscar alguna diferencia que pudiera estar relacionada con
la diferencia en la potencia (Figura 89). Al superponer las estructuras de ambos

derivados en el sitio activo de la enzima, éstas se ubican entre los mismos residuos
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aminoacidicos y con la misma orientacion, con la posibilidad de formar un puente de

hidrogeno entre el grupo amida o amina y el oxigeno carbonilico de Ser209.

_ FABY 2 ‘_,5“‘3

Figura 89: Modelamiento molecular de 17e (rosado) y
18e (fucsia) en el sitio activo de hRMAO-A.

Como este tipo de enlace es mas fuerte para un grupo amino que para un grupo
amida, esta podria ser una de las explicaciones de las diferencias entre las potencias
inhibitorias de tionas y tinas. Ademas es posible observar una probable interaccion n-n
entre los anillos de benceno de los ligandos y del residuo de Phe208 que se encuentra a
una distancia de 4.2 A. Una posible interaccion desfavorable, ya observada en IMAO-A,
consiste en una repulsién generada entre los oxigenos carbonilicos del 17e y del residuo
Val210, los que se encontrarian a una distancia de 2,8 A (Figura 90). Ya que el analogo
reducido no presenta esta interaccion, esta repulsion puede ser la responsable de la
diferencia de las constantes de inhibicion entre 17e y 18e y por ende otra respuesta a la

diferencia entre tionas y tinas.
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Valzie 3 i Se

Figura 90: Representacion de los volumenes de van der
Waals de 17e y Val210. Se aprecia la posible repulsion
entre los dtomos de oxigeno.

Para el caso de los derivados bencilados 17f y 18f los resultados experimentales
indican que éstos son inactivos frente a la MAO-A humana. Los anilisis
computacionales muestran a ambos derivados con la misma orientacion y ocupando el
mismo lugar dentro del sitio activo (Figura 91). Se puede apreciar que el anillo
bencénico del sustituyente se encuentra justo delante de la caja aromatica, sin entrar a
ésta para evitar algun tipo de repulsion entre las tirosinas y el anillo de isoaloxacina del

FAD, impidiendo que los ligandos se encuentren completamente extendidos.

Figura 91: Modelamiento molecular de 17f (rosado) y 18f (verde)
en el sitio activo de hMAO-A.
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Ademas para 17f se encontré la misma posible repulsion con el residuo de

Val210 que para 17e, entre los atomos de oxigeno carbonilicos (Figura 92).

Figura 92: Representacion de los volimenes de van der Waals de
17f y Val210. Se aprecia la posible repulsion entre los atomos de
oxigeno.

Partiendo de estos analisis se puede inferir que 17f y 18f se encuentran entre la
Val210 y la caja aromatica. Este espacio al parecer no es favorable para este tipo de

ligando con un sustituyente voluminoso y rigido a su vez.

hMAO-B
Nuevamente, tal como se observé en rMAO-B, algunos de los compuestos son

potentes inhibidores de esta isoforma. Tanto en las series de tionas como de tinas, solo
presentaron una potencia bastante considerable los compuestos con sustituyentes
alcoxilados con dos o0 mas atomos de carbono. En ambas series la potencia nuevamente
se incrementa al aumentar el largo de cadena, es decir en el orden EtO, PrO, BuO con
valores de K; que van desde 16,9 pM hasta 0,46 pM para la serie de tionas y desde 2,1

MM hasta 0,068 uM para las tinas. En el caso los derivados con grupos bencilo como
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sustituyente (17f y 18f), éstos presentaron las mayores potencias con valores de K; de
0,048 y 0,037 uM respectivamente. Haciendo una comparacion entre ambas series, la de
los derivados reducidos (18¢c-f) es mas potente al igual que en hMAO-A.

Por otra parte, ya que tanto la K, como la K; pueden ser consideradas como
constantes de afinidad de la enzima por el sustrato y el inhibidor repectivamente, y
ademas debido a que el mecanismo de inhibicion resulto ser competitivo, se puede hacer
una comparacion entre estos valores. Para fenieltilamina, la cual es sustrato selectivo de
MAO B, se reporta una K, de 4 pM, mientras que en este trabajo el valor de K; obtenido
para la benciloxitina fue de 0,037 pM, es decir y de acuerdo la explicacion previa la
enzima, in vitro, seria mas de 100 veces mas afin por el inhiidor que por su sustrato.

Se realizaron estudios de acoplamiento molecular para para los derivados n-
alcoxilados mas potentes, 17e y 18e, de cada serie. En estudios fue posible apreciar que

ambos ligandos se encuentran con la misma ubicacion y orientacion en el sitio activo

(Figura 93).

Trr326

Figura 93: Acoplamiento molecular de 17e (celeste) y 18e
(amarillo)en el sitio activo de hMAO-B.
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Estos se encuentran con el heterociclo hacia el FAD y con fa cadena butoxilada
hacia la cavidad de entrada, contrariamente a lo que se ha observado en los otros
sistemas (tMAO-A, MAO-B y hMAO-A). Aunque 18e es casi 7 veces mas potente que
17e, no fue posible establecer alguna explicacién a esta diferencia entre sus potencias
mediante estos estudios computacionales.

Los estudios de modelamiento molecular de 17f y 18f, indican que se encuentran
en el sitio catalitico con la misma orientacién y ubicacién (Figura 94 y 95). Se puede
destacar también que al igual que los derivados butoxilados el heterociclo de ambos se
encuentra orientado hacia el FAD vy, por lo tanto, con el grupo benciloxi dirigido hacia el
exterior de la cavidad. A pesar de este cambio de orientacion al parecer permanece la
interaccién de tipo apilamiento x (m-stacking) entre el residuo aromdtico Tyr326 y el
benceno central del ligando a una distancia aproximada de 5 A, como se observd para
fMAO-B. En cambio el anillo bencénico perteneciente al sustituyente se encuentra
interactuando posiblemente con varios residuos aromdticos como Phel68, Tipll5,
Phel03 y Phe99. Estos residuos podrian formar un bolsillo aromdtico cercano a la
cavidad de entrada del sitio catalitico lo que permitira la estabiiizacién del sustituyente

aromadtico de los ligandos.
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Tyr435

Phe163

Trplis

Figura 94: Modelamiento molecular de 17f en el sitio activo de
hMAQO-B.

Tyr3ss

( Tyri2s Tyri3s

Phese

Phe103

Trplis

Figura 95: Modelamiento molecular de 18f en el sitio activo de
hMAO-B.
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Selectividad entre h(MAO-A vy hMAO-B

Tal como sucede en las isoformas de rata, todos los compuestos son selectivos
por la isoforma B, donde 17f y 18f son los mas potentes, presentando una selectividad
que supera las 2000 y 2700 veces respectivamente.

Al superponer los sitios de unién de MAO-A y MAO-B humanas en presencia de
18f (modelado en hMAO-B) se observa que, al igual a lo descrito para la enzima de rata,
existiria un impedimento para acomodar el ligando debido a la presencia del residuo
aminoacidico Phe208 de hMAO-A (Figura 96). En relacion a esto, un reciente trabajo de
Son y col. destaca la importancia del residuo de Phe208 de hMAO-A como uno de los
aminoacidos responsables de la selectividad. En este trabajo superponen los dos sitios
acivos de las isoformas humanas cristalizadas con diferentes inhibidores observan que la
estructura de un inhibidor de h(MAO-B, 1,2-difenilbuteno, no puede acomodarse dentro

del sitio de la isoforma A debido al solapamiento con la Phe208."

Figura 96: superposicion de los sitios activos de rMAO-A (morado) y
rMAQO-B (naranjo). Se obesrva que el residuo Phe208 impide que 18f
adopte una orientacion similar a la obtenida para hRMAO-B.
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Comparacién entre rMAO-Ay hMAOG-A

Aunque hMAO-A y tMAO-A comparten un 92 % de identidad en su secuencia
aminoacidica, los volimenes de sus sitios activos son considerablemente diferentes, de
550 y 450 A?® respectivamente. Sin embargo los residuos aminoacidicos que comprenden
el sitio activo se mantienen en ambas enzimas.'® Con estos antecedentes era posible
pensar que las tionas y tinas que inhiben rMAO-A, arrojarian resultados de inhibicion
similares para hMAO-A, ya que esta iiltima al poseer un sitio activo de mayor volumen
y con los mismos residuos podria albergar los potenciales inhibidores més facilmente.
Inesperadamente la mayoria de los compuestos presentaron valores de K; muy disimiles
dificultando una comparacién directa de los resultados entre las enzimas de rata y
humano.

Por otra parte no se observa una misma tendencia de los valores de Ki con las
caracteristicas de la cadena del sustituyente alcoxilado entre ambas enzimas. En rMAO-
A la méxima actividad se alcanza con una cadena de dos a tres dtomos de carbono (17d
y 18c). Esto también puede observarse claramente en la serie de los derivados de
arilisopropilamina (35a-b), donde la 4-propoxilada 35d presenta la menor constante de
inhibicién. En cambio para hMAO-A la mayor potencia en ambas series se obtiene con
los derivados butoxilados 17e y 18e. Estas diferencias en resultados de inhibicion
relacionadas con el largo de cadena entre MAO-A de rata y humana también fueron
observadas en el trabajo de Fierro y col., donde se concluye que no es posible predecir la

actividad inhibitoria en una u otra enzima y claramente los resuitados dependen de la
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fuente de enzima que se esté utilizando.”

Tabla 5: valores de K; y selectividad de las series 17a-f y 18 a-f frente a MAO-A rata y
humana.

Comp KiMAO-A [pM]
humand® rata
17a >100 9,19+ 1,43
17b >100 9,28 +£2,09
17¢ 60 + 8,57 12,3+1,14
17d 40+ 1,85 8,68+ 1,12
17e 10+0,34 50,9+ 6,19
17 >100 27,5+ 4,62
18a >100 10,6 £ 0,41
18b 16,2 +2,29 6,39 +0,14
18¢ 9,60 1,63 2,17+0,13
18d 6,62+0,34 3,69+0,39
18e 2,50 0,25 14,1+ 1,22
18f >100 19,0 £ 0,36

a. Los errores estandar para hMAO-A fueron calculados para la regresion sigmoidal, los cuales
no son comparables con la desviacion estdndar calculada por el promedio de diferentes ensayos
como en los otros casos.

Por otra parte, en este contexto, el comportamiento de los compuestos 4-O-
benciloxi-sustituidos en la enzima humana vy la de rata difiere profundamente, ya que en
la primera practicamente desaparece la actividad inhibitoria mientras que en la segunda

no difiere mucho de la que se pudo medir para los andlogos 4-O-butoxilados.
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Comparacién entre rMAO-B y h(MAO-B

De acuerdo a los datos que se muestran en la tabla 6, se puede observar mediante
los valores de K; que la serie de las tionas son mejores inhbidores de tMAO que de
humana. Exceptuando el caso de 17f donde la actividad se invierte, siendo més potente
por la enzima humana. Las mayores diferencias de potencia se registran para los
derivados 17a-c. Para el caso de la tinas se observa una gran diferencia para 18a y b,
luego para 18¢ la actividad inhibitoria es idéntica en ambas enzimas. Finalmente los

derivados 18d-f son claramente m4s afines por la enzima humana que por la de rata.

Tabla 6: valores de Ki y selectividad de las series 17a-f y 18 a-f frente a MAO-B rata y

humana.
Comp K; MAO-B [uM]
humana rata
17a ND 9,58 + 1,75
17b >100 13,6 £ 2,16
17c 16,9 3,40+ 1,01
17d 2,4 1,49 + 0,03
17e 0,46 £ 0,18 0,16 % 0,01
17f 0,048 + 0,03 0,074 £ 0,003
18a ND 2,23+ 0,03
18b ND 3,85+ 0,01
18¢ 2,1 2,17+0,31
18d 0,13 0,11 0,08+0,11
18e 0,068 + 0,016 0,27 + 0,02
18f 0,037 + 0,003 0,13 £ 0,004

ND: no determinado, ya que a concentraciones de inhibidor de 100 uMy 10 uM no se observé
un porcentaje de inhibicion considerable.

.
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Aunque no se puede dar una explicacién concreta del por qué de estas
diferencias, ya que no se encuentra cristalizada la rMAO-B como se menciond
anteriormente, se supone que éstas podrian deberse a variaciones estructurales aun no
identificadas entre ambos sitios activos.

De todas maneras es necesario destacar que, a pesar de que los valores de las
constantes obtenidas son diferentes, las tendencias en la potencia son las mismas. En
ambas enzimas y series (tionas y tinas) la potencia aumenta al incrementar el largo de la
cadena alcoxilada y los derivados con grupos butoxi (17e y 18¢) y benciloxi (17 y 18f)
son los més potentes. Con respecto a los derivados bencilados es posible apreciar que
incluso el derivado 35f pierde su selectividad por tMAO-A (Xi = 3,8 uM) presentando
una potencia ligeramente mayor frente a la isoforma B (Xi = 0,7 uM) de rata. Por Io
tanto este sustituyente (bencilo) parece ser de gran importancia para la selectividad por
MAO-B humana y de rata. Esta observacién se ha hecho anteriormente en un estudio
CoMFA de una serie de derivados de indoles en tMAO-B, donde se observa que existen
regiones cercanas a la cavidad de entrada del sitio activo que pueden tolerar
sustituyentes voluminosos y con una alta densidad de carga.® Ot;'o trabajo con derivados
de indoles, también se destaca la relevancia del grupo benciloxi en su comportamiento
selectivo hacia rMAO-B.® Por otra parte se han desarrollado derivados de cumarina
como inhibidores selectivos de hMAO-B, cuya estructura contiene un grupo benciloxi.®
Estos trabajos cotroboran la probable importancia de este sustituyente para el disefio de

nuevos inhibidores de MAO-B.

o
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CONCLUSIONES

La sintesis de la seric de derivados de 2-arilmorfolina no se puede realizar
eficientemenetepor medio de la ruta sintética propuesta debido a la formacion de

un derivado de 2,5-difenilpirazina.

El derivado de 2,5-difenilpirazina resulté ser apreciablemente citot6xico, lo que
lieva a considerar la posibilidad de sintetizar una serie de andlogos para evaluar

su eventual interés como compuestos antitumorales.

La ruta sintética disefiada fue éptima para la obtencidn de una serie de derivados

de 2-ariltiomorfolin-5-ona y sus analogos reducidos, 2-ariltiomorfolinas.

Algunos de los compuestos ensayados son selectivos y potentes inhibidores de

rMAO-B y muy especialmente hMAO-B.

Las 2-ariltiomorfolinas (18d-f) son ligeramente més potentes que las 2-
ariltiomorfolin-5-onas (17d-f) como inhibidores de hMAO-B, pero es necesario
realizar un estudio de acoplamiento computacional mds detallado para observar
alguna diferencia entre los heterociclos que de cuenta de la diferencia entre

tionas y tinas en hMAO-B.
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Tanto en rMAO-B como hMAO-B la potencia inhibitoria aumenta al incrementar
el niimero de atomos de carbono en los derivados n-alcoxilados, por lo menos

hasta un grupo butoxi.

Los compuestos sintetizados son pobres inhibidores de MAO-A. En el caso de
hMAO-A la potencia aumenta por lo menos hasta un grupo butoxi, pero en
tMAO-A al parecer se alcanza una potencia méxima con una cadena de dos a tres

Atomos de carbono.

Los derivados O-bencilados, 17f y 18f, son los mas potentes con valores de K;de

0,074 pM y 0,13 pM en tMAO-B y 0,048 pM y 0,037 pM en hMAO-B

respectivamente.

En hMAO-B los derivados 17f y 18f son los mads selectivos, >2000 y >2700
veces respectivamente, no sélo porque producen un aumento en la potencia por
esta isoforma, sino que porque ademds pierden completamente actividad frente a

la isoforma A.

El analisis de la superposicién de los sitios activos de ambas isoformas sugiere

que es el residuo de Phe208 presente en el sitio activo de la isoforma A podria ser
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el responsable de la alta selectividad mostrada por 17f y 18f, ya que impide que
estos ligandos adopten una ubicacién mds favorable como en el caso de la

isoforma B.

Todos los compuestos ensayados en las enzimas humanas (MAO-A y -B) se
comportaron como inhibidores reversibles y mostraron un mecanismo de

inhibicidn competitivo.

En relacion a la MAO-B, la hipétesis propuesta fue comprobada: la ciclacidn de
la cadena aminada de derivados de feniletilamina y la inclusién de un segundo
heterodtomo (azufre) al nuevo ciclo generado produce potentes y selectivos

inhibidores de esta isoforma. No se cumple lo mismo con respecto a MAO-A.

Se puede postular la hipétesis de que nuevos derivados O-bencilados de tionas y
tinas con diferentes clases de sustituyentes en el bencilo serfan capaces de
establecer interacciones estabilizantes con el bolsillo aro.mético que se encuentra
en la cavidad de entrada de J]a h(MAO-B y a la vez desestabilizantes con el
residuo de Phe 208 de la hMAO-A, generando una nueva serie de potentes y

selectivos IMAOs B.
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ANEXO1

Quimica
Los espectros de RMN de 'H y PC fueron registrados 2 400 y 100 MHz

respectivamente (Bruker AMX 400) en CDCl3, D20 o DMSO-dg, usando TMS como

patron interno. Los espectros de masas fueron registrados en un equipo Thermo Finnigan
MAT 95XP con analizador de doble enfoque, sector magnético y eléctrico, utilizando
como referencia FC-43, ionizacién El+, modo Scan. Los puntos de fusion fueron
determinados en una platina microscopica de Kofler Reichert-Jung Galen III acoplada a
un termémetro de termocupla DUAL JTEK Digi-Sense. Las reacciones y las mezclas de
productos fueron rutinariamente monitoreadas por cromatografia en capa fina (CCF) de
gel de silice 60-Fas¢ Merck, utilizando como eluyente generalmente CH.Cl,, MeOH o

mezclas CH,Cly/MeOH.

Procedimiento general de obtencién de los derivades de ftalimida 16a-d ¢ intento de
obtencién de los derivados 14 y 15,

Derivados de 4-alcoxiacetofenona (27a-c). En CH;CN (100 mL) se disolvié 4-

hidroxiacetofenona (26) (0,051 moles, 7,00 g), se adicioné K,CO; (0,103 moles, 14,2 g)
y el halogenuro de alquilo (CHsl, CH;CH.CH,CH:Br, CellsCH.Cl, 0,051 moles). La
mezcla de reaccién se mantuvo con agitacién y a reflujo durante 24 h. Una vez

transcurrido este tiempo, se evapord el solvente. Luego se redisolvié la mezcla en AcOEt
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y se extrajo con una solucién de NaOH 25% (2 x 100 mL) y luego con H20 (2 x 100
mL). Posteriormente la fase organica se secé con Na,SO,, se filtré y por iltimo se
evapord el solvente, obteniéndose: 7,0 g (92%) de 27a como cristales de color café
claro, pf 32-34 °C, lit.” 37,5-38,5 °C, '"H RMN (CDCls) 5 2.55 (s, 3H, COCH3), 3.85 (s,
3H, OCH,), 6.92 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.92 ( d, J= 8.8 Hz, 2H, ArH); 8,3 g (85%)
de 27b como un aceite de color amarillo, ‘H RMN (DMSO-ds) 8 0.90 (t, /= 7.4 Hz, 3H,
CHs), 1.50 (m, 2H, CH,), 1.80 (m, 2H, CH.), 2.50 (s, 3H, COCH:), 4.00 (t, J= 6.5 Hz,
2H, OCH,), 6.90 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.90 (d, J= 8.5 Hz, 2H, ArH); 9,8 g (85%) de
27c como cristales con forma de placas irregulares de color crema-amarillo claro, pf
89-91 °C, 'H RMN (CDCl3} § 2.49 (s, 3H, COCHs), 5.06 (s, 2H, OCH>), 6.94 (d, J=8.8

Hz, 2H, ArH), 7.31 (m, SH, ArH), 7.87 (d, /= 8.7 Hz, 2H, ArH).

Derivados de 4'-alcoxi-2-bromoacetofenona (28a-c). Se disolvid la acetofenona O-
alquilada (27a-¢) (0,050 moles) en CHCL: (100 mL) y se le adiciond por goteo, a una
temperatura de aproximadamente 5 °C, una solucién de Br, {0,050 moles) en CHCl3 (20
mL), Una vez finalizada la adicién se dejo alcanzar la temperatl-u'a ambiente y luego se

mantuvo con agitacién durante 3 h. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccién se
« verti6 sobre hielo picado. Se separd la fase orgéanica y se extrajo con H,O (2 x 100 mL),
una solucién saturada de NaHCOs y por tiltimo con HzO (2 x 100 mL) nuevamente.
Después la fase organica se secé con Na;SO4 y se evapor el solvente. Por tltimo los

productos crudos obtenidos fueron purificados por cromatografia en columna de gel de

e
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silice, utilizando CH,Cl, como eluyente, obteniéndose: 1,51 g (13%) de 28a como
cristales de color rosado palido en MeOH, pf 64-67 °C, lit.” 73 °C, 'H RMN (CDCly) &
3.88 (s, 3H, OCHs,), 4.40 (s, 2H, COCH,), 6.96 (d, J= 8.5 Hz, 2H, ArH), 7.97 (d, /= 8.6
Hz, 2H, ArH); 3,52 g (26%) de 28b como cristales con forma de rombos incoloros en
MeOH, pf 37-39 °C, 'H RMN (CDCl;) 3 1.00 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH;), 1.80 (m, 2H,
CH2), 1.45(m, 2H, CH2), 4.05 (t, J= 6.5 Hz, 2H, OCH3), 4.40 (s, 2H, COCHz}, 6.95 (d,
J=18.7 Hz, 2H, ArH), 7.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH); 2,41 g (16%) de 28c como cristales
incoloros, pf 84-87 °C, '"H RMN (CDCl;) 8 4.40 (s, 2H, OCHy), 5.15 (s, 2H, COCHy),

7.03 (d, J= 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.38 (m, 5H, ArH), 7.96 {d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH).

2-Bromoacetofenona (20). A una solucién de acetofenona (19) (0,085 moles, 10,27 g)
en Et;O anhidro (20 mL) con agitacion, enfriada en un bafio de hielo, se le adiciond
AICl; (0,75 mmoles, 0,10 g). A esta mezcla de reaccién se agregd gradualmente Br»
(0,085 moles, 13,6 g). Una vez completada la adicién se removié el solvente bajo
presion reducida. El producto crudo obtenido se lavé con una mezcla fria de éter de
petréleo/H0 (1:1). Luego los cristales fueron filtrados al vacio .y lavados con la misma
mezcla. Se obtuvieron 13,78g (81%) de 20 como cristales con forma de agujas de color
. rosado palido, pf 48-50 °C, lit.”? 51 °C, 'H RMN (CDCls) & 4.45 (2H, s, CH,), 7.50 (t, J =

7.6 Hz, 2H, Ar), 7.62 (t, J = 7.5 Hz, 1H, ArH), 7.98 (d, J= 7.3 Hz, 2H, ArH).
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Derivados de bromuro de 2-aril-2-oxoetilhexametilentetraminio (21.29), Se agregd

el compuesto bromado (20, 28a) (0,043 moles) a una solucién de hexametilentetramina
(0,043 moles) en CHCI; (210 mL). La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacién y a

reflujo durante 4 h. Al terminar este tiempo, se dejé alcanzar la temperatura ambiente y

el precipitado se filtré y lavé con CHCl: (2 x 100 mL). Se obtuvo finalmente 15,3 g
(97%) de 29 como un sélido de color blanco, pf 187-190 °C, 'H RMN (D0} & 3.80 (s,
3H, OCH,), 4.60 (m, 12H, CHy), 5.34 (s, 2H, COCHy), 6.98 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArH),
7.85 (d, J=7.6 Hz, 2H, ArH). El compuesto 21 no fue caracterizado, sino que se utilizd

directamente para la siguiente etapa.

Intento de obtencién de clorhidrato de 2-amino-1-ariletanona (22, 30). A EtOH 95%
(50 mL) se le adiciond lentamente HCI concentrado (4,36 mL). A la mezcla ain caliente
se le agregé la sal cuaternaria 21 6 29 (0,040 moles). La mezcla de reaccién se mantuvo
agitando a temperatura ambiente durante 18 h. Al transcurrir este tiempo la mezcla se
enfrié a 0°C y el precipitado (NH.CI) se filtré al vacio y lavé con EtOH 95% (2 X 100
mL) frio. El filtrado se concentré bajo presién reducida y al semisélido remanente se le
agregé EtOH 95% fiio (40 mL), procuciéndose més precipitado (NH(CI). El nuevo
" sblido se filtré y lavé con EtOH (2 x 100 mL) frio. El filtrado se concentrd bajo presién
reducida. El procedimiento de filtrar, lavar y concentrar el filtrado se repitié 2 veces
mas. Finalmente al concentrar se obtuvo un sélido de color amarillo (posiblemente un

derivado de pirazina que no fue identificado). La sal de NH,Cl filtrado, se disolvié en
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agua basica (NH;OH) y se extrajo con AcOEt (3 x 50 mL). La fase orgdnica se secé con
Na,S80,, filtré y concentrd dando un aceite de color amarillo. El aceite se disolvi6 en una
pequefia cantidad de EtOH (0,5 mL), se le agregd 2 gotas de HCI concentrado hasta pH
acido y se adicioné Et,O hasta observar la precipitacion del clorhidrato. Se filiré una sal
de color crema (30), 0,002 g (0,24%), pf 195-199 °C, 'H RMN (D:0) 8 3.78 (s, 3H,
OCH3), 4.50 (s, 2H, COCH,), 7.00 (d, J= 9.1 Hz, 2H, ArH), 7.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
ArH). El compuesto 22 no fue obtenido y en su lugar se obtuvo un sélido de color verde
(D1), pf 195-198 ‘°C, '"H RMN (CDCl;) & 7.48 (m, 6H, CH), 8.05 (d, /= 6.8 Hz, 4H,
ArH), 9.06 (s, 2H, ArH), , *C RMN (CDCl) 150.69, 141.26, 136.35, 129.87, 129.09,
126.82. m/z 102.01, 232.05, Para la formula C;¢Hi2N2 la masa exacta calculada es

232.10005 y la experimental fue 232.00044.

Derivados_de_N-2-aril-2-oxoetilftalimida (16a-d). Se disolvio ftalimida (0,10 moles,
15 g) en EtOH absoluto (300 mL) caliente. Luego en caliente se decanté sobre una
solucién de KOH (0,20 moles, 11,5 g) en HyO (12 mL) y EtOH (36 mL). El precipitado
se filtré de inmediato y a las aguas madres alcohdlicas se les ag;cgé mads ftalimida (0,10

moles, 15 g) y se repitid el proceso. Finalmente se obtuvieron 20 g de ftalimida de

+  potasio.

Ftalimida de potasio (0,027 moles) se adicioné a una solucién de derivado
bromado 20, 27a-¢ (0,025 moles) en DMF (20 mL). Se mantuvo con agitacion y a

temperatura ambiente durante 3 h. Una vez transcurrido este tiempo, a la mezcla se le
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agregd CHCI; (30 mL) y se verti6 sobre H,O (100 mL). Se equilibraron y separaron las

fases y la fase acuosa se extrajo con CHCl; (2 X 10 mL). Posteriormente se juntaron las
fases orgénicas y se lavaron con una solucién de NaOH 0,2 N (20 mL) y luego con H;O
(20 mL). Después se sec6 con Na,SO; y se evapord el solvente. Los cristales formados
se trituraron con Et,O obteniéndose: 5,97 g (90%) de 16a como cristales ciibicos
incoloros, pf 175-176, lit.”® 165-167 °C, '"H RMN (CDCly) 8 5.15 (s, 2H, COCH,), 7.56
(t, J= 7.5 Hz, 2H, ArH), 7.65 (t, J= 7.4 Hz, IH , ArH), 7.75 (dd, J; = 5.3 Hz, J; = 3.0
Hz, 2H, ArH), 7.90 (dd, J; = 5.4 Hz, J; = 3.1 Hz, 2H, ArH), 8.02 (d, J = 7.2 Hz, 2H,
ArH); 5,75 g (78%) de 16b como cristales ciibicos incoloros, pf 165-169 °C, '"H RMN
(DMSO0-ds) & 3.81 (s, 3H, OCHy), 5.14 (s, 2H, COCH,), 7.05 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH),
7.83 (dd, J; = 5.7 Hz, J: = 3.0 Hz, 2H, ArH), 7.88 (dd, J; = 5.7 Hz, J; = 3.0 Hz, 2H,
ArH), 8.01 (d, J= 8.9 Hz, 2H, ArH); 7,00 g (83%) de 16¢ como cristales con forma de
agujas incoloras, pf 169-172 °C. 'H RMN (CDCl) § 0.99 (t, J= 7.4 Hz, 3H, CHs), 1.52
(m, 2H, CH,), 1.81 (m, 2H, CHa), 4.05 (t, J = 6.6 Hz, 2H, OCH), 5.09 (s, 2H, COCH,),
6.97 (d, J=9.0 Hz, 2H, ArH), 7.75 (dd, J; = 5.4 Hz, J> = 3.0 Hz, 2H, ArH), 7.90 (dd, J;
= 5.5 Hz, J; = 3.1 Hz, 2H, ArH), 7.98 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH); 7,61 g (82%) de 16d
como cristales cubicos incoloros, pf 200-203 °C, 'H RMN (CDCl;) 8 5.05 (s, 2H, OCH,),
- 5.14 (s, 2H, COCH,), 7.03 (d, J=8.9 Hz, 2H, ArH), 7.37 (m, SH, ArH), 7.72 (dd, J; =
5.5 Hz, J; = 3.0 Hz, 2H, ArH), 7.87 (dd, J; = 5.3 Hz, J; = 3.3 Hz, 2H, ArH), 7.96 (d, J =

8.9 Hz, 2H, ArH).
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Clorhidrato de 2-amino-1-feniletanol {23). A una solucién de la ftalimida 16a (0,038
moles, 10 g) en IPA (320 mL) y H,O (53 mL), se agregé NaBH, (0,19 moles, 7,17 g).

La mezcla se mantuvo con agitacién a temperatura ambiente durante 24 h. Una vez
transcurrido este tiempo a la solucidn se le adiciond gradualmente AcOH (3 mL) y luego
HCI concentrado hasta pH 2. Se mantuvo la mezcla de reaccion a reflujo durante 3 h. El
proceso de acidificacién con HCI y reflujo se repitié 3 veces. Luego se evapord el
solvente y se adicioné Et;O hasta observar la precipitacion del clorhidrato. La sal se
filtré y se obtuvieron 4,13 g (63%) de 23 como un producto cristalino incoloro, pf
133-136 °C, '"H RMN (D:0) 5 3.12 (dd, J; = 4.3 Hz, J> = 8.8 Hz, |H, CH), 3.20 (dd, J;
= 4,0 Hz, J: = 9.1 Hz, |H, CH,), 4.89 (dd, J; = 4.0 Hz, J; = 8.8 Hz, 1H, CH), 7.34 (s,

SH, ArH).

N-(2-Cloroacetillamine-1-feniletanol (24). Cloruro de cloroacetilo (0,035 moles, 4,01

g) fue agregado gota a gota a una mezcla vigorosamente agitada de NaOH (0,030 moles,
1,2 g) en H,O (100 mL) y la base libre de 23 en CH,Cl, (100 mL}) a 0 °C. Una vez que la
adicién fue completa se dejé aumentar la temperatura de la n';ezcla de reaccién hasta
temperatura ambiente y se siguid agitando durante 6 h adicionales. Una vez transcurrido
. este tiempo se separaron las fases y la porcidn organica se lavd con una solucidn al 3 %
de HCl (2 X 25 mL) y con una solucion saturada de NaHCO; (2 X 25 mL), se secd con
Na,S0,, filtr6é por gravedad y concentrd a presion reducida para dar 3 g de cristales de

color crema de 24, (55%), pf 101-105 °C, 'H RMN (CDCls) § 3.40 (m, 1H, CHy), 3.75
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(m, 1H, CH,), 4.08 (s, 2H,CH,), 4.87 (m, IH, CH), 7.03 (bs, IH, NH), 7.37 (m, 5H,

ArH).

Procedimiento general de obtencién de los derivados de 2-ariltiomorfolin-5-ona
(5a-f) y 2-ariltiomorfolina (6a-f).

4-Alcoxibenzaldehidos (32¢-f). En CH3CN (100 mL) se disolvié 4-hidroxibenzaldehido
(31) (0,051 moles, 7,00 g), se adicioné KoCOs (0,103 moles, 14,2 g) y el halogenuro de
alquilo ( CH;CH:Br, CH;CH,CH.Br, CH:CH,CH>CH:Br, CsH;CH,Cl, 0,051 moles). La
mezcla de reaccidon se mantuvo con agitacion y a reflujo durante 24 h. Una vez

transcurrido este tiempo, se evaporo el solvente. Luego se redisolvid la mezcla en AcOEt

y se lavé con una solucion de NaOH 25% (2 x 100 mL) y luego con H>O (2 x 100 mL).
Posteriormente la fase orgdnica se secd con Na,SO,, se filtrd y por altimo se evaporé el
solvente, obteniéndose: 11,3 g (92%) de 32¢ como un aceite de color amarillo, 'H RMN
(CDCl) 6 1,45 (t, J= 7,4 Hz, 3H, CHb), 4,10 {(m, 2H, OCH,), 6,99 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
ArH), 7,80 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), 9,85 (s, 1H, CHO); 12,6 g (97 %) de 32d, =aceite de
color anaranjado, '"H RMN (CDCL) & 1,05 (t, J = 7,5 Hz, 3H, CHj), 1,75-1,90 (m, 2H,

CHa), 4,00 (t, J = 6,6 Hz, 2H, OCH>), 6,99 (d, J= 8,8 Hz, 2H, ArH), 7,80 (d, /= 8,8 Hz,
2H, ArH), 9,85 (s, 1H, CHO); 13,72 g (94 %) de 32e, aceite anaranjado, 'H RMN
(CDCLy) 6 0,95 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CH,), 1,40-1,55 (m, 2H, CH;), 1,70-1,85 (m, 2H,
CH,), 4,05 (t, J= 6,6 Hz, 2H, OCH3), 7,00 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,80 (d, J= 8,6 Hz,

2H, ArH), 9,85 (s, 1H, CHO); 11,4 g (94 %0) de 32f, cristales incoloros: pf 68,5-69,3 °C,
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'H RMN (CDCl3) 6 5,15 (s, 2H, CHy), 7,10 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,25-7,48 (m, 5H,

ArH), 7,85 (d, J= 8,7 Hz, 2H, ArH), 9,90 (s, 1H, CHO).

Arilnitroestirenos (33a-f). A una solucién de! aldehido correspondiente (0,082 moles)
en tolueno (100 mL) se agregé CH;COONH;, (0,328 moles, 32,5 g) y nitrometano (0,820
moles, 50 g). El sistema se equipd con una trampa de Dean-Stark y se calent6 a reflujo
durante 3 h. Una vez transcurrido este tiempo se redujo el volumen de tolueno a un
cuarto bajo presién reducida y se vertio sobre MeOH, obteniéndose: 9,6 g (46 %) de 33a
como cristales amarillos con forma de agujas: pf 49,8-50,7 °C, lit.™ 55-58 °C, 'H RMN
(CDCl) & 7,35-7,57 (m, 5H, ArH), 7,60 (d, J= 13,9 Hz, 1H, CH), 8,00 (d, J= 13,7 Hz,
1H, CH); 12,2 g (83 %) de 33b como cristales amarillos con forma de agujas: pf 85-87
°C, lit.” 86-87 °C, 'H RMN (CDCl:) & 3,87 (s, 3H, OCHs), 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H,
ArH), 7,50 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH), 7,55 (d, J = 13,6 Hz, 1H, ArCH), 7,98 (d, J= 13,7
Hz, 1H, CHNO,); 13,3 g (92 %) de 33¢ como cristales amarillos con forma de agujas: pf
111-112,8 °C, 'H RMN (CDCl;) & 1,45 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHs), 4,08 (m, 2H, OCH,),
6,93 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,50 (d, /= 8,4 Hz, 2H, ArH), 7;52 (d, J=12,6 Hz, IH,
ArCH), 7,98 (d, J = 13,7 Hz, 1H, CHNO,); 9,54 g (60 %) de 33d como cristales
. amarillos con forma de agujas: pf 93,8-94,2 °C, 'H RMN (CDCl3} 6 1,05 (t, J= 7,3 Hz,
3H, CHa), 1,75-1,90 (m, 2H,-CH,), 3,98 (t, J = 6,6 Hz, 2H, OCHz), 6,92 (d, J= 8,7 Hz,
2H, ArH), 7,44 (d, J = 8,2 Hz, 2H, ArH), 7,51 (d, J=13,3 Hz, 1H, ArCH), 7,94 (d, J =

13,7 Hz, 1H, CHNO»); 13,5 g (78 %) de 33e como cristales amarillos con forma de
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agujas: pf 63,2-63,8 °C, '"H RMN (CDCls) 6 0,96 (t, J= 7,3 Hz, 3H, CH3), 1,43-1,58 (m,
2H, CH,), 1,73-1,82 (m, 2H, CHy), 4,00 (t, J = 6,6 Hz, 2H, OCHy), 6,92 (d, J = 8,8 Hz,
2H, ArH), 7,47 (d, J = 8,5 Hz, 2H, ArH), 7,52 (d, J= 13,4 Hz, 1H, ArCH), 7,95 (d, J =
13,6 Hz, 1H, CHNO)); 2,96 g (65 %) de 33f como cristales amarillos con forma de
agujas: pf 117,4-118,2 °C, '"H RMN (CDCl5) 8 5,13 (s, 2H, OCHy), 7,04 (d, J= 8,6 Hz,

2H, ArH), 7.35-7,45 (m, 5H, ArIl), 7,50 (d, J= 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,55 (d, J= 13,7 Hz,

1H, ArCH), 7,97 (d, J= 13,7 Hz, 1H, CHNG,),

. A una solucion del nitroestireno (0,017

moles) en THF (50 mL) se agregé tioglicolato de metilo {0,019 moles, 2,02 g) y Et:N
(0,020 moles, 2,02 g). La mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente por 2
h. Luego se adicion6 10 gotas de HCI concentrado y se concentrd al vacio. Al semisélido

obtenido se le adiciond una solucién de HC1 2 M (20 mL). Posteriormente se separaron

las fases y la porcién acuosa se extrajo con CH:Cl, (3 x 25 mL). Las fases orgénicas se
secaron, filtraron y concentraron al vacio, quedando un sélido (exceptuando 34a), el cual
fue recristalizado en EtOH absoluto para dar: 15,8 g (97 %) de 34a como un aceite de
color café: 'H RMN (CDCls) 8 3,05 (d, J = 15,1 Hz, 1H, SCHy), 3,15 {d, J = 15,1 Hz,
- 1H, SCH,), 3,70 (s, 3H, OCHs), 4,76-4,84 (m, 3H, CHCH:NO»), 7,33-7,48 (m, 5H,
ArH); 12,5 g (68 %) de 34b como un aceite de color verde-amarillento que solidifica a
una temperatura inferior a 20 °C, 'H RMN (CDCls) & 3,05 (d, J = 15,1 Hz, 1H, SCH,),

3,15(d, J = 15,1 Hz, 1H, SCH,), 3,70 (s, 3H, OCHj3), 3,80 (s, 3H, OCHs), 4,75-4,85 (m,
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3H, CHCH,NO»), 6,85 (d, J= 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,25 (d, J= 8,4 Hz, 2H, ArH}); 3,76 g
(81 %) de 34¢ como cristales incoloros, pf 47,8-48,5 °C, "H RMN (CDCL) 8 1,39 (t, J =
6,9 Hz, 3H, CHa), 3,05 (d, J = 15,1 Hz, 1H, SCHy), 3,15 (d, J = 15,1 Hz, 1H, SCH,),
3,70 (s, 3H, OCHsy), 4,02 (g, 2H, OCHb,), 4,75-4,87 (m, 3H, CHCH;NO,), 6,85 (d, /= 8,6
Hz, 2H, ArH), 7,25 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH); 3,76 g (86 %) de 34d como cristales
incoloros, 68,6-69,3 °C, 'H RMN (CDCls) 8 1,00 (t, J= 7,4 Hz, 3H, CH3), 1,72-1,85 (m,
2H, CH,), 3,05 (d, J = 15,3 Hz, IH, CHy), 3,15 (d, J = 15,3 Hz, 1H, CHa), 3,70 (s, 3H,
OCHjy), 3,90 (t, J= 6,5 Hz, 2H, OCH,), 4,70-4,85 (m, 3H, CHCH:NO,), 6,85 (d, /= 8,6
Hz, 2H, ArH), 7,25 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH); 19,3 g (91 %) de 34e como cristales
incoloros, pf 48,5-49,2 °C, 'H RMN (CDCl) 8 0,95 (t, J= 7,4 Hz, 3H, CHj), 1,40-1,50
(m, 2H, CHy), 1,70-1,80 (m, 2H, CH,), 3,05 (d, J = 15,3 Hz, 1H, CH), 3,15 (d, J = 15,3
Hz, 1H, CH,), 3,68 (s, 3H, OCHs), 3,90 (t, J = 6,4 Hz, 2H, OCHy), 4,73-4,85 (m, 3H,
CHCH:NG,), 6,84 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH), 7,23 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH); 3,65 g (93
%) de 34f como cristales de color dorado con forma de ldminas, pf 90,0-96,8 °C 'H
RMN (CDCls) 8 3,05 (d, J = 15,3 Hz, 1H, CHy), 3,15 (d, J = 15,3 Hz, 1H, CHy), 3,65 (s,
3H, OCH3), 4,70-4,85 (m, 3H, CHCH;NG:), 5,03 (s, 2H, 0CH;), 6,85 (d, J = 8,6 Hz,

2H, ArH), 7,25 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH), 7,28-7,45 (m, 5H, ArH).

Aril-2-tiomorfolin-5-onas (17a-f). Se disolvieron los nitroésteres (0,02 moles) en 5 mL
de MeOH y luego se adicionaron 500 mL de CHi:COOH glacial y finalmente poco a

poco Zn (0,4 moles) en polvo. Se mantuvo la mezcla de reaccién a una temperatura
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aproximada de 80 °C durante 48 h. Una vez transcurrido este tiempo se dejé que la
mezcla alcanzara la temperatura ambiente y se filte6 al vacio con Celite®. El sélido,
antes de ser descartado, se lavé con CH;Cl; (2 x 100 mL) v el filtrado fue concentrado a

presién reducida. El residuo se redisolvié en CH:Cl; y se lavé con H;O basificada con

NH; ag. (2 x 100 mL). La fase orgdnica se secd con Na,CO,, filtré y concentrd
quedando un sélido, el cual fue recristalizado en EtOH absoluto para dar: 1,05 g (9 %)
de 17a como cristales incoloros con forma de agujas, pf 144,3-145 °C, 'H RMN (CDCls)
83,45 (d, J = 16,2 Hz, 1H, CHa), 3,55 (d, J = 16,2 Hz, 1H, CH>), 3,78-3,85 (m, 2H,
CH,), 4,35 (dd, J; = 4,6 Hz, J; = 8,6 Hz, 1H, SCH), 6,15-6,25 (br s, 1H, NHCO),
7,33-7,50 (m, 5H, ArH), anélisis elemental calculado para C,H;NOS-0,5H,0: C
59,38%, H 5,98%, N 6,92%,'S 15,85%, experimental C 58,98%, H 5,96%, N 6,86%, S
16,88%; 1,87 g (48 %) de 17b como cristales incoloros con forma de agujas, pf
158,3-159,1 °C, 'H RMN (CDCls) 8 3,43 (d, J = 16,2 Hz, 1H, CH>), 3,55 (d, J= 16,2 Hz,
1H, CHy), 3,70-3,80 (m, 2H, CH>), 3,85 (s, 3H, CHb), 4,25-4,33 (dd, J;= 4,6 Hz J,=
9,1 Hz, 1H, SCH), 6,25-6,35 (br s, 1H, NHCO), 6,91 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,36 (d,
J = 8,6 Hz, 2H, Arl), andlisis elemental calculado para CllﬁlgNOZS: C 59,17%, H
5,87%, N 6,27%, S 14,36%, experimental C 58,91%, H 6,24%, N 6,30%, S 15,53%;
0,25 g (62 %) de 17¢ como cristales incoloros con forma de agujas, pf 161,5-162,5 °C,
'H RMN (CDCls) 8 1,45 (¢, J = 6,9 Hz, 3H, CHs), 3,45 (d, J = 15,9 Hz, IH, CHy), 3,50
(d, J= 15,9 Hz, 1H, CHy), 3,60-3,70 (m, 2H, CH,), 4,00-4,10 (q, 2H, OCH,), 4,25-4,33

(dd, J; = 4,5 Hz, J; = 8,8 Hz, 1H, SCH), 6,40-6,50 (br s, 1H, NHCO), 6,50 (d, J= 8,6
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Hz, 2H, ArH), 735 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), anélisis elemental calculado para
CiHisNO,S: C 60,73%, H 6,37%, N 5,90%, S 13,51%, experimental C 60,66%, H
7,13%, N 5,88%, S 14,85%; 0,20 g (50 %) de 17d como cristales incoloros con forma de
agujas, pf 163,7-164,3 °C, 'H RMN (CDCls) 8 1,05 (t, J = 7,6 Hz, 3H, CHy), 1,75-1,90
(m, 2H, CHb), 3,35 (d, J=16,2 Hz, 1H, CH:), 3,53 (d, J= 16,2 Hz, 1H, CH3,), 3,68-3,78
(m, 2H, CHz), 3,95 (t, J= 6,6 Hz, 2H, OCH,), 4,25-4,30 (dd, J; = 4,5 Hz, J; = 8,8 Hz,
IH, SCH), 6,20-6,30 (br s, IH, NHCO), 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH), 7,35 (d, /= 8,5
Hz, 2H, ArH); 2,5 g (30 %) de 17e como cristales incoloros con forma de agujas, pf
166,1-167,6 °C, 'H RMN (CDCls) 8 0,95 (t, J = 7,3 Hz, 3H, CHs), 1,40-1,53 (m, 2H,
CHz), 1,68-1,80 (m, 2H, CHy), 3,35 (d, J= 16,2 Hz, IH, CH,), 3,45 (d, J= 16,2 Hz, 1H,
CHa), 3,60-3,75 (m, 2H, CHa), 3,90 (t, J = 6,3 Hz, 2H, OCH,), 4,20-4,25 {dd, J; = 4,6
Hz, J,=8,8 Hz, 1H, SCH), 6,40-6,50 (br s, 1H, NHCO), 6,85 (d, J= 8,8 Hz, 2H, ArH),
7,25 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), analisis elemental caiculado para Ci:HsNO:8: C 60,36%,
H 7,22%, N 5,28%, S 12,08%, experimental C 60,52%, H 8,49%, N 5,33%, S 14,22%;
1,85 g (62 %) de 17f como cristales incoloros con forma de agujas, pf 193,9-194,6 °C,
'H RMN (CDCl3) 8 3,35 (d, J = 16,2 Hz, 1H, CHy), 3,45 (d, J = 16,2 Hz, 1H, CH»),
3,62-3,70 (m, 2H, CH,), 4,25-4,30 (dd, J; = 4,8 Hz, J: = 8,9 Hz, 1H, SCH), 5,02 (s, 2H,
CH,), 6,20-6,30 (br s, 1H, NHCO), 6,92 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,30 (d, J= 8,8 Hz,
2H, ArH), 7,30-7,43 (m, 5H, ArH), analisis elemental calculado para Ci;H;7NO,S: C
68,20%, H 5,72%, N 4,68%, S 10,71%, experimental C 67,92%, H 6,10%, N 4,73%, S

12,84%.
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Oxalatos de 2-ariltiomorfolinas (18a-f). A una solucién hirviendo a reflujo de 17a-f
(0,0030 moles) en 10 mL de THF fue agregada una solucién de DIBAL-H | M en n-
hexano (0,012 moles). La mezcla de reaccidn se mantuvo a reflujo con agitacién durante

2 h. Posteriormente se agregd a la mezcla de reaccién 50 mL de H;0, y se extrajo con

CH,CL (2% 30 mL). Luego Ia fase orgénica fue secada con Na,SO, anhidro, filtrada y
evaporado el solvente bajo presion reducida. Finalmente se obtuvo un aceite amarillo, el
cual se disolvié en aproximadamente 15 mL de EtOH y se agregé lentamente 4cido
oxalico en exceso disuelto en EtOH y Et,0 para la precipitacion del oxalato
correspondiente, obteniéndose: 0,73 g (40 %) de 18a como un sélido de color
anaranjado claro, pf 226,9-227,5 °C, 'H RMN (DMSO-d5) 8 2,90 (m, 1H, CH,), 3,05 (m,
1H, CHy), 3,15 (m, 1H, CHy), 3,35 (m, 1H, CHy), 3,60 (m, 2H, CHy), 4,30 (m, 1H,
SCH), 7,25-7,48 (m, 5H, ArH), anélisis elemental calculado para CaoHasNS-C2H204-H,O:
C 56,63%, H 6,48%, N 6,00%, S 13,74%, experimental C 56,67%, H 6,56%, N 5,82%, S
15,83%; 0,25 g {14 %) de 18b como un s6lido de color anaranjado claro, pf 195,6-196,1
Andlisis elemental calculado para Cy7H;sNOS-C;H;04:0,5H;0: C 59,36%, H 5,77%, N
3,64%, S 8,34%, experimental C 59,72%, H 5,91%, N 3,70%, S 10,88%°C, 'H RMN
. (DMSO-ds) 8 2,75 (m, 1H, CHy), 2,95 (m, 1H, CHy), 3,10 (m, 1H, CHz), 3,25 (m, LH,
CH.,), 3,48 (m, 2H, CHy), 3,68 (s, 3H, OCHs), 4,24 (m, 1H, SCH), 6,86 (d, J = 8,6 Hz,
2H, ArH), 7,22 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH), anilisis elemental calculado para

CuHisNOS-C,H,04:0,25H;0: C 51,39%, H 5.81%, N 4,61%, S 10,55%, experimental C
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51,35%, H 6,02%, N 4,77%, S 12,56%; 0,53 g (29 %) de 18¢c como un solido de color
anaranjado claro, pf 204,3-204,9 °C, '"H RMN (DMS0-ds) 6 1,30 (m, 3H, CHs), 2,65 (m,
14, CHy), 2,90 (m, 1H, CHy), 3,05 (m, 1H, CHy), 3,15 (m, 1H, CHy), 3,40 (m, 2H, CHy),
3,90 (g, 2H, OCHy), 4,00 (d, 1H, SCH), 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH), 7,25 (d, J= 8,6
Hz, 2H, ArH), andlisis elemental calculado para C2HuNOS-C;H,04: C 58,18%, H
6,76%, N 5,22%, S 11,95%, experimental C 57,75%, H 6,91%, N 5,19%, S 13,59%;
0,75 g (39 %) de 18d como un sélido de color anaranjado claro, pf 197,3-197,8 °C, 'H
RMN (DMSO-ds) § 0,93 (m, 3H, CHs), 1,60-1,75 (m, 2H, CHy), 2,80 (m, 1H, CHy), 3,05
(m, 1H, CHy), 3,15 (m, 1H, CHy), 3,25 (m, 1H, CH), 3,55 (m, 2H, CHa), 3,90 (m, 2H,
OCH,), 4,28 (d, 1H, SCH), 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H, ArH), 7,15 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
ArH), andlisis elemental calculado para CisHiNOS-C:H:040,5H.0: C 53,55%, H
6,59%, N 4,16%, S 9,53%, experimental C 53,40%, H 6,85%, N 4,18%, S 11,84%; 0,64
g (33 %) de 18e como un sélido de color anaranjado claro, pf 202,1-202,9 °C, 'H RMN
(DMSO0-ds) 5 0,96 (m, 3H, CHs), 1,30-1,50 (m, 2H, CHy), 1,60-1,75 (m, 2H, CH,), 2,85
(m, LH, CHy), 3,05 (m, {H, CHy), 3,15 (m, IH, CHy), 3,30 (m, IH, CHa), 3,55 (m, 2H,
CH,), 3,95 (m, 2H, OCHy), 4,30 (m, 1H, SCH), 6,90 (d, /= 8,6 ﬁz, 2H, ArH), 7,25 (d, J
= 87 Hz, 2H, ArH), andlisis elemental calculado para C1Ha NOS-C.H,04-H,0: C
. 53,46%, H 7,01%, N 3,90%, S 8,92%, experimental C 53,13%, H 7,05%, N 3,83%, S
10,57%; 0,74 g (14 %) de 18f como un sélido de color anaranjado claro, pf 201,3-201,6
°C, 'H RMN (DMSO-ds) & 2,83 (m, 1H, CHs), 3,05 (m, 1H, CH), 3,15 (m, 1H, CHy),

3,30 (m, LH, CH,), 3,55 (m, 2H, CHy), 4,25 (im, 1H, SCH), 5,10 (s, 2H, OCH,), 6,95 (d,
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J = 8,4 Hz, 2H, ArH), 7,30 (d, J = 8,5 Hz, 2H, ArH), 7,37-7,48 (m, 5H, ArH), andlisis
elemental calculado para C;;H;sNOS-C,H,040,5H:0: C 59,36%, H 5,77%, N 3,64%, S

8,34%, experimental C 59,72%, H 5,91%, N 3,70%, S 10,88%.

1-(4-Benciloxifenil)-2-nitropropeno (35). A una solucién de 4-benciloxibenzaldehido
(32f, 0,082 moles) en CH;COOH (100 mL) se agregé ciclohexilamina (0,328 moles,
32,5 g) y nitrometano (0,820 moles, 50 g). La mezcla de reaccién se calent a 40 °C
durante 3 h. Una vez transcurrido este tiempo se redujo el volumen de CH;COOH 2 un
cuarto bajo presién reducida y se vertié sobre MeOH, obteniéndose: 9,6 g (46 %) de 35
como cristales amarillos con forma de agujas, pf 143,3~144,7 °C, 'H RMN (CDCl) 3
2,45 (s, 3H, CHs), 5,15 (s, 2H, CH;0), 7,15 (d, J = 8,6 Hz, 2H, ArH) 7,40 (d, J= 8,6 Hz,

2H, ArH), 7,35-7,57 (m, 5H, ArH) 8,01 (s, 1H, ArCH).

Clorhidrato de_1-(4-benciloxifenil)-2-aminopropane (35f), El nitropropeno 35 fue

disuelto en 100 mL de THF y la solucion fue agregada gota a gota desde’un embudo de
adicién a una suspensién de LiAlH; en 100 mL de THE. Una vez que la adicion se
completé la mezcla de reaccidn se calentd a reflujo durante 48 h. Transcurrido este
tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente y Iuego se adicioné lentamente 3 mL de
una solucién de NaOH al 40 % y posteriormente 3 mL de agua. Luego se filtré al. vacio,
lavando el sdlido con 3 x 50 mL de THF y el filtrado fue cor;centrado bajo presion

reducida. Fl aceite obtenido se redisolvié en EtOH y se acidificéd con gotas de HCI
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acuoso concentrado. Finalmente se adicioné pequefias cantidades de Et,O hasta la
precipitacion del clorhidrato obteniéndose 3,4 g (35 %) de 35f como cristales blancos, pf
158,9-159,6 °C, 'H RMN (DMSO-ds) 8 1,06 (d, J = 6,3 Hz, 3H, CH;), 2,59 (m, 1H,
ArCH,), 2,89 (m, IH, ArCHy), 3,33 (m, [H, CH), 5,05 (s, 2H, CH:0), 6,95 (d, J= 8,6

Hz, 2H, ArH), 7,12 (d, J= 8,6 Hz, 2H, ArH), 7,27-7,45 (m, 5H, ArH).




Espectros de 'Hy “C RMN y de masa del derivado de 2,5-difenilpirazina (25)
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Espectros de '"H RMN de los derivados de N-2-aril-2-oxoetilftalimida

N-2-fenil-2-oxoetilftalimida
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N-2-(4-metoxifenil)-2-oxoetilftalimida
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N-2-(4-butoxifenil)-2-oxoetilftalimida
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N-2-(4-benciloxifenil)-2-oxoetilflalimida
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Espectros de "H RMN de los derivados de 2-ariltiomorfolin-5-ona

2-feniltiomorfolin-5-ona
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2-(4'-metoxifenil)tiomorfolin-5-ona

ANEXO2 130 -




ANEX0 2 131

2-(4"-etoxifenil)tiomorfolin-5-ona
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2-(4"-propoxifenil)tiomorfolin-5-ona
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2-(4'-butoxifenil)tiomorfolin-5-ona
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2-(4"-benciloxifenil)tiomorfolin-5-ona
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Espectros de '"H RMN de los derivadoes de 2-ariltiomorfolina

2-feniltiomorfolina
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2-(4"-etoxifenil)tiomorfolina
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2-(4"-propoxifenil)tiomorfolina
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2-(4'-butoxifenil)tiomorfolina
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2-(4"-benciloxifenil)tiomorfolina




