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La tesis doctoral que le presento por medio de este libro, abarcé mas afios de mi vida
que lo pensado. En el comienzo de ella, no tenia en mente lo dificil y empinado que se
pondria su realizacion. Todo comenzé por escoger un tema interesante, pero
desconocido en todas sus aristas. En fin, la inexperiencia, fue clave para su largo
desarrollo.

Volver atras es en vano, hoy creo sin duda que esta tesis aumenté el alcance de mis
conocimientos en aéreas que en algin momento de mi formacién de pregrado deseché
como parte de mi futuro. También su realizacion me llevo, en la mitad del proceso, a lo
mas profundo de la desazon, lo que me permitié ver la vida de otra forma y desde alli
resignificar mi manera de realizar ciencia. Este momento también fue clave para
recomenzar mi desarrollo integral como persona permitiendo generar el arte que les
expongo, en parte, al finalizar este libro.

El proceso global del doctorado, abarco siete afios desde que me presente en la oficina
del Profesor Bruce K. Cassels, interesada en trabajar en su laboratorio, en ese momento
tenia recién veintidds afios...... en fin, fue un largo camino.
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Resumen

En el marco de Ia biisqueda de nuevas moléculas con actividad en los receptores de dopamina se
construy6 un modelo tridimensional de los receptores dopaminérgicos Dy y D; humanos como
representantes de las subfamilias D;-like y Dy-like respectivamente. Se propusieron estructuras
moleculares basadas en el esqueleto de la 3-metoxidibenz[d, glacecina (3MOD, molécula con
actividad antagonista en el hD,;) esperando que presentaran buena afinidad por los hD; y/o
fuesen selectivas por el hD; con respecto al hD,. Para ello se propuso introducir halogenos en el
C-4 para potenciar Ia afinidad por medio de interacciones favorables incluyendo un eventual
puente de halégeno, grupos arométicos en el C-10 y en el C-11, para favorecer la afinidad
mediante interacciones tipo 7-x, y grupos eleciron-atractores aceptores de puente de hidrégeno
en el C-10, para potenciar la selectividad en el hD; por sobre el hD, por interacciones selectivas
con residuos no conservados en el hD;.

El efecto de la inclusién de halégenos se evalud simulando el sistema 3-halogenoboldina/hD,
cuyas afinidades (K;) eran conocidas. Los resultados mostraron que si bien los programas de
simulacién molecular reconocen la presencia del halégeno y correlacionan las K; de las 3-
halégenoboldinas con sus energias de acoplamiento, no se puede determinar con los resultados
obtenidos si los aumentos de afinidad se deben a puentes de halégenos o al incremento de
interacciones hidrofobicas de la molécula.

Se sintetizaron los derivados 4-cloro3MOD y 4-bromo3MOD. Sus Xj obtenidas en los receptores
hD; y hD, mostraron un leve aumento en comparacién con el anilogo no halogenado y un
aumento de la selectividad en 9 veces por el D, con respecto al D; en el caso del 4-bromo3MOD.
En el acoplamiento molecular se observé que los derivados posicionan el halégeno en el C-4
hacia un residuo no conservado (S(C)3.36), con el cual podrian interaccionar por un puente de
hidrogeno y/o halégeno.

También se obtuvieron los derivados 12-cloroescoulerina y 12-bromoescoulerina en funcién de
la bisqueda de nuevas moléculas con las cuales estandarizar la posible interaccién con los RD
por puentes de halégenos mediante técnicas de simulacién molecular. La comparacién de las
constantes de afinidad calculadas en los receptores hDy y hD, para 12-cloroescoulerina y 12-
bromoescoulerina no mostraron diferencia entre ellas que fueran atribuibles a la presencia de un
puente de halégeno.

El intento de obtener los nuevos derivados de 3MOD modificados en el C-10 y en ¢l C-11
fracasé en su primer objetivo, pero condujeron a la obtencién de una nueva molécula inesperada,
14-cloro-3-metoxi-10-nitro-5,6,7.8,9, 14-hexahidrodibenz[d, glacecina con un rendimiento de
87%, para lo cual se propuso un mecanismo novedoso.

Xiv




Abstract

In a framework aiming to discover new molecules with affinity for dopamine receptors, three-
dimensional model of the human D, and D, dopamine receptors (hD; and hD, respectively) were
built as representatives of the D1-like and D2-like families, respectively. The structures of new
molecules were proposed based on the structure of the hD1 antagonist 3-
methoxydibenz|d,glazecine (3MOD). The changes include halogenations at C-4 to maximize
their affinity by a potential halogen bridge interaction, an aromatic group at C-10 or C-11 to
increase the affinity by 7~z interaction, and an electron withdrawing, hydrogen bonding acceptor
group in C-10 to increase selectivity for the hDjover the hD; by selective interactions with non-
conserved residues.

The existence of the suggested halogen bonding interaction was evaluated by molecular
simulation of the 3-haloboldine/hD;R system for which the affinity constants (K;) were known.
The result show that the computational programs used read the presence of halogen but do not
clarify if the increased affinity is due to halogen bonds or to increased hydrophobic interactions
with the molecules.

4-Chloro3MOD and the 4-bromo3MOD were synthesized. Their K; values at hD; and hD;
showed slightly enhanced affinity by hD;, and in the case of 4-bromo3MOD the selectivity for
the hD, over the hD, was increased ninefold. Docking experiments showd that these derivatives
locates their C-4 halogen atom towards non-conserved residue (S(C)3.36) in these receptors with
which they might interact via a hydrogen and/or a halogen bond.

12-chloroecoulerine and the 12-bromoescoulerine were also synthesized looking form molecules
that might serve to standardize computational modeling of possible interactions with DR via
halogen bond. Their calculated X; of 12-chloroecoulerine and the 12-bromoescoulerine showed
no differences attributable to the presence of a halogen bond.

Synthetic attempts of obtain the proposed the new C-10 or C-11 modified derivatives of SMCD
failed in their objective, but Ied to the formation of an unexpected new molecule, 14-chloro-3-
methoxy-10-nitro-5,6,7,8,9, 14-hexahydrodibenz[d, glazecina in 87% yield, for which a novel
mechanism was proposed.
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Introduccion

Los receptores dopaminérgicos (RD) son receptores neuronales ubicados en diferentes partes del
organismo que se activan en presencia de dopamina ((DA), Figura 1).

HO NH,

A

Figura 1. Neurotransmisor dopamina (DA).

Estructuralmente los RD se clasifican como GPCR, es decir proteinas de membrana acoplados a
proteinas G (Hardman y col., 1995; Kalant y Roschlau, 1998). Los cinco tipos de RD que se
conocen (D, D, Ds, Dy y Ds), foeron descubiertos a lo largo de las décadas del '70 y del 'R0, en
gran parte gracias al desarrollo de técnicas de clonacién y amplificacion de ADN (Gingrich y
Caron, 1993). La clasificacién de estos receptores se basa principalmente en sus propiedades
bioquimicas determinadas por el tipo de proteina G al cual estin acoplados, lo que los divide en
dos familias: “D;-like” y “D,-like” (Kebabian y Calne, 1979). La familia “D;-like”, compuesta
por los RD D; y Ds, se caracteriza por interactuar con el complejo Gs que estimula la
adenilatociclasa y por ende la siniesis intracelular del adenosilmonofosfato ciclico (AMP-
ciclico). En cambio la familia “D,-like” (constituida por D,, D3 y D;) interactiia con la proteina
Gio. que de acuerdo al tipo de complejo presente puede inhibir el efector adenilatociclasa y/o
bloquear canales de calcio junto con la apertura de canales de potasio (Hardman y col., 1955;

Kalant y Roschlan, 1998).

Los RD, en ¢l organismo de los marmiferos, han sido encontrados tanto en el sistema nervioso

central (SNC) como en el sistema nervioso periférico (SNP) (Hardman y col., 1995). En €l SNC
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se ha visto que en la corteza cerebral y en el sistema limbico estan presentes todos los RD, pero
entre ellos predominan los receptores D; y Dz (Fremeau y col., 1991; Weiner y col, 1991).
Ademss se ha encontrado la presencia de Dy, Dy, D3 y D4 en el cuerpo estriado. En el SNP se han
hallado: D,, D4 y Ds en el sistema cardiovascular; D3 y Ds en el rifién; v Ds en el tracto

gastrointestinal (Jose y col., 1992; Amenta y col., 1995; Vaughan y col., 2000).

Fl neurotransmisor DA se ha asociado desde 12 década del 60 a diferentes desordenes mentales
(Seeman, 2010). A medida que transcurrieron los afios se descubrieron los distintos tipos de RD
y desde ese momento, hasta el dia de hoy, se les han tratado de asociar los diferentes desordenes
relacionados con dopamina. Dentro de estos desordenes encontramos: adicciones, esquizofrenia,
depresion y enfermedad de Parkinson (Corominas y col; Burt y col,, 1977; Brooks, 2000;
Gershon y col., 2007; Carati y Schenk, 2011). En las adicciones se ha visto que los receptores
“Dy-like” y “D,-like” estan involucrados en diferentes etapas de estos trastornos y que actian en
diferente grado de acuerdo al tipo de adiccion (Corominas y col.; Carati y Schenk, 2011). En la
esquizofrenia el tratamiento se realiza mayormente con antagonistas de la familia “D,-like”
(Buzt y col., 1977), pero también se ha observado una respuesta positiva en el tratamiento con
antagonistas de tipo “D;-like” (McQuade y col., 1991) y ligandos de receptores de serotonina (5-
hidroxitriptamina) (De Oliveira y Juruena, 2006). En la depresién se ha determinado que una
activacién de los receptores de tipo “Da-like” actuaria eficazmente como antidepresivo (Gershon
y col., 2007). Por tltimo, esta misma familia estaria predominantemente involucrada en la

enfermedad de Parkinson (Brooks, 2000).

La relacién existente entre los desérdenes mentales y neuroldgicos comentados anteriormente y
los RD ha promovido la sintesis de compuestos con el fin de estudiar la bioquimica de ellos,

como también de desarrollar farmacos que reduzcan sus sintomas, ya que actualmente los




productos utilizados contra estos trastornos no cumplen a cabalidad su funcién. Un ejemplo de
esto es lo que sucede en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.(Gershon y col., 2007) En
esta enfermedad el firmaco mas eficaz lder para su tratamiento es L-dopa ((S)-3,4-
dihidroxifenilalanina) que es el principal precursor inmediato en la ruta de sintesis endogena de
la dopamina (Hardman y col., 1995; Kalant y Roschlau, 1998). En un principio la ufilizacion de
este aminodcido hace disminuir los sintomas motores como la rigidez, disquinesia y aquinesia,
pero a medida que avanza el tratamiento se vuelven a desarrollar los movimientos involuntarios,

patologia conocida como disquinesia inducida por L-dopa (Gershon y col., 2007).

Los compuestos con actividad dopaminérgica que se han sintetizado se basan en gran parte en
wnas pocas estructuras de moléculas bases, tales como aminotetralinas, arilpiperidinas,
arilpiperacinas, benzacepinas, ergolinas y aporfinas (Figura 2). Ademds, aparte de sustituciones
comunes {(como halogenacion y metilacién) a éstas se les agregan en ciertos casos residuos de
indoles, tiazoles, quinolinas e indeno, entre otros (Zhang y col., 2007). De acuerdo a los estudios
de las moléculas existentes y sus respectivas afinidades y actividades se han desarrollado

compuestos lideres que son utilizados como base para nuevas moléculas, tal es el caso de las

benzacepinas.
NH
oo OO+ OOm
/
aminotetralina arilpiperidina arilpiperacinas

HH
o C
i ®

benzacepinas ergolinas aporfina

Figura 2. Estructuras de moléculas base de compuestos con actividad dopaminérgica.




Los derivados de benzacepinas ampliamente utilizados en la investigacién bioquimica de los RD
son las 1-fenilbenzacepinas (en rigor, 1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzacepinas, Figura 3 A).
E! compuesto denominado SKF-388393 (1a, Figura 4, Tabla 1) es el primer agonista selectivo
para D; (Kipiike) = 151 1M Kipoaikey = 2364 nM) (Setler y col., 1978; Neumeyer y col., 1991;
Clark y col., 2011) y su modificacién por sustitucion del hidroxilo en C-7 por un cloro dio paso
al desarrollo del antagonista selectivo SCH-23390 (Tabla 1, Figura 4, Kipy) = 0,12 nM; Kipz) =
1210 nM) que en la actualidad es el antagonista lider utilizado como radioligando (Iorio y col.,
1983; Neumeyer y col., 2003). Amplia ha sido la diversidad de los sustituyentes que se han
incorporado en estas dos estructuras. En la Tabla 1 se resumen, junto a las constantes de
afinidad, algunos de los derivados obtenidos en las tltimas décadas (Neumeyer y col., 2003; Wu
y col., 2005; Zhang y col., 2008; Zhang y col., 2009; Qiang y col., 2010). En fancion de mejorar
la eficacia y la estabilidad metabélica de SCH-23390 se rigidizo el segmento aromatico unido a
C-1 generando una nueva familia de moléculas denominadas benzonaftacepinas (Figura 3 B)
(Chipkin y col., 1988; Qiang y col., 2010). El lider de esta nueva familia, SCH-39166 (2a),
present6 afinidades del orden nM para D; y pM para D, (Berger y col., 1989). Veinte afios
después surgieron nuevos derivados de SCH-39166 con variaciones en la posicién 4 det anillo
B (Tabla 2, Figura 4) donde se observé que la inclusién de grupos como mesilamido y etilurea
incrementan la selectividad en D; por sobre D, desde 800 a 6000 veces (Qiang y col,, 2010).
Otra estructura andloga a los derivados de 1-fenilbenzacepina es la 5,6,7,8,9,14-
hexahidrodibenz{d, glacecina que presenta al igual que ellas dos centros aromaticos y una amina
ciclica alifatica (Figura 3 C), con la diferencia importante de que el ciclo de diez miembros le

confiere una flexibilidad conformacional de la que carecen las ofras estructuras.




A) B) C)

Figura 3. Esqueletos moleculares de: A) I-fenilbenzacepinas, B) benzonaftacepinas y C)

5,6,7.8,9, 14-hexahidrodibenz[d g]acecinas.

Figura 4. 1-Fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzacepinas y la posicion de sus modificaciones

detalladas en la Tabla 1.




Tabla 1. Afinidades en los receptores D, y D, asociadas a derivados de 1-fenilbenzacepina

Nombre Ri R; R; Ry D, D,

la, SKF-388393 OH H H H 1,1 160/8800
ib OH (A H H 7,0 310/8000
lc OH Br H H 12 39/2000

1d OH H CH,CH=CH, H 25 10060

le OH Cl1 CH,CH=CH, H 15 122

if OH Br CH,CH=CH, H 50 174

lg OH F CH,CH=CH, H 100 137

1h OH Me CHXCH=CH, H 400 10000

1i OH Br CH:CH=CH, Me 0,11+0,03 838%78
1j OH Br Me Me 0,19+:0,02 44067
ik OH Br H Me 4,41+028 1.072£221
1 OH (1 Me Me 21,3+£22 2.136£573
im H Cl Me Me >10.000 —

in, SCH-23390 Cl H Me H 0,4+0,1 648 + 39

Figura 5. Estructura de SCH-39166 y la posicién de sus modificaciones detalladas en Tabla 2.




Tabla 2. Afinidades en los receptores D; y D, asociadas a derivados de SCH-39166.

Nombre R; R; D, D;
2a, SCH-39166 H H 1,2 980
2b CH,OH H 3 1.647
2c CH=N-OBn H 0,2 69
2d CH=N-OPh H 1,0 124
2e CH=N-OEt H 1,8 217
2f Ph H 0,2 79
2g Ph-30CF; H 23 1612
2h NSOMe H 4,7 1000
2i H NSO,Me 0,5 3000
2j NCONHEt H 2,4 900
2k H NCONHEt 1,5 6000
21 COEt H 2,3 500
2m H CO,Et 3,3 3900

El esqueleto de la 5,6,7.8,9,14-hexahidrodibenzfd, glacecina (Figura 3 C) fue desarrollado
recientemente y han sido muy pocos los derivados surgidos desde su estructura (Hoefgen y col.,
2006; Lehmann y col., 2006; Mohr y col., 2006; Enzensperger y col., 2007; Schulze y col., 2009;
Robaa y col., 2011). Las modificaciones principales estin presentes en uno solo de sus anillos
aromaticos e incluyen: los sustituyentes hidroxilo, metoxilo, amino, metilendioxi y cloro como
también el reemplazo de un anillo bencénico por anillos de tipo: indol, tiofeno y benzotiofeno.
En cuanto al segundo anillo aromatico solo se conocen dos derivados que incluyen un grupo
hidroxilo y metoxilo en C-3 y C-11 a la vez (Mohr y col, 2006). Todos los derivados
desarroliados hasta el momento actian como antagonistas para los receptores D; y Dy y no
presentan selectividad util entre ellos. LE-404 (Figura 6 A) es considerado como el lider de 1a
familia en cuanto a su afinidad (Kipry = 0,39 nM; Kip2=17,5 nM) pero los estudios in vivo han

mostrado que presenta una baja biodisponibilidad atribnida al grupo hidroxilo en su estructura



(Robaa y col, 2011). Es asi como st homodlogo 3-metoxi-7-metil-5,6,7,8,9,14-
hexahidrodibenz[d,g]acecina (3MOD, Figura 6 B) de afinidades un poco menores (Kjpy = 28,5
nM; Kip2y=13,0 nM) potencialmente podria considerarse para realizar modificaciones
estructurales sobre él.

A) B)

Figura 6. Derivados de 5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz[d, glacecina: A} LE-404 y B) 3MOD.

Para disefiar nuevas moléculas de forma racional se pueden utilizar técnicas como SAR
(“structure-activity relationship™), QSAR (“quantitative structure-activity relationship”), 3D-
QSAR (CoMFA “comparative molecular field analysis” y CoMSia “comparative molecular
similarity analysis”) y acoplamiento molecular (“Docking”). Las tres primeras técnicas se
encuentran limitadas por Ia necesidad de conocer un gran niimero de derivados de la molécula a
modificar. El acoplamiento molecular, a diferencia de las técnicas anteriores, es capaz de
relacionar la estructura y composicién aminoacidica del sitio de interaccién del blanco
terapéutico con la estructura del compuesto a modificar. El anélisis de las interacciones permite
proponer modificaciones en un ligando que potencien la afinidad y/o actividad por medio de
interacciones con aminoacidos especificos dentro de la cavidad. Las interacciones que se
potencian comtnmente son las de tipo iénico y/o de van der Waals y dentro de ellas las de
puente de hidrégeno e hidrofobicas. Sin embargo existe otra interaccién de van der Waals que
puede estar presente y ser la razon del incremento de la actividad pero que no es comitnmente

considerada: nos referimos a los puentes de halogeno.




Los puentes de halogeno son un tipo de interaccion que ha sido considerada recién desde
principios de los afios *90 en diferentes &mbitos tales como reconocimiento molecular, ensamble
molecular y quimica supramolecular (Metrangolo y col., 2008); y solo recientemente se ha visto
involucrado en sistemas biolégicos (Voth y col., 2007; Lu y col., 2009; Hardegger y col., 2011).
Esta interaccién se dio a conocer tempranamente en el discurso de la ceremonia de entrega del
premio Nobel de quimica a Odd Hassel, en el afio 1970 (Hassel, 1970). En ésta el premiado
expuso los resultados de un trabajo publicado en 1954 que no fue uno de los que motivaron la
entrega del galardén, v que daba a conocer la existencia de un complejo entre €l bromo
molecular y los oxigenos del 1,4- dioxano, donde la distancia entre los dtomos de bromo y
oxigeno era menor a la suma sus radios de van der Waals (Hassel y Hvoslef, 1954; Hassel,
1970). En ese instante Hassel habia denominado lo observado como “enlace de transferencia de
carga interatomica”, pero no fue hasta el afio 1978 que Dumas y col. le asignaron ¢l nombre de
puente de halégeno (Dumas y col,, 1987). Actualmente se conoce como ma interaccion no
covalente entre un 4tomo de haldgeno (Br, I, en menor proporcién Cl y casi nunca F) en una
molécula y un dtomo (O, N y S) o un grupo (alqueno, alquino o aromaético) electrodonor vecino
{(Metrangolo y col., 2008). Esta interaccion, fuertemente direccional, presenta un dnguio de
unién que varia entre 160° y 180° (Politzer y col., 2006). Lu y col. (2009) estudiaron, por medio
de técnicas computacionales, la energia de la interaccion entre halégeno y oxigeno en varios
sistemas de proteina-ligando (obtenidos desde la base de datos de proteinas “PDB”) que
presentaban distancias internucleares menores a la suma de los radios de van der Waals. En este
trabajo se observd que la energia de este tipo de interaccion es comparable en magnitud a la un
puente de hidrégeno comiin y que el orden de l1a atenuacion de esta esta dado por: H= 1> Br >

Cl. En la Figura 7 se muestra una representacion de la interaccion por puente de halogeno.
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Figura 7. Representacion de la interaccion por puente de halogeno entre el donor de halogeno
1,2.4,5-tetrafluoro-6-nitro-3-yodoobenzeno y el aceptor de halogeno N-metilacetamida. Arriba,

representacion de la interaccion por medio de potencial electroestatico.

El primer estudio sistematico de la interaccion por puente de halogeno en sistemas biologicos
fue realizado por Hardegger y col. En el observaron, por medio de difraccion de rayos X, la
formacién de un puente de halogeno en la estructura cristalina de la catepsina L. humana
cristalizada en presencia de un inhibidor clorado. Este puente se encontraba entre el cloro de un
segmento 4-clorofenilo del inhibidor, y el grupo C=O de un enlace peptidico (Figura 8).
Conjuntamente se evalud la ICs, de una serie de compuestos con diversos sustituyentes en la
posicion 4 del grupo fenilo, donde se observo que su valor para el compuesto clorado era 13
veces menor que el del compuesto no sustituido en dicha posicion. A medida que se aumentaba
el tamaiio del halégeno, en la misma serie de compuestos, su valor disminuia aun mas (ICsq) =
0,29 uM, ICsgcpy = 0,022 pM, ICsomr = 0,012 uM y ICsqq) = 0,0065 pM). Ademas, en el mismo
estudio, se evalud la afinidad de los compuestos sustituidos con flior y con metilo, grupo de

lipofilia apenas inferior a Cl (ICsor) = 0,34 pM e ICspme) = 0,13 pM) observandose que no
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mejora significativamente la afinidad del compuesto con respecto al no sustituido, lo que
concuerda con la presencia o ausencia de Ia interaccién por puente de haldgeno. En algunos
casos esto también fie confirmado cristalograficamente (codigo de tres letras PDB: 2xul, 2xu3,

2xud, 2xu5) (Hardegger y col., 2011).

G 6l

aaﬂl

o o
@c,

Figura 8. Derivado halogenado ensayado por Hardegger y col. (X representa el halgeno). Por
medio de una linea punteada roja se representa la interaccién por puente de haldgeno con el

oxigeno carbonilico de glicina G61 de la catepsina L humana.

El estudio por medio de acoplamiento molecular para proponer maneras de potenciar la afinidad
de nuevos ligandos aprovechando interacciones del tipo puentes de halégeno se encuentra ain en
una etapa preliminar, dado que hay pocas metodologias computacionales desarrolladas con este
fin y su empleo puede ser poco confiable. Kolaf y col (2013). realizaron ¢l estudio de la
interaccion por puente de haldgeno en 92 estructuras cristalinas ligandohalogenado-receptor por
medio de dimulacién molecular, Por ello se propone que el estudio de esta interaccion por medio
de la correlacién entre resultados de K; asociados a la presencia de un puente de halégeno y
“docking” podria servir a modo de estandarizacién para un posterior disefio de firmacos. En el
caso del RD, el estudio propuesto se podria realizar a partir de investigaciones anteriores que

sugieren por medio de las constantes de afinidad que en la interaccion ligando-RD podria
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involucrar un puente de halogeno. En ellas se realizo la sintesis y posterior evaluacién de la
afinidad dopaminérgica “D1-like” y “D2-like” (asi como también de la afinidad o;x-adrenérgica
(Martinez y col., 1999)) de derivados de la boldina halogenados en la posicién 3 (Figura 9),
donde se observd que existia un aumento considerable de la afinidad “D1-like” al pasar de la
boldina no sustituida (ICsywy = 0,4 M) a las halogenadas y ademéis este incremento se
encontraba relacionado con el tamafio molecular de los haldgenos (ICsocn = 0,081 pM, ICsppy =
0,066 uM y ICsqqy = 0,003 pM). Ademas se observo que derivados de predicentrina, halogenados
en la posicion 3 (Figura 9) también incrementaban su afinidad hacia los receptores “D1-like” al
encontrarse sustituido este carbono por un haldgeno (Kigy = 0,243 pM, Kipy = 0,015 ptM y K=

0,006 uM) (Sobarzo-Sanchez y col., 2000; Asencio y col., 2005).

Figura 9. Boldina (R = OH; X = H), predicentrina (R = Me; X = H) y sus derivados

halogenados en el C-3.

El estudio de las interacciones ligando-proteina requiere del conocimiento de la estructura
tridimensional de esta ultima. Los RD, como se menciond, son GPCR y estructuralmente se
caracterizan por estar constituidos por 7 dominios transmembranares (TM) a-helicoidales unidos
por tres lazos intracelulares y tres lazos extracelulares y un sitio de unién ligando-proteina
ubicado entre los TM hacia el espacio extracelular (Figura 10). Los TM presentan alta
homologia entre las distintas familias de RD (42% - 46%) (Bahena-Truyjillo y col., 2000), como

también entre los integrantes de cada una. En el caso de los receptores D, y Ds esta homologia
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alcanza un 80% y para la familia “D2-like” esta alcanza un valor de: 75% entre D> y D3 y 53%
entre D, y D, (Missale y col., 1998). En el sitio activo existe una alta identidad aminoacidica
entre los residuos que han sido catalogados como cruciales para la activacion del receptor. Este
es el caso de un aspartato (D) ubicado en TM III (D3.32 segun la nomenclatura de Ballesteros y
Weinstein ZY. XX ver Anexo A, p. 172 (Ballesteros y Weinstein, 1995)) y tres serinas (S)
ubicadas en el dominio TM V: $5.42, S5.43 y S5.46. Por otro lado se ha estudiado la presencia

de un puente de disulfuro entre cisteinas (C) del lazo extracelular 2 (e_2) y el dominio T™ III,

Moreira y Shi, 2010) .

Figura 10. Representacion estructural del receptor D;. El receptor (en celeste) se encuentra
inmerso en una bicapa lipidica coloreada suevamente en tonos anaranjados. Los siete dominios
de TM se encuentran identificados con nimeros romanos. Los lazos extracelulares o
citoplasmaticos se identifican con e _ o ¢_ respectivamente y se encuentran numerados del 1 al 3.

El puente de disulfuro se sefiala en amarillo y el ligando DA en morado.
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En la actualidad existe un nimero de estructuras de proteinas conocidas mucho mayor con
respecto a afios anteriores, encontrandose dentro de ellas la estructura del RD Ds.
Lamentablemente D; no es mno de los receptores representativos de alguna de las dos
subfamilias de RD que existen, Iugar que toman los receptores D; y D», ya que estos son los que
presentan una mayor densidad dentro del sistema nervioso central y por lo tanto son los
asociados a un mayor niimero de desordenes mentales. Para desarroliar el estudio de cémo
interaccionaria un ligando con un blanco ain no conocido tridimensionalmente se debe construir
un modelo de él, en este caso los receptores D; y D,. La construccién de modelos de los RD se
ha realizado comfinmente desde la estructura cristalina de la rodopsina de bovino (Moreira y Shi,
2010). En 2007 y 2008 fueron cristalizados por primera vez los receptores Bz y Pi-adrenérgicos,
lo que Hlevé a la consfruccién de modelos mas confiables de Jos RD, pero recientemente fue
cristalizado el primer RD, el cual fue del tipo D; humano (Rasmussen y col., 2007; Wamme y col,,
2008; Chien y col., 2010). En este estudio se observaron varias situaciones: una de ellas es la
existencia del puente de disulfuro caracteristico de GPCR nombrado anteriormente, pero ademas
se observa otro puente entre los residuos C355 y C358 en el tercer lazo extracelular. También se
da cuenta de que el sitio de unién involucra los dominios de las TM I, I, V, VIy VIl y el lazo
extracelular 2. Todo lo anterior obliga a utilizar esta nueva informacion en la construccidén de los

modelos de RD.
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Hipotesis
El estudio estructural de los receptores dopaminérgicos permitira por medio de técnicas
de simulacion molecular proponer derivados de 3-metoxidibenz|[d glacecina que potencien la

afinidad y/o selectividad por el receptor Dy.

La sintesis de los nuevos derivados se puede realizar a través de la ruta sintética

informada para 3-metoxidibenz[d, glacecina.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar la caracteristicas estructurales de los receptores dopaminérgicos Dy y D; y a partir de

estas desarrollar nuevos derivados de 3-metoxidibenz{d glacecina con mayor afinidad y/o

selectividad.

Objetivos especificos

L

Construir modelos de los receptores dopaminérgicos Iy y D, humanos a partir de la
estructura cristalina del receptor homélogo D;.

Realizar estudios de simulacién molecular para disefiar nuevos derivados de 3-
metoxidibenz[d, glacecina que puedan presentar mayor afinidad y/o selectividad.
Realizar estudios de simulaciéon molecular sobre la presencia de puentes de halégenos
entre los receptores I3, y derivados de boldina como también en ofros compuestos que se
sugiere que interaccionan a fravés de puente de haldgeno com los receptores
dopaminérgicos.

Sintetizar los derivados de dibenzacecina propuestos por los estudios de simulacion
molecular.

Sintetizar compuestos halogenados y alquilados faltantes en las otras familias que se
crea que podrian interactuar con los receptores dopaminérgicos por medio de un puente
de halogeno.

Caracterizar y validar la pureza de los compuestos sintetizados para su entrega al

laboratorio que realizard la evaluacion bioquimica de sus afinidades.
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Resultados y Discusion

SIMULACION MOLECULAR

Construccién de los modelos de los receptores dopaminergicos (RD)

Alineamiento Aminoacidico

Los modelos tridimensionales de los receptores Dy y D, humanos (hD; y hD, respectivamente)
se obtuvieron mediante modelamiento por homologia. Inicialmente se realiz6 el alineamienio
aminoacidico que se encuentra en el Anexo A p.173-4. Con él se obtuvo el porcentaje de
identidad aminoacidica entre los receptores a modelar y los moldes (Tabla 3) observandose que
el mejor molde para el hD, es el receptor B2 adrenérgico humano (hf>AR), con una identidad
aminoacidica de 38,7% v para el hD; el receptor hD;, con una identidad aminoacidica de 47,8%,
por lo cual ambos se utilizaron en la construcciéon de los modelos a través de Modeller. Uno de
los receptores de tipo GPCR de monoaminas que no se integré en la eleccion del molde es el
receptor P1 adrenérgico de pavo (13, AR) ya que fue cristalizado con posterioridad al presente
estudio (Huang y col., 2013).

Considerando que los GPCR presentan residuos de aminoicidos conservados que son
importantes a nivel estructural y/o funcional (Karnik y col., 2003; Moreira y col., 2010), algunos
de estos fueron definidos como puntos de referencia para establecer los segmentos a alinear.
Dentro de estos residuos estdn; dos cisteinas (C), una en el inicio de la TM 1II y otra en una
posicion variable del lazo extracelular 2 (e_2), el segmento DRY en el final de la TM HI el cual

ha sido descrito como relevante para el estado inactivo, y el conjunto de aminoacidos WxxPx en
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la TM VI, donde se ha propuesto que triptdfano (W) participa en el proceso de transduccion de

los GPCR (Lewis y col., 2006).

Tabla 3. Porcentaje de identidad aminoacidica entre receptores GPCR-A (potenciales moldes)

y los receptores a modelar hD, y hD,.

bRh  hpAR ;AR hA;A hM; hH; hD;

hD, 20,5 387 41,3 29,7 333 31,6 36,9
hD, 19,7 29,7 29,1 27,1 268 269 478

Construccion y validacién de los modelos de los receptores hD; y hD;

Para la obtencién de las estructuras tridimensionales de los receptores hD, y hD,, por medio del
programa Modeller (Shen y Sali, 2006; Melo y Sali, 2007) se debe definir explicitamente la
existencia de puentes de disulfuro. Para ello se consider6 que en un 90% los receptores GPCR se
conserva un puente de disulfuro entre el extremo extracelular de la TM Il y el lazo extracelular
2 (e_2) (Karnik y col.,, 2003; Moreira y Shi, 2010). Asi, de acuerdo al anélisis realizado, se
establecié que el puente de disulfuro en los modelos se presenta entre C3.25 y C186e 2 en el
hD, y entre C3.25 y C182¢_2 en el hDs.

De los 100 modelos generados fueron seleccionados 5 para cada receptor. L.a discriminacion
primaria de los modelos se basd en el criterio energético (valor del “DOPE Score”) entregado

por Modeller (Tabla 4, (Shen y Sali, 2006)).
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Tabla 4. Valores del “DOPE score” para los modelos seleccionados de hD, y hDD,

hD, hD,
N° Medelo DOPE score N° Modelo DOPE score
5 -38981 4 -40038
11 -39015 26 -40023
26 -39110 64 -39983
31 -39467 105 -40033
35 -39211 166 -40006

Los modelos de los hD; y hD, fueron evaluados energética y estereoquimicamente utilizando los
programas ProSa (Wiederstein y Sippl, 2007) y PDBSum (Laskowski y col, 1997)
respectivamente. Cabe mencionar que todos los resultados de esta evaluacién se comparan con
los estudios en las proteinas utilizadas como molde para construir los modelos. A continuacién

se describen los resultados obtenidos.

Representaciones de Ramachandran obtenidos desde PDBSum.

Las representaciones de Ramachandran fueron obtenidos para las estructuras cristalinas de los
receptores utilizados como molde (Anexo A, p. 175) y para los modelos de menor DOPEscore
de cada receptor (Figura 11 A y B). En el Anexo A, p. 175 ademés se¢ encuentra una tabla
resumen de los graficos de Ramachandran de los 5 modelos seleccionados para cada receptor

(Tabla 4), asi como también €l de las estructuras cristalinas.
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Figura 11. Representaciones de Ramachandran de los modelos escogidos de A) hD; y B) hD;.
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En la Figura 11 para ambos casos se puede observar que la mayoria de los residuos forman
parte de estructuras terciarias de tipo o-hélice concordando con lo que se conoce de los
receptores del tipo GPCR (Hardman y col., 1995; Kalant y Roschlau, 1998; Xu y col., 2007).
Solo los residuos localizados en los lazos extra e intracelulares poseerian una estructura
secundaria aleatoria. Debido a que los lazos pueden o no tener una estructura secundaria
determinada, los valores de los angulos diedros “y” y “@” de estos segmentos no se han

establecido para las estructuras secundarias que se definen en los graficos de Ramachandran.

ProSa

La validacion energética de los modelos se realizo utilizando el programa ProSa (Wiederstein y
Sippl, 2007), el cual entrega una descripcion general de los modelos seleccionados en funcion de
estructuras tridimensionales obtenidas experimentalmente (difraccion de rayos X y/o RMN) y
una descripcion energética por segmento. El grafico de Z-score™ versus numero de residuos

muestra (Figura 12 A y B) que tanto el modelo del hD; como el del hD; estan en areas
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aceptables. Por otra parte, en el anélisis de la energia del modelo (Knowledge-basedenergy) por
segmento de aminoécidos (ventanas de 20 y 40 unidades) se observa (Figura 12 C y D) que
existen zonas con valores de energia mayor a 0, que indican conformaciones desfavorecidas. Es
importante mencionar que experimentalmente se tiene escasa informacién estructural de
proteinas de membrana. Por ello se analizaron las estructuras cristalinas utilizadas como molde
encontrandose que las representaciones graficas presentan un comportamiento similar a los
modelos del hD, y del hD,. En el Anexo A, p. 176 se encuentran los graficos entregados por el

sitio web Prosa para ambas estructuras cristalinas

o mo &

0 | e D)

Knawledge-based srergy

n?

Smquence positon Sequance positon

Figura 12. Graficos obtenidos del sitio web ProSa. A) y B) Graficos de “Z-score” calculados a
partir de la base de datos de estructuras provenientes de difraccion de Rx (azul claro) y RMN
(azul oscuro). El valor obtenido para los modelos de los receptores hD; y hD; se destaca en

negro. C) y D) Graficos de “Knowledge-based energy” para los modelos de los hD; y hD;

respectivamente.

21




.Un segundo puente de disulfuroe?

Es esta seccion se estudio la posibilidad de un segundo puente de disufuro en el segmento
extracelular, ya que un segundo puente fue observado en algunas de las estructuras cristalinas
utilizadas en la alineacién de secuencias aminoacidicas (hDs, hM,, hA;A y hH,). Este se ubica
en el lazo extracelular 3 (e 3) en los hD;, hM, y hA;A y desplazado hacia la TM VI en el hH,
(Anexo A, p. 177). En todos los receptores el segundo puente de disulfuro se forma entre
cisteinas separadas por dos residuos aminoacidicos. El receptor hp,AR no presenta un segundo
puente disulfuro y tampoco las cisteinas disponibles para formarlo. La secuencia aminocidica del
hD, presenta tres cisteinas disponibles en el e_3 que podrian potencialmente formar un puente
disulfuro (Figura 13).
i R
w o~
hD, lciLpeldeseeTardd
Cri_hD;  VLNTHCQTCHV- - - -
Cri_hB,AR | VHVIQDNLI - - - - -
cri_hAA  [cfr TF FP 8 - s 00 3

Cri_hH, MV IAF|C/KNC[C- - - - -
Cri_hM, LIN;I‘FCA IPN- - -

e 3

6o ololbk]6s
ool

Figura 13. Alineacion de las secuencias aminoacidicas del segmento del e 3 entre hD, y las
estructuras cristalinas de hD;, hA;A, hH; y hM,. Enmarcadas en rojo, las cisteinas (C)
disponibles en el hD1 para construir el modelo del hD, 2S8S. En verde, las que forman el
segundo puente de disulfuro observado en las estructuras cristalinas. En azul, la cisteina

disponible en el hA;A que no participa en el segundo puente de disulfuro extracelular.

Una primera opci6n es considerar C268¢_3 y C277e_3, donde el puente se formaria en el centro

del e 3, al igual que las estructuras cristalinas de los hDs;, hM; y hA;A, pero no con la distancia

optima observada. Una segunda opcion es considerar C6.57 y C268e¢_3, lo que formaria un
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puente de disulfuro similar al observado en el hH,. La segunda opcién tendria una menor
probabilidad de existir al considerar que el residuo C6.57 estd conservado en el hAA y no
participa en un puente de disulfuro. Considerando lo antecedentes observados se construyo un
modelo del hD, con dos puentes de disulfuro (hD;_2SS): el primero entre C3.25 y Cys186e 2y
el segundo, tomando la primera opcion, entre C268e_3 y C277¢_3.

La construcciéon del modelo hD; 2SS utilizo la metodologia mencionada anteriormente (p. 18).
Las graficas relacionadas con este se encuentran en el Anexo A, p. 178.

Con el fin de evaluar la estabilidad y las caracteristicas de cada modelo en presencia de uno o
dos puentes de disulfuro se realizo una relajacion del sistema por 10 ns. Para los modelos
hD; SSy hD; 2SS se observo que la desviacion estandar (valor de RMSD) fue en promedio 4,5
A y 5 A respectivamente (Figuras 14 A). Al evaluar el comportamiento de los dominios de
transmembrana se determiné que el valor de RMSD para cada sistema (Figuras 14 B) fue en
promedio de 2.5 A para ambos modelos. Los resultados de simulacion muestran que el sistema
con doble puente de disulfuro presenta menor estabilizacion y mayores cambios estructurales
desde la estructura inicial, aunque las diferencias no son altamente relevantes.

A) B)

Distancia (A)
2

Distancia (A)
w

o

0 T T T T T T ¥ T & T 1

0 2 4 6 8 10 0 ' 4 6 8 10
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

Figura 14. Graficos de RMSD obtenidos de la dindamica de 10ns para hD;_SS (—) y hD, 2SS

(=). A) proteina completa y B) domino transmembranal.
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La informacién entregada por las graficas de RMSD no son decidoras para la eleccién de un
modelo del hD; con uno o dos puentes de disulfuro. Para definir entonces el nitmero correcto de
puentes, se estudid como afecta su presencia la existencia de un cierre iénico cercano a la cara
citoplasmatica de los receptores observado en el estado inactivo de un 72% de los GPCR
(Karnik y col., 2003; Moreira y Shi, 2010). Un estado inactivo del receptor se puede dar cuando
el receptor se encuentra sin ligando (APO) o cuando se encuentra acomplejado con un
antagonista, los cuales estabilizan un estado inactivo en las proteinas. El cierre idmico
citoplasmatico que forma parte del motivo ((D/E)R(Y/W)) se observd en las estructuras
cristalinas utilizadas como molde (hD; y hf,AR) acomplejadas con un antagonista (Rasmussen y
col., 2007; Chien y col., 2010). Ademas en el hD3 se observé que el residuo Y138¢_2 refierza la
interaccion i6nica y si bien los receptores bRh y hA,A no se utilizaron como molde en ellos
también se observd el cierre iénico (Palczewski y col., 2000; Jaakola y col., 2008).

De acuerdo a lo anterior los residuos que se consideraron para describir el cierre iénico en €l hD;
fueron: D3.49, R3.50, Y131¢ 2 y E229¢ 2 y E6.30. En el modelo hD;_SS inicialmente los
residuos adoptaron posiciones semejantes a las que tienen en el hDs, en donde todos, menos
E229¢c 2, estén involucrados en la interaccién. En el modelo hD,;_2SS los residuos adoptaron
inicialmente una configuracién semejante a la observada en Ia estructura del hf,AR, donde
Y131c 2, E229¢ 2 v E6.30 estan mads bien alejados de los otros residuos. En la Figura 15 se
encuentran el estado inicial de ambos modelos y las estructuras utilizadas como molde. A
continuacién en la Figura 16 se muestran las graficas de distancia versus tiempo de los residuos

potencialmente envueltos en el cierre i6nico.
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Figura 15. Visualizacion de la interaccion ionica R3.50-E6.30 en las estructuras utilizadas como

molde: A) D; y B) B>AR y en los modelos del receptor D, con: C) un puente de disulfuro

(hD, SS)y D) con dos puentes de disulfuro (hD,_2S8S).
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Figura 16. Perfiles de distancias entre residuos aminoacidicos que conformarian un cierre i6nico
hacia el lado intracelular del receptor en su estado inactivo para hD,_SS (=) y hD;_2SS (—). A)
R3.50 - D3.49, B) R3.50 - E229¢ 2, C) R3.50 - E6.30, D) Y131c_2 - D3.49, E) Y13Ic 2 -

229¢c 2y F) Y131c 2 - E6.30.




Los perfiles de distancias muestran que tras 10 ns de simulacion se han estabilizado las
interacciones que conformarian un cierre iénico hacia el lado intracelular del receptor (Figura
16). Para el modelo hD;_SS s¢ observo que R3.50 interacciona a la vez con D3.49, E229¢ 2 y
E6.30 y que E229¢ 2 interacciona a su vez con Y131c_2. En hD; 288 se observaron menos
interacciones dadas solamente entre: R3.50 con D3.49 y E229c 2. Los perfiles de distancia
manifiestan que la inclusién de un segundo puente de disulfuro, entre los residuos C268¢ 3 y
C277¢ 3, desestabiliza la interaccién iénica propuesta para un estado inactivo, dado por la
ausencia de ligando. A partir de lo anterior se cree que la existencia de un segundo puente de

difulfuro ubicado en el tercer lazo extracelular en el estado inactivo estudiado es poco probable.

Comparacién estructural de hD, y hb,.

En esta seccion se describe y se comparan las caracteristicas de los modelos de hD,; y hD, con
especial énfasis en la descripcién de las caracteristicas fisicoquimicas del sitio ortoestérico en
ambas macromoléculas. Ademsas se define cudles podrian ser los puntos claves de interaccion
que mejoren la afinidad y/o selectividad de potenciales ligandos de RDs. En la Figura 17 se

encuentra la superposicién de ambos modelos.
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Figura 17. Superposicion de los modelos de los hD, (pirpura) y hD, (anaranjado). A la
izquierda vista lateral y a la derecha vista superior de los receptores. En nimeros romanos el

namero de la transmembrana correspondiente.
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Prediccién de posibles sitios de interaccidn ligando proteina.

Utilizando el programa ICM_Pro se determinaron posibles sitios de interaccion proteina-ligando
(Anexo A, p. 179-80). Para el hD, el programa propuso 6 bolsillos: 3 de ellos hacia el espacio
extracelular y 3 hacia el citosol. Debido a que la suma de los tres primeros abarca los 7 dominios
transmembranales y considera todos los residuos que han sido descritos como participes en la
interaccion con ligandos, estos se consideraron para definir el bolsillo de interaccion del hD;
(Tomic y col., 1993; Nyrdnen y col., 2001; Xhaard y col., 2006; Fu y col,, 2007; Malo y col.,
2010; Cueva y col.,, 2011; Chemel y col., 2012; Malo y col,, 2012; Kolaczkowski y col., 2013;

Ye y col., 2013). Lo mismo se hizo para €l hD-.

Sitio de interaccion.

En la Tabla 5 se muestran los aminoécidos correspondientes al bolsillo putativo propuesto por el
programa ICM_Pro. En las Figuras 18 y 19 se representan los mismos residuos identificandolos
mediante diferentes colores segin sus propiedades fisicoquimicas: rojo (residuos con carga
negativa), azul (residuos con carga positiva), amarillos (residuos neutros hidrofobicos) y verde

(residuos neutros hidrofilicos).
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Tabla 5. Residuos propuestos por el programa ICM_Pro que conformarian los bolsillos

ortoestéricos de hD, y hD;.

hD; hD,

19

21

131
1.34
1.38
2.57
261
2.64
2.65
87e 1
8% 1
93¢ 1
9e 1
3.25
3.27
3.28
3.29
332
3.33
3.36
337
160
162e 2
164e 2
166e 2
168e 2
169¢ 2
172e 2
185e 2
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1.38
2.57
261
2.64
2.65

3.28
3.29
3.32
3.33
3.36

hD, hD,
C 186e 2
S 188e 2 1 183e 2
S 189% 2 I 184e 2
L 190e 2
Y 5.38 F 538
A 539 V 5.39
S 542 S 542
S 543 S 543
S 546 S 546
W 6.48 W 6.48
F 651 F 6.51
F 6.52 F 6.52
N 6.55 H 6.55

I 6.56

N 6.58
L 6.59 I 6.59

D 274¢ 3
T 273¢ 3 C 275¢ 3
F 276e 3 I 277¢ 3
D 27% 3
S 732 P7.32
F 735 Y735
D 7.36

§7.37
Vv 7.39 T7.39
W 740 W7.40
G7.42

W 7.43 Y7.43
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Figura 18. Residuos correspondientes al bolsillo ortoestérico propuestos por el programa

ICM_Pro para el modelo del hD,. En la parte superior derecha residuos correspondientes a los

lazos extracelulares y en la parte inferior derecha residuos que conforman las TM. Los residuos

se colorean de acuerdos a las siguientes propiedades: negativo/rojo; positivo/azul;

hidrofébico/amarillo; hidrofilico/verde.
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Figura 19. Residuos correspondientes al bolsillo ortoestérico propuestos por el programa
ICM pro para el modelo del hD, (anaranjado): en la parte superior derecha residuos
correspondientes al segmento del receptor conformado por los lazos extracelulares y en la parte
inferior derecha residuos que conforman las TM. Los residuos se colorean de acuerdo a las

siguientes propiedades: negativo/rojo; positivo/azul; hidrofobico/amarillo; hidrofilico/verde.

Dentro de los segmentos importantes involucrados en la interaccion receptor-ligando, se ha
sefialado que las TM III, TM V y TM VI tendrian un rol fundamental en los GPCR de
monoaminas (Karnik y col., 2003). En los modelos generados de cada receptor se observé que

los residuos de los dominios mencionados anteriormente presentan una identidad aminoacidica
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del 53%. Asi, residuos de amino4cidos hidrofébicos no aromaticos presentes en cada sitio s6lo

se diferencian en su volumen.

Caracteristicas particulares

En el modelo del hD», 1a suma de los bolsillos extracelulares propuestos por ICM_Pro, presentan
un 56% de aminoécidos hidrofébicos que se ubicarian principalmente en las TM III, TM VIy el
lazo extracelular 3 (¢_3). Ademas en el bolsillo estin presentes los residnos cargados D3.23,
E2.65 e H6.55 (finico cargado positivamente dentro del bolsillo) en las TM y D274¢ 3 en el
lazo. El primero de ellos se encuentra en el centro del bolsiilo, mientras que el segundo se ubica
hacia el espacio extracelular y podria interaccionar a través de un puente de hidrogeno con
§7.37, lo que formaria una interaccién transmembranal entre las TM Iy TM VIL Por otra parte
D274¢_3 se localiza rodeado de residuos que presentan propiedades hidrofilicas. El aporte polar
hidrofilico, a través de Y, S, T y C, esta dado principalmente por la TM VILy €l ¢_3. En segundo
lugar se encontraria la TM V, que coniribuye con tres serinas: $5.42, 8543 y 55.46
caracteristicas de los complejos propuestos entre los receptores dopaminérgicos y dopamina
(Tomic y col., 1993; Nyronen y col., 2001; Seeman, 2010; Chemel y col., 2012). En fltimo lugar
Ia TM TII aporta solo con C3.36.

En el hD, la contribucién hidrofobica estd dada por un 50% de los residuos que se encuentran
ubicados principalmente, a diferencia del hD,, en las TM VIy TM VIL Ademas en este bolsillo
existen mAs aminoécidos cargados que los propuestos para el hD,. De los tres residuos cargados
negativamente en los segmentos de transmembrana: E2.65, D3.32 y D7.31, los dos primeros
estan conservados en ambos receptores. En cuanto al segmento extramembranar, el programa
ICM_Pro muestra D29 ubicado en el segmento aminoterminal y D27% 3; este lltimo podria

considerase como un residuo conservado entre ambos receptores y equivalente a D274e 3 en el
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hD,. Los residuos transmembranales cargados positivamente son R1.31 y K2.61 y en los lazos se
propuso a H164e 2. Ademas los residuos hidrofilicos, a diferencia de hD, se ubican

principalmente enlaTM Vyele 2.

Acoplamiento molecular de 3-metoxidibenz[d,glacecina en los modelos del hD; y del hD,

Una vez construidos los modelos del hD; y del hD, se realizé acoplamiento molecular (AM)
utilizando el programa AutoDock4d con el antagonista 3-metoxidibenz[d, glacecina (3MOD)
(Tabla 6). A partir de los resultados fue posible establecer los residuos involucrados en las
principales interacciones entre estos receptores y el ligando (Figura 20 y Tabla 7). Luego, para
evaluar la estabilidad de los complejos formados entre 3MOD y los receptores, se realizaron
simulaciones de dinimica molecular (DM). Con estos estudios se evaluaron, ademas de las
interacciones, los cambios conformacionales de la cavidad de la proteina (Figura 23 y Tabla 8)
y se propusieron modificaciones en ambos anillos aromaticos de 3MOD. Con los resultados
obtenidos para los complejos receptor-ligando, con el fin de mejorar su energfa de interaccion
ylo selectividad entre los RD, se evaluaron las modificaciones estructurales sugeridas en 3MOD

en el anillo A y B (Figura 24, 41 y 42),

"Para desarrollar una mejor descripcion de los resultados los carbonos: C-1, C-2, C-3 y C-4 de

3MOD se definirdn como parte del anillo aromdtico A y los carbonos: C-10, C-11, C-12 y C-13

como parte del anillo aromdtico B (Figura 20)".
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Figura 20. Estructura de 3MOD. A) Nombre de los anillos presentes en la molécula y en rojo
los niimeros correspondiente a cada atomo sustituible del anillo “B”. B) Vision de un modelo de

3MOD en el acoplamiento con los RD.

Los resultados del AM en ambos receptores permiten proponer la ubicacion y conformacion
principal de 3MOD en el bolsillo descrito anteriormente (Figura 18 y 19, Tabla 5). Las energias
predichas por el programa AutoDock4 (Tabla 6) indican que no existe una selectividad
significativa de 3MOD por hD; 6 hD,, lo que concuerda con las constantes de inhibicion

obtenidas experimentalmente (Mohr y col., 2006).

Tabla 6. Energias de acoplamiento molecular y constantes de inhibicion experimentales de

3MOD en hD, y hDs.

Receptor AG (kcal/mol) K,(nM)'
hD, -7,43 285+9,7
hD, -7,91 13,0+ 9,0

'(Mohr y col., 2006)

Al comparar las interacciones generadas en los complejos hD,/3MOD y hD,/3MOD se observa
que:

* 3MOD genera un puente salino entre el grupo amonio y el residuo D3.32 tal como se encuentra

entre receptores de dopamina y de otras monoaminas, tanto con sus ligandos endogenos como
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con una amplia variedad de farmacos G (Hardman y col., 1995; Kalant y Roschlau, 1998; Ye y
col,, 2013).

» Con respecto al grupo metoxilo en la posicion 3 del ligando, si bien se localiza haciala TM V,
el 4ngulo entre su oxigeno y el grupo hidroxilo de $5.46 (111° en hD, y 113° en hD;) no es
éptimo para la formacién de un puente de hidrégeno (Figura 8) (Pauling, 1960). La
importancia de la interaccién con los residuos de serina de la TM V entre agonistas y el hD, ha
sido confirmada mediante ensayos de mutagénesis y posterior evaluacion de la afinidad y
actividad con diferentes ligandos (Chemel y col., 2012). Estos estudios han informado que el
intercambio de serina por alanina disminuye la afinidad y la actividad de dopamina en el hD;.
La ausencia de esta interaccion en los presentes resultados de AM podria corresponder 2 la
actividad antagonista informada para esta molécula en los RDs (Enzensperger y col., 2007).

» Por otro lado la posicién de ambos grupos arométicos de la estructura de 3MOD (anillos A y
B, Figura 6) estaria estabilizada por un bolsillo hidrofobico que ha sido descrito en Ia
estructura cristalina del complejo formado entre el hD; y eticloprida (Chien y col., 2010). De
los amino4cidos que rodean al anillo A, se ha propuesto que los residuos aromdticos W6.48 y
F6.51 contribuyen de manera importante a la estabilizacién de la noradrenalina en el receptor
B2AR, receptor que presenta una alta identidad aminoacidica con los receptores de dopamina
(comentado anteriormente en la p. 38) (Taddese y col., 2013). También se ha postulados que el
residuo W6.48 desempefia un rol importante en el mecanismo de activacion y de desactivacion

en los receptores de monoaminas (Nyronen y col., 2001; Selent y col., 2010).

Las interacciones generales anteriormente descritas estdn de acuerdo con las caracteristicas de la

cavidad propuesta para monoaminas endogenas y otros firmacos activos en este tipo de receptor.
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Figura 21. A la izquierda se muestra la superposicion de los receptores hD; (purpura) y hD;
(anaranjado). Ademas se muestra el ligando (blanco) como superficie punteada en la
conformacion mayoritaria obtenida por AM. A la derecha se encuentra una ampliacién de la

zona de interaccion entre las macromoléculas y el ligando. Entre paréntesis residuos del hD,.
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Tabla 7. Residuos en las cavidades de unién de los complejos hD;/3MOD y hD./3MOD.

=
2

hD,

2.57
3.28
3.29
332
3.33
3.36
337
4.52

e m T g g oE <

188e 2
189¢ 2
5.38
542
5.43
5.46
547
6.48
6.51
6.52
6.55
7.35
7.39

< Z WA g™ nn < n®n

Z

7.43

- T B =R T = B I IR R B L e IR ¢ B S - ISR S

2.57
3.28
3.29
3.32
333
3.36
337
452
4.57
183¢ 2
184¢ 2
538
5.42
543
5.46
5.47
6.48
6.51
6.52
6.55
7.35
7.39
742
7.43

38




Dindmica Molecular (DM)

Los resultados de DM obtenidos para los complejos insertos en una bicapa lipidica dan cuenta de
la estabilidad del sistema en un determinado intervalo de tiempo (20 ns). Para los complejos
hD,/3MOD y hD,/3MOD se observo que la desviacion estandar (valor RMSD) fue en promedio
de 5 A cuando se consideré el receptor completo (Figuras 22 A y B, linea continua —). Sin
embargo, se observo que existen fluctuaciones que impiden que el sistema se mantenga estable
durante la dinamica. Dichas fluctuaciones tienen origen en algunos casos en interacciones entre
los iones sodio del medio y los aminoacidos cargados negativamente de los lazos.

Buscando evaluar el comportamiento del dominio transmembranal se determiné el valor de
RMSD para cada sistema (Figuras 22 A y B, linea continua 10, —), encontrandose que esta
desviacion fue en promedio de 2 A, la cual logra estabilizarse rapidamente. Uno de los
movimientos mas pronunciados se produjo al inicio de la TM V en hD,, donde el Ca de R5.36
(residuo ubicado en la parte superior de la TM V) se mueve 6,6 A de su posicion inicial hacia el

interior del bolsillo (Anexo A, p. 181).

A) B)

RMSD(A)

Proteina
Transmenbranas

—— Proteina
Transmenbrana

0 | (L TS TS | T "} 0+ T T T T T T T T T 1

T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

Figura 22. Grafico de RMSD obtenido de la dinamica de 20ns para la proteina completa (—) y

para los 7 dominos de transmembrana (—): A) hD,/3MOD y B) hD,/3MOD
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Respecto al ligando es posible observar en la Figura 23 que no existen mayores diferencias al
finalizar la simulacion respecto al lugar donde estaria interactuando en el receptor. En el caso del
complejo con hD; el ligando se mueve 1,6 A, pero esto no tiene mayor influencia en las
interacciones a nivel global entre el ligando y los aminoacidos de la cavidad. Es probable que el
movimiento descrito anteriormente, en la parte superior de la TM V, tenga implicancias en el
cambio observado en el complejo hD;/3MOD. Por ello, un mayor nimero de residuos del
extremo fijo del lazo extracelular 2 (e_2r) de la TM V participan ahora en la interaccion. Por

otra parte, en el complejo con hD; no se observa desplazamiento.

En la Tabla 8 se encuentran los residuos mas cercanos al ligando para ambos complejos a 0 y 20

ns.
A) hD, B) hD,
T™M VI
2,74
T™M I TMV

Figura 23. Movimiento de 3MOD en el bolsillo después de 20 ns de DM. Ligando a 0 ns blanco
y a 20 ns amarillo. A) Complejo hD;. A 0 ns: proteina pirpura y a 20 ns: proteina verde, B)

Complejo hD;,. A 0 ns: proteina anaranjada y a 20 ns proteina celeste.
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Tabla 8. Residuos a 5 A del ligando 3MOD en el hD, y en el hD; 20 nsy 20 ns,

hD;,

0 ns 20 ns

vV 257

W 3.28

vV 329 VvV 329

D 332 D 332

1 3.33 I 3.33

S 336 S 336

T 3.37 T 3.37
I 340

I 452

S 188 2

S 18% 2 S 18% 2
L 190 2°
S 191e 2
R 536"

Y 5.38 Y 538
A 539

S 542 S 542

S 543 S 543

S 546 S 546

F 547 F 547"
F 644

W 6438 W 648

F 6.51 F 6.51

F 652 F 652

N 6.55

F 735 F 735

v 739 vV 739

W 743

hD,
Ons 20 ns
vV 257 vV 257
F 328 F 3.28°
vV 329 vV 329
D 332 D 332
V  3.33 Vv 333
C 336 C 3.36
T 337 T 3.37
I 340
1 452
L 457 L 457
C 182e2
I 1832 1 183e2
I 184e2 I 184e2
F 538 F 538
vV 539
S 542 S 542
S 543
S 546 S 546
F 547° F 547°
F 644
W 6.48 W 648
F 651 F 651
F 6.52 F 6.52
H 655 H 6.55
Y 1735 Y 1735
T 739 T 739
G 742 G 742
Y 743 Y 743

* La cadena lateral no apunta hacia el ligando; ® Cadena lateral relacionada con bolsillo aromatico.
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En ambos complejos permanece la interaccion entre el grupo amonio del ligando y D3.32.
Ademdés las cadenas laterales de los residuos de serina de la TM V (85.42, S5.43 y S5.46) que
han sido propuestas como el punto de interaccién del grupo catecol de DA en los RD, se ubican
hacia afuera del bolsillo, haciendo menos probable la interaccién con el grupo metoxilo de
3MOD, lo que corrobora su cardcter de antagonista predicho también por AM.

Considerando los antecedentes bibliograficos (Wu y col., 2005; Zhang y col,, 2008; Zhang y
col., 2009; Qiang y col., 2010) y los resultados descritos anteriormente (Tabla 8), se estudiaron
las potenciales modificaciones de los anillos A y B de 3MOD y la factibilidad sintética con el fin

de mejorar su interaccién con los RD hD; y hD..

Potenciales modificaciones del anillo A de 3MOD

Anteriormente se establecié que el anillo A de 3MOD estaria estabilizado en los complejos con
hD, y hD;, por medio de interacciones hidrofobicas aportadas por los grupos aromaticos
presentes en la TM VI. Por ofro lado, los residuos que se direccionan hacia los carbonos
modificables del anillo A son en su mayoria de tipo polar (S, T y C) y en menor nimero residuos
apolares (Y o F). En la Figura 24 se muestran los residuos que se direccionan hacia los carbonos

del anillo A.
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Figura 24. Residuos que se direccionan hacia los carbono del anillo A en el complejo formado
entre: A) hD;/3MOD y B) hD,/3MOD. Ellos se colorean de acuerdo a sus propiedades
fisicoquimicas como: hidrofilico/verde, hidrofobico/amarillo, cargado positivamente/azul y

cargado negativamente/rojo.

La evaluacion de las posibilidades de modificacion del C-1 tomé en cuenta la flexibilidad del
segmento superior de la TM V observada en la simulacion. De acuerdo a lo anterior se observo
que el C-1 se encuentra cercano a Y(F)3.38, S5.42 y S5.43. Por esta razon modificaciones que
incluyan grupos capaces de generar interacciones 7 con Y(F)5.38 (grupos como bencilo y nitrilo)
o que formen puente de hidrogeno o de halogeno con $5.42 y §5.43 (grupos como OH, NH,, Cl,
Br) potenciarian la interaccion con ambos receptores. Tanto el C-2 y como el C-4 se encuentran
rodeados por residuos hidrofilicos (S(C)3.36, T3.37, $5.42, S5.43 y $5.46) por lo cual las
modificaciones propuestas para el C-1 en relacion a los residuos hidrofilicos también valen para
estas posiciones.

Como se sefialo antes, es necesario considerar la factibilidad sintética de obtencion de los

derivados mencionados. Para ello, considerando que solamente se conocen derivados de 3MOD
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con sustituyentes en el anillo A, se evalian los derivados existentes de su anilogo LE-404 o

similares (Tabla 9).

Factibilidad sintética de modificaciones sobre los diomos de carbono:

C-1; Existen 4 derivados de dibenzjd glacecina con sustituyentes en el C-1. De ellos no hay
combinacién que inchiya una sustitucion en el C-3 con -OH o -MeO. De los derivados que
presentan en el C-1 un grupo —OH (4b) o un grupo —MeO (4c¢) se observa con respecto a sus
homoélogos en el C-3 una disminucion y un aumento de la afinidad respectivamente (Figura 25,
Tabla 9). Otro derivado, es ¢l que presenta en el C-1 un cloro y en el C-2 un -OH observandose
un incremento de Ia afinidad en 20 veces con respecto al compuesto no clorado (Figura 25,
Tabla 9, compuestos 4d y 4e respectivamente).

Los derivados conocidos con sustitucion en el C-1 entregan antecedentes que indican que esta
posicién se encontraria rodeada mas bien por un bolsillo hidrofobico, que de acuerdo a nuestros
resultados podria estar conformado por Y(F)5.38 y por A(V)5.39. El aumento de la afinidad
observado con el halégeno y su capacidad de formar un "s-hole" podrian indicar una potencial
interaccion especifica de tipo puente de halogeno con la nube aromética del residuo Y(F)5.38.
(C-2: Existen 7 derivados de dibenz[d glacecina con sustituyentes en el C-2. De ¢llos estan los
derivados de LE-404 que incluyen en C-2 un grupo -NH; y un grupo —Cl (Figura 25, Tabla 9,
compuesto 4f y 4g respectivamente). En ninguno de los dos casos se observé una mejor afinidad.
Posiblemente en C-2 se requiera un mejor aceptor de puente de hidrogeno que el -NH; para
potenciar Ia afinidad.

C-4: Al igual que con los derivados en las posiciones anteriores no hay una gran diversidad de
compuestos sintetizados. Entre ellos se destaca un derivado de LE-404 clorado en el C-4 (4h),

sustitucion qué aumenté la afinidad por el hD, (Tabla 9). Sustituciones con halogenos en una
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posicion andloga a C-4 en derivados de dibenzacepinas (ver introduccién, Tabla 1) han
mostrado que la presencia del halogeno influye en la afinidad. Este incremento posiblemente no
se deba solamente a un aporte de tipo lipofilico, ya que el derivado metilado no muestra un

incremento de la afinidad con respecto al no sustituido.

Figura 25. Estructura de la dibenzfd glacecina y posiciones de sustitucion conocidas detalladas

enlaTabla 9.

Tabla 9. Derivados de dibenz]d,glacecinas con constante de afinidad conocidas.

Nombre R R R R iD, hD.
1 2 3 K,i (BM)I

3a, 3MOD H H OMe H 28,5 130
4a, LE-404 H H OH H 0,39 17,5
1b OH H H H 8,7 84
4c OMe H H H 7.6 164
4d H CH H H 8,9 36,9
4de cl OH H H 0,46 0,99
4f H NH; OH H 9,3 373
4g H Cl OH Ci 32 88
4h H H OH Cl 0,83 24.6
{(Mohr v col., 2006)

De acuerdo a lo anterior, no han sido sintetizados derivados de dibenz[d glacecina con
sustitnyentes en C-1/C-3, lo que hace pensar una dificultad sintética para obtener moléculas de
este tipo. En el caso de los derivados con sustituciones en C-2/C-3, ya se han descrito derivados

con grupos capaces de establecer puentes de hidrogeno o de halogeno y estos no mejoran la
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afinidad. Respecto a la derivatizacion en C-4/C-3 con halogenos se sabe que el derivado clorado
de LE-404 se obtiene modificando este mismo en un solo paso sintético y ya se mencion6 la
similitud del segmento que incluye al C-4 con el de las benzacepinas halogenadas. De acuerdo a
los antecedentes mostrados anteriormente se propone que la mejor opcién de modificacion del

anillo A de 3MOD seria incluyendo haldgenos en el C-4.

Evaluacién por simulacién melecular de las prepuestas de modificacién del anillo A de

3MOD

Para evalnar la derivatizacién de 3MOD con halégenos en el C-4 por medio de AM se debe
considerar que no hay muchos estudios empleando estas técnicas sobre la interaccion entre
haldgenos y proteinas. Para ello se propone utilizar a modo de estandarizacién la boldina y sus
derivados halogenados, que se cree que interaccionarian y aumentarian su afinidad por el hDy

por medio de puentes de halégeno (ver Introduccién p. 12).

"La hipdtesis de utilizar boldina y sus derivados halogenados para el desarrollo del estudio de
la interaccicn por puente de halégeno fue basada en las constantes de afinidad obtenidas el afio
2006. En esa oportunidad se utilizé tejido homogeneizado de cuerpo estriado de rata para
obtener las constantes de afinidad, las cuales reflejaban una marcada tendencia que mejoraba
la afinidad al incrementar el tamafio del halégeno, lo que sugeria la presencia de un puente de
halégeno. En el transcurso del desarrollo de la tesis (afio 2015) las constantes de inhibicion
para la boldina y sus derivados 3-halogenados fireron actualizadas (Tabla 10). La metodologia
utilizada en su obtencidn utilizé el Dy humano expresadoe en células CHO-KI, metodologia que
no presenta artefaclos a diferencia del homogeneizado de cuerpo estriado de rata. Las

constantes obtenidas, en esta segunda oportunidad, mostraron diferencias siendo el caso de la
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3-yodoboldina el mds extremo de las nuevas constantes conocidas, pasando desde una constante
147 veces mayor que la de la boldina en cuerpo estriado de rata a una tan sélo 8 veces mayor

en ¢l receptor humano expresado en células heterdlogas.

Tabla 10. Constantes de inhibicién de la boldina y sus derivados halogenados en los receplores
“Dy like”de homogeneizado de cuerpo estriado cerebral de rata (2006) y del Dy humano

expresado en células CHO-K1 (2015).

, D K; (nM)

3-Xboldina 2006% 5015
H 294 189,9
Me — 46,9
Ci 60 38,6
Br 49 25,0
I 2 23,4
F — —

1(Sobarzo-Sanchez y col., 2000; Asencio y col., 2005)

Las nuevas constantes de afinidad de la boldina y sus derivados no descartan la posible
presencia del puente de haldgeno, pero tampoco la confirman dada la poca diferencia entre los
valores para 3-metil- y 3-cloroboldina. Al respecto, hay que notar que una comparacion de las
ICsp de los inhibidores de catepsina L con metilo y cloro (ver ntroduccién p. 11) arroja un
aumento de la afinidad de solo 6 veces.

De acuerdo a lo anterior, la investigacion realizada de la interaccion de puentes de haldgeno
por medio de simulacién molecular se correlacionard con las nuevas constantes”.

Evaluacion de la interaccion de puente de halégeno

En esta seccion con el fin de evaluar por medio de AM la probabilidad de la presencia de puente
de halégeno entre complejos formados por el hD; y moléculas de afinidad conocida, se

utilizaron dos programas de acoplamiento: Autodock 4.2 y Dock 6.0. Ademaés, para evaluar la
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estabilidad del sistema, se realizo una simulacién por dindmica molecular.

Acoplamiento molecular utilizando Dock6.0

Dock6.0 es un programa del cual se ha informado que es capaz de reconocer la presencia de un
puente de halégeno. La metodologia utilizada toma complejos cristalinos con ligandos
halogenados y al ligando se le aplica un “script” que modifica las cargas del halogeno, para
posteriormente realizar el AM (Kolar y col.,, 2013). El “script” hace explicita la distribucion
electronica anisotrépica del halégeno, lo que se traduce en Ia representacién de un “sigma-hole”

(ESH = explicit o-holes, Figura 26) capaz de ser reconocido por el programa Dock6.0.

Figura 26. Representacion de la aplicacién del “script” sobre el ligando.

Para evaluar la diferencia que genera la aplicacion del “script™ en las cargas de las moléculas
halogenadas (CL, Br y I) se realiz6 el AM del derivado 3-yodoboldina en presencia y ausencia de
ESH.

El resultado muestra que el ligando adopta un mayor mimero de posiciones en la cavidad
definida para ¢l acoplamiento que las observadas por medio del programa AutoDock 4 (ver mas
adelante p. 74). De estas posiciones solamente fueron consideradas para el analisis del efecio las
que presentan energias de van der Waals (E.qw) negativas y aquellas donde el grupo amonio de
su estructura se encuentra dirigido hacia D3.32. Con o sin la aplicacion de ESH las posiciones

que adopta la 3-yodoboldina son similares (Figura 27, Tabla 11). Ademéds sc observé que a
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medida que aumenta la energia de acoplamiento, dada principalmente por el cambio en la Evw,
existe un desplazamiento del ligando. En las posiciones de menor energia el metoxilo en el C-1y
el hidroxilo en el C-2 de la 3-yodoboldina se dirigen hacia la TM V (Figura 27 A). En cambio,
en las posiciones de mayor energia estos grupos se encuentran dirigidos hacia el espacio
extracelular (Figura 27 B).

Las energias de acoplamiento entregadas por el programa (Egq) estan compuestas por la
sumatoria de dos términos energéticos: energia electroestatica (Ecier) ¥ Evaw. Cuando se aplica el

ESH, si bien E4 es menor, el porcentaje de Eqw en ella es un 5% mayor (Tabla 11).

A) B)

TM VI

TM™ I g5z

A

T™HI ™YV

Figura 27. Posiciones obtenidas a partir del AM de 3-yodoboldina con hD,. A) Posiciones de
menor energia y B) posiciones de mayor energia. En negro la posicion del ligando obtenida por
el programa Autodock. Las posiciones obtenidas por Dock 6.0 se identifican con una letra

maytscula de color y su valor energético se encuentra descrito en la Tabla 11.
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Tabla 11. E,;yy E.qw para las posiciones que toma la 3-yodoboldina en el hD;.

sin ESH | con ESH

Posicion Egria (keal/mol) E.aw/(%)* | Egia (keal/mol) Evaw /(%)*

(keal/mol) (keal/mol)

A -83,68 -42,58/(51) | 75,63 -41,65/(55)
-83,58 -41,90/(50) |

B i -75,61 -41,83/(55)
C 68,47 -27,44/(40) |
D -63,76 -25,71/(40) |
-54.37 24.23/(45) |

F ' -68,99 -36,63/(53)

G 51,12 -17,03/(33) -52,46 -26,16/(50)

“ Porcentaje de aporte energético a E_grid.

Considerando que los resultados anteriores no son concluyentes se realizé el AM para la boldina
y los otros derivados (F-, Cl-, Br- y Me-boldina) con o sin ESH en los casos en que es posible la
presencia del puente de haldgeno (Cl y Br). Al igual que en el caso de la 3-yodoboldina las
posiciones que adoptan los otros derivados son multiples, pero se asemejan a las observadas para
el derivado yodado. En cuanto al aporte de E.gw a Egg, este disminuye al disminuir el tamafio

del halogeno.

En la Tabla 12 se encuentra la E.gw de la posicion de menor energia total

(posicion “A”) de los derivados de boldina con y sin ESH.

Tabla 12. E 4w para la posicion A en el hD, de la boldina y sus derivados.

Eaw (keal/mol) / (%) *

3-Xboldina
sin_ESH con_ESH

H -37.43/(46) -37,43/(46)
Me -39.81/(48) -39,81/(48)
Cl -41,80/(50) -42.90/(54)
Br -43,62/(51) -42,09/(54)
I -44,68/(52) -44.,66/(58)
F -37.83/(47) -37,83/(47)

? Porcentaje de aporte energético a Egq.
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Una vez obtenidas las E.gw (Tabla 12) se construyeron los graficos de estas en ausencia y
presencia de ESH (Figura 28) versus las constantes de inhibicion experimentales actualizadas
(Tabla 10). En ninguno de los casos se obtuvo una tendencia lineal. Al separar las boldinas
sustituidas de la boldina sin sustitucion en el C-3 se obtiene una tendencia que correlaciona
linealmente en el caso de la ausencia de ESH (°=0,96). En presencia de ESH la correlacion

empeora (r*=0,39).

38 H O
Me
2 40
4 a
! 42
w Br Y = - 48,75 + 0,80X
44 ¢’ = 0,958
4 HO
EI =8 Me
= 40
2 Br
42 0/‘;! Y = - 46,98 + 0,14X
g
i ); =039

T T L ] T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
K (exp.) nM

Figura 28. Graficos de E,qw calculadas sin ESH (—,0) y con ESH (—, ©) versus las constantes de

inhibicion experimentales actualizadas (Tabla 10).

Los resultados anteriores no pueden descartar el Programa Dock6 como lector de la interaccion
por puente de halogeno, porque es posible que no se hayan utilizado los parametros mas
apropiados para la lectura del ESH debido a que no son informados en la referencia. De acuerdo
a lo anterior, los resultados pueden considerarse como preliminares en la bisqueda de los

parametros adecuados.
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Acoplamiento molecular. AutoDock 4.2

Los resultados de AM con el programa AuteDock 4.2 posicionan la boldina (Figura 29) de dos
formas alternativas dentro de la cavidad (Figura 30) definida para el receptor (p. 51). En la

Tabla 13 se encuentran los aminoécidos que rodean las dos posiciones.

Figura 29. Estructura de la boldina y numeracién de las posiciones de sus atomos. “X”

representa el 4tomo de hidrogeno, de haldgeno, o un grupo metilo segim el caso.

Tabla 13. Residuos alrededor de las dos posiciones de la boldina en el hD;.

Comunes Posicion 1 Posicién 2
D 332 S 336 K 26l
S 1882 T 337 A 264
S 1892 L 19e2 E 265
W 648 Y 538 W 329
F 651 A 539 D 736
N 655 S5 542 W 743
F 735 S 543
vV 739 S 546

F 652

52




Cada una de las posiciones que adopta la boldina (Figura 30) en la cavidad present6 igual
probabilidad de ocurrencia y una energia de “docking” similar (Tabla 14). En el AM de los
derivados 3-Xboldina también se posicionaron en ambas orientaciones, aumentando la
probabilidad de ocurrencia de Ia posicién 1 en el caso de la 3-metilboldina congruente con la
disminucion de la energia en esta orientacion. El derivado fluorado también ocupa las dos
posiciones con igual probabilidad aunque sus energias difieren entre si. El derivado clorado
muestra una notable disminucién de su energia en la posicibn 1 asociado a una
considerablemente mayor probabilidad de ocurrencia comparada con la posicién 2, que conlleva
una disminucion moderada de la energia. Los derivados bromado y yodado muestran
probabilidades progresivamente mayores de ocupar la posicion 2 que van asociadas con menores
energias desde esta posicidn, aunque en la posicion 1 también disminuyen sus energias con

respecto a la boldina.

Tabla 14. Resultados del acoplamiento molecular de 3-Xboldinas.

Posicion 1 Paosicion 2
3-Xboldina AG .mg. Probabilidad AG cotimada  Probabilidad
(keal/mol) de ocurrencia | (kcal/mol) de ocurrencia

H 5,53 44 -5,14 44
F -5,39 44 -4,89 46
cl 6,44 81 5,65 19
Br 6,29 33 -5,87 67
I 6,18 21 -6,03 79
CH, 6,14 64 -5,52 36
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Figura 30. A la derecha visualizacion de la superposicion de ambas orientaciones (posicion 1:
P1, posicion 2: P2) de los complejos hDy/3-Xboldina obtenidas por simulacion molecular
utilizando AutoDock4. A la izquierda se encuentra la ampliacion de la zona de interaccion para

ambas posiciones en el caso de la boldina

En ambas posiciones para boldina y sus derivado se observd que el ligando interacciona con
D3.32 a través de la formacion de un puente salino (3,2 A en P1: 2,8 A en P2). FEl residuo
D3.32, como se comentdé en la p.56, se considera referencial para la interaccion de

monoaminas con los GPCR del tipo dopaminérgico.

En la posicién 1: El ligando posiciona sus hidroxilos hacia la TM V rica en residuos hidrofilicos.
El hidroxilo en el C-2 (Figura 31), podria formar una interaccion de tipo puente de hidrogeno,
ya que el AM muestra un éngulo de 150° entre oxigeno y el hidroxilo de la $5.46. Por otro lado
el hidrogeno del hidroxilo del C-9 se estabilizaria interactuando con el oxigeno carbonilico de la

S189¢ 2 (distancia entre ellos, 2 A). Finalmente se observa una interacciéon aromatica en forma
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de T (distancia/angulo; 5,46 A/172°) entre los centroides del anillo D de la boldina y el grupo
aromatico del residuo F6.51 (Ver Anexo A, p. 182).

En cuanto a la eventual formaciéon de un puente de haldégeno entre el receptor y los derivados
halogenados de boldina, si bien el programa Autodock 4.2 no es capaz de identificar esta
interaccion, el yodo en la 3-yodoboldina en P1 se encuentra a una distancia de 3.6 A del oxigeno
hidroxilico de T3.37, cercana a la suma de sus radios de van der Waals (3,5 A), formando un
angulo C-1---O de 150° que se aproxima suficientemente al optimo tedrico de 180° (Figura

31)(Auffinger y col., 2004).

Figura 31. Complejo hD,/3-yodoboldina, posiciéon 1. Interacciones entre el segmento que

comprende hidroxilos (linea punteada roja) y halogeno (linea punteada azul).

En la posicion 2: Aqui la boldina direcciona sus dos hidroxilos hacia el espacio extracelular.

Ademas se observé que su anillo D podria estar interactuando con W3.29 y W7.43 por medio de

interacciones aromaticas en forma de T (Ver Anexo A, p. 182).
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Dindmica molecular

Para evaluar cual de las dos posiciones obtenidas por el AM seria la mas estable se tomaron
como puntos de partida para realizar una DM la boldina en la posicién 1 y la 3-yodoboldina en la
posicién 2, que son las de menor energia en cada caso.

Los resultados de DM obtenidos para los complejos insertos en una bicapa lipidica dan cuenta de
la estabilidad del sistema en un determinado intervalo de tiempo (20 ns). Para el complejo
hD/boldina (Figura 32 A , linea continua —) se observé que el valor de RMSD al considerar el
receptor completo se mantuvo inicialmente cerca de los 3 A, luego hasta los 12 nanosegundos
aumentd hasta un méximo de 4 A, y pasado este tiempo alcanzé valores de hasta 6 A. Para el
complejo hD,/3-yodoboldina (Figura 32 B, linea continua —) se observé que el valor de RMSD
al considerar el receptor completo alcanza rapidamente un valor de 4,5 A hasta Jos 8
nanosegundos, pasando luego y manteniéndose hasta el fin de la dindmica, con valores cercanos
a3,54A.

Las fluctuaciones observadas podrian indicar que ambos sistemas no logran estabilizarse en el
transcurso de los 20 ns. Buscando evaluar el comportamiento del dominio transmembranar se
determiné el valor de RMSD para cada sistema (Figura 32 A y B, linea continua, —),
encontrandose que esta desviacion fue en promedio de 2 A, logrando estabilizarse rapidamente.
Los resultados anteriores indicarfan que los altos valores de RMSD se generaron por los
movimientos en los lazos intra y extracelulares. Estas fluctuaciones podrian responder al

movimiento del ligando en el bolsillo (ver mas adelante).
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Figura 32. Graficas de RMSD en funcion del tiempo de A) la boldina desde la posicion 1 y de

B) la 3-yodoboldina desde la posicion 2.

En ambos casos, si bien los ligandos permanecen en el bolsillo descrito anteriormente estos
presentan un desplazamiento desde su posicion inicial (Figura 33). Dentro de las interacciones
observadas se mantiene constante la interaccion entre el grupo amonio del ligando y D3.32. En
el caso de la boldina el hidroxilo en el C-2 que inicialmente interaccionaba con el hidroxilo de
S5.46 ahora interacciona con el de S3.36. En el caso de la 3-yodoboldina el mismo hidroxilo
ubicado en el C-2 que no mostraba ninguna interaccion especifica, tras los primeros
nanosegundos de simulacion establece puentes de hidrogeno con la cadena lateral de N6.56 y
luego con el hidroxilo de S5.42.

A partir de los movimientos de la boldina y de la posiciéon que adopta la 3-yodoboldina al
finalizar el tiempo de dinamica (20 ns) se sugiere que con un mayor tiempo de simulacion el
derivado halogenado tal vez podria seguir rotando y posicionarse igual que la boldina o
establecerse en esa posicion. Al observar la evolucion de la distancia entre el hidroxilo en el C-2
en ambas moléculas y el hidroxilo de la S5.42 (Figura 33), donde el derivado yodado

permanece por mas tiempo en la posicion P1 que la boldina, se postula que posiblemente la
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instalacion de la 3-yodoboldina en P1 podria estar determinada por la presencia del halogeno, lo

que podria incidir en algo mas que la afinidad.

Figura 33. Cambio de posicion observado en el transcurso de la DM de A) la boldina y de B)
la 3-yodoboldina en el hD,. Boldina: 2ns/celeste, 12ns/azul y 20ns/azul oscuro; 3-yodoboldina:
Ons/verde agua, 4ns/verde limon y 20ns/verde olivo. El oxigeno y el hidrogeno del hidroxilo del
C-2 de la boldina y del residuo S5.42 sefialados en el grafico de distancia versus tiempo de la

Figura 34 se representan con los colores rojo y blanco respectivamente.
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Figura 34. Evolucion de la distancia entre el hidroxilo ubicado en el C-2 de la boldina (azul) y

de la 3-yodoboldina (verde) y el hidroxilo de S5.42.

Al estudiar las distancias entre el yodo de la 3-yodoboldina y los residuos que lo rodean se
observé que, una vez que se estabiliza la dinamica, el yodo se encuentra a 4 A del hidrogeno del
hidroxilo de S5.42 (Figura 35 A, linea rosada) y del oxigeno hidroxilico de S5.46 (Figura 35 A,
linea verde) donde ademas el angulo observado en esta ultima posicion (C3—I---0yS5.46) se
aproxima a los 160° (Figura 35 B, linea verde olivo). Considerando lo comentado
anteriormente y el hecho que la DM no es capaz de leer la anisotropia particular de los
halégenos, se propone que el yodo ubicado en el C-3 interaccionaria con el receptor formando
un puente de hidrogeno con el hidrogeno del hidroxilo de $5.42 y un puente de halégeno con el

oxigeno hidroxilico de $5.46 (Figura 35 C).
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Figura 35. A) Grafico de distancia versus tiempo entre el yodo de la 3-yodoboldina y el
hidrogeno del hidroxilo de S5.42 (=) y el oxigeno hidroxilico de S5.46 (). B) Gréfico del
angulo C3—I-+0y;S5.46 versus tiempo. C) Propuesta de interaccion de la 3-yodoboldina con el
hD, por medio del yodo. En linea punteada rosada: interaccion de puente de hidrogeno y en linea

punteada verde: interaccion de puente de halogeno.

En la busqueda de la posible interaccion por puente de haldgeno se vio que los tres programas de
simulacion molecular utilizados reconocen la presencia del halogeno reproduciendo la influencia
que tiene la sustitucion con tipo de atomos en las constantes de afinidad al compararlas con la
del ligando no sustituido. Para establecer si la relacion observada se debe a la presencia de un
puente de halégeno o al aporte hidrofobico que puede hacer este tipo de dtomos a la molécula, se
debe utilizar un conjunto de constantes de afinidad con una tendencia como las observadas en el

estudio con inhibidores de la catepsina L humana (ver introduccion p.11). En cuanto a decidir si
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los derivados halogenados de Ia boldina interaccionan con el D; mediante puentes de halégeno,
con solo las constantes de afinidad determinadas es imposible. Para ello, considerando el
comportamiento observado en DM de la boldina y de la 3-yodobolding, se cree que nuevos
experimentos de afinidad y actividad de 1a boldina y sus derivados 3-Xboldilna (X =F, CI, Br, I
v Me) en el D; podrian dar luces para establecer definitivamente la presencia o ausencia del
puente de halégeno en la interaccion ligando/proteina.

De acuerdo a lo planteado en uno de los objetivos se cree que el sistema hD;/12-
halogenoescoulerina presenta caracteristicas que podrian ser aptas para desarrollar el estudio de
una eventual participacion de los puentes de hal6geno en la interaccion receptor-ligando (Figura
36, Tabla 15) dado el similar aumento de afinidad que se produciria por cloracion comparado
con catepsina. A partir de lo anterior se realizd la sintesis del derivado clorado y el bromado de
escoulerina en el C-12 (ver mas adelante p. 135). A ellos se les determind las constantes de
afinidad con respecto al D, (Tabla 15), observandose que entre el derivado clorado y bromado
no existe una diferencia, como lo observado en el estudio de la catepsina L. humana, que se
explique por la presencia de un puente de halogeno. Sin embargo, seria necesario sintetizar y
evaluar biologicamente (determinacion de afinidad y actividad) otros derivados de escoulerina
sustituidos en el C-12 con grupos incapaces de formar puentes de halégeno pero con propiedades

hidrofdbicas similares.

Figura 36. Estructura de la escoulerina con la posicion 12 destacada, donde “X” representa un

sustituyente tal como halogeno.
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Tabla 15. Constantes de afinidad en el receptor Dy para las 12-Xescoulerinas.

. D, K; (nM)
12-Xescoulerina G rencial 2015
H (322) I5)
Cl (32¢) 8.9 13
Br (32b) 1,9
*(Jiao y col., 2007)

Acoplamiento molecular de 4-halogeno3MOD

Antes de pasar al analisis del acoplamiento molecular de las propuestas de modificacién de
3MOD en el C-4 (4-halogeno3MOD) se comenta, segin lo planteado en los objetivos de
sintéticos, que se¢ realizé la sintesis de 4-cloro3MOD (3b) y 4-bromo3MOD (3c) (ver mas
adelante p. 104) obteniéndose sus constantes de afinidad por los receptores hD, y hD; (Tabla
16). En ellas se observd que la afinidad de 3MOD por kD, es 4 veces mayor de lo informado
previamente (Mohr y col., 2006), que la halogenacion en el C-4 de 3MOD aumenta al doble la
afinidad por el hD, cuando el haldgeno es cloro o bromo y que al pasar de cloro a bromo la
selectividad por el hD; sobre hD, aumento de 5 a 9 veces. El efecto de la halogenacion sobre 1a
afinidad por el hD, no cambia de manera significativa, salvo una posible disminucién cuando el

halégeno es bromo.

Tabla 16. Constantes de afinidad de 3MOD y sus derivados halogenados en el C-4 sintetizados.

hD] hDZ
Compuesto
K;(nM)

3a’ 28597 13,090
3a 6,9+0,8 17,9+£0,9
3b (4-cloro3MOD) 2,9+08 155+0,8
3¢ (4-bromo3MOD) 29+0,7 274409
(Mohr y col., 2006)
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De acuerdo a los resultados anteriores se realizé el acoplamiento de 4-cloro3MOD y 4-
bromo3MOD por medio del programa AutoDock4 utilizando los modelos de los receptores hD,
y hD, relajados con 3MOD por 20 ns En el acoplamiento molecular se observo (Figura 37) que
la presencia del halégeno no influye en la posicion que adopta el ligando dentro del sitio de
| interaccion. Los derivados 4-halogeno3MOD permanecen en la misma posicion que 3MOD,
encontrandose el halogeno direccionado hacia el residuo S(C)3.36. Las energias entregadas por
el programa AutoDock 4 (Tabla 17), en el caso del hD; muestran una tendencia similar a las

constantes de inhibicion presentadas en la Tabla 16, pero en el caso del hD; esto no sucede.

A)

Figura 37. Acoplamiento molecular de 3MOD (autodock/Cyan, DM/Banco) y derivados 4-

hal6geno3MOD (Cloro/verde y Bromo/burdeos) en A) hD; y B) hD.. |

Tabla 17. Energias de acoplamiento molecular de 3MOD y derivados 4-halogeno3MOD en el
hD] Yy en el hDg

hD, hD,
Compuesto
AG (kcal/mol)
3a -7.88 -7,62
3b -8,41 -7,76
3c -8.41 -7,85
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Para evaluar el efecto de la presencia del halogeno en el C-4 de 3MOD se realiz6 un calculo del
potencial electroestatico de 4-bromo3MOD (Figura 38) observandose que existe una region de
menor densidad electronica en el extremo libre del bromo, sugiriendo la formacién de un "o-

hole".

4-Br3MOD

Figura 38. Potencial electroestatico de 4-bromo3MOD

De acuerdo a lo anterior y considerando la orientacion del halogeno hacia el residuo S(C)3.36, se
postula que puede ocurrir una sinergia entre una interaccion de tipo puente de halogeno (Figura
39 A) y una de tipo puente de hidrogeno (Figura 39 B) entre el halogeno en el C-4 de 3MOD y
el segmento -O(S)H del residuo en 3.36. La sinergia propuesta puede explicar el aumento de
afinidad observado en hD;. En cambio, la menor estabilidad de un puente de halogeno X-S y/o el
efecto estérico producido por la presencia de azufre en el residuo C3.36 en hD; (Volumenon=17
A%; Volumeng;;=27 A%) podrian explicar el descenso en la afinidad con respecto a el hD; y por

ende el aumento de la selectividad por el hD; al aumentar el tamaiio del halogeno.

64




A)

Figura 39. Propuesta de interaccion entre el Br de 4-bromo3MOD y el segmento -O(S)H del
residuo en 3.36. En la imagen se muestra una representacion de la anisotropia de la distribucion
de carga del bromo observada mediante el calculo del potencial electroestatico (Figura 38). A)

Puente de halogeno y B) puente de hidrogeno.

Potenciales modificaciones del anillo B de la 3MOD

Los atomos de carbono del anillo B estan rodeados por un lado de residuos conservados u
homologos presentes en la parte superior de las TM IL, Ill y V, como también por residuos de
diferentes caracteristicas fisicoquimicas presentes en el segmento fijo del e 2 (Figura 40). La
modificacion del anillo B de la 3MOD podria mejorar su afinidad en ambos receptores al
potenciar la interaccion con los residuos conservados y también podria generar ligandos
selectivos entre ambos receptores al potenciar las interacciones con e_2. De acuerdo a lo anterior
se proponen las siguientes modificaciones segiin el entorno fisicoquimico que rodea los carbonos

del anillo B (Figura 41 y 42).
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Figura 40. Residuos que se direccionan hacia los atomos de carbono del anillo B en el complejo
formado entre: A) hD,;/3MOD y B) hD»/3MOD. Estos se colorean de acuerdo a sus propiedades
fisicoquimicas como: hidrofilico/verde, hidrofobico/amarillo, cargado positivamente/azul y

cargado negativamente/rojo.

Propuestas seguin:

 Residuos conservados u homoélogos (Figura 41):

-Los carbonos C-10 y C-11 se encuentran a ~4 A del segmento cargado de D3.32, por lo cual se
podrian incluir en esta posicion grupos donadores de puente de hidrégeno (-NH; o -OH) y/o de
baja densidad electronica (-NHR, donde R sea un grupo electron aceptor).

-Los carbonos C-12 y C-13 se encuentran a ~5 A de la cadena lateral del residuo aromatico
Y(F)5.38 y los carbonos C-10 y C-11 a ~9A del inicio de un bolsillo aromatico (dado por el
residuo F(W)3.28) entre los segmentos superiores de las TM IIl y TM II. En todos los casos se

podrian incluir grupos de caracteristicas hidrofobicas y/o capaces de generar interacciones con o
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entre los orbitales % de los residuos involucrados De acuerdo a lo anterior y considerando el
volumen disponible en la cavidad se propone que en los C-12 y C-13 se podrian incluir grupos
pequefios como por ejemplo -CN y en los C10 y C-11 grupos mas voluminosos como por
ejemplo un bencilo o incluso grupos cargados positivamente como -CH,NH;" con los cuales

generar interacciones de tipo catién-.

-El carbono C-11 en el hD,; y el C-12 en el hD); se encuentran a ~4 A del oxigeno carbonilico del
enlace peptidico entre V3.29 y A(T)3.30. A partir de esta distancia se propone que un grupo
pequefio generador de puente de hidrogeno (-NH; o -OH) o de halégeno (-Cl o -Br) podria

interaccionar selectivamente con el segmento destacado.

» Residuos no conservados (Figura 42):

El anillo B de la 3MOD, segiin lo observado no presenta ninguno de sus carbonos orientado
especificamente hacia el e 2. Para potenciar por lo tanto interacciones con este segmento se
propone incluir sustituyentes flexibles, de tal modo que puedan modificar su conformacién y
ubicarse en el bolsillo generado por los residuos del ¢ 2. Para potenciar la selectividad entre los
receptores se podria por un lado incluir sustituyentes que sean capaces de generar puentes de
hidrégeno con el ¢ 2 del hDy, como por ejemplo sustituyentes del tipo aceptor de puentes de
hidrégeno como los incluidos en la derivatizacion de SCH-39166 (-NHSO,, -NHCOEY) (Qiang y
col., 2010) y por otro sustituyentes que generen interacciones hidrofobicas con él e 2 del hD,,

tales como -CH20H2CH3.
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Figura 41. Propuestas de derivados de 3MOD que mejorarian su afinidad en ambos receptores.

hD, Cadena movil
Puentede [ — CH,NHSO,Me
hidrégeno | — CH,NHCO,Et hD,
Sy L183e_2
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Figura 42. Propuestas de derivados de 3MOD que mejorarian su selectividad hacia el hD, a

través de puente de hidrogeno y hacia el hD; por interacciones de tipo hidrofobico.




Factibilidad sintética de los derivados propuestos

Si bien es probable que las modificaciones propuestas incrementen la afinidad y/o la selectividad
entre los RD, es necesario considerar las posibilidades sintéticas de la obtencién de los derivados
mencionados. Para ello se toma en cuenta la sintesis del imico derivado de 3MOD informado, el
cual presenta un gurpo metoxilo en el C-11(Mohr y col., 2006). En su obtencion se utilizé el
precursor isocromanona previamente modificado (Figura 43). Considerando lo anterior y la
versatilidad sintética que se requiere para incluir los sustituyentes de las diferentes caracteristicas
propuestas, se plantea incluir en la isocromanona un grupo derivado de nitrégeno; amino o nitro.

Segiin los antecedentes de sintesis de isocromanonas derivatizadas con un grupo nitrogenado, los
compuestos nitrados en las posiciones C-5 y C-6 (los que corresponden en 3MOD al C-10 y al
C-11) son los mas referenciados (Kozikowski y col., 1980; Somei y col., 1981; Sakamoto y col.,
1986; Matsui y col., 1992; McDonald y col., 2000; Antoine y col., 2008). Lo anterior nos
indicaria una mayor probabilidad de obtener las isocromanonas nitradas en C-5 'y C-6, por lo
cual son los derivados de 3MOD modificados en el C-10 y en el C-11 los que se propone
estudiar en esta primera instancia. Ademas, para incluir mayor flexibilidad en los sustituyentes
mencionados, se propone alargar en un carbono la unién entre -NR; y el anillo aromatico B. Esta
extensién de la cadena se realizaria por medio de dos pasos sintéticos: primero la transformacion

de -NH; en -CN y después la reduccion del grupo -CN.
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OMe
Figura 43. Retrosintesis simplificada del inico derivado de 3MOD con sustitucion en el anillo

B.

Evaluacién por simulacién molecular de las propuestas de modificacion del anillo B de la

3MOD

En esta seccién se realiza un analisis del acoplamiento molecular de las propuestas de
modificacién en el C-10 y en el C-11, las que sumadas a la propuesta de extension del grupo
-NH, dan en total 22 derivados. Para analizar los resultados de acoplamiento molecular se tomé
en consideracion las caracteristicas donadoras o aceptoras de densidad electronica del
sustituyente incluido en el anillo B.

En la Tabla 18 se entregan los valores de energia de los complejos obtenidos utilizando
metodologias de acoplamiento molecular. Es posible observar que en todos los casos para los
receptores hD; y hD; los valores son negativos, indicando que es posible obtener interacciones
en las cavidades de los dos receptores. Adicionalmente en la Figura 44 se muestra la
superposicion de las conformaciones finales de todos los ligandos en ambos receptores, donde se

puede destacar que el bolsillo preferente es el mismo en todos los casos.
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‘Tabla 18. Resultados de acoplamiento molecular

hD; hD,
N R AG (kcal/mol)
32 H -6,44 (-6,50/-6,32)*
3d 10NH; -7,25 -6,76
3¢ 1INH; -6,78 -6,50
3f 10NHBn -9,59 -8,29
3g 1I1NHBn -8,82 -8,80
3h  10CH,NH;" -8,11 -8,27
3i 11CHNH; -6,56 (-7,30/-7,13)"
3j 10CH,NH;Bn -9,74 (-9,38/-9,17)"
3k 11CH,NH,'Bn -8,69 9,64
31 10NCH,CH.CH; 7,86 -6,73
3m 1INCH,CH,CH; -7.66 (-7,59/-7,30)"
3@ 10NCH(EL), -8,15 -7,44
3n  1INCH(Ef), -8,08 7,90
30 10CN -7,42 7,18
3p I1ICN 7,36 7,78
3q 10NHCO,Et -7.97 -7,16
3r 1INHCO;Et -7,39 (-6,61/-6,49)*
3s 10NHSO;Me -7,13 -6,16
3t 11NHSOMe -6,27 -5,80
3u 10CH,NHCO;Et -8,26 -7,67
3v  11CH,NHCO.Et 7,78 -6,76
3w 10CH,NHSO;Me -6,43 -6,24
3x 11CH,NHSO:Me -6,66 -6,02

® Energias de posiciones con igual probabilidad.
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Figura 44. Acoplamiento molecular de derivados de la 3MOD donde el sustituyente R (, NH;.
NHBn, CH,NH;", CH,NH, Bn, NCH(Ef);, NCH,CH:CH;, CN, NHCO:Et, NHSO;Me,
CH,NHCO,Et, CH,NHSO;Me) se encuentra en la posicion 10 u 11 y el modelo de el hD; se
encuentra coloreado verde y del hD; celeste. A) Complejos hD;/3MOD-R en la posicion 10, B)
Complejos hD;/3MOD-R en la posicion 11, C) Complejos hD»/3MOD-R en la posicion 10 y D)

Complejos hD,/3MOD-R en la posicion 11.




Los resultados muestran que existe una menor dispersién de las posiciones de los derivados de la
3MOD cuando se encuentran complejados con el hid; que con el hDa. Ademsis en algunos
acoplamientos con el complejo hD; adquiere importancia una posicion secundaria obtenida en el

AM de Ia 3MOD una vez relajado (Anexo A, p. 183).

Sustituyentes con cardcter electrén-donoras

De los derivados estudiados, los que poseen mayor efecto donor de densidad electronica sobre el
anillo B (todas las conformaciones y posiciones, Anexo p. 184-7), de acuerdo a los valores de
sus constantes o de Hammett (Graham, 1995), son los derivados 3d y 3e. Las energias obtenidas
en ambos receptores, con estos derivados, son bastante similares a las que se obtienen con el
compuesto no derivatizado. Si bien los ofros derivados con efecto donor disminuyeron s
enetrgia de acoplamiento, se establece de acuerdo al resultado anterior que el efecto observado no
es debido a su capacidad donante si no al incremento de interacciones de tipo van der Waals
(vdW) en el bolsillo que rodea al anillo B (Figura 45).

Para los derivados 3, 3k, 31y 3m se le suma al efecto de tipo vdW nn incremento de la eneigia

de la interaccion de tipo salino existente entre el derivado y el receptor por medio de D3.32.

73




hD,/3f-3MOD hD,/3f-3MOD
&-{

W2.60

D3.32

Figura 45. Ejemplo del complejo formado entre el hD, (verde) o el hD; (celeste) y los derivados
de la 3MOD con efecto electrodonor del sustituyente. Derivado utilizado: 3f. Se destaca por
enlaces gruesos la 3MOD y enlaces delgados a los residuos que rodean al sustituyente. En

niimeros romanos el numero de la TM.

Sustituyentes con cardcter electrén-atractor

En cuanto a los derivados con efecto electroatractor del sustituyente (todas las conformaciones y
posiciones Anexo p. 188-90) segin los parametros ¢ de Hammett, los compuestos 30, 3p, 3q.
3r, 3s y 3t serian similares. En los derivados 3u, 3v, 3w y 3x, por otro lado, disminuye el efecto
atractor de densidad electronica desde el anillo B por la presencia del grupo metileno. En la
Figura 46 se encuentra el derivado 3w tomado como ejemplo de los complejos formados con los
receptores hD; y hD..

Al observar las energias de este grupo de derivados en general existe un incremento en la

afinidad por el hD, comparandolo con el hD,. Ademas la atraccién de densidad electronica del

carbonilo o sulfoxido desde su grupo amida, como también la posicion de esta ultima con




respecto a D3.32, genera una doble interaccidn con el ligando similar a la observada con los
derivados donadores de densidad electronica.

Otra interaccién que fue observada en algunos casos es ¢l puente de hidrogeno generado entre
los derivados carbamida y sulfamida con el e_2. Esta interaccion en el hD; se ve entre el oxigeno
del carbonilo del grupo amida del enlace peptidico de los residuos 1183e 2 ¢ I184e 2 y el
sustituyente de los derivados 3s, 3t, 3w y 3x. En el hD; se genera esta interaccién enire el
hidroxilo de Ia cadena lateral de S189e 2 y los derivados 3q, 3s y 3w. En ¢l caso de este Gltimo
derivado el puente de hidrogeno es doble e incluye el hidroxilo de S191e_2. Si bien, como se
mencioné anteriormente, esta interaccion solo se present6 de manera clara en algunos derivados,
se podria desarrollar en todos los compuestos de este tipo debido a la relativa flexibilidad de este
segmento del e 2.

Aun cuando en términos de energia no existe una diferencia a considerar entre los derivados
analizados anteriormente, si existe diferencia en la posibilidad de desarrollar la interaccién con
el e 2. El puente de hidrogeno observado podria depender de Ia disponibilidad de los grupos
donores de puente de hidrogeno presentes en cada receptor, donde el hD; tiene més posibilidades
que el hD,. Esta caracteristica podria conducir a cierta selectividad de los derivados por €l hD,

respecto al hD».
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hD,/3w -3MOD hD,/3w -3MOD

S188e_2

L190¢ 2
S189¢ 2

s191e 2 D3.32

Vi

Vi 1 1

D3.32

Figura 46. Ejemplo del complejo formado entre el hD, (verde) o el hD; (celeste) y los derivados

de 1a 3MOD con efecto electroatractor del sustituyente. Derivado utilizado: 3w. Se destaca por

enlaces gruesos la 3MOD vy enlaces delgados a los residuos que rodean al sustituyente. En

numeros romanos el numero de la TM.

A partir de los resultados anteriores se predice que la inclusién de sustituyentes en el C-10 y en

el C-11 del anillo B de la 3MOD con cadenas hidrofobicas aumentaria la afinidad en ambos

receptores. Ademas se observd que la inclusion de grupos de tipo sulfamida generaria

interacciones especificas y distintas en ambos receptores que podrian generar selectividad entre

un receptor y el otro.
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Resultados y Discusion

SINTESIS ORGANICA

Sintesis de 3SMOD

Con el objeto de obtener nuevos derivados de 3-metoxi-7-metil-5,6,7,8,9,14-
hexahidrodibenz[d,glacecina (3MOD) modificados en el C-4, se propuso sintetizar inicialmente
3MOD y posteriormente realizar su derivatizacion. Para ello se formuld una ruta sintética basada
en diferentes investigaciones desarrolladas por el grupo de Lehmann (Figura 47) (Hoefgen y
col., 2006; Lehmann y col., 2006; Mohr y col., 2006; Robaa y col., 2011). En ellas, se obtenia
3MOD o compuestos anilogos por medio de 4 pasos sintéticos, partiendo desde la isocroman-1-

ona (5) y la 3-metoxifeniletilamina (6) o similares.

o 50U —
i) i)

OH
4 5 T
O O ) 0 O Nj\o/\ o O p
iii} O ) O v) O
8 9 3a

Figura 47. Ruta de sintesis de 3MOD. i) DCM, KMnO; y CuSO,4*5H,0, ultrasonido; i) 120 °C,
24 h.; i) 1-. POCl3, 120 °C; 2. MeOH, NaBH,, reflujo, 0,5 h.; iv) 1-.CICO,Et, THF (secq), 65 °C,

4 h.; 2-. NaCNBH,, THF, -65°C a 25 °C; v} LiAlH,, THF, 25 °C.
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En el presente trabajo la isocroman-1-ona (5) se obtuvo con un rendimiento de 75% a partir de la
oxidacién en mezcla heterogénea del compuesto 4. Su caracterizacién se realizé por medio de
espectroscopia de  RMN 'H donde la integracién y el desplazamientos guimicos de los picos
observados correspondié a lo informado (Silvestre y Salvador, 2007).

La oxidacion en mezcla heterogénea utilizé como oxidante una mezcla 1:1 de KMnO; y
CuSO,*5SH,0. El método originalmente propuesto utilizd ulfrasonido en forma de puiso como
fuente de irradiacién (Megiarova y col., 2000). En aquella investigacion se estudiaron diferentes
compuestos aromdticos sustituidos con cadenas aliféticas, entre ellos el compuesto 4 que se
oxido al 5 con rendimiento y conversién cuantitativos. A diferencia de la metodologia descrita
en la referencia, en este trabajo se utilizd un equipo de ultrasonido convencional de irradiacion

continua, observéndose cambios en los resultados al escalar los moles de reaccion (Tabla 19).

Tabla 19. Resultados de la reaccion de oxidacién del compuesto 4.

Condiciones de reaccion®

N° mmol de T°C Tiempo Observacion
1 (h)
1 0,7 40 3,5 100% de conversion a 5 observado por CCF y 97% aislado
1} 2,5 40 4 Conversion incompleta, 83% aislado, producto secundario
. o osb o
o 74 40 5 Conversion incompleta, 66% y.’? 5% atslado, producto
secundario

v 2,5 20 4 Detencion de la reaccion

v 2.5 60 4 Incremento de producto secundario

" Bn todos los casos el solvente utilizado fie DCM; "Rendimiento obtenido al incrementar Ia
superficie de contacto entre el oxidante y 4.

De acuerdo a lo anterior se identificé que a medida que se incrementaron los moles iniciales del
compuesto 4 (ensayos Y1 y HL Tabla 19) aumentd el tiempo necesario y se detuvo ¢l avance de

la reaccion, disminuyé el rendimiento y aparecié un producto secundario. Una de las medidas
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tomadas para mitigar los dos primeros efectos mencionados fue utilizar un recipiente de fondo
ancho para realizar Ia reaccién, con lo que se incrementd la superficie de contacto del compuesto
4 (en solucién) con el oxidante en fase solida. Al realizar esta accién usando las condiciones del
ensayo III, se observd que el rendimiento de reaccién mejoré hasta un 75%. Otra de las
consecuencias de la cantidad inicial, como se comentd anteriormente, fue la aparicion de un
producto secundario que al ser aislado y analizado por espectroscopia de RMN 'H (Anexo C, p.
211), resulté ser un isémero de posicion del compuesto 5 (isocroman-3-ona, Figara 48). Con el
fin de disminuir la formacién del producto secundario se varié la temperatura (ensayos IVyYv),
pero los resultados obtenidos no fueron los deseados, ya gue a menor temperatura la reaccion se
detuvo y al aumentarla aumentd la formacién del producto secundario. Considerando los

resultados anteriores se escogieron las condiciones de reaccién mostradas en el ensayo IIL

R
0
Figura 48. Producto secundario (isocroman-3-ona) obtenido en la sintesis de isocroman-1-ona

).

Considerando las metodologias de sintesis informadas para obtener el compuesto 7'y similares
(Hoefgen v col., 2006; Lehmann y col., 2006; Mohr y col., 2006) se estudiaron diferentes
condiciones de reaccion en las que se modifico: el solvente, el catalizador y la fuente de
radiaci6n (Tabla 20). Ellas fueron evaluadas de forma cualitativa por medio de cromatografia en
capa fina (CCF) y en algunos casos por espectrometria de masas (Anexo B, p. 192-6) a su vez
acompafiada por espectroscopia cromatografia de liquidos de alta eficiencia con deteccion por
UVass y por ELSD (evaporative light scattering detector - detector evaporativo por dispersion de

luz). En la CCF se utilizd una fase mévil de AcOEt:hexano 1:1 observandose razones de frente
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(Rp) de 0,63 y de 0,19 para los compuestos 5y 7 respectivamente. En la espectrometria de masas
el compuesto 7 se identificé por medio del i6n molecular (M) de relacion m/z masa de 300. En
el cromatograma con deteccion por UVas se observo el compuesto 5 en el minute1,21; ¢l 6 en el
mimuto 0,88 y el 7 en el minuto 1,92. En cuanto a la deteccion por ELSD el compuesto 6 fue
detectado alrededor del minuto 0,90 y el 7 alrededor del minuto 1,98 en las mismas condiciones
cromatograficas. La Tabla 20, ademas de resumir Ias condiciones de reaccion utilizadas, da
cuenta de la presencia de compuestos secundarios mayoritarios detectados a través de sus iones

moleculares.

Tabla 20. Resumen de las diferentes condiciones de reaccién evaluadas para la obtencion del

compuesto 7.
No Condiciones de reaccién” Resultados
Solvente/cat Radiacibn  T°C  Tiempo (h) t, (min)/M" (g/nol)
I Tolueno/pTsOH, reflujo 7 2,65/ 563
I Tolueno nW 180 1 2,65 /563
111 Tolueno/pTsOH uw 180 7 2,65 /563
v ---/EtOH , reflujo 24 1,92 /300
v —--/EtOH uw 160 2 1,93 /300; 2,55 /281
" & —-EtOH uw 160 11 1,93 /300, 2,53 / 281
vl e pW 150 1 1,92/ 300; 2,52/ 281
VIl - nw 200 0,5 1,90 / 300; 2,52/--; 3,05/~
IX 80 168 (7d) —
X 120 16 —
XI 120 24 —

® Qe utilizé una relacién isocroman-1-ona y 3-metoxifeniletilamina 1:1; ® Se utilizé una relacion
isocroman-1-ona y 3-metoxifeniletilamina 1:2; * Producto s6lo observado por CCF usando como
patron el compuesto 7 aislado en el ensayo IV.
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En la primera instancia que se desarrollé la sintesis de 1a amida 7 utilizando tolueno como
solvente y 18 h de reaccion, los antores obtuvieron un rendimiento del 68% (Hoefgen y col,
2006). Al intentar reproducir sus condiciones se realizaron los ensayos del I al 11X (Tabla 20),
donde o se observd formacién del compuesto 7. Otra de las metodologias utilizadas por el
mismo grupo para obtener moléculas similares a 7, consistié en mezclar el compuesto 5y el 6 (o
similares) en ausencia de solvente manteniendo la mezcla por 3 h a 120 °C obteniendo
rendimientos de entre 19% y 43% o por 7 dias (168 h) a 80 °C obteniendo un rendimiento de
60% (Lehmann y col., 2006; Mohr y col., 2006). Considerando los bajos rendimientos y/o los
largos tiempos de reaccién informados, se propusieron y se realizaron los ensayos del IV al XI
(Tabla 20) observandose en todos los casos la formacion del compuesto 7. En el ensayo IV no
se observé la presencia de productos secundarios, pero Ia reaccién procedié con un rendimiento
de solo 38%. A partir del resultado anterior se propuso utilizar radiacion de microondas (ensayos
del V al VIH) con el fin de incrementar el rendimiento. En estos ensayos se observd que el
compuesto 5 no reaccionaba completamente y un producto secundario se formaba en cantidades
mayores al aumentar el tiempo de irradiacion. Por espectrometria de masas se observo que el
producto secundario posefa una masa molar de 281 g/mol, o que apuntaria a la formacién de un-
producto de deshidratacién de la amida (Figura 49 A) o a la formacion de una 3,4-
dihidroisoguinolin-1-ona (Figura 49 B). En los ensayos IX y X Ia reaccion se desarrollo en
ausencia de solvente segiin lo descrito por los autores, obteniéndose rendimientos de 60% y 46%
respectivamente, resultados similares a los informados en la literatura. El aumento del tiempo
del ensayo X al doble (ensayo XI) superé lo experimentado e informado, obteniéndose un

rendimiento de 87% del compuesto 7.

Bl




A)

B)
b Dlme A
&H,

Figura 49. Posibles estructuras del producto secundario de masa molar 281 g/mol observado en

los ensayos V, VI'y VII (Tabla 20) realizados para la formacion de la amida 7.

Para obtener la amina biciclica 8 se utilizé la metodologia propuesta (Hoefgen y col., 2006;
Mohr y col., 2006) en la cual se realizé inmediatamente la reduccion de la imina formada en la
reaccion de la amida 7 con POCIL sin realizar un procedimiento extenso de aislacién y
purificacién. El rendimiento alcanzado en esta reaccién fue de 65%, practicamente igual al
informado por los autores. La caracterizacién de 8 por espectroscopia de RMN 'H mostrd que la
integracién y el desplazamiento quimico de los picos corresponde con lo informado (Hoefgen y
col., 2006; Lehmann y col., 2006).

Los compuestos 9 y 3 se sintetizaron utilizando sin modificar una metodologia propuesta para Ia
obtencién del compuesto representado en la Figura 50 (Robaa y col, 2011). En ambas
reacciones se obtuvieron buenos rendimientos (81% y 91% respectivamente), similares al

informado en 1a referencia.

Figura 50. Compuesto sintetizado por Robaa y col., 2011.
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Sintesis de derivados de 3MOD modificados en el anillo A.

La modificacion del amillo A de 3MOD, scgin la propuesta basada en los estudios de
simulacion, consta de la inclusion de halogenos o un grupo metilo en el C-4 con los cuales se
evaluaria un potencial incremento de la afinidad debido a la hipotética formacién de un puente
de halégeno (Figura 51). Los resultados que se exponen a continuacion dan cuenta en primera
instancia de las metodologias probadas para la obtencién de 4-CIMOD (3b) y 4-BrtMOD (3c),
compuestos sintetizados y evaluados bioquimicamente (en cuanto a su afinidad por los
receptores dopaminérgicos: X;). En segunda instancia se muestran los resultados obtenidos en los

intentos sintéticos infructuosos para obtener el derivado 4-MeMOD (3y).

3b; X=Cl
3c; X=Br
3y; X=CH;

Figura 51. Objetivo sintético: derivados de 3MOD modificados en el anillo A.

Sintesis de 4-CIMOD (3b)

La formacién del derivado 3b fue seguida por medio de CCF y por espectrometria de masas
identificando los compuestos obtenidos por medio de sus iones moleculares (M") donde 3MOD
presenta una razén m/z de 281 y 3b de 316 (Anexo B, p. 197-8). Para su obtencién se probaron
tres metodologias (Tabla 21) en las cuales se emplearon dos agente halogenantes: N-
clorosuccimida (NCS) y cloruro de sulfurilo {SO,Cly). La utilizacion de SO,Cl, y de CH;COH

como solvente (ensayo ITI, Tabla 21) dio como resultado la formacion de un precipitado blanco
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de facil aislacién, cuyo anélisis espectrométrico mostré como inico componente el compuesto
3b, obtenido con un rendimiento de 46%. Utilizando las otras metodologias, la evaluacién por

medio de especirometria de masas mostrd un predominio del compuesto de partida.

Tabla 21. Condiciones de reaccién evaluadas en la obtencion de 3b.

Condiciones de reaccién

N t. (min)* /M"

ha;:iﬁ;m Solvente T (°C) Tiempo (h)
I NCS MeCN 60 1h 3,37/282; 3,85/398; 4,42/-—-
1| NCS TFA 25 1h 3,25/282,677
I SO, CL  CH;COH 25 2h 5,63/316-318

% Anexo B: t,= tiempo de retencién obtenido del cromatograma con deteccion por UVzss; ®La
CCF mostro resultados diferentes a los observados anteriormente, por lo que se procedié a la
purificacién del analito y a ]a obtencién de sus espectros.

El analisis del espectro de RMN 'H mostr6 en la zona de alta frecuencia un grupo se sefiales
cuya integral conjunta indicaba la presencia de 6 protones, mostrando que 12 halogenacion habia
ocurrido en las regiones aromaticas de la molécula. Se observod wn acoplamiento entre dos

dobletes con °J = 8.7 Hz, sefiales que fireron asignadas a los protones en C-1 y en C-2. Los

resultados observados dan cuenta de que la cloracién por medio de SO,Cl: fue selectiva en C-4.

Sintesis de 4-BrMOD (3¢}

La sintesis de 3¢ se monitoreo por espectrometria de masa (Anexo B, p. 199-200), donde el M
pata el compuesio monohalogenado se identificé con la razén m/z de 360 y de 362 con
intensidades relativas de 100 y 97,5% segin las abundancias isotropicas del Br en la molécula.

Para obtener ¢l compuesto 3¢ se probaron 4 metodologias en las que se empled como agentes
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halogenantes bromo molecular (Brz) y N-bromosuccimida (NBS). Con este fltimo reactivo se
varié ademds el solvente entre MeCN y TFA a modo de disminuir la cantidad de isémeros
monobromados observados. La tmica reaccién que mostré un producto monobromo mayoritario
fue la que utilizé NBS y TFA como solvente (ensayo IV, Tabla 22). Una vez aislado este
compuesto, que fue obtenido con un rendimiento de 36%, el espectro de RMN 'H (ver mas
adelante) mostrd que la monobromacion habia ocurrido en el C-4. En la Tabla 22 se muestran

las condiciones de reaccién evaluadas y los resultados resumidos observados por la

espectrometria de masas.

Tabla 22. Condiciones de reaccion evaluadas en la obtencion de 3¢.

Condiciones de reaccion

N° oent Resultados

gente Solvente T (°C) t, (min) * /M’

halogenante
I Br,® CH;COH 25 1,28 / 360-362; 1,95/360; 2,28/---
1I NBS MeCN 25 3,10/ 282 ;3,57/410
m NBS MeCN 60 3,42/282; 3,68/ 330
3,25/ 360-362; 3,49/ 360-362; 3,75/ 360-362;

v NBS TFA 25 4,22 /360-362

? Anexo B: t, = tiempo de retencién obtenido del cromatograma con deteccion por UVasy; P
Solucién 0,2 M en DCM; °© CCF diferente a los observados anteriormente, por lo que se
procedié a la purificacion del analito y obtencion de sus espectros.

Las condiciones mostradas en la Tabla 22 dan cuenta de que la bromacién ocurre
preferentemente al utilizar ambos agentes halogenantes en presencia en solventes polares

préticos. Ademds, al observar la intensidad de las sefiales dadas por el detector ELSD {Anexo B,
p. 200), se concluye que la bromacién presenta mayor selectividad en el ensayo IV,

observandose un compuesto mayoritario en el minuto 3,31,
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Una vez aislado el compuesto se le realizaron los mismos anélisis espectrométricos que para el
derivado 3b observandose similares resultados. En este caso la constante de acoplamiento entre
los protones en C-1y C-2 fue de 8,6 Hz, 1o que confirma la monobromacién en C-4.

Los resultados anteriores dan cuenta de que si bien las condiciones de reaccion NBS/TFA no son
muy selectivas, permitieron aislar el compuesto mayoritario de bromacién de 3MOD que

correspondié a la monobromacion en el C-4.

Intentos de sintesis de 4-MeMOD (3y)

Las reacciones orientadas a la sintesis del derivado 3y, al igual que para los otros derivados, se
monitorearon por espectrometria de masas (Anexo B, p. 201-8), donde se busco la sefial a m/z
296. Todas las metodologias evaluadas (a una escala de 0,02 mmol de 3¢) se basaron en la
reacci6n de alquilacion por acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura (Miyaura y Suzuki, 1979)
que utiliza como precursor un derivado halogenado (bromado o yodado de preferencia) y como
fuente del grupo alquilo un 4cido borénico. Ademas la sintesis se desarrolla en presencia de una
base y utiliza un catalizador de paladio. En la Figura 52 se ejemplifica la reaccion de Suzuki con
la transformacion deseada de 3¢ a 3y. Las modificaciones principales a las condiciones de
reacci6n originales estuvieron dadas por: la base, el solvente y el catatizador de paladio.

Para obtener el compuesto 3y se ensayaron 10 metodologias sintéticas (Tabla 23). En todos los
casos el compuesto de partida permaneci¢ de forma mayoritaria inalterado y solo al utilizar
K,CO; como base, PA[(P(Ph)s]; como catalizador y tolueno como solvente (ensayo I, Tabla 23)
se observd una mayor presencia de 3y con respecto a las otras sustancias. Considerando que las
condiciones evaluadas no fueron exitosas y solo se trabajd a pequefia escala no se aisio el

compuesto 3y.
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Figura 52. Esquema de la reaccién de Sezuki para la transformacion del compuesto 3¢ a 3y.

Tabla 23. Condiciones de reaccion evaluadas para la obtencién de 3y.

. Condiciones de reaccién * Resultados
N .
Solvente/T Tiempo (h)  Base t, (min) /M’
9
] 24 5,32/—-; 6,19/362; 6,88/296;
1 Tolueno/reflujo 438 K,CO; 8.55/278.9
72
I Tolueno, pW/180 °C 3 K,CO4 4,69/362; 5,17/296; 6,55/278
[ Benceno, reflujo 8 K,CO4 7,10/362
v Benceno, reflujo 284 KiPOy 6,15/362; 6,94/296; 8,5/278
v Benceno, reflujo 252 NaOH 5,78/362; 6,73/296; 8,47/278
VI DME 284 K,COs 6,17/362; 6,93/296; 8,55/278
VII DMF 8 K,CO;s 6,51/348; 7,16/362
VIIT Benceno, reflujo 8 NaOMe 6,55/362; 7,24/---;, 8,57/278
»  Dioxano:H;O (5:1)/
IX 100 °C 6 K,CO;4 2,79/362
X* MeOH, 60 °C 8 K,COs 6,25/282; 6,48/362; 7,14/314

" Fx todos los casos se utilizardn 0,02 mmol de Ar-Br, 0,06 mmol de MeB(OH), y 0,1 mol % de
Pd[(P(Ph);]s como catalizador; ® PA[(P(Ph);],Cl como catalizador; © Pd(O.,CCHs), como

catalizador.

87




Las reacciones del tipo Suzuki-Miyaura se utilizan ampliamente para introducir grupos alquilo,
alilo y aromaticos con rendimientos superiores al 50% y en un tiempo menor a 24 h en la
mayoria de los casos (Paunescu y col., 2007; Reid y col., 2011; Porcir y col., 2014). En particular
1a inclusién de un grupo metilo empleando las condiciones clésicas, similares a las utilizadas en
este trabajo (Tabla 23), difiere en comparacion con otros grupos, observandose una disminucion
del rendimiento y un aumento de los tiempos de reaccion. Takaya y colaboradores desarrollaron
la sintesis de los compuestos A y B (Figura 53) utilizando Na,CO; como base, PA[(P(Ph):])s
como catalizador v dimetiléter (DME) como solvente (similar al ensayo VII, Tabla 23). Parala
sintesis de A se utilizaron: 4 eq. de MeB(OH),, 0,1 eq. de catalizador y 42 h de reaccion,
obteniéndose un rendimiento de 34%. En cambio, para la sintesis de B se utilizaron 2 eq. del
complejo de trivinil boroxina piridina (Figura 53 C), 0,05 eq. de catalizador y 7 h de reaccion,
obteniéndose un rendimiento de 89% (Takayay col., 2011). Ademas la reaccién de Suzuki en el
C-4 de 3MOD presenta menor posibilidad de ocurrencia por el efecto electron-donor del grupo
metoxilo ubicado en posicién orfo con respecto a C-4. Si bien otros autores han realizado la
metilacién por medio de la reaccién de Suzuki en anillos medianamente activados, utilizando
Ba(OH), 8H,0 como base, PACL(PPh;), como catalizador y una mezcla 1,4-dioxano:H,O (4:1)
como solvente, obteniendo sobre un rendimiento de reaccion sobre el 50% (Sipos y col., 2008),

esta metodologia no fue evaluada en el sistemna en estudio.

O,N o OzN o~
@\/0 \Q\,O /\q ? { N
0 O O.5° N”
L
R
A B C

Figura 53. Compuestos A y B sintetizados previamente (T akaya y col., 2011). En azul se
destaca el grupo introducido. A la derecha de la figura, enmarcado, el complejo de trivinil

boroxina y piridina.
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Las condiciones de reaccion evaluadas dan cuenta finalmente de que la metilacion de un anillo
aromético medianamente activado por reaccién de Suzuki es compleja y que la conversion del

derivado bromado, al menos en los tiempos evaluados, es siempre incompleta.

Sintesis de derivados de 3MOD en el anillo B.

Para realizar la sintesis de derivados de 3MOD con modificaciones en el anillo B se propone que
en analogos de la amida 7 (Figura 47) ya estén presentes los sustituyentes, o por lo menos la
amida se encuentre funcionalizada con algin grupo modificable en una o dos etapas de sintesis
que no interfieran con el resto de la molécula. Considerando lo anterior y los resultados de
acoplamiento molecular resumidos en la Figura 54, se propuso que un derivado de 3MOD que
posea un grupo funcional de tipo amino en el anillo B podria entregar la versatilidad requerida
para obtener derivados que potencialmente mejoren su afinidad en los RDs y/o su selectividad

tanto por receptores hD; como hD,.
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Figura 54. Precursores 3d y 3e propuestos que satisfacen la versatilidad requerida para obtener

los derivados 3f, 3g, 3n, 3ii, 3q, 3s, 3u'y 3w. En azul el namero de la posicion a sustituir.

Para obtener tanto el derivado 3d como el 3e se puede tomar como punto de partida un derivado
nitrado en la posicion deseada y luego, a partir de este. obtener el grupo amino por reduccion
(Carstens y col., 2013). Un grupo nitro, si bien se propone utilizar como una fuente del grupo
amino, ademas puede actuar como protector del precursor, ya que el anillo nitrado no
reaccionaria en la ciclacion en la que se utiliza POCI; como promotor, ni en la posterior reaccion
de apertura del ciclo mediante el empleo de cloroformiato de etilo (De Luca y col., 2006).
Entonces, obtener la amida 10 u 11 podria ayudar directamente a la reduccion del namero de
pasos sintéticos al tener presente un grupo nitro en el anillo B. En la Figura 55 se encuentra el

esquema de la retrosintesis y sintesis comentada anteriormente.
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Ry =Ry = H,NH, R; =Ry = H,NO,

3d, R4=NH,; Ry=H 14, R;=NO;; Ry=H 12, Ry3=NOy; Rg=H 10, R;=NO;; Ry=H
3e, Ry=H; R;=NH, 15, Ry=H; R4=NO; 13, Ry;=H; R=NO, 11, Ry=H; Ry=NO,

Figura 55. Retrosintesis desde el derivado aminado en el anillo B de 3MOD hasta la amida
precursora del compuesto tetraciclico. Sintesis de 3d y 3e desde 10 y 11 respectivamente: i}1-.
POCY;, 120 °C; 2-. MeOH, NaBH,, reflujo, 0,5 h; i) 1-.CICOEt, THF gcq), <65 °C, 4 h; 2-.

NaCNBH;, THF, 25 °C,; iii) 1-. H, Pd/C, EtOH; 2-.LiAlH,, THF, 25 °C
Stntesis de la amida 10 y 11. Obtencidn de sus precursores.

La retrosintesis de las amidas 10 y 11 (Figura 56) muestra que el sinton légico formado al
romper el enlace CO-NH, es el 4cido benzofco 16 (sustitnido en orfo con un grupo —CH,CH,OH
y en para con un grupo mnitro). Este compuesto presenta la problematica sensibilidad de la
funcién alcohélica a las condiciones de formacién de amidas, ya que podria participar en una
reaccion de esterificacién conducente a un polimero (Smith, 2001). Para evitar lo anterior se
propuso realizar la sintesis de 10 y 11 con el grupo alcohélico en 16 protegido. De acuerdo a lo
informado para la sintesis de 5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz{d, glacecinas (Mohr y col., 2006;
Enzensperger y col., 2007), el grupo lacténico en la isocromanona cumple esta funcion, por lo
cual partir con una molécula de este tipo funcionalizada en el C-3 o en el C-4 con un grupo nitro
cuinple los requisitos descritos previamente.

La sintesis de compuestos del tipo isocromanona ha sido informada con sus:tituyentes electrén-

donores como el grupo metoxilo y se desarrolla por medio de dos pasos sintélticos (Cutler y col.,
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1997; Quallich y col., 1998). El primero de ellos, crucial ya que da paso a la formacién del
biciclo, se realiza por medio de una sustitucién aromdtica electrofilica (So.E). En el caso de la

propuesta la presencia de un grupo nitro desactivante disminuye la probabilidad que se efectiie la

reaccion.

a; Ry=NO; R,=H
b; Ri=H, Ro=NO,

Ry R, Ry
HO — o p— 5)112
R Ry Ry 1
~ Ry —— 16a, 16b 17a, 17b 18a, 18b
10; R1=N02‘ Ro=H /0 NH, R
11; Ry=H, R,=NO, \©/\’ 2

6 Ry
HO

19a, 18b
Figura 56. Primera opcién retrosintética. Obtencion de amida 10 y 11.

Considerando lo anterior se propuso, una segunda opcion retrosintética desde el compuesto 11
(Figura 57), donde se reemplaza el grupo alcohdlico de 16 con un éster carboxilico. Este puede
ser reducido selectivamente a alcohol por LiBH, en THF a temperatura ambiente, sin afectar los
grupos amida y nitro (Boyle y col.,, 2011). Para obtener 21 sin tener problemas con la fincién
acida vecina se propuso su obtencion a partir de 1a descarboxilacién de 22 (Krapcho y col.,
1978). Donde, el grupo malonato se puede insertar en la funcién aromdtica a través de una
sustitucion aromatica nucleofilica (SoN). El compuesto 23 se propuso como compuesto de

partida, ya que se ha utilizado en SN malénica (Quallich y col., 1998) y existe en el comercio.
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NO, +

11 P 24
U‘ /°\©/\/NH2 ﬂ

NO, 6 ‘o

0 N * NO. 2
A — 2 — HO
0 o~ HO i O
o 0.~ o OJ
20 21 /22

Figura 57. Segunda opcion refrosintética. Obtencion de la amida 11.

Por lo tanto Ia sintesis del derivado 11, segin lo planteado, involucra cuatro pasos detallados en

la Figura 58.
0] 00 24 0 O
~o~o~
OH OoH OH
) 0 i) ON
O,N cl : ON
23 8 22 21

1

o’ NH; NG, NO,
6§ o \ _0O §
e — ——
el O I oW 1O o
O 20

Figura 58. Sintesis propuesta para la formacion de 11. i) CuBr, 70 °C, NaOMe, 24 h; #) LiCl,

DMSO/H;0 ), #ii) 1-, CDI, THF, 25 °C; 2-. amina 6, THF, 25 °C, 16 h; iv) LiBH,, THF, 25 °C.
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Para formar la amida 10 se propuso seguir la misma metodologia expuesta anteriormente, pero el
costo comercial del compuesto homélogo de 23 para formar 10 (Figura 59) es 30 veces mayor
desde la fuente comercial méas econémica utilizada (AK Scientific, Inc.). Por esto la metodologia

representada (Figura 58) se probé inicialmente para la obtencion de 11.

0
OH

Cl
NO,
Figura 59. Homoélogo de 23 (acido 2-cloro-3-nitrobenzoico) propuesto para formar la amida 10.

Formacion del dcido 2-(1, 3-dietoxi-1,3-dioxopropan-2-il)-4-nitrobenzoico (22)

Para la sintesis de 22 existen varios articulos y patentes que describen las condiciones de
reaccion segiin la propuesta comentada (paso i), Figura 58). En estos articulos se informa que la
reaccion tiene un rendimiento superior al 90% y que el producto es ficilmente purificable. En
esta purificacién se debe filtrar el precipitado formado y retirar por lavado el exceso de malonato
de dimetilo que no reacciona, ya que este a su vez es utilizado como solvente. Las variantes
principales introducidas en el presente trabajo fueron: temperatura (7¢ o 100 °C), la utilizacion
del 4cido cloronitrobenzoico en vez del bromonitrobenzoico y la utilizacién de malonato de
dietilo en vez de malonato de dimetilo (Bruggink y McKillop, 1975; Quallich y col., 1998;
Akkirata, 2007).

A partir de lo anterior se intent6 la sintesis y se analizé el precipitado formado por medio de
RMN 'H, observandose solo el compuesto de partida. Fl resultado negativo motiv la bisqueda
de variantes de las condiciones ensayadas, como también de nuevas propuestas. Asi se
modificaron: la temperatura, la base, la estequiometria: del catalizador y del malonato, el

catalizador, y finalmente el solvente. El avance de la reaccion fue seguido por cromatografia en
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capa fina (CCF) utilizando co-cromatografia. Todas las metodologias evaluadas se detallan en la

Tabla 24.

Tabla 24. Metodologias probadas para la sintesis de 22.

Condiciones de reaccién *

N°® ¢q. de malonato Base (eq.) Cat. (eq.) Solventeo  Temp. (°C)

de metilo soporfe
I 20 NaOMe (2,5) CuBr(0,08) -- 70
n 20 NaOMe (2,5) CuBr(0,08) -- 100
I 1 NaOMe (2,5) CuBr(0,08) - 100
v? 20 NaH (2,5) CuBr (0,06) - 30
A% 20 NaH (2,5) CuBr(0,5) - 80
VI 1 NaOMe CuBr (0,1) MeCN reflujo
vie 1,1 K,CO;(3)  TEBA(0,1) Alamina  MW-100°C(5min)
v 1,1 K,CO;(3)  TEBA(0,1) Alimina  MW-100 °C(10min)
IX 1 K.CO; (1,5) Cul(0,05)  DMF 100
X 1 K,CO; (1,5 Cul(0,05) DMF ambiente

® equivalentes {eq.) con respecto al 4acido 2-cloronitrobenzoico (20); (Bruggmk y McKillop,
1975; Quallich y col., 1998); *(Bruggink y McKillop, 1975); *(Akkirala, 2007); (T Liu y col,,
2012)
De las metodologias expuestas en Ia Tabla 24, desde el ensayo I al VI no se observaron cambios
por CCF. La metodologia VH habia sido informada para sustituir un &tomo de fluor o cloro, en
un nitrobenceno, por un malonato o ur derivado de este con un rendimiento sobre el 90% y en
un tiempo de reaccion menor a 5 minutos. Si bien para el compuesto 22 no se enrcontraba
reportada la reaccidn, fueron probadas las mismas condiciones. Las pruebas realizadas

mostraron que el material de partida no era consumido, incluso aumentando el tiempo al doble

(VIID).
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La inclusion de DMF como solvente (ensayos IX y X) responde a la alta insolubilidad del
carboxilato formado al agregar la base. Cuando la reaccion se efectud a 100°C se observo la
aparicion de una multitud de manchas por CCF. De acuerdo a esto se disminuy6 la temperatura,
llegando hasta temperatura ambiente, obteniéndose asi solo un compuesto que por CCF presento
una razén de frente levemente diferente a la del compuesto de partida. Este compuesto fue
aislado para ser evaluado por RMN 'H y su espectro, registrado en DMSO-ds, fue comparado
con el del compuesto de partida (Figura 60). En la Tabla 25 se informa los desplazamientos
quimicos, integraciones y acoplamientos del compuesto 22 publicados en las diferentes

referencias utilizadas y en la Figura 60 se muestra la asignacion de las sefiales.

Figura 60. Asignacion de sefiales de RMN 'H del compuesto 22.

Tabla 25. Interpretacion informada del espectro de RMN 'H en DMSO-d; para el compuesto

22.(Quallich y col., 1998; Akkirala, 2007)

N°seital o (ppm) Integral multiplicidad J(Hz)

1 8,37 1 d 2
2 8,30 2 d 1

3 5,82 1 s --
4 3,83 6 s --
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Figura 61. Espectros de RMN 'H del compuesto obtenido de la reaccion II (linea negra) y del

compuesto aislado en la reaccion X (linea roja).

El espectro de RMN 'H del producto aislado de la reaccién X es diferente al del compuesto
inicial, ya que aparece otra sefial en la zona aromética con una integral correspondiente a un

proton y aparecen dos sefiales en la zona de baja frecuencia donde cada una de ellas corresponde

a 3 protones. Lamentablemente las sefiales observadas en este espectro no concuerdan con lo

informado para el compuesto 22 (Tabla 25, Figura 60) (Quallich y col., 1998; Akkirala, 2007).
‘ Por lo tanto esta reaccion, si bien inicialmente muestra diferencias a las anteriores, no genero el
‘ compuesto deseado.

El cobre posee la capacidad de formar complejos con DMF (Stalhandske y col., 2001) y el anién

carboxilato (Sevryugina y col., 2007), ambos presentes en el medio de reaccion. Es posible que
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se haya formado un complejo de cobre con estos ligandos y que este haya sido aislado. El
desconocimiento de esta posibilidad al momento de desarroliar la sintesis y 1a caracterizacion del
compuesto aislado llevé a realizar el experimento de RMN 'H en DMSO, solvente que también
es capaz de formar complejos con el cobre (Suarez y col., 1973). Lo anterior pudo producir un
intercambio de ligandos del complejo con el solvente del experimento, lo que explicaria la
observacion en el espectro de RMN H de un equivalente molar del compuesto 23 y uno de

DMF sin mayor modificacién de sus desplazamientos quimicos.
Reformulacién de la propuesta sintética para la obtencion de precursores de las amidas 10y 11.

A partir del resultado no deseado de las reacciones evalvadas para formar el compuesto 19, se
propuso una ruta alternativa para obtener 1a amida 10 y 11, que considera como primer objetivo
1a sintesis de nitroisocumarinas (Figura 62) que presentan alta similitud con los compuestos 17a
y 17b (Figura 57). La sintesis de la 5-nitroisocumarina (29) ha sido informada como producto
secundario en la sintesis de indoles (Somei y col., 1981; Matsui y col., 1992). De acuerdo a lo
informado, la obtencién de 29 ocurmre en tres pasos sintéticos partiendo del 2-metil-
3nitrobenzoiato de metilo (27) obtenido del compuesto comercial 4cido 2-metil-3-nitrobenzoico

(26).

o ) 0 o
P -~
oH 0 o 0
i) i) 0 " &
NO, e NO, oy NO, Izs NO, ,q

Figura 62. Sintesis de S-nitroisocumarina (29). i) MeOH, H;SO4 (), rteflujo, 24 h; if)

DMFDMA, DMF, reflujo; iii) Si0;,AcOEt, 2 h.

Los dos primeros pasos de la metodologia sintética de 1a Figura 62 han sido informados desde el
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isémero de 26, cido 2-metil-4-nitrobenzoico, con un buen rendimiento.(Antoine y col., 2008;
Zhang y col,, 2013). Para el ultimo paso sintético, si bien no habia sido informado, no se

visualizaban dificultades para su desarrollo.

A partir de 29 se propuso realizar una reduccion selectiva del doble enlace utilizando NaBH,. Si
se ha de realizar una reduccién total de 19, se deben agregar pasos sintéticos de proteccion del
grupo amino presente. Entre estos grupos el més apto seria el bencilo, pero la debilidad frente a
formiatos descarta su utilizacion (Cooley y Evain, 1989; Greene y Wuts, 1991). La sintesis

propuesta se encuentra en la Figura 63.

o
0 0
@gl i) d ii) OH
NOo, 29 NOo, 17a

NO, 10
Figura 63. Propuesta sintesis de la amida 10 a partir de la nitroisocumarina 29. i) MeOH,

NaBHy, 25 °C; #i) amina 6, 120 °C.
Formacion de 5-nitroisocumarina (29)

El primer paso para obtener 29 consistio en realizar la esterificacion del 4cido 26 con metanol.
Para ello se utilizé metanol como solvente y H,SQO, concentrado como catalizador, obteniéndose
27 con un rendimiento de 90%. El segundo paso sintético, obtencién de 28, se realiz6 segiin lo
informado, introduciendo modificaciones en la purificacién con el fin de obtener una buena
caracterizacién por RMN 'H. Para ello se realiz6 una destilacion a presion reducida (a 260 °Cy
8 Torr) obteniéndose un aceite rojizo oscuro con un rendimiento de 75%. La ciclacién para

obtener 29 se realizd sobre gel de silice (Si0,) utilizando AcOEt como solvente para dispersar el
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compuesto en el medio. La agitacién vigorosa del medio fue importante para aumentar el
rendimiento. El rendimiento de 29 desde 27 fue de 23% realizando la purificacién del
intermediario 28. Evitando este paso se observd un aumento del rendimiento de 29 hasta un
48%.

Una vez obtenido el compuesto 29 se intenté la reduccion selectiva del doble enlace presente en
el anillo de pirano. Para ello se propuso utilizar NaBH, como agente reductor y MeOH como
solvente. Cuando se realizé la reduccion se observd inmediatamente la formacién de un producto
secundario (29b) que presentaba la misma Ry de una de las impurezas observadas cn la
purificacién de 29. La caracterizacion por medio de RMN 'H del compuesto 29b mostrd que este
era 3,4-dihidro-3-metoxi-5-nitrocumarina (estructura y espectro de RMN H de 29b en Figura
63, asignaci6n de las sefiales en Tabla 26), compuesto que habia sido informado como producto
secundario en Ia sintesis de 29 desde 27 y producido desde 29 cuando se lo hacia reaccionar con
MeO11L, acido clorhidrico concentrado y a la temperatura de reflujo (Somei y col., 1981). La
reduccién del compuesto 29b, generd ademés ofros dos compuestos que fueron aislados con
bajos rendimientos. Los anélisis espectrométricos mostraron en ambos la ausencia del doble
enlace del anillo de pirano més otras sefiales que no correspondian en ninguno de los casos a las
sefiales esperadas (Anexo C, p. 216-7). Lamentablemente la complejidad de ambos espectros
hizo imposible la resolucién estructural de estas moléculas, para lo cnal se deben efectuar otros

experimentos.
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Figura 64. A la derecha de la figura el espectro de RMN 'H del compuesto 29b y la ampliacion

de sus sefiales. Los numeros negros y en negrita corresponden a los nameros de las sefiales que

se detallan en la Tabla 26. Los azules dan cuenta de los desplazamientos quimico y los rojos las

integrales de cada sefal. A la izquierda de la figura se muestra la estructura de 29b.

Tabla 26. Asignacion de sefiales del espectro de RMN '"H para el compuesto 29b.

N°sefial & 'H/ppm  Integ. Mult. Const. Acopl. Clasificacion
1 3,37 1 dd Ar-CH»-
2 3,44 3 s O-CH;
3 3,62 1 dd Ar-CH,-
+ 5,64 1 t OCH;3-CH<
5 7,70 1 m Ar-H
6 832 1 d Ar-H
7 8,35 1 d Ar-H
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Para abordar el resultado negativo de Ia reduccién de 29, se propuso saltar el paso sintéfico
respectivo y formar un intermediario de tipo isoquinolinico similar a 10 (Figura 65). La
metodologia propuesta se basé en dos trabajos en los que se reemplazaba ¢l oxigeno del pirano
por un nitrgeno proveniente de una amina primaria o secundaria, utilizando MeOH como
solvente (Somei y col., 1981; Asano y col., 2008).
o ,0©/\NH2 \m
oo -
No, 26 NO,
30

Figura 65. Reformulacion de la sintesis. Obtencion de amida SOSlmﬂar z;ia amld‘: 10
Las prusbas mostraron que la utilizacion de MeOH como solvente producia 30 con un
rendimiento de 30%, pero que en ausencia del solvente aumentaba el rendimiento de la reaccion
hasta un 83%. Ademas se evalud la formacion de 30 desde una mezcla de 29 y 29b en una razén
de 1:2 obtenida desde la purificacion de 29, obteniéndose el mismo elevado rendimiento de

reaccion.
Formacion de 10-amino3MOD (3d)
O P L o A
T A SONEACE IR0 ¢
© B T > i)
NO, O NH,

o

NO,
30 12 14 3d

Figura 66. Sintesis de 3d desde 30: §)1-. POCls, 120 °C; 2-. MeOH, NaBHy, reflujo, 0,5 h; i) 1-.

CICO;Et, THF (seco), -65 °C, 4 h; 2-. NaCNBH;, THF, 25 °C; i#i) 1-. Hy, Pd/C, EtOH; 2-.LiAlH,,

THF, 25 °C
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De acnerdo a los resultados anteriores no se logrd la sintesis de la amida 10, sino que en su lugar
se obtuvo el derivado 30, el cual se utilizé en la obtencion de la amina 3d. Para ello se propuso
utilizar la metodologia sintética propuesta en la Figura 66 (previamente mostrada en Figura
55), modificando principalmente la estequiometria de NaBH, posterior a la reaccion de ciclacion
de Bischler-Napicralski, dada la presencia de un doble enlace exira, antes ausente. A partir de las
condiciones comentadas el compuesto 12 se obtuvo con un rendimiento de 31%.

El siguiente paso correspondié6 a la formacién de 14. Para ello, se hizo reaccionar 1,85 g de 12,
disuelto en THF seco, a -65 °C, en atmosfera inerte, con cloroformiato de etilo (CICO,Et). Una
vez transcurridas 4 h de reaccién, a la misma temperatura, se agregé un exceso de
cianoborohidrero de sodio (NaCNBH;) disuelto en THF. Luego se dejé que la mezcla
reaccionante alcanzara lentamente la temperatura ambiente v se dejé por 16 h més. Una vez
transcurrido este tiempo se finalizo la reaccién agregando una solucién 2 M de NaOH.
Posteriormente se realizé una purificacién por medio de cromatografia en columna “flash”,
utilizando como fase mévil una mezcla de acetato de etilo hexano 1:1, obteniéndose 1,8 g de un
aceite.

La caracterizacién por medio de RMN 'H del compuesto obtenido, mostr6 ¢l mismo nimero de
protones que los del compuesto de partida. La ausencia del grupo etilo e la molécula sugirio
que la reaccién no se habfa efectuado, pero la comparacion de las sefiales de los protones del
compuesto de partida con las del obtenido mostré claras diferencias. En la Figura 67 se muestra
la superposicién de ambos espectros registrados en CDCls: en negro el del compuesto de partida
y en verde el del compuesto obtenido no identificado denominado 31. La region a baja
frecuencia del espectro del compuesto 31 muestra una distribucion de los protones de tipo -CHp-
en una zona que abarca entre 2,7 y 3,6 ppm. En cambio los protones de tipo -CH,- para 12
resuenan entre 2,8 y 3,3 ppm. Por otro lado, en la region de alta frecuencia se observa que los

protones de 31 presentan mayor solapamiento que los protones correspondiente a 12.
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Figura 67. Espectros superpuestos de RMN 'H de los compuestos 12 (en negro) y 31 (en verde).

Posteriormente, continuando con la caracterizacion de 31, se realizaron otros tres experimentos
de RMN. Mediante el espectro de RMN °C se confirmé de manera definitiva la ausencia del
grupo carbamato (Anexo C, p. 219). A través del experimento DEPT-135 (Anexo C, p. 220) se
determiné que de los seis carbonos sp’, dos correspondian a los tipos -CH; o >CH- y los otros
cuatro a -CHs-. Por ultimo, se realiz6 un experimento de HMBC (Anexo C, p. 220) que mostré
el acoplamiento entre el protén observado a 5,24 ppm con uno de los carbonos de tipo >CH- o -
CH; observados en el experimento DEPT-135. En la Figura 68 se encuentra un segmento del
grafico del experimento HMBC que abarca desde 2,5 hasta 5,5 ppm para los protones y entre 15

y 80 ppm para los carbonos. El grafico completo se encuentra en el Anexo C, p. 220.
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Figura 68. Segmento del grafico del experimento de HMBC que abarca desde los 2,5 hasta 5.5
ppm para protones y entre 15 y 80 ppm para C, para el compuesto no identificado 31. EI

grafico se acompaifia por el resultados de: RMN 'H (arriba) y de DEPT-135 (costado izquierdo).

El acoplamiento entre los carbonos de tipo >CH- o -CH; se sefiala por medio de lineas verdes.
Los resultados de la espectrometria de RMN sugieren que efectivamente la reaccion de apertura
del anillo se efectud, pero a diferencia de lo esperado, ocurrié con la pérdida del grupo
carbamato y con la inclusiéon de un atomo diferente a H o C en el C-14. A partir de lo anterior se
realizé cromatografia de gases y de liquidos de alta resolucion ambas acopladas a espectrometria
de masas (CGM y HPLCM respectivamente). Los resultados se encuentran en el Anexo B, p.
218 y p. 19 respectivamente. En la CGM se observé un tnico compuesto con valores de m/z de
309,3 y de 310,3 en una razén de 10:5 y en el HPLCM se observo picos con m/z de 311,1385 y
345,1701 en una relacion de abundancia de 100:7 respectivamente.

Los resultados del CGM concuerdan con la masa molar esperada para el compuesto 12 pero,
dado los analisis espectrométricos realizados, se descarta que la reaccion no haya ocurrido.

Segun las especies existentes en el medio de reaccion, existen dos potenciales nucleofilo que

[
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podrian reaccionar con el C-14 antes que el hidruro proveniente del agente reductor. Uno de
ellos es el hidroxilo proveniente de moléculas de agua (absorbidas del medio, por un
eventualmente pobre montaje de sisterna anhidro requerido) lo que formaria el compuesto 31a.
La otra opcion es el cloruro proveniente del cloroformiato de etilo, lo que formaria el compuesto
31b. Segin las masas obtenidas en ambas espectrometrias se descarta 3%a, y si bien Ia masa
molecular de 31b no se pudo determinar de manera exacta, las razones n/z obtenidas en HPLCM

podrian corresponder a los fragmentos 31b° y 31b”’ (Figura 69).

/O /0 N /0
HO
@ w, 12 @ . 14 @ o, 31a

310,13 g/mol 384,17 g/mol 328,14 g/mol

C.

~ AL A
(L (L3 T
cl “ H
31p’ X 3w
@ P ~ NOs o 1P

NO, 345,10 g/mol 311,14 g/mol
346,11 g/mol

Figura 69. Masas moleculares fisicas de los compuestos: 12, 14 y propuestas para 31a y 31b.

Enmarcados, probables fragmentos de 31b observados en HPLCM.

Para corroborar la obtencién de 31b, se registraron espectros de infrarrojo (IR) y Raman entre
400y 1800 cm ™ con el fin de observar en la zona de la huella dactilar la presencia del enlace C-
Cl activo entre 700 y 750 cm * (Socrates, 1980). Ambos espectros se reproducen completos en el
Anexo C, p. 221 y en la Figura 70 se encuentra un segmento que abarca entre los 500 y los 1000

cm™'. El especiro de IR mostr6 una banda intensa y ancha a 738 cm™ que, si bien se podria
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asignar directamente a la interaccién C-Cl, también podria corresponder a la absorcion del
enlace N-H de la amina secundaria (Socrates, 1980) presente en la molécula. Por esto, se
propone que la anchura de la banda observada a 738 cm ' se podria deber a la presencia de
ambas funciones. En el espectro de Raman se observo una banda intensa a 730 cm ' que fue
asignada al enlace C-Cl. Esta asignacién responde a que el atomo de Cl presenta una mayor
polarizabilidad electrénica que el atomo de N, el cual al estar unido a hidrogeno no presenta un
enlace activo en el espectro de Raman. Otra banda intensa observada en el espectro de Raman a
775 cm ' se asignd al movimiento en conjunto de los atomos del anillo alifatico (“ring

breathing”, (Kagel, 2000)).

Intensidad

Intensidad

15000 L L 2 ] |

Figura 70. Espectros de IR (linea roja) y de Raman (linea negra) del compuesto 31b. Segmento
que abarca entre los 500 y los 1000 cm . En el espectro se consignan los nimeros de ondas de

las bandas de absorcion importantes.

Los resultados anteriores dan cuenta de que la reaccion para la formacion de 14 no se efectud en

las condiciones planteadas y en su lugar se produjo el nuevo compuesto 14-cloro-3-metoxi-10-

nitro-5,6,7,8,9, 14-hexahydrodibenz[d, glacecina (31b) con un rendimiento de 87%.
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Propuesta de mecanismo de formacion de 31b

La apertura del anillo biciclico realizada por medio de cloroformiato de etilo, exitosa en la
obtencion del compuesto 8, ha sido utilizada en varias familias de alcaloides con el mismo fin.
En la Figura 71 se resumen los segmentos estructurales que han conformado las moléculas
estudiadas (Sakai y col., 1973; Sakai y col., 1976; Calverley y col., 1981; C. T. Liu y col., 1983;
Maryanoff y Almond, 1986; Schill y col., 1987; Bonjoch y col., 1998; Robaa y col., 2011). En
todos los casos existe un segmento aromatico electrondonor (en rojo, Figura 71) y un segundo
segmento alifatico (en azul, Figura 71), el que puede o no estar acompaiado de un segmento
aromadtico. Ademas la utilizacion de bromuro de ciandgeno, cloroformiato de isopropilo, de

fenilo y de bencilo como reactivos promotores de la apertura del biciclo, ha sido igual de exitosa.

BrCN

LI 6
QT X CICO,R o
N ’\*Q”\ = _?p]wf'\o-“

7
(SI . R,=Etilo, Isopropilo, Fenilo y Bencilo

|

0L QG

Figura 71. Segmentos que han conformado la estructura de la amina biciclica.

El mecanismo de reaccion propuesto para la apertura del biciclo tipo octahidro-1H-quinolicina

es de tipo Syl, donde el grupo aromatico electrondonor estabiliza el carbocation generado
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(Figura 72) subsecuente a la uni6én del carbamato o nitrilo y ruptura del enlace compartido por

los biciclos (Calverley y col., 1981).

N

Br e .

_/ 4CN CN
\ — o) === \EZ)
H H H

Figura 72. Mecanismo de apertura del biciclo; generacién del carbocation (Calverley y col.,

1981).

Un vez formado el carbocation se ha observado, segin los productos obtenidos, que la reaccién
prosigue con un ataque nucleofilico, donde el nucletfilo proviene de la misma molécula o del
medio de reaccién, o con la formacion de un producto de eliminacién (Figura 73). Para que el
ataque nucleofilico proceda de forma intramolecular, la reaccién depende de la disponibilidad de
un nucledfilo dentro de la molécula (Figura 73 A y B), y de su cercania al carbocation. Cuando
el nucledfilo se encuentra cerca, la reaccidn intramolecular se desarrollard independientemente
de los nucleofilos del medio ((Sakai y col., 1973), Figura 73 A). En cambio si existe mayor
distancia del nucledfilo al centro positivo, la reaccién intramolecular competird con un ataque
nucleofilico del medio ((Calverley y col., 1981), Figura 73 B). Como nucletfilo proveniente del
medio se ha observado la entrada de hidroxilo (desde agua (Sakai y col., 1973; Bonjoch y col.,
1998)), alcoxilo (desde alcoholes: MeOH (Calverley y col., 1981), EtOH (Sakai y col., 1976),
alcohol bencilico (Schill y col., 1987)) e hidruro (desde NaCNBH; (Bonjoch y col., 1998; Robaa
y col., 2011)) donde las condiciones de entrada del nucledfilo hidruro son las propuestas para la
formacion del compuesto 14. En cuanto al producto de eliminacion se ha observado como tinico,

al realizar la reaccién en solventes como tolueno, o como producto secundario que compite con
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la solvélisis, cuando la reaccién se desarrolla en solventes nucleofilicos; en ambos casos la
estructura debe presentar un segmento molecular apropiado para la formacién del doble enlace

((C. T. Liu y col.,, 1983) Figura 73 C).

A)
HO
N = >

CICO2CsHs
CHC|3. Na,COa(ac)

0 0 0
B B
A — \ + =0
.,
N CICOBn  © RN "o N
HO  MeOH HO
C)
)
N { N)L 0/k
O > @ OH N @ \ @ o
NH o H o
on  CICO,CH(CH;) o O

CHC[g' NH'_)CO:; o_—_-( ‘_<
8]

Figura 73. Reacciones que conducen a Ia apertura del biciclo tipo octahidro-1H-quinolicina:
primero en presencia de diferentes fuentes de nucletfilos A) nucledfilo intramolecular (Sakai y
col., 1973) y B) competencia entre nucledfilo intramolecular v solvolosis (Calverley v col.,

1981) y segundo, C) obtencion del producto de eliminacién (C. T. Liu y col., 1983).
Entre los antecedentes existentes de la reacciéon de apertura del biciclo, no se ha encontrado

‘ mencion de un producto clorado como respuesta al ataque nucleofilico del cloruro al cabocation,

‘ pero si ha sido propuesto como parte del mecanismo de formacién de un producto de
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eliminacion (Maryanoff v Almond, 1986). En esa oporfunidad, este intermediario finalmente fue

descartado como parte del mecanismo, ya que su existencia produciria dos productos de

eliminacion no aislados como resultado de la reaccion (Figura 74).

OEt

observado

0 o :
O ! J tnico producto |
CO,Et /
H N

H
A
(3

1
O NT “OFt
————— +

CICO5Et,

Tolueno

Figura 74. Reaccion que propone como parte del mecanismo de la apertura del biciclo, el paso

por un derivado clorado (Maryanoff y Almond, 1986). Las flechas discontinuas indican las

conclusiones de los autores, las cuales explican que el derivado clorado no se genera.

La formacién de 31b se puede explicar considerando dos etapas. La primera es el ataque
nucleofilico del cloruro al carbocation centrado en el C-14 y la segunda es la salida del residuo
formiato de etilo (-CO,Et) de la molécula. Para estudiar la primera etapa de reaccion, se propuso

un intermediario formado una vez unido el cloroformiato de etilo a la amina y se realizd sobre él,
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un calculo de minimizacion de energia y de potencial electroestatico. Para ello, se tomé como

compuestos de partida a 8 (precursor de 3MOD) y su derivado nitrado 12 (Figura 75).

R=H

5=043

6+=0,09

Angulo diedro O ;-C ,,-N-C13

R=NO, > 135° L?
R= H> 93 ool

Figura 75. Arriba, formacién del intermediario de reaccién propuesto dado por la union del
cloroformiato de etilo a la molécula 8 o 12. Abajo, estructuras de minima energia de los
intermediarios propuestos. Se sefiala en nimeros rojos las cargas parciales del oxigeno
carbonilico y en morado las cargas parciales del carbono marcado con a; se destaca en linea
discontinua celeste la distancia entre el carbono carbonilico del formiato de etilo y el nitrégeno
al cual se une, en linea continua verde la distancia entre el cloro y el C-14 y en el caso del
derivado nitrado se destaca en linea continua naranja la distancia entre oxigeno carbonilico y el
carbono-a. Ademas se informa en la parte inferior el angulo diedro Oc.o-Cco-N-C14 para

ambos derivados.
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El célculo mostrd que, en el carbono a del intermediario propuesto proveniente de 12, se genera
una carga parcial positiva equivalente a 0,19 electron, diferente alo observado en la molécula no
nitrada (proveniente de 8) equivalente a 0,09 electrén. La diferencia en las cargas parciales
positivas se asocia a la presencia o ausencia del grupo nifro, el cual puede promover por efecto
inductivo y resonante la disminucién de la densidad de carga del carbono a. Como consecuencia,
en el derivado nitrado se observa que el oxigeno carbonilico que estabiliza un carga negativa se
posiciona sobre el carbono a. Esta conformacion, descrita con un 4ngulo diedro Oc¢.o-Cooz-N-
C14 de 135° conlleva a que el dtomo de cloro se posicione sobre el C-14. Las diferencias
observadas en el derivado nitrado sugieren que ¢l cloro se uniria al C-14 por medio de un ataque
nucleofilico intramolecular, condicionado por la conformacion promovida por la presencia del
grupo nitro en la molécula. Esta reaccion intramolecular podiia considerarse como una variacién
del ataque intramolecular observado por Sakai ef al., 1973 (Figura 73 A).

La reaccién propuesta para la obtencion de 14 y desarrollada exitosamente para la obtencion de
su analogo no nitrado 8, es planteada en dos pasos sintéticos sin aislacion de los intermediarios
(1-.CICO;Et, THF g0, -65 °C, 4 h; 2-. NaCNBH3, THF, 25 °C. Figura 47, paso iv) y Figura 66,
paso if)). Segin lo anterior, la aislacion de 31b en ua 87% no puede dar cuenta de si la salida del
grupo -CO,Et ocurrié en el paso sintético 1 o 2, por lo cual se proponen dos opciones para
explicar la segunda parte del mecanismo de formacién de 31b. En la primera opcidn, si la salida
del grupo -CO,Et ocurre antes de agregar el nucleofilo hidruro, se propone un mecanismo de
tipo concertado. En €L, el ataque nucleofilico intramolecular del cloro al C-14 produciria de
forma concertada Ia salida del segmento -CO,Et. Como segunda opcion se propone que la salida
del grupo -CO,Et es debida a la presencia del nucleofilo hidruro en el medio de reaccién.

Para evaluar cual de 1as opciones mecanisticas se ajusta al resultado experimental (obtencion de
31b) se propone, como trabajo posterior a esta tesis doctoral, aislar y/o detectar el intermediario

formado antes de agregar la fuente de hidruro. Estos resultados podrian entregar mayor

113




informacion para proponer un mecanismo que se ajuste a lo que ocure en €l medio de reaccidn.

Considerando la formacién del compuesto 31b en las condiciones planteadas para la obtencion
de 14, 1a hip6tesis de utilizar como opcion precursora de la funcién amino un grupo nitro (ver p.
111), no se cumple y en su lugar se genera una nueva especie quimica de caracteristicas y por un

mecanismo antes no informados.

Sintesis de derivados halogenades en C-12 de escoulerina

En la seccién de resultados de simulacion molecular se discutié que los derivados de boldina no
presentan constautes de afinidad que reflejen directamente 1a presencia de un puente de halégeno
en la interaccién con el receptor. Ademas se planteo, segin los trabajos realizados por Mo y col.
(donde se observd que la 12-cloroescoulerina increment6 su valor de ICsp en el Dy en 5 veces,
con respecto al compuesto no halogenado) (Jiao y col., 2007), que potencialmente los derivados
de escoulerina halogenados en el C-12 podrian incrementar su afinidad por D, a través de una
interaccion de tipo puente de halégeno. Considerando lo antes planteado se realizé la sintesis de
12-bromoescoulerina (32b) y 12-cloroescoulerina (32c¢).

La sintesis total de escoulerina (32a) involucra dos pasos claves (Figura 76). El primero de
ellos es la formacion de una benciltetrahidroisoquinolina (33a, BTHIQ) por medio de una
reaccién de Bischler-Napieralski a partir de una amida (34a), la cual a su vez esta formada por la
3-metoxi-4-hidroxifeniletilamina (35a) y el &cido 4-metoxi-3-hidroxifenilacético (36a). Antes de
someterla a Ja reaccion de Bischler-Napieralski la amida debe tener sus funciones hidroxilos
protegidos. El segundo paso es la formacion de la tetrahidroprotoberberina por medio de la
ciclacion de la BTHIQ a través de una reaccién de Pictet-Spengler (Kametani y Thara, 1967;

Kametani y col., 1969).
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Figura 76. Representacion retrosintética y sintética de los pasos claves para la formacion de

escoulerina. La reacciones de Pictet-Spengler y de Bischler-Napieralski se representan por P-S y

B-N respectivamente. La simbologia GP en las estructuras y €l simbolo “?” en la numeracién

representan un grupo protector.

Para que la ciclacién sea selectiva en la formacion de escoulerina y no se forme su isémero

estructural coreximina (también conocido como coramina, Figura 77). Kametani e Thara (1967)

realizaron la sintesis de la primera a partir de la 2-bromoBTHIQ correspondiente, obtenida a

partir de una halogenacién directa de la BTHIQ precursora con Br, en acido acético {AcOH).

Posteriormente (1969) este mismo grupo obtuvo otro derivado de protoberberina halogenado en

la posicion 12 (12-bromonandinina, Figura 77), partiendo esta vez desde Ia 3,4-

metilendioxifeniletilamina y el acido 36a bromado en para con respecto al grupo hidroxilo que a

su vez se enconiraba protegido.(Kametani y col., 1969)
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escoulerina isomero de escoulerina 12-bromonandinina

Figura 77. Estructuras de: A) escoulerina, B) coreximina o coramina, y C) 12-bromonandinina.
Sintesis de precursores de la amida 34?

Se propuso formar 34? utilizando la amina 35a y el 4cido 36a protegidos en sus funciones
hidroxilo. Fn el caso de la amina se utiliz6 el grupo bencilo (amina 35b). En el caso. del 4cido los
tres grupos protectores evaluados fueron bencilo (Bn), 2-metoxietoximetilo (MEM) y

etoximetoxilo (EOM) dando paso a los dcidos protegidos 36b, 36¢ y 36d respectivamente.
Amina 35b

La amina 35b se sintetizd por medio de tres pasos siniéticos, mostrados en la Figura 78. En
ellos se utilizd 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (37a) como compuesto de partida, obteniéndose
un rendimiento total de 19% wma vez formado el clorhidrato de 35b. Uno de los mayores
problemas identificados en esta ruta sintética surgié en el tratamiento de la mezcla de reaccién
una vez finalizada la reduccion de 38, para la formacién del clorhidrato. Para mejorar la
obtencién de 38 y evitar la formacién de un precipitado de dificil tratamiento al eliminar el
excedente de LiAlH,, se reemplazo la solucion de NaOH diluido, utilizada en un principio, por

una solucion saturada de tartrato de sodio y potasio. Con ella se obtuvo un precipitado fino y
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manejable que mejord la separacion de la amina de la mezcla de reaccion, obteniéndose un
rendimiento de 89% de un aceite amarrillo. Para evitar la disminucion del rendimiento en la
formacion del clorhidrato, a modo de purificacion se realizé una destilacion a presién reducida
(7 torr, 210 °C) y la amina libre, obtenida ahora con un rendimiento total de 39%, se utilizd
directamenie en el paso siguiente (formacion de la amida). La bencilacion del aldehido 37ay la

formacion del nitroestirenc 38 ocurren con un rendimiento de 88% en ambos casos.

/OD/-%O O ~0
—_— —
HO 9 o) )

37a Bn 37b
o N0, 0 NH,
———
Q fii) 0
Bn 38 Bn 35b

Figura 78. Sintesis de 35b. i) BnCl, EtOH, K,CO;3, reflujo; ii) CH3NQ,, NH; CH3CO, ™ ; i) 1-,

LiAlH,, THF, reflujo; 2-. IPA, éter etilico, HCI.

Acido 3-hidroxi-4-metoxifenilacético 36a y proteccién de su hidroxilo: formacién de 36b, 36¢cy

36d.

Para obtener el acido 36a protegido se siguieron tres metodologias (Figura 79), seglin los
reactivos disponibles en el laboratorio, utilizando como compuesto de partida 3-hidroxi-4-
metoxibenzaldehido o isovainillina (39a). La primera de las metodologias ensayadas tuvo como
fin obtener 36b directamente por medio de la hidrolisis de fenilacetonitrilo 40b, con el cual se
propuso alargar la cadena del aldehido en un carbono. La segunda, similar a la metodologia

anterior, pretendid obtener 36b por medio de la hidrélisis de 40a y posteriormente obtener 36b,
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36¢ 0 36d. Finalmente la tercera metodologia tuvo como fin obtener 36b directamente por medio
de Ia hidrdlisis de la a~cianoenamina 41. Es importante destacar que el aldehido 39a tiene un
precio comercial mucho mayor que su isdmero estructural 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido o

vainillina (37a) por lo cual, todas la reacciones fueron evaluadas primero con 37a.

Metodologia I
B'n Bn
oY =, O RO R
—_— —_—
\0 — ‘\o \O H
39a 40h 3sb
Metodologia IT

D/“" a\ﬂ m
l

R
o 0
X
36b; R=Bn
36¢; R=MEM
36d; R=EOM

Metodologia IIT

o o ;
HO Yo —> Q. AN CN O O
~ — ~ N ~ OH
o) o) - \@ o}
39a 41 36b

Figura 79. Metodologias utilizadas para la formacién de 36a y sus derivados: b, ¢ 6 d.
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Metodologias I y I

La ruta sintética desarrollada en la metodologia I se detalla en la Figura 80 y la desarrollada en
Ia metodologia IT se detalla en la Figura 81. De la metodologia I solo se pudieron realizar los
primmeros dos pasos, ya que la sustitucién del hidroxilo alcohdlico por un grupo ciano no
transcurrio, posiblemente debido a la desactivacion mediada por resonancia del anillo aromético
al realizarse la proteccion del hidroxilo. A partir de lo anterior se evalud no proteger Ia vainillina
y seguir con la ruta de la sustitucién del hidroxilo por un grupo ciano (metodologia II). Esta vez
la sintesis propuesta pudo concluir con la hidrolisis exitosa del mitrilo, obteniéndose un
rendimiento total de 17% (desde el aldehido, Figura 79 A)). Considerando que la metodologia
IT fue exitosa, se evaluo partiendo desde isovainillina sin lograr en este caso la sustitucion del

grupo hidroxilo por ciano (Figura 79 C)).

KzCOg éﬂ

e l/j“ o™
HO BnCl, EtOH, 0 NaBH  MeOH, o
42b

37a Reflujo, 24h
NaCN, DMF,
130°C, 20h
o
Bn 43b

Figura 80. Rutas sintéticas utilizadas en las metodologias I desde vainillina
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(809%)

A OH /OD/\CN
——
HO NaCN, DMF, HO

422 130°C, 20h 43a
(34%) E{OH:H,0 (1:1,12)
KOH, reflujo, 12h
(62%)
Bee
HO OH
44a
Rendimiento
17%

HO HO
WO e T e DO

NaBH,
MeOH

NaCN DMF, O
136°C, 20h 46

Flgura 81. Rutas sintéticas utlhzadas en las metodologias II. A) desde vainillina y B) desde

isovainillina,

Una vez obtenido 44a y comprado 36a se evaluaron diferentes metodologias de proteccion del

grupo hidroxilo aromético con el fin de continuar con la ruta propuesta en la Figura 76 y ia

metodologia II para obtener los derivados protegidos de 36a. Los grupos protectores que se

evaluaron fueron ¢l bencilo (Bn), 2-metoxietoximetilo (MEM) y etoximetoxilo (EOM) (Figura

82). El Bn se probd debido a su utilizacion en la sintesis referencial de escoulerina(Kametani y

Thara, 1967; Kametani y col.,

1969) y los grupos MEM y EOM por su similitud al grupo

metoximetilo (MOM, Figura 80 D), que habia sido utilizado como grupo protector en la

obtencion del dcido 2-(2-bromo-4-meloximetil-3-metoxifenil)acético precursor de una amida

similar a 34a (Figura 83) (Kang y col., 2010).
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A) B) O D)

.;a,o\/g .ﬁ/ovo\/\o/ .sa,ovo\/ Wovo\

Figura 82. Grupos protectores estudiados: A) bencilo (Bn), B) 2-metoxietoximetilo (MEM) y

C) etoximetoxilo (EOM). D) Grupo protector referencial: metoximetilo (MOM).

OO SO LK
HO OH )  yomo Ot | yom B0

H
MOMO Br°

Figura 83. Sintesis que ntiliza el grupo protector MOM en la bromacién del deido 2-(2-bromo-
4-metoximetil-3-metoxifenil)acético (compuesto enmarcado). i} 1-. HySOuey, FtOH, reflujo
99%; 2-. MOMCI, DBU, DMF, 87%; i) 1-. oxone, NaCl, acetona-H,0, 79% para X = CJ;
oxone, NaBr, acetona-H,O, 91% , para X = Br; 2-, NaOH, THF-H,0, 94-98%, iii) R-NH,,

EDC, HOBt, EizN, 1,4-dioxano.

Considerando los grupos protectores Bn, MEM y EOM en la Figura 84 se esquematizan los

pasos sintéticos que se comentaran a continuacion.
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R=EOM, X=CI
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]
l - B
34b

~o
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{ H

49bb;
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49ch;
49cc;
49db;
43dc;

Figura 84. Esquema de los pasos sintéticos de proteccion del grupo hidroxilo

dcido 44a y formacion de la amida 492.

R=Bn, X=Br
R=Bn, X=CI
R=MEM, X=Br
R=MEM, X=CI
R=EOM, X=Br
R=EOM, X=CI

aromatico del

El primer paso sintético, antes de proceder con la proteccién del grupo hidroxilo aromatico de

44a, fue realizar la esterificacion de su hidroxilo carboxilico. Para ello se utilizo EtOH como

fuente de grupo etilo y como solvente obteniéndose un rendimiento de 98%. Esta reaccién de

esterificacion a diferencia de lo observado en la formacion del compuesto 27 (p. 120), ocurre en

menor tiempo y con mayor rendimiento, por lo que la inclusién de un grupo etilo como protector

de una funcién dcida es una mejor opcién que un grupo metilo.
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El primer grupo protector del grupo hidroxilo aromaitico de 47a evaluado fue el grupo bencilo
(Bn). Las condiciones de reaccion se detallan en Ia Tabla 27. En todos los casos se observo, por
medio de CCF, la formaciéon de un compuesto de menor polaridad (atribuido a 47b) y que la
reaccion se detiene a las pocas horas de iniciado el proceso. A partir de lo anterior, y ya que las

pruebas de reaccion se realizaron a pequefia escala, no se aislo €l producto.

Tabla 27. Condiciones de reaccién evaluadas en la formacién del compuesto 47b.

Condiciones de reaccién *

N Fuente de G.P. Base o activante Solvente  Temp.°C Tiempo (h)

| Bn-CI (1,2 eq.) K;COs (1,5 eq.) EtOH reflujo 24

n Bo-Br(1,2eq.)  K;CO;(1,5eq.) DMF 30 24 |
or? Bn-Br(1,2eq)  K;CO;(L,5eq) MeCN 75 24 |

# equivalentes (eq.) con respecto a 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acetato de etilo (47a); '(Reddy y |
col., 2008); *(Magnus y col., 2010)

Los grupos protectores MEM y EOM presentan caracteristicas quimicas similares, por lo cual
fueron evaluados en forma paralela. Las condiciones de reaccion para la sintesis de los
compuestos 47¢ y 47d se monitorearon por medio de CCF y se resumen en la Tabla 28, En
todos los casos quedod remanente del compuesto de partida y se aislo el producto en las
situaciones en las cuales se observd mayor avance de la reaccion. Si bien el grupo protector que
fue evaluado en el mayor namero de condiciones fue MEM debido a que el producto presentaba

una facil separacién a través de cromatografia en columna, nunca se observd un consumo

considerable del compuesto de partida, por lo que finalmente fue escogido EOM como grupo
protector. De las metodologias estudiadas, la utilizacién de la mezcla compuesta por: 2 eq. de
DIPEA y 0,1eq. mol DMAP como base {eq. con respecto a la cantidad de sustrato) y DCM como
solvente (ensayos VI y IX), fie la que condujo a un mayor avance de la reaccién. En estos

ensayos se obtuvieron rendimientos de 65% y de 73% para la proteccion de 47a con MEM y
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EOM respectivamente, derivados caracterizados por RMN 'H. La condicion utilizada
finalmente, en relacion a las otras metodologias, probablemente fue exitosa debido a que fue
aquella donde se utiliz6 una mayor cantidad de equivalentes de base con respecto al grupo

hidroxilo a proteger.

Tabla 28, Pruebas de proteccion del grupo hidroxilo fenélico de 47a.

Condiciones de reaccién®

N Fuente de G.P. Base Selvente Temp. °C
I MEM-CI(1,05eq)  KiCO; (I eq.) DMF 25
I MEM-CI (1,1 eq.) K:CO; (1,1 eq.) Acetona 55
1 MEM-C1 (1,1 eq.) NaH (1,2 eq.) DMF 25
v MEM-CI(1,3eq)  DBU(1,3¢eq) DMF 25
\'a MEM-CI (1,3 eq.) DIPEA (1,3 eq.) DCM 25
vt MEM-CI (1,3 eq.) DIPEA(2 eq.) ;10 % DMAP DCM 48
\%11 EOM-C1 (1,3 eq.) DBU (1,3 eq.) DMF 25
v EOM-CI (1,3 eq.) DIPEA (1,3 eq.) DCM 25
x? EOM-C1 (1,3 eq.) DIPEA (2 eq.) 10 % DMAP DCM 48

* equivalentes (eq.) con respecto a 2-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acetato de etilo (47a); '(Clark y
col., 2004); (Chai y col., 2003); *(Reichert y col., 2001); *(Beguin y col., 2006)

Una vez obtenido 47d, se utilizé como compuesto de partida en la halogenacién de la posicién 2
de su anillo aromatico. Con ello, como se comenté anteriormente, se protegeria esta posicion en
la ciclacion gue involucra la BTHIQ en pasos posteriores y se obiendrian los derivados de

protoberberina halogenados en la posicién 12.

Para la obtencion de 48db y 48dc se evaluaron diferentes metodologias de reaccidén resumidas
en la Tabla 29, que fueron monitoreadas por CCF utilizando técnicas de co-cromatografia.

En el caso de la bromacion la reaccion en condiciones heterogéneas donde se utilizd: NBS como
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agente halogenante, CHCl; como solvente y SiO» como soporte (Tabla 29, ensayo VII) tuvo
éxito obteniéndose un rendimiento de 90%. En los otros casos s¢ observd la aparicion de un
compuesto con diferente razén de frente que el compuesio de partida, que al ser aislado y
analizado por RMN "H permitié concluir que efectivamente se habia producido la halogenacién
pero que ademas se desprotegia la funcién hidroxilo forméandose ¢l compuesto 48ab (ver

espectro Anexo C, p. 226).

\
|
|
En el caso de la cloracion no se observd un cambio en la Ry de los compuestos obtenidos en las ‘

reacciones evaluadas con respecto a la del compuesto de partida.

Tabla 29. Condiciones de reaccion evaluadas en la sintesis de los compuestos 48db y 48dc.

Condiciones de reaccién”

N Agente halogenante  Seolvente Otro

r NaBr (4 eq.) 1:1 Acetona:H,O Oxone (2 eq.)

11 NaBr (1,1 eq.) MeOH Oxone (1,1 eq.)

il Br2(0,5 eq.) CCly 0°C

v Br, (0,5 eq.) CCL KyCOs(1 eq.)

v Br2(0,5 eq.) cel DIPEA (1 eq.)

VI NBSP® (1,1 eq.) MeCN

v NBS (1,1 eq.) CHCl 1 eq. en peso Si0,, oscuridad
VIII NCS® (1,1 eq.) CHCI; 1 eq. en peso Si0;, oscuridad
IX NaCl (4 eq.) 1:1 Acetona:H,O Oxone (1 eq.)

x* SnCl, (2 eq.) DCMseco) Pb(AcO); (1 eq.)

XI SnCl, (1 eq.) DCMseno) Pb(AcO), (1 eq.)

2 equlvalentcs (eq.) con respecto a 2-(4-etoximetoxi-3-metoxifeil)acetato de etilo (47d);
mSmN—bromomccinm1da NCS= N-clorosucclmxmda '(Lee y col., 2002); *Bezzu y col.,
2012); °(Ito y col., 2005); *(Konishi y col., 1989); *(Muathen, 1996)
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Las reacciones de bromacién ensayadas ocuririan por sustitucion aromdtica electrofilica (SaE,
(Carey y Sundberg, 2007)) debida a la presencia o la generacién in situ de Br;, con liberacién de
HBr como producto secundario. I.a estabilidad de los grupos protectores tipo MOM ha sido
informada como baja en reacciones de adicidn radicalaria en las cuales existe presencia de HBr.
El gel de silice ha sido utilizado en reacciones de cloracion con diferentes agentes clorantes
(Hojo y Masuda, 1975; K. Smith y col., 1985) y ademas se ha observado que en el caso de la
utilizacion de hipoclorito de fer-butilo no habria la liberacién HCI como producto secundario (K.
Smith y col., 1985). Se han ensayado bromaciones con NBS en presencia de gel de silice, donde
la  introduccion de wun bromo en e (-5 del compuesto 2,4-bis((2-
metoxietoxi)metoxi)benzaldehido {con una metodologia similar al ensayo VII) se informé con

un rendimiento de 73% (Tto y col., 2005).

Que la bromacién haya ocurrido sin desproteccion de Ia funcion hidroxilo solo en presencia de
un captador de écido (rol del gel de silice), da cuenta de la alta sensibilidad de los grupos
protectores tipo MOM a HX (donde X es un halégeno). La ruta sintética propuesta tiene como
paso clave la formacion de la BTHIQ (con funciones hidroxilo protegidas) por medio de la
utilizacién de POCls, reaccion que genera como producto secundario HICI. Segin lo observado la
liberacién de HCI suscitaria la desproteccion de los hidroxilos lo que complicaria la obtencién de
la BTHIQ. A partir de lo anterior se decidio reformular la ruta sintética para la obtencién de la

amida 347,
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Metodologia I1l. Reformulacion de la ruta sintética para la obtencién de la amida 34?.

Esta metodologia se basa en la sintesis informada para la obtencién del acido fenil acético desde
benzaldehido por intermedio de una a-cianoenamina (Takahashi y col., 1983). En el primero de
los pasos se utilizd como compuestos de partida la O-bencilisovainillina (39b) y Ia
O-bencilvainillina (37b). En el segundo paso se realizé una hidrélisis de las o-cianoenaminas
respectivas para formar los acidos bencilados 36b y 44b. Para formar las o-cianoenaminas
mencionadas se ntilizé a-(N-metilanilino)acetonitrilo (51), una base y un solvente inerte. En la

Figura 85 se resumen los pasos mencionados previamente.

Ng
-\I
o' g
R(ODAO 51 Rf@‘%’cm — R(OD/YO
(o] 0 N o OH
éz éz éz
39b; R;=Bn; R;=CHj; 41; Ry=Bn; R;=CH, 36b; Ry=Bn; R,=CHj
37b; R4=CHj; ;R;=Bn 50; R4=CH;;R,=Bn 44b; R¢=CH3;R,=Bn

Figura 85. Metodologia I1I desde O-bencilisovainillina (39b) y O-bencilvainillina (37b).

Para obtener el compuesto 51 se probaron 3 metodologias que tienen como reactivos de partida
N-metilanilina, formaldehido y cianuro de sodio (Figura 86). Las variantes ensayadas en cada
una de la reacciones son presentadas en la Tabla 30. Todas las condiciones fueron segnidas por
CCF y debido a que el compuesto 51 es de ficil aislacion y purificacién (destilacion a presion
reducida, 6 torr y 140 °C) se informan los rendimientos de cada emsayo. La condicién mas
favorable involucrd la utilizacién de (CH,O)n como agente formilante y AcOH como solvente,

con la cual se obtuvo un rendimiento de 52% del producto deseado.
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.
NaCN Ny
@ (CH,0)n

Figura 86. Formacion de S1.

51

Tabla 30. Condiciones de reaccion para formar 51,

Condiciones de reaccién ®

N eq. NaCN  Agente formilante Solvente Otro rendimiento
r 1 CH,0 (1 eq.) Agua NaHSO;(leq.) 3%

1§ 1,5 (CHOn (1,2eq)  AcOH ZnCl;(1 eq.) 7,2%

HI? L5 (CHOn (1,2eq)  AcOH 52%

* equivalentes (eq.) con respecto a N-metianilina; '(Allen y VanAllan, 1947); [Dimroth y
Aurich, 1965)

Una vez obtenido 51 se procede con la formacion de las a-cianoenaminas 41 y 50 (Figura 85).
Para esto se evaluaron dos metodologias resumidas en la Tabla 31. La metodologia en la cual se
utilizaron condiciones de transferencia de fase (Tabla 31, ensayo II) dio como resultado un
rendimiento de 79% para el compuesto 41 y de 72% para el compuesto 50, rendimientos
calculados luego de realizar las respectivas purificaciones por medio de columna cromatografica
“flash”. Esta metodologia habia sido informada para la transformacién del benzaldehido en o-
cianoenamina, en la cual se obtuvo un rendimiento de 78% al utilizar una temperatura de 50 °C
por un periodo de 0,25 h (Jones, 2001). Si bien, los rendimientos obtenidos concuerdan con lo
informado, 1a metodologia utilizada se realiz6 con algunas modificaciones: incremento del
tiempo de reaccion de 0,25 h a 4,5 h (tiempo al cual se observo desaparicion del aldehido) e

incremento de la temperatura de 50 °C a temperatura de reflujo.
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Tabla 31. Metodologias evaluadas en la formacion de 41 y 50.

Condiciones de reaccién”

Nl)
Base Solvente Otro
s NaH (1,1 eq.) THF seco) N,
1 K2CO5(1,1 eq.); KOH (5,8 eq.) Benceno TBA-Br (0,25 eq.)

* equivalentes (eq.) con respecto a a-(N-metilanilino)acetonitrilo (51);!(Takahashi y col., 1983);
%(Jones, 2001)

La cromatografia en columna no fue capaz de resolver la mezcla de los isémeros Z v E obtenidos
en cada caso, por lo cual los espectros de RMN 'H muestran una zona mal resuelta
correspondiente a los protones de la regién aromatica. Las sefiales correspondientes a los
protones de la regién alifatica pudieron ser distinguidas y asignadas a cada isdmero. Una vez
asignadas las sefiales se determind por medio de la integracidn observada la razén en la cual se
encontraban dichos isomeros en la mezcla obtenida. Para el compuesto 41 se observo que los

isomeros Z:E se encuentran en una razdn de 3:2 y para el compuesto 50 en una proporcion de

10:9, En la Figura 87 y en la Tab!a 32 se detalla la asignacion de las sefiales de los protones no -

aromdticos para ambos isémeros del compuesto 41.

129
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Figura 87. A la derecha de la figura, segmento de baja frecuencia del espectro de RMN 'H de la

mezcla de isémeros Z:Z obtenida en la purificacion del compuesto 41. Los niimeros en negro

corresponden a los nameros de las sefiales que se detallan en la Tabla 32; los niimeros en azul;

dan cuenta de los desplazamiento quimico; y los niimeros en rojos de la integracion de cada

sefial. A la izquierda de la figura se muestran las estructuras de ambos isémeros.
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Tabla 32. Asignacion de sefiales a baja frecuencia de los componentes de la mezcla isomérica

Z:F para el compuesto 41.

N°sefial & 'H/ppm  Integracion Multiplicidad Clasificacion

1 2,90 1,9 S (Z) N-CH,
2 3,23 1,1 S (E) N-CH,

3 3,89 1,9 S (Z) p-OCH;

4 3,90 1,1 S (E) p-OCH;

5 4,92 1,2 S (Z) m-OCH,-Ar
6 5,18 0,8 S (E) m-OCH,-Ar
7 6,64 0,4 S (E)=CH

8 6,77 0,6 s (2) =CH

Figura 88. Compuestos (Z,E)-41 y (Z,E)-50

En la asignacion se observo que los protones correspondientes al p-OCHj practicamente no son
afectados por el cambio del ambiente quimico dado por la isomeria Z y £ (0,02 ppm de
diferencia). En cambio, el efecto del entorno quimico sobre los otros protones es mayor Ilegando
a una diferencia de 0,33 ppm, donde los del grupo N-CH; son los mas afectados. La posicién
para del segmento proveniente del aldehido en el compuesto 50 nuevamente no es afectada por
la isomeria, observindose para los protones CH, del grupo bencilico {p-OCH,-Ar) nna diferencia

de 0,03 ppm entre ambas sefiales (espectro completo Anexo C, p.228). Segiin lo anterior, la
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proporcién isomérica Z:E obtenida para el compuesto 41 (3:2) diferente a la obtenida para el
compuesto 50 (10:9), puede ser determinada por el efecto estérico que produce el grupo bencilo
en la formacion del doble enlace.

Una vez obtenidos los dos isomeros de cada derivado en la reaccién anterior se procedié a
realizar su hidrélisis sin separarlos, modificando la metodologia propuesta en la literatura
(Takahashi y col., 1983). Las primeras pruebas realizadas con 50 mostraron que 24 horas de
hidrolisis dcida (solucion 1:1 de HCI al 10% v/v en agua y THF) no eran suficientes para
hidrolizar todo el material de partida pero que ademas, al mantener las condiciones por més
tiempo, aparecia un producto secundario de menor polaridad, que presentaba Ia misma Ry que el
&cido 38a. Para que la hidrolisis continuara sin afectar la proteccidn se realizd una serie de ciclos
hasta no observar un cambio significativo en la masa del 4cido aislado. Estos ciclos constaban de
mantener las condiciones de reaccién por 24 horas, luego extraer el acido formado y volver a
someter la mezcla a las misma condiciones de reaccion. En Ia Tabla 33 se encuentran los ciclos

de reaccidén y los rendimientos porcentuales para cada écido.

Tabla 33. Hidrolisis en ciclos consecutivos de las a-cianoenaminas 41 y 50.

Ciclo de Rendimiento porcentual
reacciéon 41 50
1 39,9 65,4
2 62,1 82,7
3 73,2 86,7
4 754 0

Una vez obtenido el 4cido 36b se procedi6 a obtener la obtencién de la amida 34b precursora de
Ia BTHIQ, utilizando carbonildiimidazol (CDI) como activador de la funcién acida (Metro y

col., 2012). Ademds se evalud la realizacién del procedimiento la reaccién en presencia de
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solvente (THF (Shoupe y col., 1990) y DMF (Aboraia y col.,, 2010)) y en ausencia de estos,

obteniéndose mejor resultado al utilizar THF debido a la mayor facilidad de la purificacion.

12-bromoescoulerina (32b) y 12-cloroescoulerina (32¢)

Una vez obtenida la amida 34b se siguié con la ruta sintética propuesta en la literatura con
pequefias modificaciones para la obtencion de la 12-bromoescoulerina (32b) (Kametani y Ihara,
1967; Kametani y col., 1969). En cuanto a la 12-cloroescoulerina (32¢), se reemplazé el bromo
en acido acético por cloruro de sulfurilo en 4cido trifluoroacético. En la Figura 89 se

esquematiza la ruta sintética comentada.

33a; X=H
34b 33b; X=Br
52a; X=H . Y=
i ( 33c; X=Cl -
§2b; X=Br i)
O
52¢c X=CI -

32b; X=Br
32c; X=C] X

Figura 89. Ruta sintética para la obtencién de los derivados halogenados de escoulerina desde
34b. i)1-. POCl;, Benceno, reflujo, 2 h.; 2-. NaBH,, MeOH, reflujo, 0,5 h.; ii) Br,, AcOH, 25 °C;
iti) SOCl,, TFA; iv) EftOH:HClyy (1:1), reflujo, 3 h.; v} I~ H;O:HaCOpgu) (1:1), reflujo, 3 h.; 2-.

HCI, éter.
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Las halogenaciones fueron los pasos sinféticos de menor rendimiento (inferior a 50%). En
cuanto a la etapa de formacion de los derivados 33 y 32, en todos los casos se superd el 70% de
rendimicnto obteniéndose un rendimiento total (partiendo desde la formacién de la amida 33b)
de 13% para el clorhidrato de 12-bromoescoulerina y de 10% para el clorhidrato de 12-
cloroescoulerina.

La caracterizacion realizada por RMN 'H mostré que los compuestos 33 y 32 presentan sefiales
de dificil de resoluciéon principalmente en la zona de baja frecuencia. Los compuestos 53
presentan una mejor resolucion que posiblemente estd dada por un apilamiento de los anillos
arorndticos. Segin la flexibilidad de ellos es posible que el anillo 5’-O-bencilado se posicione
sobre el anillo aromatico isoquinolinico a pesar de la ausencia de sustituyentes en el nitrogeno.
En el caso del derivado 52a (donde mejor se encuentra resulta la zona de baja frecuencia) este
posible conférmero explicaria la multiplicidad observada para wno de los -CH,- bencilicos. Los
espectros de conférmeros similares han sido analizados anteriormente (Tturriaga-Vasquez y col.,

2003).
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Conclusiones

La comparaciéon entre las secuencias aminoacidicas de diferentes GPCR (bRh, hD;, hf,AR,
hA,;A, hM, y hH;) con las de los receptores hD; y hD,, establecié que el mejor molde
cristalografico disponible para construir un modelo del hD; es el receptor h;AR y para el hD;
es el hDs. Los modelos de los receptores hD, y hD; construidos sobre estos patrones presentaron
mas de 90% de sus residuos con estereoquimica correcta y conservaron el sitio de interaccion

propuesto para la union de monoaminas endégenas y ligandos sintéticos.

Los sitios ortoestéricos de ambos RD se diferencian por las caracteristicas
fisicoquimicas de los residuos ubicados en el e _2, el extremo extracelular de las TM V y
TM VIIL. Estas diferencias pueden ser responsables de generar interacciones que
condicionan las afinidades de moléculas que muestran selectividad entre el hD, y el hD,.
Un modelo del hD, con dos puentes de disulfuro ubicados hacia el espacio extracelular,
evaluado en ausencia de ligando, mostr6 que el segundo puente de disulfuro ubicado en
¢ 3 evita la formacion del puente salino entre los residuos R3.50-E6.30 caracteristico

del estado inactivo.




A de 3MOD se direcciona hacia el interior del receptor rodeado por una cavidad
hidrofilica hacia cuyas serinas (en la TM V) se orienta el grupo metoxilo, aunque sin una
interaccion evidente; el anillo B se posiciona hacia el espacio extracelular quedando

rodeado de residuos de diferentes caracteristicas.

Segtin las posibilidades de sintesis de derivados de 3MOD vy las caracteristicas de los
residuos aminoacidicos que conforman el bolsillo del receptor, se propuso sustituir los
atomos C-4, C-10 y C-11 pc;r la inclusién de: haldgenos en C-4 y grupos —NH, y —

CH,NH; en C-10 0 C-11.

Las K; obtenidas para 4-cloro3MOD y 4-bromo3MOD reflejaron que la introduccion de
un halogeno y el aumento de su tamafio mejora la selectividad por el hD; sobre el hD;.
Comparando estos resultados con un estudio por simulacién molecular de la aporfina
dopaminérgica boldina y sus 3-halogenoderivados se visualizd que las técnicas
utilizadas reconocen un efecto del haldgeno en la variacion de la £, pero no muestran si

este efecto se debe o no a una interaccion de puente de haldgeno.

Los resultados de simulacion molecular permiten proponer que las diferencias en las
afinidades entre 3MOD y cada uno de sus derivados halogenados en el C-4 son debidos
a interacciones con un residuo polar (S3.36 en hD; y C3.36 en hD,), el cual podria
establecer un puente de haldgeno y/o de hidrdgeno con el haldgeno presente en el

ligando.
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El estudio por simulacién molecular de las modificaciones en €l C-10 y en el C-11
permitié proponer que la incorporacion de grupos arométicos aumentaria la afinidad en
ambos receptores y que la incorporacion en C-10 de grupos electron-atractores, tales
como sulfamidas, aumentarian selectivamente la afinidad en el hD; por sobre el hDa.

Un intento de sintesis de la 3MOD modificada en el anillo B mostré o
que la presencia de un grupo nitro en C-10 en la amina tetraciclica

precursora (12) cambia el mecanismo de la reaccion de apertura del

LU

biciclo alifitico, obteniéndose una especie quimica inesperada (14- N -
cloro-3-metoxi-10-nitro-5,6,7,8,9,14- O;N
hexahidrodibenz|[d, glacecina(31b)) en las mismas condiciones de H
reaccion utilizadas para la obtencion de la 3MOD. Q
31b 00—
Continuando con el objetivo de estudiar €l posible papel de puentesen  —

la afinidad de ligandos por hD, se sintetiz6 y evalud la afinidad de 12- HO Q 2

OH

0_
escoulerina

cloroescoulerina y 12-bromoescoulerina. La presencia de cloro en ¢l

C-12 aumento la afinidad por el hD1 de acuerdo a lo esperado.
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Conclusion General

El estudio de las caracteristicas estructurales de los receptores dopaminérgicos por
medio de técnicas de simulacién molecular, permitié proponer nuevos ligandos basados
en la estructura del antagonista 3MOD e interpretar las afinidades determinadas para
algunas de las moléculas sintetizadas a través de las potenciales interacciones especificas
con los diferentes residuos aminoacidicos presentes en los receptores. Al no lograr la
sintesis de derivados con grupos metilo o etilo en las posiciones correspondientes no fue
posible asegurar si el papel del cloro o el bromo involucra la formacion de una
interaccion dipolar por puente de halogeno o de hidrogeno o si se trata meramente de

una interaccion hidrofdbica.
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Metodologia

SIMULACION MOLECULAR

Estudio de interacciones proteina-ligando mediante metodologias de simulacién molecular

Los receptores de dopamina denominados D; y D, son los que presentan una mayor densidad
dentro del sistema nervioso central. Debido a ello, es que se han transformado en importantes
blancos terapéuticos. Considerando que la descripcion tridimensional de estas macromoléculas
nos permitird conocer mds detalles de las interacciones que se generan con ligandos endo- y
ex0genos se modela el hD, y el hD; .La construccién de estos modelos se realizé por medio de
modelamiento por homologia utilizando como patrones esiructuras cristalinas de receptores
relacionados v el programa Modeller que considera, para generar el modelo, restricciones
espaciales de la estructura molde, como también de otras estructuras cristalinas de proteinas
presentes en su base de datos (Sa]i y Blundell, 1993; Fiser y col., 2000; Marti-Renom y col.,

2000; Eswar y col., 2006).

» Modelado por homologia. Construcciony validacion de los modelos de hD; y hD,.

-

El alineamiento arninoacidico se realizo a través de: el programa gratuito Jalview (Waterhouse y
col., 2009) y por refinado a mano. En esta etapa se utilizod la secnencia aminoacidica de cada
estructura a modelar y las secuencias de las proteinas moldes. En nuestro caso se realizd un
alineamiento multiple con la finalidad de establecer las zonas conservadas entre las estructuras
de interes y los moldes. La eleccién del molde se encuentra determinado por el porcentaje de

identidad aminoacidica obtenido por comparaciéon entre los candidatos, mientras mayor sea

139




mejor serd el molde. La secuencia aminoacidica del hD; y del hD, fue obtenida de la base de

datos Uniprot. (www.uniprot.org) donde los codigos respectivos son: P21728 y P14416.

Las estructuras cristalinas de los candidatos que se utilizaron fueron: bRh, hD;, hfi, AR, hAA,
hM, y hH, humanas como también de B, AR. Ellas se obtuvieron de la base de datos RSCB

Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb/home/home . do) y sus cddigos PDB respectivos

son: 1F88 (Palczewski y col,, 2000), 3PBL (Chien y col.,, 2010), 2RHI (Rasmussen y col,,
2007), 3EML (Jaakola y col., 2008), 3UON (Haga y col., 2012), 3RZE (Shimamura y col., 2011)

y 2Y01 (Huang y col., 2013).

Para la construcciéon de los modelos de los receptores hD; y hD, se utilizo el programa
MODELLER 9 (Shen y Sali, 2006; Melo y Sali, 2007). Fueron creados 100 modelos para cada
receptor escogiendo los mejores 5. La discriminacién consideré los valores de DOPEscore
entregados por el mismo programa. Para diferenciar el mejor de los 5 modelos se realizé una
evaluacion estereoquimica (obtencion de las representaciones de Ramachandran) de forma “on-

line” a través de PDBsum (www.ebi.ac.uk/pdbsum/) (Laskowski y col., 1997).

Finalmente Ia calidad total y local del modelo escogido para ambos receptores fue evaluada y
comparada con los  moldes por  medio del sitio  web ProSa
(prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (Sippl, 1993; Wiederstein y Sippl, 2007). En la
construccion de los modelos se incorpord un puente disulfuro en ambos modelos definido entre

C3.25y C186e 2 en el hD, y entre C3.25 y C182¢ 2 en el hD,.
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» Estudio de interacciones Protefna-ligando. Parametrizacién de los ligandos, acoplamiento y

dindmica molecular.

Las estructuras de cada ligando fueron construidas y optimizadas energéticamente a través del
programa Wavefuntion Spartan 8.0, El nivel de teoria utilizado fue de DFT y el conjunto de

bases B3LYP/6-31G**.

Para obtener los archivos de topologia (*.rtf) y parametros (*.prm) de cada ligando estudiado por
dindmica molécula se utilizo el sitio web SwissParam (www. swissparam. ch) (Zoete y col,,

2011).

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron utilizando principalmente el programa
AutoDock 4.2 (Morris y col., 2009) y en el caso del estudio de las molécnlas halogenadas se

utiliz6 ademas el programa Dock 6 (Lang y col., 2009; Mukherjee y col., 2010).

En el programa AutoDock 4.2 el volumen escogido para los mapas de grillas fue de 70 x 70 x 64
puntos para el hD; y 70 x 70 x 60 puntos para el hD,, donde cada punto de grilla se encuentra
espaciado por 0,375 A. El acoplamiento molecunlar se desarrollo utilizando Algoritmo Genético
Lamarckiano (LGA) y las siguientes condiciones: poblaciones igual a 100, en cada poblacion un
mimero de individuos igual a 1500, nimero méximo de evaluaciones de energia de 25.000.000 y

niimero maximo de generaciones 27.000.

En el programa Dock 6 se utilizaron los pardmetros sugeridos por el fabricante en Ia seccién

“ligand_samplig_demo”. Como punto de referencia para la generacién de la grilla se considerd
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Ia posicién de menor energia de boldina obtenida por el programa AutoDock 4 y un espaci6 de
evaluacién entre punto y punto de 0,25 A. En el acoplamiento molecular se estableci6 en 500 €l

naumero maximo de orientaciones posibles.

El sistema para la realizacion de dinamica molecular fue preparado a través del programa VMD
1.9 (Humphrey y col., 1996). Por éste medio se construyo alrededor de los modelos del hD; y
del hD, una bicapa lipidica de 1-palmitoil-2-oleoilfosfatitilcolina (POPC) de 100 A? y se incluyé
la cantidad de solvente snficiente que cubriera totalmente el segmento intracelular y extracelular.
El sistema final present6 una dimension total de 96x96x120 A para el hD; y una dimensién de
96x96x99 A para el hD,. Con el fin de simular las condiciones de salinidad utilizados en los
experimentos in vitro se incluyé iones CI ™y Na’ con una concentracién de 50 mM para el hD; y

de 100 mM para el hD,.
Cada sistema fue inicialmente minimizado 10000 pasos (20ps) v luego equilibrado por 20ns a

una temperatura de 310K. Ambos pasos fueron realizados a través del programa NAMD 2.9

(Phillips y col., 2005).
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Metodologia

SINTESIS ORGANICA

Isocroman-I-ona (5). A 8,4 mmol de isocromano (1,13 g; 1,06 mL) disuelto en 120 mL de
DCM, se le agregé 19,2 g de oxidante (mezcla en partes iguales en peso de KMnO, y
CuSO4+5H,0 finamente divididos). Luego la mezcla se someti6 a radiacién de ultrasonido en un
equipo convencional de radiacién continua (Fisher scientific FS20H, 115 volt, 50/60 Hz) hasta
corroborar por medio de CCF que el avance de la reaccion se habia detenido (5 h). Luego la
mezcla heterogénea fue filtrada con Celite® y lavada con DCM (3x40 mL) o éter etilico en la
ansencia del primero; las fases orgémicas fueron concentradas por evaporacién a presion
reducida. El aceite obtenido fue purificado por medio de cromatografia en columna utilizando
como eluyente una mezcla de polaridad ascendente (de 0% a 30%) de AcOEt-hexano,
obteniéndose 0,88 g (75%) de 5 como un aceite translicido. RMN 'H de baja resolucién (300
MHz, CDCI3) 8 ppm 7.96 — 7.98 (br. s, 1 H, Ar-H) 7.39 - 7.43 (br. 5,1 H, Ar-H) 7.27 ~ 7.29 (br.
s, 1 H, Ar-H) 7.15 (br. 5, 1 H, Ar-H) 4.14 — 4.43 (m, 2 H, O-CH;-) 2.94 — 2.97 (m, 2 H, Ar-CH,-
). Anexo C, p. 211,

2-(2-Hidroxietil)-N-(3-metoxifeniletil)benzamida (7). Se hicieron reaccionar 1 eq. de § (2,06
g; 13,87 mmol) y 1 eq. de 3-metoxifeniletilamina (2,97 g; 2,02 mL; 13,87 mmol) a 120 °C por
24 horas. Luego el aceite marrén obtenido se purifico a través de cromatografia en columna
utilizando como eluyente una mezcla de AcOEt-hexano en gradiente (30% a 80%), obteniéndose
3,65 g (88%) de 7 como un aceite amarillo que con el tiempo precipité. RMN TH (300 MHz,
CDCls) 6 ppm 7.36 — 7.45 (m, 1 H, Ar-H) 7.30 —7.36 (m, 1 H, Ar-H) 7.27 — 7.30 (m, 1 H, Ar-H)

7.19 —7.26 (m, 2 H, Ar-H) 6.77 —6.82 (m, 3 H, Ar-H) 6.38 (br. s, 1 H, NH) 3.88 (t, /=5.8 Hz, 2
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H, HO-CHs) 3.81 (s, 3 H, Ar-OCH;) 3.69 — 3.78 (m, 2 H, N-CH,) 2.87 — 3.98 (m, 4 H, Ar-CH,-
}. Anexo C, p. 211.

3-Metoxi-6,8,9,13 b-tetrahidro-5H-isoquinolino[1,2-a]isoquinolina (8). 3 mmol de 7 (0,90 g),
se disolvieron en 20 mL de POC]; y se dejaron a 120 °C durante 10 h. Una vez transcurrido este
tiempo y fria la mezcla de reaccién, se le agregd 50 mL de hexano con agitacién vigorosa.
Luego la mezcla se dejo en reposo por 5 h y se retir6 el sobrenadante quedando un aceite oscuro
en el fondo del balén. El residuo se lavd con hexano (3x20 mL) y posteriormente se disolvié en
60 mL de MeOH. La nueva mezcla de reaccion se enfiié en un bafio de hielo y agua y se le
agreg6 3 g de NaBH, en pequefias porciones. Una vez finalizado el agregado del reductor se
llevé la mezcla a temperatura de reflujo por 30 min. Luego se elimino el solvente por destilacion
a presion reducida, el precipitado formado se disolvio en una pequefia cantidad de agua y se
realizd una extraccién con DCM. La fase organica se sec6, se concentr6é y se purifico a través de
cromatografia en columna. Para esto dltimo se utiliz6 como eluyente una mezcla de AcOEt-
MeOH 99:1 obteniéndose 0,52 g (65%) de 8 como un aceite amarillo que después de un tiempo
se solidifico. RMIN 'H de baja resolucién (300 MHz, DMSO-d;) 8 ppm 7.13 (m, 4 H, Ar-H)
7.04 —7.06 (m, 1 H, Ar-H) 6.70 (m, 2 H, Ar-H) 4.96 (5, 1 H, -CH) 3.71 (m, 3 H, Ar-OCH,) 2.67
—3.17 (m, 8 H, -CH,-). Anexo C, p. 212.

3-Metoxi-5,6,8,9-tefrahidrodibenzfd, glacecina-7(14H)-carboxilato de etilo (9). A una
solucién 0,05 M de 8 (1,32 g; 5 mmol) en THF seco, enfriada a -65 °C (bafio de hielo
seco/MeOH) en atmosfera inerte, se le agregd un exceso de CICO.Et (3 ml; 31 mmol)
continuando la reaccion a 1a misma temperatura por 4 h. Luego, siempre a -65 °C, se le agregd
lentamente una solucién 1 M de NaCNBH, (1,09 g; 17 mmol) en THF seco (17 mL) y la mezcla
de reaccibn se dejé toda la noche alcanzando temperatura ambiente. La mezcla
subsecuentemente se tratd con una solucion 2 M de NaOH (220 mL), se separé la fase organica

y esta se lavd con salmuera y, finalmente el solvente se eliminé obteniéndose un aceite amarillo.
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La purificacién del residuo se realizd a través de cromatografia en columna utilizando una
mezcla en gradiente 20% a 40% de AcOEt-hexano, obteniéndose 1,38 g (81%) del compuesto 9
como un aceite translicido. RMN 'H de baja resolucién (300 MHz, CDCl3) 8 ppm 7.10 — 7.29
(m, 5 H, Ar-H) 6.65 6,75 (m, 2 H, Ar-H) 4.04 (s, 2 H, Ar-CH;-Ar) 3.82 (m, 5 H, -OCHz y CO;-
CHy,) 3.60 (br. s, 2 H, -CH-) 3.46 (br. s, 2 H, -CH,-) 2.99 (br. s, 2 H, -CH;-) 240 (br. 5,2 H, -
CH,-) 0.87 (mm, 3 H, -CH;). Anexo C, p. 213,
3-Metoxi-7-metil-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz[d,g]acecina (3a). A una solucion 1 M del
compuesto 9 (1,37 g; 4,05 mmol) en THF seco enftiada a 0 °C en atmosfera inerte se le agrego
lentamente una suspension de LiAlH, (0,6 g; 15,8 mmol) en THF seco (150 mL). Una vez
completa la adicion, Ia mezcla se calent6 bajo a reflujo por 2 h. Pasado este tiempo la mezcla se
enftié y se tratd cuidadosamente con una solucién al 25% de tartrato de sodio y potasio hasta
que no se observd liberacion de Ha. La suspension resultante se filtro, se lavo con éter etilico y
se concentrd bajo presion reducida, obteniéndose 1,06 g (91%) del compuesto 3a. RMN 'H (300
MHz, CDCl;) § ppm 7.05 — 7.34 (m, 5 H, Ar-H) 6.63 — 6.76 (m, 2 H, Ar-H) 4.40 (s, 2 H, -CH;-)
3.79 (s, 3 H, -OCHs;) 2.66 - 2.79 (m, 8 H) 2.30 (s, 3 H, N-CH;). Anexo C, p. 213.
4-Clorg-3-metoxi-7-metil-5,6,7,8,9,14-hexahidredibenz|d,g]acecina (3b). A una solucidn 0,1
M del compuesto 7 (81,5 mg; 0,29 mmol) en CH;COOH se le agrego 1 eq. de SO,Cl; (39,1 mg;
0,29 mmol; 0,024 mL) a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo una vez transcurridas 2,5
h afiadiendo gota a gota un solucién 5 M de NaOH. Una vez alcanzado pH 9 se realizd una
extraccion con AcOEt (3x15 mL), luego Ia fase organica se secoé con MgSQO, y se concentré. La
purificacion del residuo se realizd a través de cromatografia en columna utilizando uma mezcla
AcOEt-hexano en gradiente 20% a 100%, para dar 41,2 mg (46%) del compuesto 3b. RMN 'H
(300 MHz, MeOH-d) 8 ppm 7.28 — 7.31(m, 1 H, Ar-H) 7.20 (d, /~8.7 Hz, 1 H, Ar-H) 7.06 -
7.12 (mm, 3 H, Ar-H) 6.83 (d, /=8.7 Hz, 1 H, Ar-H) 4.26 (s, 2 H, Ar-CH,-Ar) 3.81 (5, 3 H, Ar-

OCH:) 3.01 —3.04 (t, 2 H, -CHy-) 2.74 — 2.29 (m, 6 H, -CH,-) 2.24 (s, 3 H, N-CHj). Anexo C, p.

145




214.

4-Bromo-3-metoxi-7-metil-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz[d,g]acecina (3¢). A una solucién 0,2
M de 7 (151,5 mg; 0,53 mmol) en CFsCOOH se le agregd 1 eq. de NBS (94,3 mg; 0,53 mmol) a
0 °C. La reaccidén se detuvo una vegz transcurridas 2,5 h con un solucion 5 M de NaOH la cual
fue agregada gota a gota hasta alcanzar pH 9. Posteriormente se realizé una extraccién con
AcOEt (3x15 mL) y, Iuego la fase organica se seco con MgSO, y se concentr6. La purificacién
del residuo se realizé a través de cromatografia en columna utilizando una mezcla de AcOEt-
hexano en gradiente 20% a 100%, obteniéndose 69,3 mg (36%) del compuesto 3c. RMN 'H
(300 MHz, MeOH-d,) § ppm 7.25 -~ 7.28 (m, 1 H, Ar-H) 7.22 (d, J/=8.6 Hz, 1 H, Ar-H) 7.04 -
7.10 (m, 3 H, Ar-H) 6.77 (d, /=8.6 Hz, 1 H, Ar-H) 4.26 (s, 2 H, Ar-CH>-Ar) 3.77 (5, 3 H, Ar-
OCH;) 3.03 —3.08 (i, 2 H, -CH,-) 2.68-2.75 (m, 6 H, -CHy-) 2.23 (s, 3 H, N-CH;). Anexo C, p.
214.

2-Metil-3-nitrobenzoato de metilo (27). A una solucion 1 M de 26 (1g; 5,6 mmol) en MeOH
(5,6 mL) se le agregd H,SO, concentrado como catalizador. La mezcla de reaccion se calentd a
temperatura de reflujo por 24 h. Luego de enfiiar la mezcla se eliminé el solvente y se realizd
una purificacion por medio de extracciones 4cido/base obteniéndose el compuesto 27 con un
rendimiento de 82%. RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm 8.00 (dd, /=7.8, 1.2 Hz, 1 H, Ar-H)
7.85(dd, J=8.1, 1.2 Hz, 1 H, Ar-H) 7.33 - 7.48 (m, 1 H, Ar-H) 3.95 (s, 3 H, CO,-CH;) 2.63 (s, 3
H, Ar-CH3). Anexo C, p. 215.

2-(2-(Dimetilamino)vinil)-3-nitrobenzoato de metilo (28). A una solucién 1 M de 27 (6 g, 30,8
mmol) en DMF seco se le agregaron 4 eq. de dimetilacetal de dimetilformamida (DMFDMA,
14,7 g; 17,14 mL; 123 mmol). La mezcla de reaccion se calentd bajo reflujo por 16 h, luego se
enfrio y se elimind el solvente. Posteriormente, a modo de purificacién, se realizé una

destilacion a presién reducida (260 °C y 8 Tor) obteniéndose como producto un aceite rojizo

oscuro con un rendimiento de 75%. RMN 'H (400 MHz, CDCls) § ppm 7.69 (m, 2 H, Ar-H)




7.07 (t, /=7.8 Hz, 1 H, Ar-H) 6.32 (d, /=13.7 Hz, 1 H, Ar-CH=) 5.64 (d, J/=13.7 Hz, 1 H, N-
CH=) 3.85 (s, 3 H, C0O,-CH3) 2.81 (s, 6 H, N(CH3),). Anexo C, p. 215.
5-Nitro-1H-isocromen-1-ona (29). Una solucion 0,1 M de 28 (4,4 g; 23 mmol) en AcOEt se
agregd sobre gel de silice (SiO;, 300 g). Una vez homogenizadas ambas fases se dejo la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente por 1 h con agitacion vigorosa. Para extraer 29 de la mezcla
de reaccion se realizaron lavados sucesivos de la fase s6lida con DCM. La purificacion se realizd
a través de cromatografia en columna utilizando una mezcla 1:1 de AcOEt-hexano, obteniéndose
2,1 g (48%) del compuesto 29. RMN 'H (400 MHz, CDCly) 5 ppm 8.64 (dd, /=7.8, 1.5 Hz, 1 H,
Ar-H) 8.43 —8.55 (m, 1 H, Ar-I1) 7.68 (t, /=8.1 Hz, 1 H, Ar-H) 741 -7.50 (d, /=64 Hz, 1 {,
Ar-CH=) 7.35 - 7.41 (d, J/=6.4 Hz, 1 H, O-CH). Anexo C, p. 216.
2-[2-(3-Metoxifenil)etil]-5-nitroisoquinolin-1(2H)-ona (30). A 1 eq. de 29 (224 mg; 1,17
mmol) se le agregd 1 eq. de 3-metoxifeniletilamina (176 mg; 170 pL; 1,17 mmol) y se dejaron
reaccionar por 24 h a 120 °C. La purificacion se realizé a través de cromatografia en columna
utilizando DCM como fase mévil obteniéndose 366 mg (83%) del compuesto 30. RMN “H (400
MHz, CDCL) & ppm 8.79 (d, J=7.8 Hz, 1 H, Ar-H) 8.40 (d, /=7.8 Hz, 1 H, Ar-H) 7.56 (t, /=8.1
Hz, 1 H, Ar-H) 7.21 (t, J=7.8 Hz, 1 H, Ar-H) 7.16 (d, /=7.8 Hz, 1 H, Ar-CH=) 6.98 (d, /=7.8
Hz, 1 H, N-CH=) 6.78 (m, 2 H, Ar-H) 6.73 (s, 1 H, Ar-H) 4.24 (t, /=7.3 Hz, 2 H Ar-CH,) 3.74 -
3.79 (s, 3 H, ArO-CH,) 3.08 (t, /=7.3 iz, 2 H, N-CI1,) Anexo C, p. 7. RMN ¥(C (101 MHz,
CDClL) & ppm 160.8, 160.2, 144.9, 139.5, 135.9, 134.6, 131.2, 130.1, 129.6, 1284, 125.9, 121.5,
114.9,112.5, 100.4, 77.6, 77.3, 55.4, 51.9, 35.3. Anexo C, p. 218.

3-Metoxi-10-nitro-6,8 b-dihidro-5H-isoquinolino[1,2-g]isequinelina (12). El compuesto 12 se
sintetizd mediante la metodologia empleada para 5 obteniéndose un rendimiento de 31%. RMN
'H (400 MHz, CDCl;) § ppm 7.83 (d, /=7.4 Hz, 1 H, Ar-H) 7.48 (d, J=7.4 Hz, 1 H, Ar-H) 7.32
(t, /=7,9 H, Ar-H) 6.98 (d, /=8.8 Hz, 1 H, Ar-H) 6.66 —6.77 (i, 2H, Ar-H) 5.12 (s, 1 H, Ar-CH-

Ar) 3.80 (s, 3 H, ArO-CH;) 2.77 — 3.35 (m, 8 H, -CH,"). Anexo C, p. 218.
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14-Cloro-3-metoxi-10-nitre-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenzid,glacecina (31b). El compuesto
31b se sintetizd mediante la metodologia empleada para 9 con modificaciones en la etapa de
purificacion. Esta se realiz6 a través de cromatografia en columna “flash” utilizando una mezcla
de AcOFEt-hexano 1:1, obteniéndose 1,8 g (87%) del compuesto 31b como un aceite transliacido.
RMN H (300 MHz, CDCL) & ppm 8.04 (d, /=7.8 Hz, 1 H, Ar-H) 7.38 - 7.59 (m, 2 H, Ar-H)
6.65 - 6.85 (m, 3 H, Ar-H) 5.24 (s, 1 H, Ar-CH-Ar) 3.81 (s, 3 H, ArO-CH;) 3.70 - 3.86 (m, 1 H,
-CHy-) 2.96 - 3.64 (m, 7 H, -CH-). Anexo C, p. 9. RMN **C (101 MHz, CDCl;) § ppm 159.7,
148.6, 1354, 134.3, 133.6, 129.8, 128.1, 127.1, 1249, 124.1, 113.5, 113.1, 77.3, 77.0, 76.7,
64.7,56.2,554,51.1,25.1,23.2. Anexo C, p. 219.

4-Benciloxi-3-metoxibenzaldehido (37b). A una solucion 0,5 M de 3-metoxi-4-
hidroxibenzaldehido (37a; 10,05g; 66 mmol) en EtOH se le afiadio 1,1 eq. de KoCO; (10,00 g;
72 mmol) y 1,25 eq. de cloruro de bencilo (10,36 g; 11,4 mL; 81,9 mmol) gota a gota. Una vez
terminada la incorporacién del reactivo se calenté hasta temperatura de reflujo. Cuando se
observd por CCF la desaparicién del compuesto 37a, la mezcla de reaccién se enfrié hasta
temperatura ambiente y se filird. Posteriormente el precipitado obtenido se lavo con dos
porciones de EtOH. La fase organica se concentro y recristalizé con EtOH obteniéndose 14,1 g
(88%) del compuesto 37b como cristales amarillos palidos. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § ppm
9.84 (s, 1 H, CHO) 7.43 — 7.49 (m, 4 H, Ar-H) 7.37 — 7.40 (m, 1 H, Ar-H) 7.35 - 7.38 (m, 1 H,
Ar-H) 7.32 (d, J=6.8 Hz, 1 H, Ar-H) 6.99 (d, /=8.3 Hz, 1 H, Ar-H) 5.20 (s, 2 H, Ar-CH,-0) 3.84
(s, 3 H, ArO-CHj3). Anexo C, p. 221.

1-Benciloxi-2-metoxi-4-(2-nitrovinil)benceno (38). A 6 eq. de nitrometano (6,33 g; 7,2 mL;
100 mmol) se le agregé inicialmente 1,8 eq. de NI, "CH;CO; (2,28 g; 29,6 mmol), en segundo
lugar 13,8 eq. de CHsCO:H (13,7 g; 14,4 mlL; 228mmol) y finalmente 1 eq. de 37b (4,0 g; 16,5

mmol). Una vez que se terminé la incorporacién de los reactivos, la reaccidn se calent6 a reflujo

por 2 horas. Posteriormente la mezcla se enfri6 y se le agrego una pequefia cantidad de MeOH,




luego el precipitado formado se filtrd, se lavé con MeOH fiio y se seco obteniéndose 4,14 g
(88%) del compuesto 14 como un precipitado amarillo intenso. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6)
$ ppm 8.22 (d, /=13.2 Hz, 1 H, NO,-CH) 8.06 (d, /=13.2 Hz, 1 H, Ar-CH) 7.52 (s, 1 H, Ar-H)
7.25 - 749 (m, 6 H, Ar-H) 7.14 (d, /~8.31 Hz, 1 H, Ar-H) 5.18 (s, 2 H, Ar-CH,-0) 3.84 (s, 3 H,
ArQO-CHj). Anexo C, p. 222,

2-(4-Benciloxi-3-metoxifenil)etilamina (35b). A una suspension de 5 eq. de LiAlH, (3,6 g; 96,4
mmo}) en THF seco (193 mL) se le agregd 1 eq. del compuesto 38 (5,5 g; 19,3 mmol) en
pequefias porciones. Posteriormente la mezcla se calenté hasta temperatura de reflujo por 24 h.
Para eliminar el reductor sobrante, la mezcla se enfrié y se traté con gotas de una solucion
saturada de tartrato de sodio y potasio hasta que no se observé desprendimiento de gas.
Posteriormente el precipitado obtenido se filtrd y se lavé con THF, luego la fase orgdnica se
concentrd al vacio hasta sequedad obteniéndose 4,45 g (89%) del compuesto 35b impuro. El
aceite obtenido se purificé por destilacion a presién reducida (210 °C, 7 Torr) obteni¢ndose 2,2 g
(44%) del compuesto 35b como un aceite transticido. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm
8.09 (br. s, 2 H, NH;') 7.24 — 7.49 (m, 6 H, Ar-H) 6.97 (d, /7.8 Hz, 1 1, Ar-H) 691 (s, 1 H,
Ar-H) 6.74 (4, /=7.8 Hz, 1 H, Ar-H) 5.06 (s, 2 H, Ar-CH;-0) 3.79 (5, 3 H, ArO-CH;) 3.00 (t,
J=7.8 Hz, 2 H, N-CH,) 2.84 (t, J=7.8 Hz, 2 H, Ar-CHy). Anexo C, p. 222.
4-(Hidroximetil)-2-metoxifenol (42a). A una solucién 0,5 M de 37a (10,05 g; 66 mmol) en
MeOH se le agregd 1,5 eq. de NaBHj (3,75g; 99 mmol) en pequefias porciones a temperatura
ambiente. Una vez observado por CCF que €l compuesto 37a habia desaparecido a la solucion se
le agregd gota a gota una solucién 5 M de NaOH hasta que no se observé desprendimiento de
gas. Posteriormente se evapord el solvente, el precipitado se disolvi6 en una solucién 0,1 M de
HCl y se realizd una extraccion con AcOEt (3x50 mL), Ia fase organica se secod y se concentro
obteniéndose 8,13 g (80%) del compuesto 42a. RMN "H (200 MHz, DMSO-ds) 3 ppm d 8.78 (5,

1 H, ArO-H) 6.87 (s, 1 H, Ar-H) 6.63 — 6.75 (m, 2 H, Ar-H) 4.99 (s, 1 H, CH,-OH) 4.36 (4,
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J=5.2 Hz, 2 H, -CH;-) 3.74 (s, 3 1, ArtO-CH3). Anexo C, p. 223.
2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)acetonitrilo (43a). A una solucién 0,35 M del compuesto 42a
(15,24 g; 98,9 mmol) en DMF (280 mL) se le agregd 1.2 eq. de NaCN (5,88 g; 120 mmol) y se
temperd a 130 °C por 20 h. Una vez transcurrido el tiempo se eliminé el solvente y se realizd
una extracciéon con AcOEt (3x50 mL), Inego la fase orgamica se secéd y se concentrd. La
purificacién del residuo se realizé a través de cromatografia en columna utilizando una mezcla
de AcOEt-hexano 1:1, obteniéndose 5,51 g (34%) del compuesto 43a. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm 3.43 (s, 2 H, Ar-CH;) 3.74 (s, 3 H, ArO-CHj) 6.63 — 6.65 (d, 1 H, Ar-H) 6.69
~6.71(d, 1 H, Ar-I1) 6.81(s, 1 H, Ar-H). Anexo C, p. 13. IR-FT: -C=N; 2257 cm™ . Anexo C, p.
224.

Acido 2-(4-hidrexi-3-metoxifenil) acético (44a). A 100 mL de una mezcla de IO y EtOH (1:
1,12) se le afiadio 1 eq. del compuesto 16 (5,51g; 33,8mmol) y 4,3 eq. de KOH (8,26 g; 0,147
mmol) y se mantuvo a temperatura de reflujo por 12 h. Una vez transcurrido €l tiempo la mezcla
de reacciéon se enfiié y se eliminé el EtOH, luego el residuo restante se acidifico con HCl
diluido, se enftid a 0 °C y el precipitado formado se filtrd. A modo de purificacion se disolvio el
compuesto en AcOEt y se lavé con una solucidn tampdn de fosfato. Una vez seco el compuesto
se obtuvo 3,86 g (63%) del compuesto 10. RMIN TH en DMSO-d; fue idéntico al informado por
ACD-A: Sigma-Aldrich.

2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil) acetato de etilo (47a). A una solucién 0,1 M de 44a (1,0 g; 5,5
mmol) en EtOH se le agregd unas gotas de 4cido sulfiirico concentrado. La mezcla de reaccion
se mantuvo a temperatura de reflujo hasta que la CCF mostré desaparicion del compuesto
inicial. Posteriormente se eliminé el solvente, se realiz6é una extraccion con AcOEt (3x15 mL),
la fase organica se secod v se concentr6 obteniéndose 1,13 g (98%) del compuesto 47a. RMN 'H
(400 MHz, CDCl;) 8 ppm 6.84 —6.90 (d, 1 H, J/=8.0 Hz, Ar-H) 6.82 (sd, 1 H, J=1.9 Hz, Ar-H)

6.77 (dd, 1 H, J=8.0, 1.9 Hz, Ar-H) 5.65 (s, 1 H, Ar-OH) 4.12 — 4.17 (m, 2 H, O-CH,-)3.88 (s, 3
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H, Ar-OCHy) 3.54 (s, 2 H, Ar-CH;) 1.24-1.27 (¢, 3 H, -CHj). Anexo C, p. 224.
2-(4-((2-Metoxietoxi)-metoxi))-3-metoxifenil)acetato de etilo (47¢c). A una solucioén 0,1 M de
47a (4,03 g; 19,2 mmol) en DCM seco se le agregaron 2 eq. de DIPEA (6,7 mL; 4,9 g; 38,4
mmol), 10 % eq. mol de DMAP (400 mg) y 2 eq. de cloruro de 2-metoxietoximetilo. La mezcla
se dejd reaccionar a temperatura ambiente por 48 h. Una vez transcurrido el tiempo se agrego
una pequeiia porcién de agua para eliminar el agente protector, se agregd una solucién 0,1 M de
NaOH y se extrajo la fase organica con DCM. El extracto organico fue concentrado y sometido a
una purificacién por medio de cromatografia en columna utilizando una mezcla de AcOEt-
hexano 1:9, obteniéndose 3,72 g (65 %) del compuesto 47c. RMN TH (200 MHz, CDCl3) § ppm
7.13 (d, J=8.2 Hz, 1 H, Ar-H) 6.83 (s, 1 H, Ar-H) 6.79 (d, /=8.2 Hz, 1 H, Ar-H) 529 (s, 2 H, O-
CH.-0) 4.14 (g, J=7.1 Hz, 2 H, CO,-CH,) 3.80 — 3.93 (m, 5 H, Ar-OCH;, O-CHy-) 3.49-3.65
(m, 4 H, O-CH,-, Ar-CHy) 3.36 (s, 3 H, O-CH;). Anexo C, p. 225.
2-(4-Etoximetoxi-3-metoxifenil)acetato de etilo (47d). El compuesto 47d se sintetizd mediante
la metodologia empleada para 47c obteniéndose un rendimiento de 73%. RMN TH (200 MHz,
CDCls;) 8 ppm 7.11 (d, J=8.2 Hz, 1 H, Ar-H) 6.84 (s, 1 H, Ar-H) 6.79 (d, /=8.2 Hz, 1 H, Ar-H)
5.25 (s, 2 H, 0-CH,-0) 4.15 (g, J=7,1 Hz, 2 H, CO»-CH;) 3.87 (s, 3 H) 3.76 (q, J=<7.1 Hz, 2 H,
0-CH,-) 3.55 (s, 2 H, Ar-CHy). Anexo C, p. 225.
2-(2-Bromo-4-etoximetoxi-5-metoxifenil)acetato de etilo (48db). A una solucién 0,1 M de
47d (3,06 g; 11,4 mmol) en CHC}; se le agregaron13 g de gel de silice y 1,1 eq. de NBS (2,54 g;
14,3 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo en oscuridad y a temperatura ambiente por 20 h
con agitacion vigorosa. Luego el sélido fue filtrado y la fase orgénica lavada con una solucién
acuosa al 10% de N2,8,0; (3 x 50 mL) y con salmuera, luego fue secada sobre MgSQ;, y
evaporado el solvente a presién reducida. La purificacion se realizé por medio de cromatografia

en columna flash utilizando una mezcla de AcOEt-hexano 1:4, obteniéndose un 3,2 g (75%) del

compuesto 48db. RMN H (200 MHz, CDCl;) 8 ppm 7.36 (s, 1 H, Ar-H) 6.82 (s, 1 H, Ar-H)




524 (s, 2 H, O-CHz-0) 4.18 (q, /=7.1 Hz, 2 H, O-CHy) 3.85 (s, 3 H, Ar-OCH;) 3.75 (q, /~7.1
Hz, 2 H, O-CHy,) 3.70 (s, 2 H, Ar-CH,) 1.27 (t, /7.1 Hz, 3 H, -CH;) 1.23 {1, J=7.1 Hz 3 H, -
CHs). Anexo C, p. 226,

3-Benciloxi-d-metoxibenzaldehido (39b). El compuesto 39b se sintetizo mediante la
metodologia empleada para 37b obteniéndose un rendimiento de 88%. RMN H (200 MHz,
CDCL) 5 ppm 9.81 (s, 1 H, -CHO) 7.43 — 7.49 (m, 4 H, Ar-H) 7.37 - 7.40 (m, 1 H, Ar-H) 7.35 ~
7.38 (m, 1 H, Ar-H) 7.32 (d, J=6.8 Hz, 1 H, Ar-H) 6.99 (d,J=8.3 Hz, 1 H, Ar-H) 5.19 (s, 2 ,
Ar-CH,-0) 3.96 (s, 3 H, Ar-OCHs). Anexo C, p. 227.

o-(N-Metilaniline)acetonitrilo (51): A 100 mL de CH;COOH se le agregaron 6,8 mL de N-
metilanilina (1 eq.; 0,1 mol), 9,75 g de paraformaldehido (1,2 eq.; 0,12 mol) y 7,35 g de cianuro
de sodio (1,5 eq.; 0,15 mol). L.a mezcla de reaccion fue llevada a una temperatura de 50 °C hasta
la desaparicién de los sélidos (3 k). Una vez enfriada la mezcla de reaccion, se agregaron 100
mL de agua y se realizd una extraccién con 100 mL de DCM por triplicado. Luego se elimin6 el
solvente y se realizd la purificacion a través de destilacién a presion reducida: 140 °Cy 6 Torr,
obteniéndose 3,38g (52%) del compuesto 51 como un aceite anaranjado. RMN H (400 MHz,
CDCL) 8 ppm 7.27 - 7.34 (dd, 2H, J= 8.8, 7.3 Hz) 6.88 — 6.95 (dd, 1H /=73, 1.0 Hz) 6.82 -
6.88 (dd, 2H, /=8.8, 1.0 Hz) 4.13 (s, 2H, N-CH) 2.98 (s, 3H, N-CHs). Anexo C, p. 227.
(Z,E)-3-(3-(Benciloxi)-4-metoxifenil)-2-(metil(fenil)amino)acrilonitrilo d1). A 4 mL de
benceno se le agregaron en el siguiente orden: 5,8 eq. de KOH (1,07 g; 19,14 mmol), 1,1 eq. de
K,CO; (0,5 g; 3,63 mmol), 0,25 eq. de TBA-Br (0,266 g; 0,825 mmol), 1 eq. de a-(N-
metilanilino)acetonitrilo (0,482 g; 3,3 mmol) y finalmente 1 eq. de 3-benciloxi-4-
metoxibnezaldehido (0,798 g; 3,3 mmol). La mezcla se calentd a reflujo suave hasta observar
por medio de CCF la desaparicion del aldehido (4,5 h) y Inego se dejé por 16 h a temperatura

ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se filira con Celite® y se eliminé el solvente a presion

reducida. La purificacién se realizé por medio de cromatografia en columna “flash” utilizando




un “cabeza” sélida y como fase mévil una mezcla de AcOEt-hexano 1:4, obteniéndose un
rendimiento de 82% de la mezcla de isémeros Z y E. RMIN "H (400 MHz, CDCl;) 3 ppm 6.81 —
7.49 (m, 13H, Ar-H) 6.77 (s, 0,6 H, (Z) =CH) 6.64 (5, 0.4 H, (E) =CH) 5.18 (s, 0.8 H, (F) Ar-
CH,-0) 4.92 (s, 1.2 H, (2) Ar-CH,-0) 3.90 (s, 1.2 H, () ArO-CH;) 3.89 (s, 1.8 H, (Z) ArO-
CH3) 3.23 (s, 1.2 H, (£) N-CH;) 2.90 (s, 1.8 H, (Z) N-CHj). Anexo C, p. 228.
(Z,E)—3-(4-(Benciloxi)—S-metnxifenil)—Z—(metil(fenil)amino)acrilonitrilo (50). El compuesto 50
se sintetizo mediante la metodologia empleada para 41 obteniéndose un rendimiento de 71%.
RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 ppm 6.79 — 7.45 (m, 13H, Ar-H) 6.83 (s, 0.44 H, (Z) =CH) 6.66
(s, 0.56 H, (E) =CH) 5.19 (s, L.1 H, (E) Ar-CHz-0) 5.15 (5, 0.9 H, (Z) Ar-CH,-0) 3.95 (s, L7 H,
(E) ArO-CH;) 3.67 (s, 1.3 H, (2) ArO-CH;) 3.27 (s, 1.7 H, (¥) N-CH;) 3.15 (s, 1.3 H, (Z) N~
CHs;). Anexo C, p. 228,

Acido 2-(3-benciloxi-4-metoxifenil)acético (36b). 8,90 g de la mezcla (Z,E) de 41 (24 mmol),
se disolvieron en 200 mL de THF. A la solucion resultante se le agregé un volumen igual de HC]
al 10% v/v en agna. La mezcla se calenté a reflujo suave por 24 h y una vez transcurido el
tiempo se enfrid y se realizd la extraccion de la fase orgéanica, Esta fue tratada tres veces con una
solucién acuosa al 1% p/v de NaOH y nuevamente puesta en las condiciones iniciales de
teraperatura. El extracto acuoso, por su parte, fue acidificado y fase organica resultante se
extrajo con DCM. El extracto fue secado con Na;SO;, y concentrado. El procedimiento anterior
se Tepiti en total tres veces obteniéndose: 4,27 g, 1,13 gy 0,26 g del écido 36b en cada ciclo
sucesivo, Al finalizar los ciclos de hidrélisis el acido 36b se obtuvo con un rendimiento de 75%
(5,66 g, 20,8 mmol). RMN "H (400 MHz, CDCl;) 8 ppm 7.40 — 7.46 (m, 2 H, Ar-H) 7.35 (m, 2
H, Ar-H) 7.29 (d, /=6.8 Hz, 1 H, Ar-H) 6.80 — 6.89 (m, 3 H, Ar-H) 5.13 (5, 2 I, Ar-CH>-O) 3.86
(s, 3 H, ArO-CHj3) 3.54 (s, 2 H, Ar-CH;-CO,). Anexo C, p. 229.

Acido 2-(4-benciloxi-3-metoxifenil)acético (44b). El compuesto 44b se sintetiz6 por medio de

]a metodologia empleada para 36b obteniéndose un rendimiento de 86%. RMN TH (400 MHz,
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CDCls) & ppm 7.40 — 7.44 (m, 2 H, Ar-H) 7.32 - 7.38 (n, 2 H, Ar-H) 7.28 - 7.32 (m, 1 H, Ar-H)
6.84-6.82 (d, 1H, J=8.3 Hz, Ar-H) 6.83 (d, 1H, J=2.0 Hz, Ar-H) 6.73 - 6.77 (dd, 1 H, /=83,
2.0 Hz, Ar-H) 5.13 (s, 2 H, Ar-CH,-0) 3.88 (s, 3 H, ArO-CH;) 3.57 (s, 2 H, Ar-CHp-COy).
Anexo C, p. 229.
N—(4—(Benciloxi)-3-metoxifeniletil)-2—(3-(benciloxi)—4-metoxifenil)acetal.nida (34b). A una
solucion 1 M del compuesto 36b (6,6 g; 24,2 mmol) en THF (25 mL) se le agregd 1,1 eq. de
CDI (4,3 g; 26,7 mmol) y se dejé reaccionar por 2 h a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido el tiempo se agregaron 1,2 eq. de la amina 34b (7,5 g; 29 mmol) disuelta en 25 mL
de THF. La mezcla de reaccién se dejé por 16 h observandose la formaci6én de un precipitado, el
cual fue filtrado y lavado con la minima cantidad de THF y MeOH. La purificacién del
compuesto se realizé por medio de una cristalizacion con AcOEt y una recristalizacion de las
agnas madres con una mezcla de DCM-AcOEt. Finalmente se obtuvieron 11,7 g (94%) del
compuesto 34b como un polvo blanco. RMN H (400 MHz, CDCl;) § ppm 7.38 — 7.46 {(m, 4 H,
Ar-H) 7.35 (m, 4 H, Ar-H) 7.27 - 7.31 (m, 2 H, Ar-H) 6.79 (d, J/=8.1 Hz, 1 H, Ar-H) 6.72 (d,
J=8.1 Hz, 1 H, Ar-H) 6.72 (d, /=1.9 Hz, 1 H, Ar-H) 6,67 (dd, J/=8.1, 1.9 Hz, 1 H, Ar-H) 6.62 (4,
J=19 Hz, 1 H, Ar-H) 6.44 (dd, /=8.1, 1.8 Hz, 1 H, Ar-H) 5.31 (br. s., 1 H, N-H) 5.10 (m, 4 H,
A1-CH,-0) 3.87 (s, 3 H, ArO-CH;) 3.83 (s, 3 H, ArO-CH;) 341 (5, 2 H, Ar-CH,-CO;) 3.38 (q,
J=6.8 Hz, 2 H, N-CH,) 2.60 (t, J=6.8 Hz, 2 H, A1-CH;). Anexo C, p. 230.
(£)7-(Benciloxi)-1-(3-(benciloxi)-4-metoxibencil)-6-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinelina
(THIQ IsoBnVai) (52a) A 1 eq. de la amida 34b (3,3 g; 6,9 mmol) se le agregé 100 mL de
benceno y 10 mL de POCI;. Posteriormente, la mezcla de reaccion se llevd a temperatura de
reflujo por 2,5 h. Luego se elimin6 el solvente y el exceso de POCl; por evaporacién
observandose la deposicién de una aceite marron en las paredes del recipiente. El aceite formado
se disolvid en 50 mL de MeOH y se agregé lentamente 7 eq. de NaBH, (1,8 g; 48 mmol). Una

vez agregado el agente reductor la mezcla se dejo (con agitacion) a temperatura ambiente por 0,5
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hy luego por 0,5 h a temperatura de reflujo. Despues de enfiiar la mezcla se elimind el solvente,
el precipitado formado se disolvié en ILO y subsecuentemente se realizé sobre el componente
orgénico una extraccién con éter etilico, un lavado con H;O y secado con MgSQy. La
purificacion del residuo se realizé a través de cromatografia en colmmna utilizando una mezcla
de AcOEt-MeOH 4:1, obteniéndose 1,9 g (56%) del compuesto 52a. RMN "H (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm 7.36 — 7.47 (m, 8H, Ar-H) 7.30 - 7.36 (m, 2H, Ar-H) 6.97 (d, /J=2.0 Hz, 11,
Ar-H) 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 18, Ar-H) 6.80 (s, 1H, Ar-H) 6.78 (dd, /= 1.5, 83 Hz, 1H, Ar-H)
6.66 (s, 1H, Ar-H) 5.05 (s, 2H, Ar-CH-O ) 4.97 (m, 2H, Ar-CH,-0) 3.96 (dd, J = 4.4, 8.8 Iz,
11, Ar-CH-N) 3.75 (s, 3H, ArO-CH;s) 3.73 (s, 3H, ArO-CHs) 3.05 (dt, J=5.9, 11.7 Hz, 1H, -
CH,-) 2.99 (dd, J = 4.4, 13.2 Hz, 1H, -CHy-) 2.75 (dt, J=5.9, 11.7 Hz, 1H, -CH;-) 2.73 (dd, J=
8.8, 13.2 Hz, 1H, -CH,-) 2.56 —2.62 (t, J=5.9 Hz, 2H, -CHy-). Anexo C, p. 230.
(:I:)7~(Benciloxi)-l—(s—(benciloxi)-z-bromo—4—metoxibencil)-6—metoxi—1,2,3,4—
tetrahidroisoquinolina (52b). A una solucién al 8% p/v de 52a (1,8 g; 3,6 mmol) en
CH;COOH (22 mL) se le agregaron lentamente 1 eq. de Br (3,6 mmol) desde una solucion 4 M
en CH,;COOH. La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacion y a temperatura ambiente por 1
h. Posteriormente se basificé con una solucién al 10% p/v de NaOH y se realiz6 una exiraccion
con éter etilico. La fase organica se lavo con H;O y se seco con MgSO,. La purificacion del
residuo se realizd a través de cromatografia en columna utilizando una mezcla de AcOEt-MeOH
4:1, obteniéndose 0,85 g (40%) del compuesto 52b. RMN 'H (400 MHz, CDCL) 8 ppm 7.27 —
7.48 (m, 10 H, Ar-H) 7.07 (s, 1 H, Ar-H) 6.76 (s, 1 H, Ar-H) 6.74 (s, 1 H, Ar-H) 6.61 (s, 1 H,
Ar-H) 5.05 — 5.20 (m, 4 H, Ar-CH;-0) 4.13 (¢, 1 H, N-H) 4.03 (dd, /=10.0, 3.2 Hz, 1 H, Ar-CH-
N) 3.88 (m, 6 H, ArO-CHs) 3.05 - 3.15 (m, 2 H, -CHy-) 2.66 — 2.85 (m, 4 H, -CH,-). Anexo C,
p. 231.

(£)7-(Benciloxi)-1-(5-(benciloxi)-2-cloro-4-metoxibencil)-6-metoxi-1,2,3,4-

tetrahidroisoquinolina (52c). A una solucién 0,1 M del compuesto 52a (511 mg; 1,03 mmol)
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en CH;COOH se le agregd 1 eq. de SO.Cl; (145,9mg; 1,08mmol; 0,084 mL) a temperatura
ambiente. La reaccién se detuvo una vez transcurridas 2,5 h agregando gota a gota una solucién
5 M de NaOH. Una vez alcanzado un pH 9 se realiz6 una extraccion con AcOEt (3x15 mL),
Juego la fase orgénica se secd con MgSO, y se concentrd, La purificacién del residuo se realizé a
través de cromatografia en columna utilizando una mezcla de AcOEt-MeOH 4:1, obteniéndose
191 mg (35%) del compuesto 52¢. RMN "H (400 MHz, CDCl;) 5 ppm 7.20 — 7.47 (m, 10 H, Ar-
H) 6.89 (s, 1 H, Ar-H) 6.71 (5, 1 H, Ar-H) 6.70 (s, 1 H, Ar-H) 6.58 (s, 1 1, Ar-H) 5.08 (m, 4 H,
Ar-CH,-0) 4.03 (d, /=9.3 Hz, 1 H, Ar-CH-N) 3.83 (s, 6 H, AxO-CH;), 2.99 - 3.18 (m, 2 H, -
CH,-) 2.62 - 2.88 (m, 4 H, -CH;-). Anexo C, p. 231.

Clorhidrate de  (&)1-(2-bromo-5-hidroxi-4-metoxibencil)-7-hidroxi-6-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina (33b). Una solucién 1,25% p/v de 52b (500 mg; 0,87 mmol) en una
mezcla de solventes EfOH-HCI 1:1 se calenté a reflujo por 3 horas. Posteriormente se removi6
el solvente y a modo de purificacién se realizé una cristalizacién y recristalizacion utilizando
como solventes una mezcla de MeOH-éter etilico obteniéndose 430 mg (88%) del compuesto
33b. RMN 'H (400 MHz, DMSQ-d;) & ppm 9.20 — 9.36 (m, 3 H, -NH,"/Ar-OH) 9.03 (s, 1 H,
Ar-OH) 7.18 (s, 1 H, Ar-H) 6.95 (s, 1 H, Ar-H) 6.78 (s, 1 H, Ar-H) 6.55 (s, 1 H, Ar-H) 4.50 (br.
s, 1 H, Ar-CH-N) 3.81 (s, 3 H, ArO-CHs) 3.76 (s, 3 H, ArO-CHs) 2.76 —3.50 (m, 6 H, -CHz-).
Anexo C, p. 232,

Clorhidrate de {(£)1-(2-cloro-5-hidroxi-4-mefoxibencil)-7-hidroxi-6-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina (33c). El compuesto 33c se sintetizd mediante la metodologia empleada
para 33b obteniéndose un rendimiento de 82%. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 9.13 —
9.31 (s, 3 H, -NH,'/Ar-OH) 9.00 (s, 1 H, Ar-OH) 7.04 (s, 1 H, Ar-I) 6.90 (s, 1 H, Ar-H) 6.76 (s,

1H, Ar-H) 6.48 (s, 1 H, Ar-H) 4.49 (br. s., 1 H, Ar-CH-N) 3.80 (s, 3 H, ArO-CH3) 3.75 (5, 3 H,

ArQ-CHj) 2.81 — 3.49 (m, 6 H, -CH;-). Anexo C, p. 232.




Clorhidrato de (:l:)l2—bromo-2,9—dihidroxi-S,10-dimetoxi—5,6,7,8,l3,13a
hexahidroisoquinoline[3,2-a]isequinelina (clorhidrato de 1 2-bromoescoulerina) (32b) Una
solucién 0,05 M de 33b (500 mg; 0,87 mmol) en una mezcla de solventes EtOH-formalina 1:1al
28% se calenté a reflujo por 3 horas. Posteriormente, una vez frfa la mezcla de reaccion, se
agregd NH; al 25%, se realizd una extraccion con AcOEt, se removié el solvente y a modo de
purificacién se formé el clorhidrato de 12-bromoescoulerina utilizando leq de HC] fumante
obteniéndose 281 mg (73%) del compuesto 32b. RMN H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 9.61 (5,
1 H, Ar-OH) 9.16 (s, 1 H, Ar-OH) 7.26 (s, 1 H, Ar-H) 6.85 (br. 5., 1 H, Ar-H) 6.80 (s, 1 H, Ar-
H) 4.83 (br. s., 2 H, Ar-CH,-N) 4.60 — 4.72 (m, 1 H, Ar-CH-N) 4.15 — 4.60 (m, 2 H, -CH- ),
3.85 (s, 3 H, ArO-CH;) 3.78 (s, 3 H, ArO-CHs) 3.45 (mm, 2 H, -CH;-) 2.86 (dd, /=16.6 11.7 Hz, 2
H, -CH,-). Anexo C, p. 233.

Clorhidrato de (#)12-cloro-2,9-dihidroxi-3,10-dimetoxi-5,6,7,8,13,13a-
hexahidroisoquinolino[3,2-alisoquinolina  (clorhidrato de 12-cloroescoulering) (32¢). El
compuesto 32¢ se sintetizd mediante la metodologia empleada para 32b obteniéndose un
rendimiento de 64%. RVMIN "H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 9.56 (s, 1 H, Ar-OH) 9.13 (s, 1 H,
Ar-OH) 7.12 (s, 1 H, Ar-H) 6.87 (br. s., 1 H, Ar-H) 6.78 (s, 1 H, Ar-H) 4.05 —4.89 (m, 5 H, Ar-
CH-N/-CH,-) 3.84 (s, 3 H, ArO-CH;) 3.77 (s, 3 H, ArO-CHj;) 3.54 (br. s., 2 H, -CHz-) 2,71 —

3,01 (m, 2 H, -CH>-). Anexo C, p. 233.
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ANEXO A
Simulacion Molecular

Nomenclatura GPCR_ nomenclatura de Ballesteros y Weinstein

El texto asociado a simulacién molecular considerard la nomenclatura de Ballesteros y
Weinstein ZY. XX usada en los receptores acoplados a proteina G (GPCR), donde “Z2” es la
abreviacion de una letra de los residuos aminoacidicos, “Y™ el namero de la transmenbrana
(TM) asociada a ese aminodcido y “XX” 1a posicién de dicho aminoicido en 1a TM donde €l
niimero 50 se asigna al residuo mas conservado.

Tlustracion del receptor B,AR empleando la nomenclatura de Ballestero y Weinstein, obtenida
desde Ia publicacion original (Ballesteros y Weinstein, 1995).
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Alineamiento de secuencias aminoacidicas de el D; y de el D, humano y las estructuras
cristalinas de: hD;, hf,AR, hA,A, hH;, hM, y de bRh. La coloracién azul sobre las
secuencias incrementa a medida que incrementa la identidad ammnoacidica entre las
secuencias de las diferentes especies. El grafico de barra bajo las secuencias también indica
identidad aminoacidica, el cual lo representa en valores de 0 a 10, donde 10: se identifica
como “*”, indica 100% de identidad y es de color amarillo intenso. Y finalmente la linea
horizontal roja bajo el alineamiento representa la estructura tridimensional de a-hélice
observada en la estructura cristalina del D; humano.
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ANEXO A

Simulacion Molecular

Resultado de los graficos de Ramachandran para las estructuras cristalinas utilizadas como
molde (hDs y hB,AR) y para los 5 mejores modelos escogidos de los 200 generados a través

del programa Modeller.
%/N° de Residuos
N° Modelo o A,b,Lp ~a, ~b, ~l, ~p No favorable
ABLEY o) (%) (%)
hD3/247* Cristal 90,3/223 9.3/23 0.4/1 0,0/0
hp,AR/260* Cristal 94,2/245 5.4/14 0,4/1 0,0/0
hD,/295* 5 892/263 8,1/24 1.4/4 1.4/4
11 90,2/266 7,8/22 0,7/2 1,4/4
26 89.9/265 6,8/20 1,7/5 1,7/5
31 90,2/266 6,4/19 1,7/5 1,7/5
35 912/269 7.8/23 0,0/0 1,0/3
hD,/296* 4 932/276 6,1/18 0,3/1 0,3/1
26 88.5/262 8,1/24 1,7/5 1.7/5
64 92,6/274 6,1/18 0,7/2 0,7/2
105 90,9/269 7,4/22 1.4/4 03/1
166 892/264 95/28 1,0/3 0,3/1

*N° de aminoacidos analisados de cada proteina en los cuales se excluye glicina y prolina.

Graficos de Ramachandran de las estructuras cristalinas del hD; y del h;AR.
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Graficos obtenidos del sitio de red ProSa: (a) hD; y b) h,AR. Los graficos ubicados a la
derecha representa los valores de Z-score calculados a partir de la base de datos de
estructuras cristalina (azul claro) y RMN (azul oscuro) y como punto negro el valor obtenido
para los receptores hD; y hP,AR. Los graficos ubicados a la derecha son referentes a
“Knowledge-based energy”; en verde claro valores cada 20 aminoacidos y en verde oscuro

valores cada 40 aminoacidos.
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Puentes disulfuros extracelulares en diferentes estructuras cristalinas de GPCR: (a) hD;, (b)
hB,AR, (c) hA;A, (d) hM; y (e) hH,. El puente disulfuro en cada caso es sefialado en
amarillo.

(a) hD; (b) hp:AR

(d) hM;,

(e) hH,
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Simulacion Molecular

Grafico de Ramachandran del modelo hD1_2SS
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Resumen resultados de grafico de Ramachandran del modelo de hD; 2SS

%/N° de Residuos
o i ~a, ~b, ~, ~p No favorable
hD,_2SS (295) 91,2/269 6,8/20 1,0/3 1,0/3

Graficos obtenidos del sitio de red ProSa para el modelo de hD,_2SS. Para la simbologia ver
p. 176 en este mismo anexo.
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ANEXO A

Simulacion Molecular

Bolsillos propuestos por el programa ICM_pro. Los residuos estan simbolizados con su
nombre abreviado en una letra y el niimero que acompaiia a cada residuo representa el
namero en la secuencia aminoacidica.

Modelo del hD;.

Borliillo Color Residuos
D19, S21, R23. T26, K81, A84, A87, F89, W99, V100, D103,
1 1104, S107, T108, S172, C186, L190, Y194, A195, S198, S199,
B ) w255, F258, F259, N262, 1265, T273, F276, D279, S280,
F283, D284, V287, W291
5 $36. 139, G40, L43, $295, P298, 1299, A302, R308, F311, S312,
L315, Y318, R319
3 H53, L54, S56, T59, N60, V63, R121, Y131, $230, K233, R236,
BN )40, 1244, Y301, N304, F307
A G93, $94, C96, 198, V100, Q160, S162, H164, A166, P168, T169,
B N85, 8189
5 M210, 1211, Y214, T215, Y218, T238, 1241, K242, $245, M248,
BN G249, V252
6 mmmmm 126, F29, 130, K81, E85. D284, V285, W288
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Modelo del hD;.

ANEXO A

Simulacion Molecular

NO

Bokille “0l0F

Residuos

1

2

=

L41, V91, L94, E95, F110, V111, D114, V115, C118, 1183, 1184,
F189, V190, S193, S194, S197, W260, F263, F264, H267, 1268, Y282,
S283, T286, W287, Y290

V136, M140, V215, L216, R218, R220, R222, N224

A64, 165, T67, T69, N70, R132, Y142, K226, S229, K241, E242,
K244, A245, M248, N304, E306, F307

T67, T68, D131, T134, L141, Y142, R145, Y146, S148, R151, M155,
R227

1183, H267, N270,°127, D274, C275, 1277, P279, Y282
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F7.35

F6.51 544

(’FG.SI u,_y_\Y 1790
A

W7.43

Figura B. Bolsillo aromatico alrededor de boldina en la posicion 2.
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ANEXO B
Sintesis Orgdanica Espectrometria de masa
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1] Tolueno, uW, 180°C, 1 h
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ANEXO B
Sintesis Organica Espectrometria de masa
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ANEXO B
Sintesis Organica_Espectrometria de masa
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ANEXO B
Sintesis Organica_Fspectrometria de masa

SO,Cl,, CH3CO,H, 25°C, 2 h
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ANEXO B

Sintesis Organica Espectrometria de masa
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Benceno, K;PO,, PA[(P(Ph)s], reflujo, 8 h
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ANEXO B
Sintesis Organica Espectrometria de masa

Va Benceno, NaOH, Pd[(P(Ph);]4, reflujo, 8 h
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ANEXOB
Sintesis Organica Espectrometria de masa

Via DME, K;COs, Pd[(P(Ph)s)s, reflujo, 8 h
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ANEXO B

Sintesis Organica_Espectromeiria de masa

A% 11 DMF, K,COs, Pd[(P(Ph);]4, reflujo, 8 h
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ANEXO B
Sintesis Organica_Iispectrometria de masa

X Dioxano:H;O (5:1), KoCOs, PA|(P(Ph);J:Cl, 100°C, 6 h
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Sintesis Organica_Espectromeiria de masa
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ANEXO C
Sintesis Organica Espectrometria de RMN e infraroja

Isocroman-1-ona (5)
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ANEXO C
Sintesis Organica_Espectrometria de RMN e infraroja

2-(2-Hidroxietil)-V-(3-metoxifeniletil)benzamida (7)
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ANEXO C
Sintesis Organica Espectrometria de RMN e infraroja

3-metoxi-5,6,8,9-tetrahidrodibenz|d,g]acecina-7(14H)-carboxilato de etilo (9).

D N
% -~
e oen
[
AT‘OCH-‘
Ar-CH»- :
CH*A:;_. -OCH,-
-+
t
-CH;,
~
-CH,- %
L = T;
! =
I';::: r~ T %;
T T 2 i P
\ -
f |
/ ‘J f ,‘L 4 : J A b
5.19 202 200508 1.811.871.77 1.95 3.09
el i T 1 S ™ R I [ B S =1 i
!ll'lI‘!]llllll]lllll[ill[[llIIlIIl|Illl|IIKilIIIIIIIIIlIIlllTiIl[IIIIIIIII'II[IIIIII'IIIII
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Desplazamiento quimico (ppm)

3-Metoxi-7-metil-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz|d,g]acecina (3a)

Ar-OCH; -CH,- NCH;

o -
~ ~ o~
e o e
l I
Ar-CH;-Ar
<
o
* e
et

N

)5 310 8.21 3.09
(] =l L

g

|
L
C

8 7 6 5 4 3 2 1 0
Desplazamiento quimico (ppm)

213




ANEXO C
Sintesis Organica_Espectrometria de RMN e infraroja

4-Cloro-3-metoxi-7-metil-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz|d,g]acecina (3b)
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ANEXO C
Sintesis Organica Espectrometria de RMN e infraroja

2-Metil-3-nitrobenzoato de metilo (27)
0-CH; Ar-CH;,

= (Y]
o ©
Ar-H 7 Vi
I e o
|
882 . [ o e
§{£ iy g/ CHs
=3 nE
g NO,
|
=
a
‘ld
1.05
?.4
JL” | ! |

3.25 3.15

= 5]

l!ll|lll||ll|Illllllrlv!]l]n1||t|||lrlr||||||||||1||11]—r111|l||1||1|aiv|-|||||r[l!|l]llll|

8 . 6 5 4 3 2 1 0
Desplazamiento quimico (ppm)

2-(2-(Dimetilamino)vinil)-3-nitrobenzoato de metilo (28)

0-CH;  N-+(CH,),
wn -

® ® Q
ola o 0,CH3
Ar-H Ar-HC=CH-N |
L ~
L J N
i = S Noz |
®f 3
0.93 T}Uw‘
f""';’?ﬂﬁ_r 1—|—I"‘1‘""1
55
ﬁ H A M-Lu | 2
3.17 6.00
b L
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Desplazamiento quimico (ppm)

215




ANEXO C
Sintesis Organica Espectrometria de RMN e infraroja

5-Nitroisocroman-1-ona (29) O
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ANEXO C
Sintesis Orgdnica_Fspectrometria de RMN e infraroja

Producto de reduccion “B” obtenido desde 29_ Espectro realizado en DMSO-d6
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2-[2-(3-Metoxifenil)etil]-5-nitroisoquinolin-1(2H)-ona (30)
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Sintesis Organica_Espectrometria de RMN e infraroja

14-Cloro-3-metoxi-10-nitro-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz[d,g]acecina (31b)
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14-Cloro-3-metoxi-10-nitro-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz|d,g]acecina (31b)
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1-Benciloxi-2-metoxi-4-(2-nitrovinil)benceno (38)
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4-(Hidroximetil)-2-metoxifenol
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2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)acetonitrilo
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2-(4-((2-metoxietoxi)-metoxi))-3-metoxifenil)acetato de etilo (47c)
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2-(2-Bromo-4-etoximetoxi-S-metoxifenil)acetato de etilo (48db)
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3-Benciloxi-4-metoxibenzaldehido (39b)
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