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RESUMEN

Este trabajo de tesis consistio en la sintesis de dos familias de compuestos: derivados
de ‘tetrahidro—B-carbolina y derivados de fetfrahidro-y-carbolina, sin sustituciones y
sustituidas en posicién 6 y 8 con un grupo metoxilo, respectivamente, Se construyeron 13
nuevos compuestos mediante la combinacion de derivados de tetrahidrocarbolinas con
segmentos moleculares derivados de N-piperidina unidos con un grupo amida o con un
grupo éster. Los compuestos sintetizados fueron evaluados como inhibidores de
acetilcolinesterasa humana (#4ChE) y como moduladores alostéricos del receptor
nicotinico de acetilcolina (RAChR, su sigla en inglés). Para explicar los resultados
experimentales obtenidos se realizaron estudios de acoplamiento molecular in silico para

los compuestos evaluados.

De los compuestos evaluados en #ZAChE, 7 de éstos actuaron como inhibidores de
la actividad catalitica. De los derivados de tetrahidrocarbolina los que presentaron mayor
potencia fueron las moléculas que contenian un segmento fetrahidro-p-carbolina sustituido
por un grupo metoxilo en posicion 6 y un segmento N-bencilpiperidina, ambos segmentos
unidos por un grupo amida. Los compuestos representativos de esta serie fucron MFI1047
(ICs0 = 0,50 uM; K; = 0,32 uM), MF1073 (ICsp = 0,43 puM; K; = 0,29 uM) y MF1082 (ICsp

= 0,51 uM; K = 0,35 uM).

Se evaluaron estos tres compuestos como moduladores alostéricos del receptor
nicotinico de acetilcolina y ninguno de éstos provocé un efecto por si solo sobre el receptor;

no inhibieron ni potenciaron el efecto de acetilcolina sobre el canal idnico.
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Y ABSTRACT

This thesis work consisted of the synthesis of two series of compounds: tetrahydro-
B-carboline and tetrahydro-y-carboline derivatives with an unsubstituted and a methoxy
group substituted at the position six and eight, respectively. Thirteen new molecules were
built by mixing up the segments of tetrahydrocarbolines and N-piperidines derivatives
linked with an amide or an ester group. The synthesized compounds were fested as human
acetylcholinesterase inhibitors (hAChHE) and as allosteric modulators for the nicotinic
acetylcholine receptor. Molecular modeling studies in silico were used to explain the

experimental results.

Among the compounds tested, seven of them acted as inhibitors of the catalytic
activity. Among the tetrahydrocarbolines derivatives, the molecules containing a N-
benzylpiperidine segment and a 6-metoxy-sustituted tetrahydro-p-carboline segment, linked
by an amide group, turned out to be molecules that exhibit a high response. Representative
compounds of these series are: MF1047 (ICs¢ = 0,50 uM; Ki = 0,32 uM), MF1073 (ICsp =

0,43 uM; K; = 0,29 uM) y MF1082 (ICsp = 0,51 uM; K; = 0,35 uM).

These three compounds were tested as allosteric modulators for the nicotinic
acetylcholine receptor. None of them causes an effect by itself on the receptor, this means

they did not inhibit or enhance the effect of acetylcholine on the ion channel.

xxiil

A




1. INTRODUCCION.
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Modular la actividad de la enzima acetilcolinesterasa ha sido una de las maniobras
terapéuticas fundamentales en el control de las funciones cognitivas que se ven afectadas

en pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Z£4).

Una de las consecuencias relacionadas a la disminucién de los niveles del
neurotransmisor acetilcolina en el espacio sinaptico neuronal es la activacion de manera
poco eficaz de los receptores nicotinicos (canales iénicos modulados por acetilcolina),
alterando la sinapsis neuronal, caracteristica propia en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer. La disponibilidad apropiada del neurotransmisor colinérgico es el blanco

principal en el disefio de drogas orientadas a tratar esta enfermedad.

Se han postulado multiples mecanismos fisiopatologicos para explicar el deterioro
cognitivo: la toxicidad del péptido B-amiloide (AB), la disfuncién colinérgica, alteraciones
de la proteina Tau, el dafio oxidativo, la disfuncién simpética y la inflamacién secundaria
a las placas. La estrategia colinérgica, referida al aumento de los niveles de acetilcolina
por la inhibicion de acetilcolinesterasa, sigue siendo el enfoque terapéutico mas eficiente

para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Por otra parte, los moduladores alostéricos del receptor nicotinico de acetilcolina
han representado una estrategia de tratamiento alternativo para tratar la enfermedad de
Alzheimer debido a que, tipicamente, mejoran la respuesta de los agonistas al receptor
(acetilcolina es el agonista endégeno del receptor nicotinico) sin activar directamente los
receptores. Por ello el desarrollo de moduladores alostéricos ha sido un paso importante
en el desarrollo de tratamientos terapéuticos para los trastornos neurolégicos que implican

alteraciones en los receptores nicotinicos.
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Entre los antecedentes recabados para proponer este trabajo se considerd un
aspecto importante de la enfermedad de Alzheimer: La degradacién de moléculas de
acetilcolina conlleva a la disminucion de su concentracion en la hendidura sinédptica
provocando que los receptores nicotinicos no sean activados adecuadamente dificuitando,
por este medio, la entrada de Na* y Ca®* al interior de la célula nerviosa, causando
deficiencia de las funciones cognitivas cerebrales. Por ello es interesante el control de la
enzima encargada de la degradacién de acetilcolina y a su vez la potenciacién del

neurotransmisor mediante el uso de ligandos alostéricos sobre el receptor nicotinico.




1.1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1.1. Generalidades

La enfermedad que Alois Alzheimer, neuropsiquiatra aleméan, describié por
primera vez en 1906 es, al dia de hoy, la causa mds frecuente de demencia en adultos
mayores. Fue descrita como una afeccion de un paciente de 51 afios que presentaba
alteraciones de memoria y apraxia junto a un cuadro de demencia. Tras su fallecimiento,
Alzheimer examiné su cerebro, observando la existencia de placas seniles, ovillos
neurofibrilares y pérdida neuronal. Las placas neuriticas seniles aparecieron en el
parénquima cerebral y en la pared de los vasos sanguineos de las leptomeninges. Estos
hallazgos permitieron, por primera vez, separar esta demencia de las alteraciones
producidas por el mero envejecimiento.! En base a ello, la E4 se define como un trastorno
neurodegenerativo irreversible del sistema nervioso central (SNC) caracterizada
clinicamente como una demencia progresiva. Demencia es un término general para
describir la pérdida de memoria y de otras habilidades intelectuales y es tan severa que
interfiere con la vida cotidiana del individuo. En Chile los adultos mayores son mas del
10% de la poblacion y muchos de ellos pueden presentar demencias; se ha estimado que
existirian mas de 170.000 personas con algiin grado de trastorno y muchos de ellos viven
sin recibir tratamiento por desconocimiento e incluso, en algunos casos, ni siquiera seran
diagnosticados.* Los sintomas aparecen de a poco y empeoran con el tiempo hasta
convertirse en lo suficientemente graves como para interferir con las labores diarias. El
namero real de la poblacion afectada se desconoce, pero se sospecha que es

considerablemente superior al que se calcula debido, principalmente, al impacto de la
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enfermedad sobre la pareja, los miembros de la familia, entre otros. Constituye la tercera
enfermedad en costo social y econdémico, superada tnicamente por la cardiopatia

isquémica y el cancer y es la causa ntimero cuatro de muertes en paises industrializados.?

Cuando Alois Alzheimer describi6 por primera vez la enfermedad, una persona en
los Estados Unidos vivia un promedio de 50 afios. Pocas personas Ilegaron a la edad de
mayor riesgo. Como resultado, la enfermedad se consideré rara y atrajo poco interés
cientifico. Esa actitud cambié a medida que la esperanza de vida aumento y los cientificos
empezaron a darse cuenta de cuan a menudo la enfermedad de Alzheimer afecté a las

personas a los 70 y 80 afios.

El hecho que aun se desconozca de manera precisa qué es lo que causa la
enfermedad de Alzheimer ha llevado el foco a un interés mundial integrando ramas muy
diferentes de la ciencia como la medicina, biologia, bioquimica, genética, sicologia,
nutricion, sociologia, etc.** Se han desarroliado numerosos estudios relacionados con la
deteccion temprana de la enfermedad %7%° como, por ejemplo, en el afio 2014 fue dada a
conocer una técnica desarrollada por cientificos de la Universidad de Georgetown la cual
puede predecir si la enfermedad de Alzheimer se manifestard en los tres afios siguientes
con una simple muestra de sangre. El ensayo que lograrfa aplicar tratamientos tempranos,

todavia debe pasar otras prucbas clinicas para su aprobacién completa, !

Uno de los aspectos fundamentales acerca de esta enfermedad es la accién
terapéutica desarrollada hasta el momento; terapias basadas en el uso de fdrmacos
aprobados por la DA y que, actualmente, no detienen la evolucién de la enfermedad ni

mucho menos la curan pero que por discretos que sean los cambios manifestados en los
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pacientes, conservan y prolongan, en alguna medida, la calidad de vida del enfermo,
ademas del alivio representado en la carga experimentada de las personas que se ocupan

de quien padece la enfermedad.'*

Actualmente la enfermedad de Alzheimer encabeza la investigacion biomédica.
Algunos de los avances més notables han demostrado como la enfermedad de Alzheimer

afecta al cerebro. Comprender mejor su impacto puede dar lugar a mejores tratamientos.

1.1.2. Causas de la Enfermedad de Alzheimer

ILos cientificos creen que, para la mayoria de las personas, la E4 es causada por
una combinacién de factores genéticos, medioambientales y por el estilo de vida que
afecta al cerebro conforme pasan los afios. A pesar que las causas no estan aun
completamente comprendidas, su efecto en el cerebro es claro; la E4 dafia y mata células
del cerebro. Un cerebro afectado por £4 tiene una menor cantidad de células nerviosas y
una menor cantidad de conexiones entre las células sobrevivientes que un cerebro sano.!?
El paciente con la £4 presenta una combinacién de sintomas que incluyen alteraciones

cognitivas, conductuales y neuroldgicas.

En relacion a las alteraciones cognitivas, éstas se caracterizan principalmente por
un deterioro precoz y progresivo de la memoria manifestado por la incapacidad de adquirir
nueva informacién y por rememorar datos ya adquiridos. Los cientificos han identificado

una condicion entre la pérdida normal de memoria relacionada con la edad y la demencia




llamada deterioro cognitivo leve (DCL).!* Las personas con DCL tienen problemas de
memoria, pero son capaces de realizar actividades rutinarias. El DCL, a menudo, conduce
a la E4, pero no todos los pacientes con DCL desarrollan la enfermedad. Otros pacientes
con DCL podrian evolucionar hacia demencias fronto-temporales, hacia enfermedad por
cuerpos de Lewy difusos, hacia demencias vasculares; otros podrian corresponder a
esclerosis hipocampal.!* Cuando se ha tenido la oportunidad de hacer una autopsia,
habitualmente se ha encontrado la E4. En el inicio destacan la pérdida de memoria y
juicio; luego se agregan trastornos del lenguaje, pérdida de habilidades motoras,
desorientacion; al final el paciente termina postrado en cama, sin lenguaje y totalmente

dependiente.!>16

Las alteraciones de conducta estén asociadas a agresividad, delirios, depresidn,
alucinaciones, pérdida del control de esfinteres y cambios en el ritmo del suefio

despertandose frecuentemente.!’

Las anomalias neuroldgicas se manifiestan mediante la aparicién de un aumento
de tono muscular, dificultando los movimientos de las extremidades. En algunos casos
pueden aparecer crisis epilépticas. Todos estos sintomas estdn asociados a una serie de
alteraciones estructurales, genéticas y neuroquimicas que afectan a la mayoria de los
centros cognitivos, tales como el 16bulo temporal, el hipocampo y parte del sistema

limbico, asf como las dreas de asociacion presentes en la corteza frontal y parietal.!®




1.1.4. Alteraciones Estructurales

Las personas con deterioro cognitivo leve y enfermedad de Alzheimer presentan
pérdidas del volumen cortical, particularmente en el hipocampo, la amigdala y el cortex
entorrinal.’® No se conoce si estos cambios volumétricos estan presentes y cudl es su grado
en individuos con las funciones cognitivas normales, antes de su diagnéstico clinico. Se
realizaron escaneres cercbrales y pruebas cognitivas a 136 sujetos de mas de 65 afios
cognitivamente normales. Después de cinco afios, 23 sujetos mostraron sintomas de
deterioro cognitivo leve. A estos sujetos se les encontré una reduccion del volumen de
materia gris en los 16bulos temporales anteromediales y en el giro angular izquierdo,
incluso antes del inicio del estudio, cuando eran cognitivamente normales. Finalmente, de
estos 23, a nueve se les diagnostico la enfermedad de Alzheimer. Este estudio permitié el
descubrimiento de cambios estructurales en el cerebro en personas clinicamente normales
antes del diagndstico del deterioro cognitivo leve.?’ En relacién a ello, el retraso en el
reconocimiento de los sintomas iniciales, unido al hecho de la confusién diagndstica con
sintomas de envejecimiento, hace que el diagnéstico precoz de la E4 adquiera gran

importancia,?!

En un declive progresivo de las funciones cognitivas, la enfermedad se caracteriza
por lesiones neuropatolégicas que se manifiestan como depdsitos proteinicos que se
localizan preferentemente en el hipocampo y en las dreas parietotemporales de la corteza
cerebral.”? Estas lesiones consisten en placas neuriticas compuestas por depésitos
extracelulares de placas seniles y por ovillos intraneuronales formados por consistentes

neurofibrillas de la proteina Tau citoesquelética.”>?%%* Estos dos procesos degenerativos




se potencializan y provocan una degeneracion de las células nerviosas implicadas en la

memoria y las funciones cognitivas superiores.

Ademas de los rebujos

Placas

neurofibrilares y placas seniles, Amiloideas

también se encuentran formaciones ;
esféricas del péptido PB-amiloide.

Este péptido es altamente toxico

~Desintegracion

debido a que se adhiere a las de microtubulos

membranas neuronales, lo que *

constituye el inicio de la formacion

_ _ CELULA NERVIOSA
de placas seniles®® (Figura 1). Su PACIENTE CON ALZHEIMER =

Figura 1: Neurona y acumulacion de placas amiloideas y

formacion radica en la division de la avillos newrofbrilares

Proteina Precursora Amiloide (PPA).”’ La toxicidad del B-amiloide se basa en la
generacion de radicales libres, inflamacion y decremento de irrigacion sanguinea a las
neuronas.”® En la muerte neuronal por la formacién de placas seniles y marafias
neurofibrilares  disminuye dramaticamente las cantidades normales de los
neurotransmisores, especialmente de acetilcolina, ocasionando un déficit de la molécula
lo que impide la interaccion con sus receptores colinérgicos; por lo tanto, rompe con la

via normal de sefializacion de la memoria en la corteza cerebral y el hipocampo.

Por otro lado, las células cerebrales dependen de un sistema de transporte y soporte
interno para llevar los nutrientes y otros materiales esenciales a través de sus largas

extensiones. Este sistema requiere del correcto funcionamiento de una proteina llamada




Tau* Esta proteina pertenece a la familia asociada a microtabulos, en condiciones
normales, facilita el ensamblaje de la tubulina estabilizando la organizacién de los
microtiibulos, lo que mantiene las prolongaciones citoplasmaticas tipicas de las células
nerviosas.*® Cuando la profeina Tau esta hiperfosforilada se produce un cambio
conformacional en la molécula que impide su unién a los microtibulos,
desestabilizdndolos y favoreciendo la agregacion de dicha proteina. Como consecuencia
de ello se produce el depésito intracelular de ovillos neurofibrilares con segmentos de la
proteina Tau hiperfosforilada, evento caracteristico de la E4 y otras enfermedades
neurodegenerativas. Por otro lado, el desensamblaje de los microtibulos provocado por la
hiperfosforilacién de Tau provoca cambios en el armazén celular, asi como en la
localizaci6n y organizacion de estructuras subcelulares tales como las mitocondrias y los
lisosomas, lo que conlleva una interrupcién de la sinapsis y una induccién de la muerte

neuronal por apoptosis®! (Figura 1).

1.1.5. Alteraciones neuroquimicas

Existe una variedad de neurotransmisores que se ven afectados en pacientes con la
EA. La mayoria de estos neurotransmisores estdn relacionados con el control de las
habilidades cognitivas, el mantenimiento del tono muscular entre otros. En relacion a esto,
se correlaciona, en parte, el déficit cognitivo con las alteraciones en los sistemas de

neurotransmision.

Ya en 1985 se conocia que existia un deficiencia de los neurotransmisores,

especialmente acetilcolina, como también un aumento en los niveles de la enzima
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acetilcolinesterasa en estudios post-mortem de cerebros de individuos con la EA.3
Ademas, en estudios tempranos de esta enfermedad, se observé una disminucién en los
niveles de dopamina y serotonina (neurotransmisores del SNC) en el liquido
cefalorraquideo y la corteza cerebral en pacientes con la £4. Por otro lado, los niveles de
4cido gamma-amino butirico (GABA) y sus receptores se encontraron disminuidos en un

50% en la corteza temporal en pacientes con Alzheimer.

1.2. NEUROTRANSMISORES

Los neurotransmisores son moléculas liberadas por las neuronas presindpticas en
la hendidura sindptica que inducen un cambio en el potencial de membrana postsinaptica,
lo que finalmente se traduce en cambios de la excitabilidad neuronal®® La accién

especifica de un neurotransmisor

)L @] HO NH,
depende de los subtipos de receptores 0/\/N{" N
N
especificos donde actia y su Acetilcolina Serotonina H

. . s .. OH
distribucién  anatomica en el H
NH, N._
cerebro* FEl efecto de los
HO HO
neuroiransmisores es interrumpido OH OH

Dopamina Epinefrina

por diferentes mecanismos de los Ff'gura 2: A{gunos neurolransmisores presentes en el
Sistema Nervioso Central.
cuales se incluye la recaptacion por la neurona presindptica y/o por catabolismo

enzimatico.® Algunos de los neurotransmisores més comunes en el Sistema Nervioso
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Central son glutamato (Glu) dcido gamma-amino butirico (GABA), acetilcolina (ACh),

dopamina (DA), epinefrina (E), serotonina (5-HT) y glicina (Gly), entre otros.

Los neurotransmisores pueden actuar como sefiales inhibitorias o excitatorias

sobre la célula postsindptica.*® Por ejemplo, acetilcolina ejerce accién excitatoria sobre

los receptores nicotinicos (nAChR)'?, mientras que dopamina tiene un efecto dual,

dependiendo del receptor dopaminérgico activado. '

1.3. ACETILCOLINA (ACh)

La acetilcolina es un neurotransmisor ampliamente distribuido en el Sistema

Nervioso Central (SNC) y en el Sistema Nervioso Periférico (SNP) y actta como

neurotransmisor en las  uniones
neuromusculares, en la sinapsis de los
ganglios del sistema motor visceral y en
una variedad de sitios dentro SNC.33-*
Si bien se sabe mucho acerca de la
funcion de la transmision colinérgica en
la uniébn neuromuscular y en las

353736 las

sinapsisganglionares,
acciones de ACh en el SNC no son tan

bien comprendidas.

Motoneuron
axan

Synaptic
vesicle

-
Cholna = {5y Synaptic cleft

. Atmmmml‘
Nicotinic receptor -

Muscle fiber

-

Figura 3: Esquema de la formacion de acetilcolina y
su liberacion a través de las vesiculas sindpticas.
Acetilcolina es un neurotransmisor que activa los
receptores nicotinicos permitiendo el flujo de iones a
través del canal.
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La ACh se sintetiza en el citoplasma neuronal a partir de la unién de coling y de
acetil coenzima A (acetil Cod, que se sintetiza a partir de glucosa) en una reaccién
catalizada por la acetilcolintransferasa (CAT), para luego ser almacenadas en vesiculas
singpticas que se acumulan en la regi6n presinaptica del terminal del axén. En dichas
vesiculas se transporta a las terminales nerviosas donde se utiliza para la transmisién del
impulso nervioso en las sinapsis neurona-neurona y neurona-célula muscular a través de
los receptores colinérgicos.?® Las neuronas colinérgicas inervan, a menudo, las terminales
presindpticas de neuronas que secretan otros neurotransmisores, por consiguiente, la ACh

puede modular la actividad de varios sistemas en el cerebro.?%%

En el SNC las neuronas colinérgicas conforman un gran sistema ascendente cuyo
origen se halla en el tronco cerebral e inerva amplias 4reas de la corteza cerebral, ademads
de mantener la consciencia, parecen intervenir en la transmisién de informacion visual,
tanto en el coliculo superior como en la corteza occipital. La acetilcolina también

interviene en la percepcién del dolor y la memoria. 4142
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1.4.

En contraste con la mayoria de los
neurotransmisores la accion postsinaptica
de la ACh no termina en la recaptacion sino
en una hidrélisis enzimatica llevada a cabo
por la enzima acetilcolinesterasa.”’ Esta
enzima se concentra en la hendidura
postsindptica, lo que garantiza una rapida
disminucion en la concentracion de ACh
después de su lanzamiento desde la
terminal presinaptica. La AChE tiene una
catalitica alta

actividad muy

ACETILCOLINESTERASA (AChE)

acetylcholine

_ nerve terminal

Fril
. "-:
choline
acetylcholinesterase

acetate/

choline

Figura 4: Degradacicn de la acetilcolina a través de
la enzima acetilcolinesterasa en acetato y colina.
Estaiiltima es transportada mediante un carrier a la
neurona presindptica la cual junto a acetil-CoA
produce nuevamente acetilcolina.

(aproximadamente 5000 moléculas de ACh por molécula de AChE por segundo) e

hidroliza la acetilcolina en acetato y colina.** Los terminales nerviosos colinérgicos

recuperan la colina producida por la hidrélisis de la ACh mediante el uso de una vesicula

transportadora.?

De acuerdo con la “hipdtesis colinérgica”, la alteracion de la funcion colinérgica es de

importancia critica en la enfermedad de Alzheimer, especialmente en las reas del cerebro

relacionadas con el aprendizaje, la memoria, el comportamiento y las respuestas

emocionales que incluyen la neocorteza y el hipocampo.** La atrofia cerebral es la

manifestacion clinica mas evidente en la enfermedad de Alzheimer en donde los niveles

de la ACh, neurotransmisor responsable de la conduccién de los impulsos eléctricos de
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una célula nerviosa a otra célula nerviosa, se reducen debido a la ripida hidrélisis por la

accion de acetilcolinesterasa.*’

La enfermedad de Alzheimer y el deterioro cognitivo en pacientes ancianos se
caracteriza por la disfuncion colinérgica, la formacién de placas seniles y de ovillos
neurofibrilares*® es por ello que, actualmente, la estrategia colinérgica, en la cual los
niveles de la acetilcolina son incrementados por inhibicién de acetilcolinesterasa, sigue
siendo el enfoque terapéutico mds eficaz para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer. Se examinaron algunos inhibidores de AChE para determinar su valor
terapéutico en el tratamiento y una serie de estudios demostraron que mejoran la cognicién

en algunos pacientes con Alzheimer.*"*%%

Tacrina, donepezil, NH, o
\
fisostigmina y galantamina son | o om \/@
. gepe _— Uig 0
inhibidores de acetilcolinesterasa y Tacrina \ Donepezil
ICsq=167aM IC5=5,70M

se emplean para el manejo de la

enfermedad de Alzheimer (Figura H,N o
hid N
5). Sin embargo, estos farmacos O N
H
tienen una eficacia limitada en el N L
Galantamina Fisostigmina
IC50=800nM IC5=167nM

confrol de los sintomas del
Figura 5: Inhibidores de acetilcolinesterasa para el manejo
Alzheimer. Por tanto, la bisqueda de la enfermedad de Alzheimer y sus respectivos valores de
ICso. Galantamina y Fisostigmina son, ademds, moduladores

. I alostéricos del receptor nicotinico de acetilcoling.
relacionada al disefio de nuevos P

inhibidores de acetilcolinesterasa mediante la modificacién de los segmentos de los
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inhibidores ya conocidos se ha vuelto una préctica comun en el control de las funciones

cognitivas en los pacientes con la EA4.

1.4.1. Donepezil como inhibidor de acetilcolinesterasa

Donepezil 0 £2020 (ICso= 5,7 nM) es uno
de los medicamentos utilizados para el
tratamiento de la £4, aprobado por la FDA y se
considera un medicamento seguro y bien tolerado
por los pacientes con la enfermedad. Interactua
con el sitio catalitico enziméatico y con el sitio
anionico periférico de la AChE (Figura 6). El
grupo  N-bencilpiperidina e indanona del
donepezil interactuan con el anillo indol del

triptofano 84 del subsitio anidnico y con el

Figura 6: E2020 se une a lo largo del sitio
activo e interactia con el subsitio anionico
periférico en la parte superior y con el subsitio
anionico en la parte inferior”.

anillo indol del triptéfano 279 en el sitio periférico de la enzima, respectivamente.’’ El

perfil farmacologico de donepezil ha estimulado al desarrollo de otros derivados de N-

bencilpiperidina como potenciales drogas para el tratamiento de la enfermedad de

Alzheimer.

1.4.2. Estructuras de los inhibidores de acetilcolinesterasa.

La literatura reporta la sintesis de compuestos similares al donepezil por

sustituciones bioisostéricas para el sistema aromatico de la indanona; reemplazando el
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grupo indanona por un grupo benzisoxazol (ICso= 2,8 nM) resultando un compuesto con

muy alta actividad inhibitoria en AChE in vitro (1A), pero baja actividad in vivo debido a

O-N o-N
mc ; su rdpida hidrolisis y Ia
HN N N
A HN .r .
0 1A 2A produccién de metabolitos
IC50=2,811M O IC50=0,33HM
menos potentes.’! Nuevos
o I
i ) N
N /N-&}:N resultados han sido publicados
4A

3A

FCsg=6.000nM ICsy=12rM N\_Q
e O
HO

en donde se restringe la
conformacioén del grupo M-

acetilo de 1A mediante la

) ICs=11nM £ ciclacion del grupo funcional
“o OTN\/\O obteniéndose NUEVoS
o = HN N
d A 1Cs=2nM derivados  metabdlicamente
0 e
ol IC5= 6nM mds estables (2A) y con ICsp

oa 10A ICq=10nM menores en AChE en
—{ ICsg=20nM 3 N’@ .
N, ) NS N comparacion a 1A (ICs0=10,33
L~ H

HN

Figura 7: Derivados de donepezil y sus respectivos ICsp. Todas las
moléculas poseen un grupo N-bencilpiperidina en un extreno de su
arquitectura molecular.,

nM),3? Andreani ¥
colaboradores  obtuvieron
nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa reemplazando el grupo indanona del donepezil
por el grupo indol. El compuesto obtenido en comparacién de donepezil mostré una
actividad inhibitoria menor sobre AChE (3A) (ICs¢= 6.000 nM) probablemente debido a
su arquitectura rigida impidiendo su entrada en el sitio catalitico de AChE.* Martinez y
colaboradores sintetizaron derivados de N-bencilpiperidina (ICso = 12 nM) reemplazando

el grupo indanona del donepezil por un grupo 1,2,4-tiadiazolidinona (4A), el cual fue igual
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de potente ala tacrinay 3,5 veces menos potente que donepezil.** Vidaluc y colaboradores
en el afio 1994 sintetizaron algunos derivados de N-bencilpiperidina con segmentos de
aroiltioureas (SA) (ICso= 11 nM). Ademés, se sintetizaron dos derivados de donepezil:
con un atomo de fliior y otro con un atomo de cloro en posicién dos en el segmento de la
indanona con (6A) ICso = 1,3 nM y (7A) ICso = 2,0 nM respectivamente.® Por
combinacién de un segmento de tacrina con un segmento de N-bencilpiperidina de
donepezil se dio lugar a una nueva clase de heterodiméricos de donepezil (84) (ICs0= 6
nM) como inhibidores de AChE de union doble® Se sintetizaron una serie de
aminopiridazinas en combinacion con N-bencilpiperidina (9A y 10A) con valores de ICso
de 20 nM y 10 nM, respectivamente. Estos compuestos fueron dos a cinco veces mas

potentes que donepezil >389

l

ICs=1,6 pM ICso= 14,7 pM ICs0=0,6 pM

Figura 8: Inhibidores de AChE reportados por Otto y colaboradores®.

Los estudios relacionados con donepezil y sus derivados, considerando su
actividad inhibitoria sobre AChE, revelaron la importancia del grupo N-bencilpiperidina
en la construccion y disefio de nuevos inhibidores ademas del uso complementario de
anillos aromadticos en el otro extremo de Ja molécula. Se consideran los aportes entregados
por Otto y colaboradores donde reportan derivados de beta y gamma carbolina (figura 8)

como inhibidores de acetilcolinesterasa.®
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Considerando la contribucién de los anillos de beta y gamma carbolina y su aporte
en el disefio de nuevos inhibidores de acetilcolinesterasa es que fueron propuestos como
segmento de estudio al igual que N-bencilpiperidina para Ia construccién de nuevos

compuestos que presentan actividad inhibitoria en AChE.

1.5. RECEPTOR NICOTINICO DE ACETILCOLINA

Las neuronas colinérgicas liberan acetilcolina la cual puede unirse a dos receptores
diferentes: los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) y los receptores
muscarinicos de acetilcolina (mAChRs) ionotrépicos y  metabotropicos,
respectivamente.! En el marco de este trabajo, el enfoque estuvo dirigido sobre los

receptores nicotinicos de acetilcolina.

Los nAChRs son canales inicos activados por ligandos con una estructura
pentamérica formada por una combinacion de 2 diferentes subunidades (a y B) formando
una estereoquimica conocida (2:1:1:1, figura 9).5%53 Hasta el momento se conocen nueve
subunidades o (a2-a10) y tres subunidades B (B2-Bs). Cada canal puede estar formado por
una combinacion de la misma subunidad formando estructuras homoméricas (a7, as, oo,
a10) o de diferentes subunidades, heteroméricas, (coao, 02Bs, afa, a3Ps 04B4).% Cada
subtipo de los receptores nicotinicos conocidos estdn diferencialmente expresados en

diferentes partes del cerebro y del cuerpo.*
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Homomeric

Figura 9: Organizacion del nAChR (4-C). (4) Representacion esquemdtica de la topologia
transmembrdnica de las subunidades de nAChR. El modelo muestra la porcién extracelular amino terminal,
seguido de tres dominios de transmembrana hidrifobos (M1-M3), un bucle intracelular alargado, y luego
un cuarto dominio hidrdfobo de transmembrana (M4). (B} Disposicion pentamérica de las subunidades de
nAChR en un receptor montado sobre la transmembrana. (C) Disposicion de las subunidades en un receptor
homomérico (a7) y heteromérico (a4p2), y la localizacion del sitio de union de ACh.

A pesar de la gran variabilidad de los nAChRs, el mecanismo de activacién de
cada uno de éstos es bastante comiin.®>% Los subtipos mas abundantes de manera nativa
en el SNC, se cree, son el receptor heteromérico a4B2 y el homomérico as. El subtipo a4z
contiene dos dominios de unién de ligandos agonistas cldsicos localizados en la interface

de cada subunidad o/B (figura 11). ¥’

Se sabe que la activacion de los receptores por agonistas nicotinicos favorece la
apertura del canal iénico permitiendo asi, el paso prioritario de cationes monovalentes
(entrada de Na* y salida de K*) y minoritariamente Ia entrada de Ca?", particularmente en
los que contienen subunidades del tipo 7,58 16gicamente, la permeabilidad al Ca?* tendra
importantes consecuencias funcionales. La estimulacion de un receptor nicotinico puede
incrementar los niveles intracelulares de calcio, por una parte, gracias a la entrada del
cation a través del receptor nicotinico, o bien indirectamente, a través del reclutamiento

de canales de calcio dependientes de voltaje (la entrada de iones Na* y Ca?" a través de
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receptores nicotinicos produce la despolarizacion de la membrana neuronal necesaria para

la apertura de estos canales).”

Los receptores 4B y a7 estan altamente expresados en las regiones del cerebro
que desarrollan las neuropatologias de la enfermedad de Alzheimer, involucrando asi estos
receptores en la patogénesis de esta demencia.’”! Los estudios recientes han correlacionado
la disfuncion del receptor nicotinico de acetilcolina con la neurodegeneracion y los déficits
cognitivos en la enfermedad de Alzheimer, la epilepsia, la esquizofrenia y la enfermedad
de Parkinson.” Los objetivos potenciales en la patologia de la enfermedad de Alzheimer
son los nAChRs, pues, estan ampliamente expresados a través del SNC, se sabe que
participan en los procesos relacionados a la cognicion y los pacientes con la E4 exhiben

una disminucion en el numero de estos receptores con funcionalidad.”"*

Figura 10: Estructura del receptor nicotinico de acetilcolina. A) modelo completo del receptor
mostrando el segmento intracelular (amarillo) compuesto por cinco hélices alfa, un segmento de
transmembrana (rojo) y un segmento extracelular (color verde). Los ligandos agonistas y antagonistas
competitivos se unen en este ultimo segmento. B) Seccion extracelular del receptor nicotinico con dos
subunidades alfa (amarillo) y tres subunidades beta (azul). El sitio de union de los ligandos agonistas y
antagonistas se ubica entre las subunidades alfa-beta detrds del loop C de la interface (loop color rojo). C)
Vista superior de la seccion extracelular del receptor nicotinico. La figura muestra el loop C cerrado (| loop
color rojo) consecuencia de la interaccion del ligando con el sitio de unién. Esta conformacion permite la
apertura del canal y el paso de iones a través de él. D) Vista superior de la seccion extracelular del receptor
nicotinico. La figura muestra el loop C abierto (loop color rojo) consecuencia de la interaccion del ligando
con el sitio de unidn. Esta conformacion cierra el canal e impide el paso de iones a través del receptor
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1.5.1. Ligandos receptor nicotinico de acetilcolina

Los receptores nicotinicos

"N presentan un sitio de unién de
\ \
ligandos y dependiendo del

Citisina Anatoxina A

O tamafio de estos y las
At \ - -

R | = N~  interacciones resultanies
| H |

o N/

cl N permiten la apertura o cierre del

Epibatidina Anabasina Anabaseina

Figura 11: Agonistas del Receptor Nicotinico de Acetilcolina. canal iénico. Los ligandos que

se unen al receptor y que provocan la apertura del canal se dice tienen un comportamiento
agonista, mientras que aquellos que se unen al receptor e impiden la apertura se dice que

su comportamiento es del tipo antagonista,

El neurotransmisor acetilcolina tiene un comportamiento agonista sobre el receptor
nicotinico, por ello se habla que un ligando agonista al receptor imita la accién de
acetilcolina. Cuando ACh u otro agonista se une al sitio ortostérico del canal provoca
cambios conformaciones sobre este tltimo favoreciendo la apertura del canal i6nico y
posibilitando el flujo de iones a través del receptor. Diversos ligandos naturales actiian
como agonistas en el nAChR (figura 10): nicotina, citisina, anatoxina A, epibatidina,

anabasina y anabaseina.

En tanto, los ligandos que actian de manera antagonista al receptor nicotinico
provocan la apertura del loop C de la subunidad e (normalmente por el gran volumen del

ligando) lo cual ocasiona cambios conformacionales sobre el receptor impidiendo la
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apertura del canal para el flujo de iones. La inhibicién del receptor por un antagonista
competitivo-reversible es contrarrestada con un incremento de la concentracién del
agonista.” Los antagonistas competitivos se descubrieron a partir de productos naturales.
Algunos de los antagonistas empleados en la inhibicién del receptor neuronal de
acetilcolina son: d-tubocurarina (d-TC), dihidro-p-eritroidina (DHBE), a-conotoxinas, a-

Bungarotoxina (a-Bgt), metillicaconitina (MLA), entre otros.

1.5.2. Moduladores Alostéricos del Receptor Nicotinico de Acetilcolina.

HN—
foeve
N
Br H

Galantamina N Desformilflustrabromina

Los moduladores

alostéricos son moléculas que no

tienen efecto por si mismas sobre

un receptor, pero cuando estin en

H
N-© _N_o
. . 4 hid N
presencia de un agonista pueden NN o N ~
CN
= H

mejorar (modulador positivo) o N NS9283 Fisostigmina

Figura 12: Moduladores alostéricos del receptor nicotinico
disminuir (modulador negativo)  4e acetilcolina (nAChR): galantamina,

desformilflustrabromina 'y fisostigmina son compuestos
la respuesta provocada por el  proporcionados por la naturaleza a través de los bulbos y
flores de la especie Galanthus caucasicus, del briozoo
marino Flustra foliacea, y de la leguminosa Calabar vean,
respectivamente. NS-9283 fue sintetizado en el laboratorio
NeuroSearch. Galantaminag y fisostigmina actiian ademds
como inhibidores de acetilcolinesterasa.®’

agonista. Los moduladores
alostéricos ejercen su efecto

mediante la unién en un sitio que es diferente al del agonista.”

Ciertos alcaloides, hace dos décadas atras, fueron presentados como especies que

activaban y potenciaban la respuesta del receptor nicotinico a través de la interaccidn con
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un sitio alostérico. El efecto fue descubierto primero para la fisostigmina, un potente
inhibidor de acetilcolinesterasa.”’ Posteriormente la galantamina y la codeina fueron
reportadas como moduladores alostéricos positivos de los receptores nicotinicos de los
tipos 042, a3p4 y a7.787980 E] efecto no fue contrarrestado por el uso de antagonistas
nicotinicos competitivos. Todos los moduladores alostéricos actiian como antagonistas no
competitivos en altas concentraciones.?!¥ Se han estudiado ampliamente la Galantamina
y su sal cuaternaria, N-metilgalantamina®, no sélo son responsables de la potenciacién
del receptor de acetilcolina, sino que tienen actividad inhibitoria sobre la
acetilcolinesterasa, por esto se reconoce como el principal candidato para el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer.®® Ademas de estos compuestos se conoce un diverso
grupo de ligandos que actiian como moduladores alostéricos en los nAChRs, entre éstos
el catién Zn?*, hormonas esteroidales, desformilflusirabromina y NS9283. Sin embargo,
con Ja excepcion de Zn?*, y KAB-18, moduladores alostéricos negativos de nAChR, 8586
existe un limitado conocimiento del sitio de unién y de los mecanismos de transduccién

" asociados a ligandos que se unen alostéricamente a los receptores nicotinicos.

Un andlisis estructural entre donepezil y sus derivados como inhibidores de
acetilcolinesterasa y las moléculas conocidas en la actualidad como potenciadores
alostéricos del nAChR permitirdn proponer un disefio necesario para construir moléculas
que puedan actuar de manera dual sobre estos sistemas. La interaccién del segmento N-
bencilpiperidina en el sitio anidnico catalitico es una pieza fundamental en la inhibicion
de AChE y en el otro extremo un anillo aromético (indanona) interactnando con el sitio

periférico. El anillo inddlico de la desformilflustrabromina es parte del esqueleto principal
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y como se desconoce el sitio especifico donde se une al receptor nicotinico, se cree que su
contribucién pueda ejercer un papel importante en la potenciacién alostérica del receptor.
Una estructura quimica que combine el segmento N-bencilpiperidina, importante en la
construccidn de un inhibidor de la AChE, con el anillo indélico de Ia
desformilflustrabromina (atribuyendo su aporte a la modulacién alostérica en nAChR),
podria aportar al desarrollo de nuevas moléculas que actiien de manera dual sobre estos

sistemas.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1, FORMULACION DE PROYECTO

De los antecedentes recabados para proponer este trabajo se consideré un
aspecto importante en el control de la enfermedad de Alzheimer: Ia degradacién de
moléculas de acetilcolina conlleva a la disminucién de su concentracién en la hendidura
sindptica provocando que los receptores nicotinicos no sean activados adecuadamente
dificultando, por este medio, la entrada de Na* y Ca®* al interior de la célula nerviosa,
causando deficiencia de las funciones cognitivas cerebrales. Por ello seria interesante el
control de la enzima encargada de la degradacién de acetilcolina v a su vez la potenciacion
del neurotransmisor mediante el uso de ligandos que puedan actuar alostéricamente sobre

el receptor nicotinico.

Considerando la basqueda bibliografica y los segmentos moleculares de los

inhibidores estudiados se propone el siguiente esqueleto molecular del cual se establece

Y

Figura 13. Plantilla molecular para el diserio de nuevos inhibidores de AChE.

que:

2.2. HIPOTESIS

Derivados de tetrahidro-carbolinas y N-bencilpiperidinas unidos en un mismo

esqueleto molecular formaran nuevos compuestos los actuardan como inhibidores

competitivos de acetilcolinesterasa con posible potenciacién alostérica de nAChR.
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Con el estudio presentado se propone realizar modificaciones concretas sobre esta
plantilla cambiando los grupos funcionales e incorporando sustituyentes que permitan

obtener moléculas con actividad inhibitoria sobre AChE.

2.3. OBJETIVOS

Sintetizar una serie de moléculas las cuales seran evaluadas en
acetilcolinesterasa como inhibidores de la actividad enzimética y como potenciales
moduladores alostéricos del receptor nicotinico de acetilcolina. Para lograrlo se proponen

los siguientes objetivos especificos:

1. Sintetizar una seric de compuestos derivados de fetrahidro-f-carbolina,
fetrahidro-y-carbolina y derivados N-piperidina en el mismo esqueleto molecular a iravés

de la modificacién de grupos funcionales y la incorporacién de sustituyentes.

2. Caracterizar los compuestos sintetizados a través de métodos espectroscopicos y

criterios de pureza.

3. Evaluar in vitro la actividad inhibitoria de los compuestos sintetizados sobre la

enzima acetilcolinesterasa

4. Estudiar el efecto que provocan las moléculas con mayor perfil de inhibicién en

acctilcolinesterasa en el receptor nicotinico de acetilcolina.
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3. METODOLOGIA.
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3.1. MATERIALES Y METODOS.

3.1.1. General

Todos los reactivos y solventes quimicos utilizados en el desarrollo de este trabajo
fueron adquiridos de fuentes comerciales (Merck Millipore, Sigma-Aldrich, AK Scientific

Inc., Alfa Aesar y Distribuidora Cientifica).

Las reacciones fueron monitoreadas mediante cromatografia en capa fina (TLC,
en sus siglas en inglés, Thin Layer Chromatography) usando cromatofolios de silica gel
del tipo GF-254 sobre soporte de aluminio. El andlisis de los cromatogramas se llevo a
cabo iluminandolos con una lémpara UV con emision a 254 nm y reveladores quimicos
como Reactivo de Dragendorff, solucién de permanganato de potasio y vapores de yodo,

seguin sea el caso.

La purificacién de los productos, en la mayoria de las reacciones, se realizé
mediante cromatografia en columna de vidrio utilizando como fase estacionaria silica gel
N°® 60 Merck de 230-400 mallas y utilizando como fase eluyente mezcla de solventes en
proporciones indicadas en cada protocolo de reaccion. En algunos casos fue utilizada la
cromatografia preparativa en placas de vidrio de 20 x 20 ¢cm con una capa de 5 2 10 mm

de espesor de silica gel para cromatografia preparativa.

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Stuart SMP3 dotado de una

termocupla para la medicién de tres muestras de forma paralela,
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Los espectros de RMN de 'H y 3C se obtuvieron de un equipo BRUKER
AVANCE III multidimensional operando a 400 MHz y 200 MHz ('H) y 100 MHz ('3C)
con desplazamientos quimicos expresados en partes por millén (en cloroformo-d, D20,

DMSO-ds), campo bajo desde TMS como un patrén interno y el acoplamiento en Hertz.

La espectrometria de masa fue se realizé en Micromass ZMD 2000 por ionizacién
por electropulverizacién positiva (ESI en su sigla en inglés). EL espectro de masa de alta
resolucién fue obtenido usando el espectrémetro Jeol GCMate y desarrollado a 70 eV por

impacto electrénico,

3.1.2. Medicion de la Actividad Catalitica de Acetilcolinesterasa.

Los compuestos sintefizados fueron evaluados como inhibidores de
acetilcolinesterasa a través del ensayo enzimatico basado en el método espectroscGpico
de Ellman®’. La enzima acetilcolinesterasa humana (RAChE) se obtuvo de manera
comercial desde Sigma-Aldrich al igual que la acetiltiocolina (ATI) y el 4cido 5,5-
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB). Para llevar a cabo el procedimiento reportado se
prepard la solucién control usando 150 pL de una solucién tampén fosfato 0,1 M a pH
7,4, 20 pL de una solucién de DTNB 5mM y 10 pL de enzima hAChE. Por otro lado, se
prepararon las soluciones de prueba usando 150 uL de una solucién tampén fosfato 0,1M
a pH 7,4, 20uL de una solucién de DTNB 5 mM, 10 pL de enzima ZAChE y luego 2 pL

de una solucién 1 mM en DMSO del compuesto (inhibidor) estudiado. Luego de 15
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minutos de incubacién se agregaron 20 pL de una solucion de yoduro de acetiltiocolina 5
mM sobre las soluciones de prueba y del control. Se midié inmediatamente la absorbancia
de la solucién enzimatica a una longitud de onda de 412 nm mediante un Lector de Elisa
TECAN Infinite M200 y monitoreada nuevamente cada 2 minutos en un tiempo total de

10 minutos para obtener la velocidad inicial de la reaccion.

(o]
| AChE l
~u@® ~a@
/N\/\s/“\ + HO — /N\/\S@ + 8J'K % ZH@

acetiltiocolina
NO,
; LI
°°°©S‘s coo
O,N

5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato)

(DTNB)

00C. _~__S
Y | Ji:[ o
| \( + SNOSsg coo

ON"F I

5-tio-2-nitrobenzoato 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina

Esquema 1: Reaccidn que permite cuantificar la concentracién de acetiltiocolina hidrolizada por AChE
mediante la formacion de tiocolina como producto la cual reacciona rdpidamente Vv de manera
estequiométrica con DTNB para obtener 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina y 5-tio-nitrobenzoato. Este
ultimo es cuantificado en un espectrofotémetro por medicion de la absorbancia de luz visible a 412nm. De
manera indirecta, conociendo la cantidad de acetiltiocolina que es hidrolizada por AChE, es posible
conocer la cantidad de enzima inhibida y con ello la cantidad de sustrato estudiado que inhibe AChE.

El porcentaje de inhibicion se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:

; e R Vi — Vg
% inhibicion AChE = 100 x (-—v—)
i

donde vi es la velocidad inicial de la reaccién enzimatica en ausencia del inhibidor y vo la

velocidad inicial de la reaccion enzimatica en presencia del inhibidor.

Para los compuestos que mostraron actividad inhibitoria significativa (> 50%) se

calcul6 el valor de su ICso midiendo la velocidad inicial de la reaccién enzimatica usando
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diferentes concentraciones del inhibidor en estudio (100 pM, 10 pM, 1 pM, 0,1 M, 0,01
uM y 0,001 pM) y graficando el porcentaje de inhibicién de AChE en funcién del
logaritmo de la concentracién del inhibidor evaluado. Se obtuvo una curva del tipo dosis-
respuesta y se determiné el ICsp como Ia concentracion del inhibidor que redujo al 50% la
actividad enzimética de AChE. Los datos obtenidos fueron procesados en el software

Origin (OriginLab, Northampton, MA),

3.1.3. Determinacion del Mecanismo de Inhibicién de Acetilcolinesterasa.

La determinacién del mecanismo de inhibicién de acetilcolinesterasa permiti6
conocer si los inhibidores evaluados compiten con el sustrato por el sitio catalitico
(inhibidores competitivos), si se unen tanto a la enzima libre como al complejo enzima-
sustrato de manera no excluyente (inhibidores no-competitivos) o si sélo se unen al
complejo enzima-sustrato, pero no a la enzima libre (inhibidores acompetitivos). Para
determinar el mecanismo de inhibicion de un compuesto en particular se prepararon un
total de 22 soluciones usando 150 L. de una solucién tampén fosfato 0,1mM a pH 7.4, 20
uL de una soluciéon de DTNB a 5 mM y 10 pl de enzima AAChE. A 11 de ellas se
agregaron 2 nL. de una solucion del inhibidor en estudio a una concentracion igual a 0,5
pM y las once restantes fueron usadas de control, Luego de agregar el inhibidor se incubé
por 15 minutos y posteriormente se agregaron 20 pL de acetiltiocolina (ATI) a diferentes
concentraciones (25 pM, 125 pM, 250 pM, 500 pM, 1,25 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM,

10 mM, 25 mM y 30 mM) a las soluciones en presencia y en ausencia del inhibidor en
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estudio. Una vez agregado el sustrato se midié la absorbancia de las soluciones a una
longitud de onda de 412 nm a tiempo igual cero y monitoreada nuevamente cada 2 minutos
en un tiempo total de 10 minutos para obtener la velocidad inicial de la reaccién
enzimatica en ausencia y en presencia del inhibidor estudiado. Se graficaron los datos de
velocidad de reaccion en funcion de la concentracion del sustrato y se obtuvo una curva
de saturacién con un valor maximo de velocidad al que tiende la curva experimental
(VMax). Del grafico se pudo obtener el valor de la constante de Michaelis (Km) que
corresponde a la concentracion del sustrato al cual la velocidad de reaccion es la mitad
que la Vmax. También se analizaron los datos obtenidos mediante la construccion del
diagrama de Lineweaver-Burk en donde se grafica el inverso de la velocidad de la
reaccion (1/V) en funcién del inverso de la concentracion del sustrato (1/[S]) obteniéndose
una recta, identificando Vmax v Kwm; €l punto de corte con el eje de las ordenadas es

equivalente al inverso de la Vmax v €l corte en el egje de las abscisas a -1/Kwm.
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3.1.4. Estudio de modulacién alostérica del Receptor Nicotinico de Acetilcolina

La expresion de los receptores nicotinicos de acetilcolina en la membrana de los
ovocitos de Xenopus laevis se realiz6 en el Laboratorio de Neurociencia Molecular, en el
Departamento de Ciencias Biologicas y Médicas de la Universidad Oxford Brookes con
la colaboracién de la Dra. Isabel Bermudez Diaz, de acuerdo al protocolo reportado por
su grupo de investigacion®. Los ovocitos se colocaron en una camara de registro de
volumen 0,1 mL y se perfundieron con una Solucidn de Ringer Modificada (esto es una
solucidén preparada con 150 mM de NaCl, 2,8 mM de KCl, 10 mM de HEPES y 1,8 mM
de CaCl» ajustada con NaOH para obtener un pH = 7,2) a una velocidad de 15 mL/minutos.
Las respuestas de corriente se registraron usando dos electrodos con fijacién de voltaje,
manteniendo un potencial de -60 mV utilizando el amplificador de pinzas de ovocitos OC-
725C (Warner Instruments, USA) y el software Labscribe (Iworx, NH, USA). Los
electrodos contenian una solucién de KCI 3M con una resistencia inferior a 1 MQ. Las
soluciones de acetilcolina y de los inhibidores de AChE evaluados se prepararon usando
la Solucién de Ringer modificada y los experimentos se realizaron a temperatura
ambiente. Se inyectaron 0,1 mM de acetilcolina y se normalizaron los picos de corriente
producidos mediante la inyeccién de 1,0 mM de acetilcolina (ECio0). Luego de
normalizada la corriente, Se inyectaron 0,1 mM de acetilcolina (ECio) junto a 10 pM del
inhibidor de AChE en estudio. Conjuntamente a la inyeccién, se midié la corriente
producida por la adiciéon de inhibidor de AChE en presencia de acetilcolina. El
experimento fue repetido usando 100 uM del inhibidor de AChE en estudio junto a 0,1

mM de acetilcolina (EC10). Se compard, {inalmente, la intensidad de corriente en ausencia
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de la acetilcolina, la intensidad de corrientc en presencia de acetilcolina 0,l mM) yla
intensidad de corriente en presencia del inhibidor de AChE en estudio a diferentes

concentraciones (10 pM y 100 uM).

3.1.5. Modelaciéon Molecular de la enzima Acetilcolinesterasa.

Para la construccion del modelo computacional de acetilcolinesterasa humana se
utiliz6 su estructura cristalina (eddigo PDB: 4EY7) desde Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Luego de acondicionar el modelo, éste fue
solvatado en una caja cubica de moléculas de agua TIP3P%. Se neutralizaron las cargas
del sistema agregando iones Na'. El total de 4tomos, en conjunto, fue de 66.378.
Finalmente, la simulacién molecular se realizd mediante el paquete computacional
NAMD 2.9%. Luego de tres etapas de minimizacién de energia, se realizé la dindmica
molecular del sistema equilibrado abarcando 5ns con condiciones periédicas de borde en
el conjunto NPT: ensamblado isotermal (300 K) e isobérico (1 atm). El modelo resultante
fue validado con Anolea Web Server® y su calidad estereoquimica monitoreada por

PROCHECK®2.

Los ligandos en estudio se crearon con el software Spartan10 (WaveFunction, Inc.)
¥y se optimizaron geométricamente usando el Métode de Hartree-Fock con las funciones
basicas de polarizacién 6-37G* El acoplamiento molecular se realizo en Autodock4.0
sobre el modelo obtenido por la dinamica molecular usando el Algoritmo Genético

Lamarckiano™ y aplicando los protocolos por defecto, agregando los siguientes
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pardmetros: ntimero de corridas: 50, tamafio de la Caja de Grillas: 12 x 22 x 12 centrada

en las coordenadas -5,337 (x); -11,471 (y); -4.371 (2) con un espaciado de 0,75 puntos.

Los complejos proteina-ligando obtenidos con mds baja energia fueron seleccionados para

el andlisis de las interacciones resultantes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Quimica de los compuestos sintetizados.

En el trabajo de tesis fue propuesta la sintesis de nuevos derivados de
tetrahidrocarbolinas a partir de tetrahidro-carbolinas previamente sintetizadas y con la
combinacién de derivados de N-piperidina, Las moléculas disefiadas fueron construidas
utilizando fefrahidro-B-carbolina, tetrahidro-y-carbolina y N-bencilpiperidina de acuerdo

a la bisqueda bibliografica realizada previamente. -

NH NH ;‘S
o oy B
H H

tetrahidro-p-carbolina tetrahidro-y-carbolina N-bencilpiperina
(2,3,4,9-terahidro-1H-pirido[3,4-blindoly  2,3,4,5-tetrahidro-1 H-piridof4,3-bjindol

Figura 14: Segmentos moleculares utilizados en la construccién de las moléculas disefiadas

Para el disefio de nuevas moléculas con los segmentos anteriormente descritos fue
propuesta la elaboracioén de una plantilla molecular, similar a la estructura del donepezil,
que es un inhibidor de acetilcolinesterasa. La plantilla molecular fue elaborada
considerando la modificacién de los segmentos moleculares a fin de obtener por cada
modificacion una nueva molécula. Las modificaciones aceptadas son aquellas que
contribuyen a obtener moléculas con un porcentaje de inhibicién mayor al 50% sobre
acetilcolinesterasa y que permiten cambiar sus grupos funcionales en funcién que cada
modificacién permita obtener moléculas con mayor porcentaje de inhibicién de la enzima

y con menores valores de ICsg.
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Figura 15: Plantilla molecular para el disefio de nuevas moléculas que actiien como inhibidores de
acetilcolinesterasa. Diseftadas a partir de la similitud estructural con donepezil con la incorporacion del
segmento derivado de N-piperidina y de tetrahidrocarbolinas.

Para unir el segmento de la fetrahidrocarbolina y N-piperidina se incorporé un
carbono metilénico con un grupo carbonilo como espaciador con el fin de mantener
separacion entre las porciones moleculares y que asi puedan interactuar indistintamente
con el sitio aniénico periférico y el subsitio aniénico en el interior de la enzima tal como
la distribucién que adopta el donepezil.’® Ademds, como la cavidad donde se une el
sustrato de acetilcolinesterasa posee residuos de aminoécidos de caracter basico y grupos
aromaticos se presenta la posibilidad de formar puentes de hidrégeno; como una primera
aproximacio6n, se ha considerado la incorporacién de un grupo amida, el cual puede actuar
como donor y aceptor de puentes de hidrégeno. El disefio del primer compuesto
sintetizado, MF1047, consider6 ¢l empleo de la tetrahidrocarbolina sin la incorporacion
de sustituyentes en el anillo, empleando como conector un grupo amida y en el otro
extremo usando el grupo bencilo unido al nitrégeno de la N-piperidina. Asf, el compuesto
MF1047 esta formado por el anillo de la tefrakidro-B-carbolina, un grupo metileno entre
la tetrahidrocarbolina, el grupo amida y por otro grupo metileno entre la amida y N-

bencilpiperidina.
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NN NH
N . N
N 0
H

Figura 16: Molécula MF1047. Conformada por un segmento tetrahidro-f-carbolina, un grupo amiday un
segmento N-bencilpiperidina. Se observan, ademds, los carbonos metilénicos que unen cada segmento y
permiten que cada uno de éstos pueda rotar de manera independiente.

NH, NH
N H* R

Figura 17: Reaccion de ciclacién de Pictet-Spengler

La sintesis de tetrahidro-B-carbolinas se describe ampliamente en la literatura. Una
manera de sintetizarla es con la reaccion de Pictet-Spengler en la cual una ariletilamina,
como la triptamina, se somete a un cierre del anillo después de la condensacién con un
aldehido o cetona.” Por lo general, estas reacciones ocurren sobre los 80°C empleando
un catalizador acido. Esta metodologia fue usada para la obtencién de la tetrahidro-p-
carbolina usando como compuestos de partida triptamina y paraformaldehido. Sin
embargo y luego de numerosos intentos, el producto /ﬁ\ A

N
se formo con bajos rendimientos (menores al 20%) y K H/\O\I\/Q
en otros casos, simplemente no se formd en H
cantidades cuantificables. Finalmente, y como una " B

a10
, g . oo M HeN
variante de la reaccion de Pictet-Spengler, se utilizo %X N

el método publicado en Organic Syntheses a partir de ~ £squema 2: Ruptura del segmento
derivado de N-piperidina
triptamina y 4cido glioxilico en agua a pH = 4 y luego pudo aislarse el producto final

(2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol, reaccién 6.1.1.1).%°
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Por otro lado, la formacién del segmento N-bencilpiperidina (al0) estuvo
determinada por la construccion del conector central {4). Por andlisis retrosintético se
propuso la sintesis del compuesto 4 a partir de un haluro de acilo (B) y 1-bencil-4-
(metilamino)piperidina (#10) (Esquema 2). Esta tiltima molécula se sintetizé mediante la
reaccion 6.1.3. Para la obtencion de 210 fueron desarrolladas dos metodologias sintéticas
(esquema 3), la primera a partir de 4-(metilamino)piperidina (a7, reaccién 6.1.3.A;
Procedimiento A) y la segunda a partir de piperidin-4-carboxamida (all, reaccién
6.1.3.B; Procedimiento B). El procedimiento A, comenzando desde a7, se llevé a cabo

mediante la formacién del grupo imino (8) protegiendo la amina primaria, permitiendo

i s
NH, @’U'H N/ ©/'Br O/\ N /ﬁ
HN EtOH HN K;CO;, Acatona N
a8 a9

a7

HC1{10%), 40°C,
luego NaOH {20%}

0}
(\j/u\ NH, @ * @\/ dL NH, L @\/ O/\ NH,
HN a1 K3C0,y, E10H THF seco

Esquema 3: Formacién de N-bencilpiperidina a partir de dos procedimientos diferentes: de a7
(Procedimiento A) y de all (Procedimiento B).

el ataque nucleofilico del nitrégeno secundario sobre el carbono metilénico del bromuro
de bencilo para formar el compuesto a9 y finalizando con la desproteccion del grupo
amino primario mediante hidrélisis dcida, obteniéndose el compuesto alf. Por otro lado,
el procedimiento B a partir de al1, se llevo a cabo mediante la alquilacién del nitrégeno

secundario con bromuro de bencilo obteniéndose el compuesto al2. Posteriormente,
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usando LiAlHs, el grupo amida se redujo a la amina primaria forméndose el compuesto

al0 como prolducto final.

Si bien ambas reacciones tuvieron rendimientos parecidos, el procedimiento B se
llevé a cabo sdlo en dos pasos sintéticos a diferencia del procedimiento A que se efectud
en tres pasos. Adicionalmente, en el procedimiento A se forman varios compuestos con
Rf similares, por lo tanto, la purificacién del producto final se desarrollé de manera mdas

eficiente a través del procedimiento B.

%?@ A

a4 o alo
OH
Nj/ HzN
N N
N
H

Esquema 4: retrosintesis del compuesto MF1047.

Luego de sintetizar el compuesto al@ propuesto en el esquema 2, se determiné el
grupo funcional necesario para el compuesto B. Wolfgang Kinig y Rolf Geiger, en el afio
1970 reportaron el uso de dos reactivos quimicos para desarrollar un método eficiente de
sintesis de péptidos a partir de dcidos carboxilicos y aminas mediante la formacién de
amidas * por la activacién del grupo carbonilo con diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1-
hidroxibenzotriazol (HOBT). Actualmente, se han obtenido nuevos derivados de DCC,
pues éste forma subproductos que son dificiles de eliminar. El compuesto DIC (acrénimo
para N, N'-diisopropilcarbodiimida) y EDC (también llamado EDAC o EDCI, acrénimos

para 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) se usan actualmente en la catilisis de
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reaccién para la formacion de amidas entre 4cidos carboxilicos y aminas. Respecto a la
reaccion en estudio, la retrosintesis efectuada al compuesto MF1047 (esquema 4) nos
muestra que seria posible obtener dicho producto por la reaccién entre las especies alf'y

a4 mediada por el uso de HOBT y EDC.

La formacién del compuesto a4 se llevd a cabo a partir del compuesto @2 mediante
la alquilacién del nitrogeno bésico de la fetrahidro-B-carbolina con 2-cloroacetato de
metilo, para posteriormente realizar la hidrélisis del grupo éster y obtener el producto

esperado (Esquema 5).

[#]
{ NH =~ Jrove A N}OMe hidrlisis @QN’}OH
N 0 N 0
N H H
ad

a2 a3

Esquema 5: Formacion del dcido 2-(3,4-dihidro-1H-piridof3,4-bjindol-2(9H)-il) acético {ad} a
partir del compuesto a2 en dos pasos sintéticos.

La obtencion del compuesto a3 se estudié en las siguientes condiciones:

O
{ NH cl \)LOMe . { N’} OMe
N ? N o

a2 H a3
Esquema 6: Formacion de 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetato de metilo (a3) a partir
del compuesto a2

Tabla 1: Formacién de 2-(3,4-dihidro-1H-pirido{3,4-b]indol-2(9H)-il) acetato de metilo fa3). Condiciones
sintéticas y sus rendimientos

N°® Base Solvente T° (°C} Tiempo reaccion %
utilizada (horas) Rendimiento

1 KzC0s AcCN Ambiente 24h 32

2 K:CO3 DMF Ambiente 24h 47

3 | Cs,CO3 DMF Ambiente 24h 70

4 1 CsaC0s DMF 80 1gh 87
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La formacién de a3 se estudié modificando las condiciones de sintesis (Tabla 1).
Se realizaron las reacciones 1y 2 a temperatura ambiente utilizando K>COs3 como base y
monitoreadas durante 24 horas. Los solventes orginicos AcCN y DMF disuelven
completamente tanto el nucletfilo como el elecirdfilo, sin embargo, ninguno de los dos
solventes fue capaz de disolver la base utilizada. Esto explicaria el bajo rendimiento de la
reaccién a temperatura ambiente. Monitoreadas las reacciones, el rendimiento maximo
obtenido usando AcCN como solvente fue de un 32% mientras que, usando DMF por el
mismo tiempo de reaccién, el rendimiento maximo obtenido fue de un 47%. Al emplear
Cs2C0;3 en reemplazo de K2CO3 y manteniendo las condiciones sintéticas, el rendimiento
de la reaccién auments a un 70%. Con la finalidad de perfeccionar el método y usando las
condiciones de la reacci6n N° 3, aumentando la temperatura del sistema a 80°C se

encontrd que luego de 18 horas de reaccion el rendimiento aumento a un 87%.

La reaccion no estuvo exenta de dificultades, puntualmente en la hidrélisis del
compuesto 3 para la formaci6n del derivado 4dcido carboxilico (esquema 5). Estas se
realizan comunmente en agua usando una solucién acuosa de HCI o una solucién acuosa
de NaOH, hidrolisis 4cida o basica, respectivamente. Se realizaron ambos procedimientos
con el compuesto a3, sin embargo, el producto esperado no pudo ser aislado, incluso la
reaccion fue repetida usando el derivado etilico del éster, pero el producto tampoco pudo
ser monitoreado. En todos los casos se formé una solucién acuosa oscura, de un color café
intenso, a pesar que el seguimiento se realiz6 mediante TLC, el producto no se desplazd
a través de las placas de silica, sino que se mantuvo en el lugar donde fue aplicado,

posiblemente por la formacién del zwitterién respectivo. No fue posible exfraer el
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compuesto a4 de la solucién; el producto es soluble en agua v el volumen de la mezcla no

fue posible liofilizar o evaporar usando un rotavapor a presién reducida. Fue necesario

entonces, realizar una busqueda mas exhaustiva para la obtencién del derivado.

Bo Ram Kim y colaboradores en el afio 2012 publicaron un trabajo en el que
describen la obtencién de derivados amidicos medianie la reaccién de ésteres con
aminas.”’ Se propuso la obtencién del compuesto MF1047 de acuerdo al esquema 7,

adaptando el protocolo a la sintesis estudiada y utilizando el derivado etilico del éster.

CQQN}OH QL @C’\rn VC—D

t-ButO" K* THF
H “ MF1047

Esquema 7: Procedimiento adaptado de la reaccion de Bo Ram Kim® para la obtencion de MF1047

El compuesto t-BuOK (740 mg, 6,6 mmol) fue disuelto en 40 mL de THF de grado
técnico, que contenia al menos 0.2% H0) con agitacién constante a temperatura
ambiente. El compuesto 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetato de etilo-
(852 mg, 3,3 mmol) y I-bencil-4-(metilamino)piperidina (674 mg, 3,3 mmol) fueron
agregados inmediatamente y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente hasta

que la amina fuera completamente consumida.

Todas las reacciones y variantes reportadas por los autores se desarrollaron por un
periodo méximo de 1 hora. La principal novedad del método reportado por Bo Ram Kim
era el corto tiempo de reaccién con rendimientos superiores al 90%. Sin embargo, la
siniesis desarrollada se monitored por 24 horas y no se observé la formacién de producto

(mediante por TLC). La situacién no cambié luego de 48 horas de reaccién. Se optd, por
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lo tanto, de revisar de una manera mds exhaustiva las referencias obtenidas desde la

literatura o buscando nuevas metodologias de sintesis.

La transformacidn del éster metilico al 4cido carboxilico se estudi¢ ampliamente
en el trabajo de tesis de Tichenor” y por Hitchcock en su patente.® Adoptando el
procedimiento descrito y aplicandolo sobre la reaccién de estudio se propuso el siguiente

esquema, detallando las condiciones sintéticas:

N 1 N
O o= oy
ﬂ 3) N 8]

Esquema 8: Protocolo de reaccion para la formacion del compuesto ad. Los niimeros 1, 2 ¥y 3 estdn
referidos a las condiciones de la reaccidn que se reportan mds abajo.

Los autores reportaron las siguientes condiciones para la obtencién del producio:

1} El uso como solvente de una mezcla de THF, MeOH y agua destilada en las
proporciones 3:1:1. El uso de 4 equivalentes de LiOH hidrato y 3 horas de
reaccion de la mezcla a temperatura ambiente.

2) Luego de finalizada la reaccion el solvente debe ser evaporado parcialmente.

3) El crudo obtenido debe ser acidificado con HCI 2N hasta obtener un pH = 2. El

solido formado se filtra, se lava con éter etilico y se seca a temperatura ambiente.
Este protocolo fue replicado para la reaccién del esquema 8 pudiendo aislar e

identificar el producto con un rendimiento de 22%. En la necesidad de obtener una mayor

cantidad de producto, el método de obtencién del derivado de &cido carboxilico fue
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perfeccionado, modificando algunas condiciones sintéticas como resultado de varios

intentos para obtener el producto deseado:

En el paso 1 se utilizé un total de 5 equivalentes de LiOH hidrato. Esto permitié
que el rendimiento de la reaccién aumentara a un 45%. En el paso 2 el solvente fue
evaporado completamente antes de neutralizar el crudo formado. Esta modificacion
permiti6 aumentar el rendimiento del 45% al 60%. Considerando esta modificacién en el
estudio, en el paso 3 el crudo fue acidificado hasta pH = 3 obteniéndose un rendimiento
del 97%. Cuando se cambi6 el pH a 4 el rendimiento del producto fue del 52%. De acuerdo
a estas modificaciones se protocolizé el método de sintesis del compuesto @4 en la

reaccion 6.1.1.3,

Retomando la sintesis del compuesto MF1047, se estudié el protocolo de sintesis
usando HOBT y EDCI como catalizadores de la reaccién entre los compuestos a4 y al0,

derivados del 4cido carboxilico y de la amina, respectivamente.

qunﬁ @CN
NH
@QN}OH HOBT, EDCI-HCI ': ’27 \_CN
H O H 2 ;}

EtsN, DMF MF1047

Tabla 2: Formacion de MF1047. Condiciones sintéticas y sus rendimientos (Eq: equivalentes),

. Eq. Ac. Eq. Eq. Temperatura %
N Cargoxﬂico Am(i]na Eq.Et:N | Eq. HOBT EE?C] (°C) Rendimiento
1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 ambiente 0

2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 80 Cualitativo
3 1,0 1,0 4,0 1,0 1,0 80 64

La tabla 2 muestra las condiciones estudiadas en la obtencién del compuesto
MF1047. Se cambiaron los equivalentes de la base (E#3N) y se aumento la temperatura de

la reaccion, manteniendo el niimero de equivalentes del derivado del 4cido carboxilico, la
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amina, HOBT y EDCIL. El compuesto MF1047 se formé utilizando 4 equivalentes de
trietitamina y calentando la reaccién a 80 °C con un rendimiento del 64% luego de
purificar el producto a través de una columna cromatogréfica con silica gel. El espectro
RMN-BC mostré sefiales correspondientes a los doce tipos de Atomos de carbono con
hibridacion sp? donde se observa la sefial en 170 ppm, caracteristica del carbono del grupo
carbonilo de 1a amida, de acuerdo a la estructura propuesta. Por espectrometria de masas,
la sefial principal present6 una relacion de n/z de 417,65, 1a cual concuerda con el peso
molecular del compuesto. Luego de caracterizar el producto se midié el porcentaje de
inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa por la accion de este compuesto de acuerdo al
procedimiento descrito en el capitulo III de Metodologia, obteniendo un 78% de

inhibicién de la actividad enziméatica de acetilcolinesterasa,

En funcién de la estructura quimica del compuesto M{I 047 y de la plantilla
molecular, se disefiaron nuevas moléculas como inhibidores de la actividad catalitica
de acetilcolinesterasa determinando si el porcentaje de inhibicion aumenta o dismin uye

al realizar las modificaciones en la plantilla.

Se aplicaron las siguientes modificaciones representadas en la tabla 3, en fincién

de la plantilla propuesta, para la formacién del compuesto MFI1047:

Y N NF1047
Creo
el e L Ehe
H O n H

Tabla 3: Modificaciones de la plantilla para la formacion de MF1047
N° | Nombre | Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R
1 | MF1047 | H Beta NH CH; bencilo
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Restringiendo la torsién del segmento N-bencilpiperidina al eliminar el carbono
metilénico n, se propuso la sintesis de la molécula MFI1042 para evaluar si esta
modificacién genera un compuesto con mayor porcentaje de inhibicién sobre
acetilcolinesterasa, en comparacion con el compuesto MFI047. La construccion de la

molécula MFI1042 se resume en la tabla 4:

Y H MF1022
N N
@_@_}x -R h ,21/ @
N H—CN NH N
H O n

Tabla 4: Modificaciones de la plantilla para la formacion de MF1047 vy MFI(42.

N° | Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R
1 | MF1047 H Beta NH CH, bencilo
2 | MF1042 H Beta NH - bencilo

La sintesis de 1a molécula MF1042 se llevé a cabo mediante una reaccién analoga
a la formacion de MF1047: utilizando el derivado carboxilico de la tetrahidro-p-carbolina
(a4) y el reactivo 4-amino-1-bencilpiperidina, adquirido comercialmente desde Sigma-
Aldrich. El procedimiento de sintesis de este compuesto se describe en Ia reaccién 6.1.16.
La caracterizacion del compuesto fue levada a cabo mediante la medicion de su punto de
fusion, anlisis del espectroémetro de masa y los espectros IR, RMN de 'H y 1C. En este
ultimo se observo la ausencia de la sefial del carbono 7 a campo alto y que se observd en
el espectro de RMN-"*C de MF1047 a 45,86 ppm. En el espectro de RVMN-'H de MFI1042
se destacd la ausencia de la sefial de los protones del carbono metilénico suprimido y que

en el espectro de RMN-'H del compuesto MF1047 se observé como un triplete a 3,19
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ppm. Por espectroscopia de masa la sefial principal presenté una relacion de nv/z de 403,67
lo que concuerda con el peso molecular del compuesto esperado. Luego de sintetizado el
compuesto MFI1042, se evalud su capacidad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa,
disminuyendo ésta a 24% en comparacién al 78% de inhibicion que presenta MF1047. En
funci6n de este resultado se infiere la importancia del carbono metilénico entre el grupo
amida y el anillo de piperidina el cual permite Ia libre rotacion del enlace C-C, eliminando
la tension torsional del grupo N-bencilpiperidina. En funcién a este resultado, se mantuvo

el carbono metilénico en las modificaciones posteriores de la plantilla.

Se sintetizé el compuesto MF1050, estructuralmente similar a MF104 7, sin
embargo, MF1050 posee un grupo éster que actiia como conector entre los segmentos de

la tetrahidro-B-carbolina y la N-piperidina a diferencia de MF1047 que posee un grupo

Y, MF1050
N
N o)
Oy e, e OO
N o 'a H

amida.
Tabla 5: Medificaciones de plantilla para la formacién de MF1047, MF1042 y MF1050.

N° | Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X N R

1 MEF1047 H Beta NH CH; Bencilo
2 | MF1042 H Beta NH - Bencilo
3 | MF1050 H Beta 0] CH; Bencilo

El plan original de sintesis para la obtencién de 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-
bjindol-2(9H)-il)acetato de (I-bencilpiperidin-4-ilymetilo (MF1050) considers la
reaccion del derivado dcido carboxflico de la tetrahidro-p-carbolina (a4) y el respectivo

alcohol primario (#20), como se muestra en el esquema 9. Se contemplé el uso de DCC
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como catalizador de reaccion, un agente organico eficaz en la sintesis de péptidos.!® La
reaccion fue estudiada en condiciones sintéticas variables hasta obtener un protocolo

eficaz de sintesis como muestra la tabla 6:

HO
Oy TOST e o,
II:I[ O DCC, X, Solvente ﬂ 0 b
a4

MF1050

Esquema 9: Propuesta original de la reaccion para la obtencion del compuesto MF1050

Tabla 6: Condiciones de Reaccion para la obtencion del compuesto MF1047. Condiciones sintdticas ¥y sus
rendimientos. X corresponde al catalizador empleado (Eq. = equivalentes)

N° Eq. Ac. Eq. Eq. Eq. X Solvente | Temperatura %
Carboxilico | Alcohol | DCC (°C) Rendimiento

1 1,0 4,0 1,1 | 4-DMAP (0,1 AcCN Reflujo 0

2 1,0 4,0 1,1 | 4-DMAPO,1 DMF Reflujo 0

3 1,0 4,0 1,1 HOBT 0,1 DMF Reflujo 0

Las condiciones aplicadas en la sintesis de MF1050 del esquema 11 no permitieron
la formacién del producto. Se aislé un sélido blanco el cual, luego de analizar, no
correspondio al producto esperado. El espectro de masa mostr6 la sefial de relacién de m/z
de 436,5. Para obtener informaci6n acerca de las reacciones y productos involucrados en

la sintesis se desarrolld el siguiente mecanismo de reaccion.

N:=C:=N —H .
2 ::}-—OH * O ﬁ\\_/ HI N ((?)c.jina fii
N
]
’N\iv
: . AN
N O o O

Esquema 10: Mecanismo de la reaccion del compuesto a4 con el compuesto a2l utilizando los reactivos
DCCy 4-DMAP cono catalizadores, en AcCN. Mecanismo que explicaria la formacion de MF1050.
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Analizando los pesos moleculares de los intermediarios de la reaccion se aislo la
molécula iii (ver esquema 10). La reaccién en estudio, considerando las condiciones

descritas en la tabla 6, periitié obtener el compuesto iii.

% 0 N’O
¥ \)U\@

Figura 18: Compuesto iii de PM = 436,59 g/mol. Compuesto que corresponderia el sélido formado.

Luego de aislar el intermediario formado se desarrollé la reaccion entre el compuesto fii

y el compuesto @20 con las condiciones descritas en la fabla 7:

a20
Ho
@\{:”}ow;\“ jeve - p
N O 7 “aowar \ (N
H N AcCN, 24h N 0
il D H MF1050

Tabla 7: Condiciones experimentales para Ia obtencién de MFI1050 usando el intermediario aislado de la
reaccién anterior (Eq. = Equivalentes)

o Eq. Temperatura %
N Intermediario iii Eg. Alcohol Eg. 4-DMAP (°C) Rendimiento
1 1,0 4,0 0,1 ambiente 0
2 1,0 4,0 0,1 reflujo 0

Usando las condiciones reporiadas por los autores no se obtuvo el producto
esperado. Mediante TLC y posteriormente usando un HPLC/UV-MS se identificaron

solamente los reactivos de partida y no la presencia de nuevos productos, Tal problematica
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fue abordada de manera inmediata: se modificé la ruta sintética para la obtencion de

MF1050. Se propuso la siguiente ruta de sintesis.

NH
g C
HO x Ay i N =
REPE=
N 1
a20

Esquema 11: Nueva ruta propuesta para la sintesis del compuesto MF1050

N‘QFO_CNQ

MF1050

:
s
ET

Istvan Kddas y colaboradores propusieron realizar el paso 1 de la sintesis usando
CHCI; 0 DCM como solventes y piridina o EtsN como bases.'"! Se propuso llevar a cabo
la sintesis utilizando DCM como solvente por su bajo punto de ebullicién y usar
trietilaming como base pues puede ser removida mediante extracciones con agua
destilada. Se estudiaron las siguientes transformaciones empleando los sustratos bromuro

de bromoacetilo, y cloruro de cloroacetilo:
i ?
Br
A HO’\C, \/@ Br__ Br A
N Et;N, DCM N
A 9
Cl
B Ho”\CI \/@ cl Cl\)LO/\O \/@
N EtsN, DCM N

Esquema [2: Reacciones para la obtencion del intermediario sintético para la formacion del compuesto

MF1050. En la reaccion A se usé bromuro de bromoacetilo y enla reaccion B se usé cloruro de
cloroacetilo como reactante.

Los productos que se obtienen de las reacciones A y B del esquema 12 son
diferentes entre si, sin embargo, ambas especies reaccionan de manera similar para formar
el compuesto MFI050. Se probaron ambas reacciones en las mismas condiciones

sintéticas obteniéndose los productos esperados. Sin embargo, cuando se almacenaron los
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productos para su uso posterior cambiaron su coloracién. Se analizaron a través de un
HPLC/UV-MS y se observé la formacién de nuevos compuestos, formados
probablemente por la descomposicién del producto inicial o por reacciones
intermoleculares. Debido a esto, luego de sintetizarlos se emplearon inmediatamente. Otra
situacion a destacar ocurrié en el paso 2 del esquema 11: el derivado bromado, luego de
reaccionar con la fefrahidro-B-carbolina, formé un mayor nimero de productos
secundarios a diferencia del derivado clorado, dificultando la posterior purificacion del
compuesto MF1050. Finalmente, y como protocolo definitivo de sintesis, se opté por
utilizar el cloruro de cloroacetilo como reactante en la obtencion del intermediario a21
(reaccién 6.1.8.) para la formacién del compuesto MF1050, como se detalla en la
reaccion 6.1.18. El producto formado se caracterizd por la medicién de su punto de fusién,
sus espectros RMN-'H, 3C ¢ IR, en este tiltimo se observan los picos caracteristicos del
grupo éster a 1735cm™ propio del grupo carbonilo (C=0) y dos picos entre 1166 y 1182

cm™! propios del enlace C-O del éster.

Luego de obtenido el compuesto MF1050 se evalué su capacidad inhibitoria sobre
acetilcolinesterasa obteniendo el 55% de inhibicién en comparacion con el 78% de
inhibicion de la actividad catalitica provocada por el compuesto MF1047, En funcién a
este resultado y manteniendo el grupo éster como conector de los segmentos moleculares
en estudio, se incorporaron modificaciones sobre el anillo de la tetrahidro-B-carbolina: se
incorporé €l grupo metoxilo en posicién 6 conformando la molécula MF1046 como

muestra la tabla 8:
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Y (l) \ MF1046
A o)
@:Q_(}»X H‘CN/R \gﬁg ’(}—— \—‘CN)@
H n

Tabla 8: Modificaciones de la plantilla parala formacion de MF1047, MF1042, MF1050 y MF1046,

N® | Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R

1 | MF1047 H Beta NH CH: Bencilo
2 | MF1042 H Beta NH - Bencilo
3 | MF1050 H Beta 0 CH: Bencilo
4 MF1046 CH;0 Beta 0 CH, Bencilo

Para la sintesis del compuesto MF1046, se utilizé el mismo procedimiento
sintético empleado en la obtencién del compuesto MF1050 usando los reactantes
respectivos (@6 y a21) tal como se especifica la reaecion 6.1.19. La sintesis del compuesto
a6 (6-metoxi-tetrahz'dro-B-carboIina) se realizd, a su vez, empleando el mismo
procedimiento de sintesis usado para el compuesto a2 (tetrahidro-B-carbolina - sin

sustituyentes en el anillo indol).

La caracterizacion del compuesto MF1046 se efectud midiendo su punto de fusion,
obteniendo su espectro de masa y su espectro RMN-'H y 3C. En estos dos tltimos se
observaron sefiales adicionales en comparacion con los espectros de MF1050: el singlete
a campo alto que integra a tres protones a 3,85 ppm y la seial en el espectro de carbono a

55,92 ppm.

El compuesto MF1046, una vez sintetizado, se evalué su porcentaje de inhibicion
sobre acetilcolinesterasa obieniendo el 61% de inhibicion de la actividad catalitica.

Comparando este valor con el porcentaje de inhibicion medido para el compuesto
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MF1050 (su andlogo sin el grupo metoxilo en posicion 6 del grupo tetrahidro-B-carbolina)
se observo que el grupo metoxilo aporta al incremento del porcentaje de inhibicion sobre
acetilcolinesterasa. Para corroborar esta confribucion se reemplazo el segmento de la
tetrahidro-B-carbolina por su andlogo tetrahidro-y-carbolina, conservando el grupo
metoxilo unido al anillo indol. De acuerdo a esto, se propuso la sintesis del compuesto

MF1061 con las modificaciones aplicadas a la plantilla inicial como lo indica la tabla 9:

/7
Y. o MF1061 ﬁf\@
o
N o n N o
H

Tabla 9: Modificaciones de la plantilla para la formacicn de MF104 7, MF1042, MF1050, MF1046 y

MFI061.
N° | Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R
1 | MFi047 H Beta NH CH; Bencilo
2 | MF1042 H Beta NH - Bencilo
3 MF1050 H Beta 0 CH: Bencilo
4 | MF1046 CHs0 Beta 0 CH; Bencilo
5 MF1061 CHs0 Gamma 0 CH; Bencilo

El compuesto MF1061 esti conformado por un segmento de fetrahidro-y-
carbolina sustituido en la posicién 8 por un grupo metoxilo. La denominacion gamma fue
determinada por la posicién del nitrégeno bésico de la fetrahidrocarbolina. En los acépites
reaccion 6.1.13. y reaccién 6.1.14'%? se detallan los procedimientos experimentales para
su obtencién. Sin embargo, los rendimientos obtenidos fueron muy distintos a los
reportados por los autores. Es por ello que para la obtencién de estos productos con un

mayor rendimiento se llevo a cabo el estudio de otros métodos de sintesis,
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En el afio 2014 se report6 una nueva metodologia de sintesis de la tetrahidro-y-
carbolina usando polietilenglicol 400 (PEG-400) como soporte de reaccién,!® En este
reporte los autores hacen una critica al uso de alcoholes como solventes para este tipo de
reacciones atribuyendo los bajos rendimientos de Ia reaccion a la formacién de hidrazonas
(intermediarios de la reaccion), desplazando el equilibrio a [a formacién del intermediario
¥ no del producto esperado (tetrahidro-y-carbolina). El procedimiento reportado fue el

siguiente:

_NH, Hcl
HN
+

8]
I NH
0
Hzo \
N PEG-400
H

HC N
: H

/0 .

Esquema 13: Formacion de 8-metoxi-tetrahidro-y-carbolina usando polietilenglicol 400 como soporte de la
reaccion.

Sobre una solucion de polietilenglicol 400 (PEG-400) (5 mlL), se agregd
Jenilhidrazina (1,0 mmol) y clorhidrato de 4-piperidona monohidrato (1,0 mmol). Luego
la mezcla de reaccion fue calentada entre 110°C Y 120°C hasta que la reaccion se
completara (monitoreada por TLC). Posteriormente, la mezcla de reaccion se diluyo con

agua-hielo y se agité a 0°C por 15 minutos. El sélido Jormado se filtré y seco.

Luego de reproducir el experimento de manera cuidadosa ¥y repetir varias veces el
procedimiento, no se obtuvo el producto deseado. Al monitorear Ia TLC no se observé

consumo de los reactantes ni formacién de nuevos compuestos. La reaccién fue
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monitoreada por 24 horas ms, pero no se detects la formacién de nuevos compuestos en

la mezcla de la reaccién.

Se desarrollé el método del esquema 14 como una variante de la reaccion
reportada'® buscando un protocolo para la obtencion de los productos con mejores

rendimientos.

_NH, HCI
HN- 2 0 O}»OEt
h EtOH X N
+ _—
v s
X o)\ost N

Esquema 14: Formacién de derivados de tetrahidro-y-carbolina. EI nitrégeno se encuentra protegido en
Jorma de carbamato.
Los compuestos sintetizados fueron ficilmente aislados obteniendo un alto
rendimiento (entre un 80 y un 95%) usando el protocolo de sintesis descrito en acapite
reaccién 6.1.13. Luego, se elimind la proteccion del grupo amino secundario obteniendo

los derivados de la tetrahidro~y-carbolina usando el protocolo descrito a continuacion:

OyOEt
N NH
X EtOH X
A —_— N
NaOH 20% N
N H

H

Esquema 15: desproteccion del grupo amino secundario en Jforma de carbamato para la formacion de los
derivados de tetrahidro-y-carboling,
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El carbamato derivado (13 mmol) se disolvié en EtOH (30 mL) y se agregaron 30
mlL de una solucion acuosa de NaOH al 20%, La mezcla Jue calentada a reflujo por 24
horas con agitacién constante. Luego de completada la reaccion el solvente fue
evaporado en un rotavapor a presion reducida. El crudo obtenido Jue disuelto en 20 mL
de una solucién acuosa de NaOH al 20% Y se extrajo con DCM (3 x 10 mL). La fase
orgdnica se secé con MgSOy anhidro, se Jilird la sal y el filtrado se evaporé a sequedad

hasta obtener un sélido como producto Jinal (70-74% rendimiento).

El protocolo para la obtencién del 8-metoxi-2 3,4, 5-tetrahidro-1 H-pirido[4,3-
bJindol (8-metoxi-tetrahidro-y-carbolina, a29) se detalla en reaccién 6.1.14. Finalmente,
el compuesto MF1061 se sintetizé usando los compuestos a29 y a2l como reactantes. El

protocolo para la obtencién del compuesto MF1061 se detalla en reaccién 6.1.28.

El compuesto MF1061 es, estructuralmente, parecido al compuesto MFI1046.
(derivado de la tetrahidro-y-carbolina y de la tetrahidro-B-carbolina, respectivamente, ver
tabla 9). Luego de caracterizar el compuesto MF1061 se pudo observar que su espectro
RMN-'H es muy similar al del compuesto MFI1046. No obstante, se observa un
desplazamiento quimico de los protones de los carbonos saturados de las

tetrahidrocarbolinas, por el cambio en Ia posicién del dtomo de nitrégeno:
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Figura 19: Sehales de los protones asociados a los carbonos del derivado de la tetrahidro-f-
carbolina (izquierda) y de la tetrahidro-y-carbolina (derecha) de las moléculas MF1046 y MF1061,
respectivamente.

El cambio de posicién del atomo de nitrogeno de beta a gamma provoca que la
sefial del protén del carbono a de la tetrahidro-p-carbolina del compuesto MF1046 (a
3.85 ppm, singlete que integra 2 protones) se desplace a campo alto junto a los protones
del anillo de piperidina en el compuesto MF1061 (a 2,88 ppm, multiplete que integra 4
protones). En esta ultima, la sefial de los protones del carbono alfa de la gamma carbolina
se solapan con la sefial de los protones del anillo de piperidina, ante ello se observa una
unica sefial a 2,88 ppm que puede ser interpretada como multiplete. Por otro lado, cuando
el atomo de nitrégeno se encuentra en posicion beta respecto a la tetrahidrocarbolina la
sefial de los protones del carbono § en la tetrahidro-y-carbolina del compuesto MF1061
(a 3,86 ppm, singlete que integra 2 protones) se desplaza a campo alto en la tetrahidro-B-

carbolina en el compuesto MF1046 (a 2,80 ppm, friplete que integra 2 protones). El
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espectro muestra un #riplete en funcién de la disposicion de los nticleos proximos con una

constante de acoplamiento de 5,7 Hz entre los protones vecinos.

Luego de obtener el compuesto MF1061, este fue evaluado como inhibidor dela

enzima acetilcolinesterasa y se obtuvo el 48% de inhibicién de Ia actividad catalitica. El

porcentaje de inhibicion de su andlogo derivado de la tetrahidro-B-carbolina (MF1046)

fue de 61%. En funcién de este resultado se propuso cambiar el grupo conector éster por

el grupo amida conservando el segmento tetrahidro-y-carbolina, disefiando e] compuesto

MF1053 como se describe en la tabla 10:

MF1053

Y
" Qv OO
%"H@“’R 2SR

Tabla 10: Modjficaciones de la plantilla para la Jormacion de MF1047, MF1042, MF1050, MF1046,

MFI061 y MF1033,

N° | Nombre Y Tetrahidro-Z-Carbolina X n R

1 | MF1047 H Beta NH CH: Bencilo
2 MF1042 H Beta NH - Bencilo
3 MF1050 H Beta 0 CH» Bencilo
4 | MF1046 CHs0 Beta 0 CH: Bencilo
5 | MF1061 CH30 Gamma 0 CH, Bencilo
6 | MF1053 H Gamma NH CH; Bencilo

El compuesto MF1053 se construyé de manera similar que el compuesto MF1047.

Este tltimo, se disefié con un segmento de tetrahidro-B-carbolina (a2) a diferencia de

MFI1053 que fue disefiado con un segmento tetrahidro-y-carbolina (a27). La sintesis de

este ultimo segmento se detalla en reaccién 6.1.13.
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Figura 20: MF1053 y MF1047, derivados de tetrahidro-y-carbolina y tetrahidro-p-carboling,
respectivamente.

El esquema sintético sugerido para la obtencién del compuesto MF1053 fue,

inicialmente parecido al empleado en la formacion del compuesto MF1047 (esquema 16):

aw/@
N
a2 6 a7 S)
LOC
OCH OH N
OOy O™ — (Y
oLy 7Y SR
A H g H ¢ H

Producto

Esquema 16: Esquema preliminar para la formacién del compuesto MF1047 a partir del compuesto a2 y
para la formacion de MF1053, a partir de a27

Sin embargo, luego de sintetizar la tetrahidro-y-carbolina (a27) no fue posible
obtener su derivado éster metilico (B) empleando el procedimiento usado sobre su ansloga
tetrahidro-B-carbolina (reaccion 6.1.1.2). La reaccién fue monitoreada cada 1 hora
mediante TLC y por HPLC/UV-MS y luego de transcurridas 48 horas de reaccion el
producto formado pudo ser obtenido con muy bajos rendimientos (entre un 20% y 25%,
en todas preparaciones). A diferencia del producto s6lido formado a partir de la fetrahidro-
B-carbolina, el derivado del éster metilico de la tetrahidro-y~carbolina, es liquido.
Continuando con el siguiente paso sintético se utilizé el procedimiento de reaecién
6.1.1.3. para obtener el derivado dcido carboxilico de la tetrahidro-y-carbolina, sin
embargo, el producto no pudo ser identificado ni aislado eficientemente. Como el

procedimiento empleado consideraba que al modificar el pH de la solucidn se obtenia un
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precipitado, esto no ocurrié. Debido a ello, se opto por modificar la ruta propuesta para la
obtencién del compuesto MFI053, utilizando el protocolo de la reaccién 6.1.8. y

cambiando el reactivo a2 por el reactivo 10, proponiendo el siguiente esquema:

a2
H N
N H N N /YN L \©
H,N - N - \
cI Y N o]
a10 0 at7 H Producto

Esquema 17: Esquema propuesto para la formacion del compuesto MF10353 y sus derivados.

La sintesis de MF1053 se llevo a cabo de acuerdo al protocolo de reaccion 6.1.6.,
para la formacién del compuesto @17y reaccién 6.1.26. para lamolécula final, empleando

a2z,

Luego de obtener y caracterizar el producto se evalué como inhibidor de
acetilcolinesterasa, determindndose que inhibfa la actividad catalitica de la enzima en un
62%, aumentando el porcentaje de inhibicion respecto a los derivados de éster evaluados,

pero siendo atin menor el porcentaje de inhibicién respecto al compuesto MF1047,

Con los resultados obtenidos se propuso la sintesis del compuesto MF1062: ¢l
compuesto MF1053 con un grupo metoxilo en la posicion 8 del segmento de la tetrahidro-

y-carbolina (ver tabla 11):
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Tabla 11: Modificaciones de la plantilla para la formacion de MF1047, MF1 042, MF1030, MF1046,
MF1061, MFI053 y MF1062.

N° Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R

1 MF1047 H Beta NH CH; Bencilo
2 MF1042 H Beta NH - Bencilo
3 MF1050 H Beta 0] CH: Bencilo
4 MF1046 CH30 Beta 9] CH> Bencilo
5 MF1061 CHs0 Gamma 0 CH: Bencilo
) MF1053 H Gamma NH CH; Bencilo
7 MF1062 CH30 Gamma NH CH» Bencilo

Para la obtencién del compuesto MF1062 se empled el procedimiento descrito en
reaccién 6.1.27. Estructuralmente, el compuesto es similar al compuesto MF1053 y a
MF1061. El compuesto MF1062 posee un grupo metoxilo en posicion 8 de la tetrahidro-
Y-carbolina y tiene un grupo amida como conector entre los segmentos. El compuesto
MF1053 también posee un conector del tipo amida, pero no tiene sustituyentes en la
posicion 8 del segmento de la tefrahidro-y-carbolina, El compuesto MF1061, a diferencia

de MF1062, posee un grupo éster como conector entre los segmentos moleculares.

La interpretacién de las sefiales de los espectros de RMN de 'H y BC del
compuesto M¥F1062 fue relativamente sencilla, considerando que éstos fueron resueltos
anteriormente. Por ejemplo, en el espectro RMN-'H fue posible observar las sefiales de
los protones caracteristicos del carbono del grupo metoxilo a 3,83 ppm (singlete que
integra tres protones). El espectro de masa con la seffal maxima de Ia relacién de m/z a

447,63 concuerda con el peso molecular del compuesto sintetizado. En el espectro IR se
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identificaron frecuencias caracteristicas para MF1062; la correspondiente al enlace C=0
del grupo amida a 1.660cm™ y la correspondiente al enlace N-H a 3.302cm.
Adicionalmente, se observaron frecuencias a 1.215cm ya 1.046cm™, caracteristicas del
enlace C-O del anillo aromdtico de la tetrahidro~y-carbolina. La frecuencia

correspondiente al grupo metoxilo se encuentra 2 2.811cm"'.

Luego de sintetizado el compuesto MF1062, se evalué la capacidad inhibitoria
sobre acetilcolinesterasa logrando un 64% de inhibicién, porcentaje superior a los demds
compuestos sintetizados anteriormente, pero menor a la del compuesto MF1047. Los
derivados de tetrahidro-y-carbolina inhiben en un menor porcentaje la actividad
enzimdtica de acetilcolinesterasa que los respectivos derivados de tetrahidro-B-carbolina
usando la plantilla molecular propuesta. En funcion a estos resultados y utilizando el
segmento de la tetrahidro-B-carbolina se estudié la influencia del grupo bencilo en el
anillo de N-piperidina. Se sintetizé el compuesto MFI064 modificando el sustituyente

unido al 4tomo del nitrégeno del grapo N-piperidina (ver tabla 12):
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Tabla 12: Modificaciones de la plantilla para la formacion de MF1047, MF1042, MF1050, MF1046,
MF1061, MF1053, MF1062 y MF1064.

N° | Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R

1 MF1047 H Beta NH CH: Bencilo
2 MF1042 H Beta NH - Bencilo
3 MF1050 H Beta 0 CH; Bencilo
4 MF1046 | CH30 Beta 8] CH; Bencilo
5 MF1061 | CHs0 Gamma 0 CH; Bencilo
6 MF1053 H Gamma NH CHz Bencilo
7 MF1062 | GHiD Gamma NH CH; Bencilo
8 MF1064 H Beta NH CH; Propilo

El compuesto MF1064 se sintetizd de acuerdo al protocolo de reaccién 6.1.17. A
partir de (1-propilpiperidin-4-il)metanoamina (reactivo obtenido de manera comercial) se
sintetizé el intermediario al4 de acuerdo a reaccién 6.1.4. Luego el compuesto a14, sin
purificacion previa, reaccioné con la tetrahidro-B-carbolina (a2) para formar el producto
deseado. A diferencia de los compuestos MF104 7y MF1042, este derivado de acetamida
no fue sintetizado usando el derivado dcido carboxilico de la tetrahidro-B-carbolina (a4)
como se reporta en reaccién 6.1.15. Usando este procedimiento no fue posible aislar la
molécula estudiada por el gran niimero de productos secundarios que se formaron en la
reaccion. Se opt6 por lo tanto utilizar la metodologia de reaccién 6.1.6., pues el desarrolio
de la ruta sintética requiere un menor niimero de etapas de reaccion, menor ntimero de
pasos de purificacién y menores tiempos de reaccién. Fue posible obtener el compuesto
MF1064, pero con muy bajo rendimiento. Fue posible medir su punto de fusién, la

relacién de m/z por espectrometria de masa y efectuar el analisis del espectro de RMN-
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'H. La relacién de m/z medida sobre Ia sefial principal del espectro de masa entregd un
resultado de 369 que coincide con el peso molecular del compuesto en estudio, mientras
que en el espectro de RMN-'H se observan las sefiales correspondientes a los protones del
anillo aromético de la retrahidro-p-carbolina y aquellas correspondientes a los protones
de la cadena alquilica, a campo alto y ademis la sefial del triplete que integra los 3

protones del metilo terminal.

Luego de obtener el compuesto MF1064 se evalué su accién como inhibidor de
acetilcolinesterasa obteniendo un porcentaje de inhibicién igual al 6%, inferior al que
presenta el compuesto andlogo MF1047 (78%). Por lo tanto, reemplazando el grupo
bencilo por una cadena alquilica (grupo propilo) se forma un compuesto que no genera

una inhibicién importante de la actividad catalitica de acetilcolinesterasa.

Considerando este resultado, se propuso sintetizar el compuesto MF1066 el cual
posee un grupo fert-butoxicarbonilo (Bec) unido al nitrégeno del anillo de la N-piperidina
¥y que es equivalente al volumen del grupo bencilo del compuesto MFI104 7, pero sin la
misma densidad electrénica. Adicionalmente, con la incorporacion del grupo protector
Boc, se impide que, a pH fisiologico, el nitrégeno del anillo de N-piperidina se protone
por conformar el grupo carbamato. Este detalle es esencial pues, como la plantilla se
disefi6 en base a la estructura del donepezil, este atomo de nitrégeno interacciona con el
residuo de aminodcido fenilalanina 330 formando una interaccion del tipo cation-r,
interaccién que juega un papel importante en la estabilizacién de la estructura
tridimensional de los ligandos en el sitio de unién. Se pretende evaluar esta caracteristica

con el compuesto MF1066.
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Tabla 13: Moa’ ificaciones de la plantilla para la formac:on de MF1047, MF1042, MF1050, MF1046,
MFEI061, MFF1053, MFI1062, MF1064 y MF1066.

N° | Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R

1 MF1047 H Beta NH CH» Bencilo
2 MF1042 H Beta NH - Bencilo
3 MF1050 H Beta o CH; Bencilo
4 MF1046 CH;0 Beta 0 CH2 Bencilo
5 MF1061 CHz0 Gamma 0 CHz Bencilo
6 MF1053 H Gamma NH CH, Bencilo
7 MF1062 CHs0 Gamma NH CH; Bencilo
8 MF1064 H Beta NH CHa Propilo
9 MF1066 CHsO Beta NH CH, Boc

Para la sintesis de MF1066 se adquirié de manera comercial ¢l reactivo (N-(tert-
butoxicarbonil)piperidin-4-il)metanol v se usd en reaccién 6.1.5. para obtener el
compuesto a6 el cual fue usado en reaccién 6.1.10. para obtener el compuesto MF1066.
La preparacién de esta molécula permitié generar de manera sencilla, nuevos derivados

N-alquilados por la desproteccién del dtomo de nitrégeno del anillo de la N-piperidina.

| |
ogCN 0 o] N
N YNH T 4 TFA \@\C TYNH TN
a —
N azZ‘C or{’ N a250 “C

Esquema 18: Desproteccion de N-Boc para obtener N-piperidina derivados usando éeido trifluoroacético

(TF4)
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La obtencién del compuesto a25 permitié sintetizar nuevos derivados sintéticos a
partir de la alquilacion del stomo de nitrégeno del anillo de Ia N-piperidina. Mediante este
protocolo, y usando reactivos disponibles en el laboratorio, se sintetizaron 4 nuevos
derivados de la plantilla molecular, que se muestran en la tabla 14, como derivados de N-

bencilpiperidinas.

El compuesto MF1073 se sintetiz6 a partir de bromuro de bencilo, los compuestos
MF1081 y MF1082 se sintetizaron usando dos reactivos disponibles en el Jaboratorio que
presentaban sustituciones en la posicion meta del anillo de benceno y el compuesto
MF1083 con un reactivo disponible en el laboratorio, sustituido en la posicion para del

anillo de benceno.

%
HN By %
N O 0 N'}_NH ~0 O NH
3 \__CNH b
— N o
NH Ho s N
Y
o é
b X
(1 @ N NR
N ¢ 6 P
PLANTILLA

Esquema 19: Formacion de MF1073, MF1081, MF1082 Yy MF1083 a partir de MFI1066.
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Tabla 14: Modificaciones de la plantilla para la formacicn de MF1047, MFI1042, MF1050, MF1 046,
MFI1061, MF1053, ME1062, MF1064, MF1066, MF1073, MF1081, MF1082 y MF1083.

N° | Nombre Y Tetrahidro-Z-carbolina X n R

1 MF1047 H Beta NH CHz Bencilo

2 MF1042 H Beta NH - Bencilo

3 MF1050 H Beta 0 CH; Bencilo

4 MF1046 | CH3;0 Beta 0 CH; Benciio

5 MF1061 | CH3iO Gamma ] CH; Bencilo

6 MF1053 H Gamma NH CH2 Bencilo

7 MF1062 | CH:O Gamma NH CH: Bencilo

8 MF1064 H Beta NH CH> Propilo

9 MF1066 | CHiO Beta NH CH; Boc
10 | MF1073 | CHsO Beta NH CH: Bencilo
11 | MF1081 | CH3O Beta NH CH; 3-bromo-Bencilo
12 | MF1082 | CHs0 Beta NH CH> 3-fluoro-Bencilo
13 MF1083 | CHi0 Beta NH CH: 4-metoxi-Bencilo

El compuesto 425 se sintetiz de acuerdo al protocolo descrito en reaccién 6.1.12.
a partir del compuesto MF1066 en DCM con dcido trifluoroacético. La relacién de
volumen entre 754 y DCM empleada fue 1:1, esto se hace previniendo que si proporcion
es diferente la reaccién no ocurre. Luego de obtener el compuesto a5, las reacciones de

alquilacién se efectuaron sin purificacion previa del producto formado.

Se sintetizd el compuesto MF1073 a partir de 425 usando como reactante bromuro
de bencilo como se detalla en reaccién 6.1.20. el producto se caracterizé mediante Ia
medicion de su punto de fusién, RMN-'H y 13C y espectroscopia IR. Por otro lado, los
compuestos MF1081, MF1082 y MF1083 fueron sintetizados a partir del compuesto a25
como se detalla en reaccién 6.1.21, reaceién 6.1.22. y en reaccién 6.1.23.,
respectivamente. Luego de caracterizados los productos, fueron evaluados como
inhibidores de acetilcolinesterasa. Los resultados obtenidos permitieron comparar los

porcentajes de inhibicion en funcién a las modificaciones realizadas en la plantilla.
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Durante Ia realizacion de este trabajo se sintetizaron dos moléculas adicionales
(figura 21) a las propuestas en esta tesis, una de ellas es parte de la linea de investigacién
del grupo de laboratorio donde se desarrollé el trabajo experimental. En el estudio
asociado a los moduladores alostéricos del receptor nicotinico de acetilcolina se pudo
reproducir la sintesis del compuesto N§9283, modulador alostérico positivo del receptor
nicotinico'™. Como no existe informacion en la literatura que muestre su perfil de
inhibicion sobre acetilcolinesterasa, se desarroll6 la sintesis del compuesto para evaluar
sus caracteristicas como inhibidor de la enzima. El procedimiento sintético se detalla en

reaccion 6.1.29.

Por otro lado, la segunda molécula (MF1056) se obtuvo como parte del desarrollo
de sintesis de las moléculas propuestas y la busqueda bibliografica que se realizé
permanentemente. Los derivados del compuesto isoindolin-1, 3-diona se reportaron como
inhibidores de acetilcolinesterasa'®. Como estos deriv;dos poseian una estructura similar
al donepezil (la plantilla de sintesis propuesta en este trabajo fue elaborada, en gran parte,
en funcién de la estructura de este compuesto), asi se disefié la sintesis de un compuesto

en funcién del inhibidor de acetilcolinesterasa y derivados de isoindolin-1,2-diona,

empleando los reactivos disponibles en el laboratorio.

N-O fo)
[ . N
l s N N
= CN
N
NS9283 0 MF10586

Figura 21: Moléculas estudiadas, adicionales al trabajo de tesis propuesto.
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El compuesto MF1056 se sintetizé de acuerdo al protocolo reaccién 6.1.25. y al
igual que el compuesto NS9283, se evalué como inhibidor de acetilcolinesterasa y se

compard con los demas compuestos sintetizados.

4.2. Ensayos de cinética enzimdtica: inhibicién de acetilcolinesterasa.

En la tabla 15 se muestran los porcentajes de inhibicién de acetilcolinesterasa
humana obtenidos para los derivados de la tetrahidro-B-carbolina (MF1047, MF1042,
MF1050, MF1046, MF1064, MF1066, MF1073, MF1081, MF1082 y MF1083) y de la
tetrahidro-y-carbolina (MF1053, MF1061 y MF1062), sintetizados en este trabajo de
tesis. Se muestran, ademas los porcentajes de inhibicién de dos moléculas adicionales
(MF1056 y NS9283) no consideradas en la propuesta sintética inicial. Los datos obtenidos
permitieron establecer una valiosa relacién entre el efecto inhibitorio de los compuestos

sintetizados y su estructura, de acuerdo a la plantilla molecular propuesta.

Los compuestos que exhibieron un porcentaje de inhibicién mayor al 50% se
sometieron a estudios de concentracion variable para calcular el ICso. Para calcular este
valor se midi6 el porcentaje de inhibicion a diferentes concentraciones para cada molécula
en estudio (10*M - 10°M) y se graficé ¢l porcentaje de inhibicién en funcién de Ia

concentracion del inhibidor, y se ajust6 la grafica a una curva dosis-respuesta.

Los compuestos MF1073 y MF1050, derivados de la fetrahidro-B-carbolina, con
un grupo amida y un grupo éster como conectores, respectivamente (ver tabla 16) fueron
sometidos a ensayos cinéticos con el fin de obtener las constantes de inhibicién (K3)

correspondientes. Para los demés inhibidores reportados se obtuvieron las constanies de
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inhibicion a partir de los valores de ICso de las curvas dosis-respuesta, considerando que
la inhibicién es de cardcter competitiva empleando para el caleulo la ecuacién de Cheng-
Prusoff. Esta ecuacion relaciona los valores de ICso con las constantes de inhibicién

dependiente de la concentracion del sustrato.

IC
K, = ™50
1+ [S1/Ky
Ecuacion de Cheng-Prusoff’
Y.
¥ 0
PraOm oy Qo0
N o . o
PLANTILLA N" nsozss O wrioss

Tabla 15: Valores de K; y de ICsp de los compuestos sintetizados en acetilcolinesterasa humana en
unidades de concentracion micromolar. Los experimentos para calcular el valor de ICsy se realizaron por
duplicado. ND: valores no determinados, pues solamente se caleularon para los compuestos con un
porcentaje de inhibicion superior al 50%. El porcentaje de inhibicién se determind utilizando una
concentracion del inhibidor 1,0 uM en la solucion de estudio,

Moléenla Y X Tefrahidro n R Inhibicion IC50 (uM) KihAChE
-Z- I1ACHE. (uM)
carbolina (%)
MF1047 H NH beta 1 bencilo 78 050£0,03 0,32+£0,08
MF1042 H NH beta 0 bencilo 24 ND ND
MF1050 H 8] beta 1 bencilo 55 1,61+0,03 0,85+0,05
MF1046 CH;O O beta i bencilo 61 1,20+£0,02 0,67+0,09
MF1061 CH;O0 O gamma 1 bencilo 48 ND ND
MF1053 H NH gamia 1 bencilo 62 1,i3+£0,09 0,63+0,04
MF1062 CH:O0 NH gamma i bencilo 64 0,98+£0,05 0,55+007
MF1064 H NH beta 1 propilo 6 ND ND
MFI066 CH;O NH beta 1 Boc i ND ND
MF1073 CH;0O NH beta 1 bencilo 70 0,43+£0,03 0,29+0,03
MF1081 CH;O0 NH beta 1 3-Br-beneilo 17 ND ND
MF1082 CH:0 NH beta I 3-F-bencilo 70 0,51+£0,02 0,35+0,04
MF1083 CH;O NH beta 1 4-CH30-bencilo 1 ND ND
MF1056 - - - - - 10 ND ND
NS9283 - - - - - 3 ND ND
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En las siguientes figuras se muestran las curvas dosis-respuesta para los 7

derivados de las tetrahidrocarbolinas con valores de ICso menores a 1,7 uM.

4.2.1. Curvas dosis-respuesta de las moléculas sintetizadas sobre acetilcolinesterasa

humana

Derivados de tetrahidro-B-carbolina

Actividad enzimatica hAChE

100
11}
§ 80~ ICso = 0,50uM + 0,03
oo
< 60
o]
o
2 4
g
S 20
0 [ ) i + L}
9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
log IMF1047] (M)

Figura 22: Curva dosis-respuesta del compuesto MF1047

Actividad enzimatica hAChE

I050= 1,20}IM 0,02
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Figura 23: Curva dosis-respuesta de MF1046
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Actividad enzimatica hAChE
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Figura 24: Curva dosis-respuesta del compuesto MFI073.
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Figura 25: Curva dosis-respuesta del compuesto MF1082.
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Actividad enzimatica hAChE
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Figura 26: Curva dosis-respuesta del compuesto MF1050

Derivados de fetraliidro-y-carbolina

Actividad enzimatica hAChE

IC50=1,13pM £ 0,09

% Actividad hAChE

-9 -8 -l7 -IG -I5 -4 -3
log [MF1053] (M)

Figura 27: Curva dosis-respuesta del compuesto MF1053
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Figura 28: Curva dosis-respuesta del compuesto MF1062
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Figura 29: Curva dosis-respuesta de los compuestos con un ICsg menor a 1, 7uM.
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4.2.2. Determinacion del mecanismo de inhibicién de acetilcolinesterasa.

En una reaccién enzimatica, el mecanismo de unidn del sustrato a la enzima se

expresa en el esquema 20:

kl - kcal
E+§ === ES > E+P
)
Esquema 20: Mecanismo de unidn del sustrato para una reaccion

enzimdtica, ki, k2 y ke son las constantes cinéticas para cada una de
las etapas de la reaccién.

Del mecanismo de la reaccion se dedujo la ecuacion de Michaelis-Menten.

— VMax [S]
[S]+Ky

La ecuacidén de Michaelis-Menten es la que describe Ia velocidad de la reaccion enzimdtica
cuando la concentracion del sustrato es mayor gue la concentracicn de la enzima en condiciones
de estado estacionario,

La determinacién del mecanismo de inhibicién de acetilcolinesterasa permitio
evaluar si los inhibidores sintetizados compiten con el sustrato por la unién a la enzima

libre de acuerdo al esquema 21.

S Sk
E~~—~ES ——E+P
I %
El
Esquema 21: Reaccion enzimdtica en presencia de un inhibidor
competifivo

La enzima (enzima total = [E]o) puede estar en el medio de reaccion como enzima
libre ([E]), como un complejo enzima-sustrato [ES] o como un complejo enzima-inhibidor

[EL): ([E]o = [E] + [ES] + [EI]). K; es la constante de disociacion del complejo [EI] v se
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define como K; = [E][I]/[EI]. La siguiente expresién resume la ecuacién de velocidad de

la reaccion enzimatica en presencia de un inhibidor competitivo.
v= VMax [S]
[S1+Knm (1+ [11/K;)

Ecuacion de la velocidad de una reaccion enzimdtica
en presencia de un inhibidor competitivo

Comparando la ecuacion de Michaelis-Menten y la ecuacion de la velocidad de
una reaccion enzimética en presencia de un inhibidor competitivo, se observa que la
velocidad méxima de la reaccidon no se ve afectada por la presencia de un inhibidor
competitivo, pero si la constante de Michaelis (Km), la cual es mayor que en la reaccién

sin el inhibidor, en un factor (1 + [I}/Kj).

Se construyé la curva de saturacion de acetilcolinesterasa con el sustrato
acetiltiolina, en la cual se observa como evoluciona la relacién entre la velocidad de la

reaccion enzimética y la concentracion del sustrato (Figura 30).

Se usaron dos de los compuestos sintetizados parz‘l los estudios del mecanismo de
inhibicién de acetilcolinesterasa. Se evaluaron los compuestos MFI073 y MF1050,
derivados de acetamida y éster, respectivamente. Estos presentan un esqueleto similar a
los demés inhibidores sintetizados (tabla 15). Se construyé la curva de saturacién de
acetilcolinesterasa con el sustrato acetiltiocolina en presencia de los inhibidores MF1073

y MF1050 como se muestra en la figura 31.
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Curva de Saturacion de hAChE
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Figura 30: Curva de saturacién de hAChE por el sustrato acetiltiocolina en concentraciones milimolares.
Se observa la velocidad mdxima (Vi) de la reaccion enzimdtica y la constante de Michaelis (Km)
asociada al sustrato.

Curva de Saturaciéon de hAChE

Actividad hAChE (pmol mL'min™")

2- Yy -o- MF1050
- MF1073
1 -e- En ausencia de inhibidor
OI T 1 g |
0 1 2 3

[Acetiltiocolina] (mM)

Figura 31: Curva de saturacion de hAChE. La curva de color negro corresponde a la saturacién con
acetiltiocolina en ausencia de inhibidores, la curva de color rojo muestra la saturacion de hAChE con
acetiltiocolina en presencia del inhibidor MF1050, 0,5 uM y la curva de color azul muestra la saturacion
con acetiltiocolina en presencia del inhibidor MF1073, 0,5 uM.
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Los experimentos cinéticos realizados permitieron la construccion del diagrama
de Lineweaver-Burk, donde se grafica el reciproco de la concentracion del sustrato versus

el reciproco de la velocidad de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ky 1, 1
Vmax [S] Vmax

id
4

Ecuacion de Lineweaver-Burk

El diagrama de Lineweaver-Burk se construyé utilizando los datos de actividad
enzimdtica de saturacion de ZAChE por el sustrato a diferentes concentraciones en
ausencia de los inhibidores MF1073 y MFI050 y en presencia de éstos a una
concentracion de 0,5 pM. Con este diagrama fue posible calcular el valor de la velocidad

maxima, como también la constante de Michaelis (Ky) asociada a sustrato.

Diagrama de Lineweaver-Burk

2.0+
- ATI

-8 ATI+MF1050
=& ATI+MF1073

1V

1.5

1.0

-10 0 10 20
1/[8]
Figura 32: Diagrama de Lineweaver-Burk construido para calcular de los pardmetros cinéticos de

acetilcolinesterasa empleando acetiltiocolina como sustrato (Via=4,12 umol mL-" min’! para las tres
rectas, Ky=0,11 mM, Kuaparene)(MF1050) = 0,23 mM y Kyyaparene)(MF1073) = 0,30 mM).
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En la figura 32 se observa un aumento del valor de la constante de Michaelis para
el sustrato acetiltiocolina en presencia de los inhibidores MF1073 y MF1050, mientras
que la velocidad méaxima no varia en presencia de estos inhibidores; cuando se aumenta
la cantidad del sustrato se alcanza la misma Vmax que en ausencia de los inhibidores. De
acuerdo a estos datos se calculd la constante de inhibicion (K;) para los compuestos

MF1073 y MF1050, obteniendo un valor de 0,29 pM y 0,85 pM, respectivamente.

Luego de estudiar la inhibicién de los compuestos sintetizados y demostrar que
actian como inhibidores competitivos por la enzima libre, se midi6 la actividad catalitica
de la acetilcolinesterasa en presencia de los compuestos A y B del esquema 22. Estos
compuestos representan los posibles productos de hidrélisis de MF1073 ante un
rompimiento de la molécula por la accién enzimatica. Con esto se podria inferir si la
accion inhibitoria es causada por el compuesto MF1073 o por los productos formados ante
una posible hidrélisis del inhibidor, 0 una combinacién entre ambos. La #AAChE es una
enzima del tipo hidrolasa que actia con un mecanismo que involucra la triada catalitica
compuesta por una serina (Ser203), un glutamato (Glu334) y una histidina (His447);
pudiendo eventualmente hidrolizar los grupos conectores de los inhibidores estudiados: el
grupo éster del inhibidor MF1050 y el grupo amida en el inhibidor MF1073, generando

subproductos de reaccion que disminuirian la eficiencia de los compuestos sintetizados.

o N o) N
-~
\@NC; TN — OTNQ Pe N
H H

MF1073 A B

Esquema 22: Retrosintesis del compuesto MFI1073 y la representacién de sus productos de
hidrélisis.
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Los compuestos 4 y B del esquema 22 fueron evaluados como inhibidores de

AChE, sin embargo, ninguno de éstos mostrd un valor de inhibicién superior al 5%. por

lo que se infiere que estos compuestos no son los responsables de la inhibicién catalitica,

sino que el compuesto MF1073.

Se concluye finalmente que los compuestos sintetizados actiian como inhibidores

de acetilcolinesterasa humana y lo hacen de manera competitiva con el sustrato

acetiltiocolina.

4.3. Estudio de la modulacion alestérica del receptor nicotinico de acetilcolina.

Los compuestos que presentaron una menor constante de inhibicion sobre

acetilcolinesterasa humana (MF1047, MF1073 y MFI1082) fueron evaluados como

moduladores alostéricos del receptor nicotinico de acetilcolina. El experimento consistié

en medir la diferencia de potencial de la membrana del
ovocito donde fueron expresados los receptores
nicotinicos (trabajo realizado previamente por el grupo

de investigacion de la Dra. Isabel Bermudez).

Usando una solucién de acetilcolina 0,1 mM
(la cual representa el ECio de acetilcolina sobre el
receptor), se establecio el control de las mediciones

electrofisioldgicas midiendo el potencial eléctrico

A

[TIT} T
L

Control 8,1mM ACh
A=1mM ACk

Figura 33: Corriente representativa
del nAChR en presencia de ACh a 0,1
mM. La corriente A representa la
amplitud de corriente al aumentar la
concentracion de ACh a su valor de
ECro0

(potencial de membrana del ovocito), comprobando la integridad de los receptores
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expresados. Luego de observar que no existe variacion en la amplitud de corriente después
de cada medida en presencia de acetilcolina 0,1 mM, se midié la corriente en presencia de
acetilcolina a 1,0 mM (EC)eode acetilcolina sobre el receptor). Con lo anterior, se observa
un incremento en la amplitud de la corriente y al aplicar nuevamente acetilcolina a 0,1

mM la diferencia del potencial de membrana vuelve a disminuir. (figura 33).

Luego de establecer el control de medicion electrofisiolégico con acetilcolina, se
prepararon dos soluciones de cada uno de los inhibidores estudiados (MF1047, MF1073
y MF1082) en concentraciones 10 pM y 100 pM. Luego se midi6é el potencial de
membrana en presencia de acetilcolina y las moléculas en estudio, obteniéndose los

graficos de amplitud de corriente que se muestran en la figura 34:

MFE1047 MFI073 MF1082
B ACh 10pM 100pM B ACh 10p3f 100pM B ACh 10pM 100pM
- - L] L - - - e - o - o
b - v

10mA | 10mA l 10mA |
1s is

1s

Figura 34: Corrientes representativas del receptor nicotinico de acetilcolina (0.4)2(8:); en presencia de la
solucién buffer (B) en presencia de acetilcolina 0, ImM (ACh) y en presencia de los compuestos evaluados
(a 10uMy 100uM).

Los graficos obtenidos del software Labscribe (Iworx, NH, USA) registraron las

variaciones de corriente a partir de la medicién de voltaje de la solucién en ausenciay en
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presencia de acetilcolina. Luego de agregar acetilcolina 0,1 mM se agregé MF1047, 10
M y se registré la corriente. Como no se observo variacion del potencial de membrana
se agrego MF1047, 100 uM, sin embargo, la amplitud de corriente no mostré cambios
significativos respecto a aquella de la acetilcolina 0,1 mM en ausencia de MF1047. Lo
mismo ocurrié para los compuestos MFI1073 y MF1082; los inhibidores de
acetilcolinesterasa sintetizados no presentaron efecto sobre los receptores nicotinicos en

presencia de acetilcolina.

4.4. Modelacion molecular de los inhibidores sintefizados sobre acetilcolinesterasa.

Para intentar racionalizar y apoyar los resultados experimentales obtenidos sobre
la ACKHE se realizaron los estudios de modelamiento molecular (docking), con el fin de
encontrar posibles interacciones u orientaciones espaciales de los ligandos en el sitio
catalitico de acetilcolinesterasa y que podrian tener un papel fundamental en la unién de
los ligandos. Por otro lado, se realizaron estudios de dindmica molecular sobre la
estructura cristalina de la enzima acetilcolinesterasa humana para adaptar el bolsillo de
union de los ligandos a la estructura molecular de fos inhibidores desarrollados y estudiar
las posibles orientaciones espaciales y las interacciones con los residuos de aminoécidos

en un medelo flexibilizado. (figura 35).
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Se utilizo la estructura cristalina 4EY7
con una resolucion de 2,35A y se utilizo el
procedimiento detallado en la seccion 4.4.
Luego de validar la estructura y la calidad
estereoquimica del modelo, se realizaron los
estudios de acoplamiento molecular (docking)
en el sitio catalitico de la enzima con cada uno
de los compuestos sintetizados. El método
intento vincular las energias de union aportadas
por el software y los resultados experimentales

obtenidos en este trabajo.

Las conformaciones de las moléculas

obtenidas por el software en el sitio catalitico

Sitio Anionico Periférico

a

{
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Subsitio anionico

Figura 35: Representacion en dos dimensiones
del compuesto MF1047 en el sitio catalitico de
AChE, donde el segmento N-hencilpiperidina se
orienta hacia el subsitio anionico y el segmenio
de la tetrahidrocarbolina hacia el sitio aniénico
periférico.

coincidieron con la distribucion espacial del compuesto donepezil (inhibidor de

acetilcolinesterasa) donde el segmento N-bencilpiperidina se orientd hacia el subsitio

anionico del sitio de union de acetilcolinesterasa. Asumiendo ésta como la conformacion

real de los inhibidores sintetizados, junto al segmento de la fefrahidrocarbolina encauzado

al sitio anionico periférico, se analizaron las interacciones resultantes con el sitio catalitico

del modelo enzimatico.
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Figura 36: Modelamiento molecular de MF1047 (izquierda) y MF1042 (derecha) en el sitio activo de
hACRE. Las imdgenes muestran las interacciones de puentes de hidrégeno con lineas punteadas.

En la figura 36 se muestra una representacion de la orientacion de los compuestos
MF1047 y MF1042 en el sitio activo de acetilcolinesterasa. Ambas moléculas presentan
interaccion del tipo m-stacking entre el anillo aromatico del segmento de la N-
bencilpiperidina y el triptéfano 86 en el subsitio anionico. El compuesto MF1047 forma
tres puentes de hidrégeno en el sitio catalitico con los residuos de la tirosina 124 y la
serina 125 y con el armazon polipeptidico de la fenilalanina 295. Se muestra también la
interaccion del tipo 7-stacking entre el segmento de la fetrahidro-B-carbolina y el residuo
del triptofano 286.

Por otra parte, el compuesto MF1042 carece mayormente de estas interacciones.
La ausencia del carbono metilénico entre el grupo amida y el anillo N-piperidina provoca
rigidez de sus segmentos restringiendo la rotacion de su enlace induciendo a la vez que el
anillo de la retrahidro-p-carbolina no interactiie con el sitio aniénico periférico del sitio
de unién resultando un menor numero de interacciones entre el ligando y la

macromolécula.
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Figura 37: Modelacién molecular del compuesto MF1050 en el sitio activo de hAChE. Las lineas
punteadas muestran las interacciones de puente de hidrégeno.

El compuesto MF1050 (K; = 0,85 uM) es similar estructuralmente al compuesto
MF1047 (K; = 0,32 uM). MF1050 posee un grupo éster como conector. El ligando forma
interacciones del tipo z-stacking entre el segmento de la tetrahidro-B-carbolina y el
residuo aromatico del triptofano 286 y entre el anillo aromatico de la N-bencilpiperidina
y €l residuo del triptofano 86. El atomo de nitrogeno del grupo indol forma un puente de
hidrégeno con la cadena polipeptidica de la enzima. Sin embargo, el grupo éster del
; compuesto MF1050 no genera interacciones con el sitio activo de la AChE (figura 37) a

diferencia del compuesto MF1047 y su conector amida el cual interacciona con los
residuos de la tirosina 124 y cadena polipeptidica de la fenilalanina 295 como se muestra

en la figura 40.

El compuesto MF1046, al igual que el compuesto MFI1050, posee un grupo éster
como conector. Posee también un segmento N-bencilpiperidina y el otro tetrahidro-p-

carbolina sustituido en posicion seis por un grupo metoxilo.
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Figura 38: Modelacion molecular del compuesto MF1046 en el sitio activo de hAChE. La linea punteada
muestra interaccion del tipo puente de hidrégeno.

A partir de los experimentos cinéticos desarrollados se concluyé que el compuesto
MF1046 (K; = 0,67 uM) es mas potente que el compuesto MF1050 (K; = 0,85 uM). Se
infiere la importancia del grupo metoxilo como sustituyente en el anillo de la tetrahidro-
B-carbolina (figura 38). Segun el estudio de modelacion molecular, el sustituyente induce
un cambio conformacional en el segmento de la tetrahidro-B-carbolina del sitio activo de
la AChE permitiendo la interaccion del atomo de oxigeno del grupo carbonilo del éster
con la cadena polipeptidica de la fenilalanina 295. La interaccion del tipo m-stacking esta
presente como en el compuesto MF1050, pero se sospecha que el aporte del grupo
metoxilo en la fetrahidro-B-carbolina a la densidad electrénica del anillo aromatico

fortalece la unioén del compuesto MF1046 con el sitio catalitico de la AChE.
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Figura 39: Modelacion molecular del compuesto MF1061 en el sitio activo de hAChE. La linea
punteada muestra la interaccién del tipo puente de hidrégeno.

El compuesto MF1061 es similar a MF1046, pero estd construido con un
segmento de tetrahidro-y-carbolina. Segun el modelo computacional el cambio de
posicion del nitrégeno de la tetrahidrocarbolina de beta a gamma genera un cambio
conformacional del ligando al interior del sitio catalitico de AChE. El modelo conserva la
interaccion entre el oxigeno del carbonilo del grupo éster con la cadena polipeptidica de
la enzima en el aminoacido fenilalanina 295 y la interaccion del tipo n-stacking entre el
grupo bencilo del segmento N-bencilpiperidina con el residuo de aminoacido del
triptofano 86 (figura 39). Sin embargo, este estudio no reportd interaccion entre el
segmento de la fefrahidro-y-carbolina y el triptéfano 286 a diferencia del compuesto
MF1046 donde esta interaccion si esta presente. Con los resultados obtenidos hasta el
momento, parece ser importante la interaccion del segmento de la tretrahidrocarbolina con
el sitio aniénico periférico para lograr una mayor afinidad de los ligandos por el sitio de
union. La interaccion con el residuo de aminoacido del triptéfano 286 pareciera ser clave

en la inhibicion enzimatica.
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Figura 40: Modelacién molecular del compuesto MF1053 en el sitio activo de hAChE. La linea punteada
muestra interaccion del tipo puente de hidrégeno.

Por otro lado, el compuesto MF1053 cambia su conformacion en el sitio catalitico
permitiendo que el segmento de la terrahidro-y-carbolina interaccione con el residuo del
triptéfano 286 y el grupo bencilo del segmento N-bencilpiperidina con el residuo del
triptofano 86 por interaccion del tipo z-stacking. Este compuesto con el segmento
tetrahidro-y-carbolina logra inhibir en un 62% la actividad enzimatica de AChE,
obteniendo una K; = 0,63 uM. Su anilogo con el segmento tetrahidro-B-carbolina
(MF1047) presenta un 78% de inhibicién de la actividad enzimatica con una K; = 0,32
uM.

Disminuyo el valor de la constante de inhibicién para el compuesto MF1062 (ICs
= 0,98 uM, Ki = 0,55 uM) en comparacion al compuesto MF1053 (ICsp = 1,13uM, Ki =
0,63 uM) por la incorporacion de un grupo metoxilo en el carbono 8 de la tetrahidro-y-
carbolina (figura 41). Esto confirma la deduccion que el grupo meroxilo actuaria como un
elemento clave en la obtencion de inhibidores mas potentes en funcién de la plantilla

propuesta.
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Figura 41: Modelacion molecular del compueslo MF1062 en el sitio activo de hAChE. La linea punteada
muestra interaccion del tipo puente de hidrégeno.

Con las pruebas de inhibicién sobre acetilcolinesterasa realizadas hasta ahora, el
porcentaje de inhibicion medido, el ICso y las constantes de inhibicion calculadas y la
informacion aportada por el modelamiento molecular de los compuestos estudiados se
propone una estructura proveniente de la plantilla molecular de acuerdo a las

modificaciones realizadas y resumiendo en ella los mejores resultados obtenidos:

v :
(0]
H 0 n N

Plantilla molecular Nueva Plantilla Molecular

Figura 42: Esqueleto de la nueva plantilla molecular deducida con los aportes de los resultados de las
pruebas bioldgicas realizadas hasta el momento a partir de la plantilla molecular inicial.

La nueva plantilla molecular es el resultado de los aportes de los ensayos de
inhibicion sobre acetilcolinesterasa y los estudios de modelacion molecular. En funcién a
los estudios de inhibicién empleando el esqueleto molecular con un grupo bencilo como
sustituyente R (figura 42), se propuso reemplazar este sustituyente y presumir la

importancia del anillo de benceno en las estructuras anteriormente evaluadas.
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Para ello se evalué el compuesto MFI064 (posee un grupo propilo como
sustituyente R) como inhibidor de ACAE obteniendo un 6% de inhibicion de la actividad

catalitica. Muy baja respecto al compuesto MFI1047.

Lo mismo ocurre con el compuesto MF1066 el cual posee un grupo tert-
butilcarboxilato (Boc) unido a la amina secundaria de la N-piperidina por lo que impide
que el dtomo nitrégeno se protone, a pH fisiolégico, por ser parte del grupo carbamato.
Al evaluar la actividad inhibitoria de este compuesto se concluyé que no presenta
inhibicién de la actividad catalitica de AChE. El estudio de modelacién molecular muestra
que el segmento de la fefrahidro-B-carbolina interacciona con el sitio periférico
enzimatico, especificamente con el residuo de aminodcido del fripréfano 286, pero no
presenta interaccién con el residuo de aminoécido del triptéfano 86 en el subsitio aniénico
(figura 43). Las modificaciones realizadas para obtener los compuestos MFI064 y
MF1066 sugieren que una cadena aliftica o un grupo voluminoso con baja densidad
electronica con el nitrégeno del segmento N-piperidina no protonado como sustituyentes
R en la plantilla propuesta, no generan compuestos que inhiban la accién enzimatica de

acetilcolinesterasa.
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Figura 43: Modelacion molecular de MF 1064 y MF1066 en el sitio activo de hAChE. La ausencia de la
interaccion de los ligandos con el Trp86 sugiere que estas moléculas no actuardn como inhibidores de
AChE.

El compuesto MF1073 se evaluoé como inhibidor de acetilcolinesterasa mostrando
un 70% de inhibicion de la actividad catalitica de AChE (ICs0 = 0,43 uM; K; = 0,29 uM).
El resultado es concordante con las conjeturas desarrolladas desde la plantilla molecular
propuesta: la molécula posee un segmento del tipo fetrahidro-B-carbolina, sustituido con
un grupo metoxilo en posicion 6, un segmento N-bencilpiperidina y un grupo amida como
conector entre ambos segmentos. El segmento de la retrahidro-B-carbolina sustituido en
posicion 6 por un grupo metoxilo en los derivados sintéticos aumentd siempre el
porcentaje de inhibicion de los andlogos sin sustituyentes en el anillo indol.

El estudio de modelamiento molecular revela que el grupo amida presenta
interacciones del tipo puente de hidrogeno con la fenilalanina 295 y la tirosina 124. Se
observa también las interacciones del tipo m-stacking entre el segmento de la tetrahidro-
B-carbolina con el residuo de aminoécido del triptéfano 286 y entre el grupo bencilo del
segmento N-bencilpiperidina con el residuo del triptéfano 86, interacciones ya reportadas

en los estudios de las moléculas evaluadas anteriormente. Adicionalmente se observo la
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interaccion del tipo puente de hidrégeno entre el hidrégeno del grupo indol y el oxigeno

de la serina 293 (Figura 44).
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Figura 44: Modelacion molecular del compuesto MF1073 en el sitio activo de hAChE. Las lineas
punteadas muestran las interacciones del tipo puente de hidrégeno.

El compuesto MF1073 present6 el menor ICso y la menor K; de las moléculas
evaluadas en este trabajo. Se estudio el efecto de tres derivados bencilicos en funcién del
compuesto MF1073, con la sintesis de los compuestos MF1081, MF1082 y MF1083. Sin
informacion previa y disefiando los compuestos solamente con los reactivos disponibles
en el laboratorio se obtuvieron dos derivados halogenados en posicion meta del anillo de
benceno (MF1081 y MF1082) y un derivado metoxilado en posicion para del anillo de

benceno (MF1083).
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Figura 45: Modelacion molecular del compuesto MF1081 en el sitio activo de hAChE. Las lineas
punteadas muestran interacciones del tipo puente de hidrogeno.

El compuesto MF1081 (figura 45), derivado bromado en meta del anillo de

benceno del compuesto MF1073, presentd un porcentaje de inhibicion de un 17%

mientras que el compuesto MF1082 (figura 46), derivado fluorado del compuesto

MF1073, mostré un porcentaje de inhibicion de 70% con un ICsp = 0,51 uM y una K; =

0,35 uM. El compuesto MF1083 con grupo metoxilo en posicion para del anillo de

benceno no generé inhibicion sobre AChE (figura 47).

Phe295
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Figura 46: Modelacion molecular del compuesto MF1082 en el sitio activo de hAChE. Las lineas
punteadas muestran interacciones del tipo puente de hidrégeno

La incorporacion de sustituyentes en el anillo de benceno no incrementé la

inhibicion de la actividad catalitica de AChE. La modelacién molecular muestra que el
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sitio activo de la AChE es bastante angosto. Al incorporar sustituyentes voluminosos en
el anillo de benceno de la N-bencilpiperidina los ligandos se desplazan levemente fuera
del bolsillo catalitico. Estos desplazamientos por la presencia de los sustituyentes
incorporados pueden generar nuevas interacciones con los residuos de aminoacidos o
suprimir las que se forman en ausencia de las incorporaciones. En el caso puntual, segiin
los estudios de modelamiento molecular, la incorporacién de un sustituyente voluminoso
en el anillo de benceno desplaza este grupo desde el sitio de union caracteristico alejandolo
del residuo del triptéfano 86 impidiendo la formacion del z-stacking, interaccion clave en
la inhibicion de ACAE: con el tamaifio del sustituyente se acenttia la distancia entre el anillo
aromatico y el residuo de aminoécido. Se piensa que la anexi6n de sustituyentes cada vez
mas voluminosos en el anillo de benceno del segmento N-bencilpiperidina provocarian

una disminucion de la inhibicion enzimatica.
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Figura 47: Modelacion molecular del compuesto MF1083 en el sitio activo de hAChE
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5.1. RESUMEN OPERATIVO

Se disefiaron 13 nuevos compuestos mediante la combinacién de derivados de
tetrahidrocarbolinas con segmentos moleculares derivados de N-piperidina unidos con un
grupo amida y con un grupo éster. Estos compuestos fueron evaluados como inhibidores
de acetilcolinesterasa humana (hAChE) y como moduladores alostéricos del receptor
nicotinico de acetilcolina. De los compuestos evaluados en #AChE, 7 de éstos actuaron
como inhibidores de la actividad catalitica, sin embargo, ninguno modula alostéricamente
la apertura del canal iénico. A continuacién, se describen las principales conclusiones de

este trabajo.

I'ue posible sintetizar dos derivados de fetrahidro-p-carbolina y dos derivados de
tetrahidro~y-carbolina: para cada grupo fue posible sintetizar su derivado metoxilado y su

analogo sin sustituyentes,

| NH S NH
N N
N N H H
Tetrahidro-Bcarbolina Tetrahidro-y-carbolina
También se sintetizd el compuesto I-bencil-4-(metilamino)piperidina empleando dos
rutas sintéticas: a partir del reactivo 4-(metilamino)piperidina en tres etapas de reaccion
con un rendimiento total de reaccién del 60% y a partir de piperidin-4-carboxamida en
dos etapas sintéticas con 65% de rendimiento total de reaccion. Adicionalmente se

desarrolld una metodologia sintética que permitié obtener nuevos derivados N-alquilados

(MF1073, MF1081, MFI082 y MF1083), principalmente derivados bencilados
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sustituidos en el anillo de benceno a partir de 4-(aminometil)piperidin-1-carboxilato de

tert-butilo mediante sustituciones sobre el dtomo de nitrégeno del anillo de piperidina.
cl
HN ~Boc _ NH ,Boc—-Q—‘O’}NH N’Boc___Q_\Ol NH
ey O v A ae”

Estas y todas las moléculas sintetizadas fueron caracterizadas mediante RMN-'H
y la medicién de su punto de ebullicion. De manera complementaria fueron obtenidos y
analizados los espectros RMN-"*C, IR y de masa de los compuestos que fueron evaluados
biclogicamente.

Un total de 15 nuevos compuestos a partir de la plantilla molecular propuesta
pudieron ser obtenidos: diez derivados de la retrahidro-B-carbolina (MF1042, MF1046,
MF1047, MF1050, MF1064, MF1066, MF1073, MF1081, MF1082 y MF1083), tres
derivados de la tetrahidro-y-carbolina (MF1053, MF16061 y MF1062), un derivado de
isoindolin-1,3-diona (MF1056) y un derivado de 1,2 4-oxadiazol (NS9283) como
posibles inhibidores de la actividad catalitica de acetilcolinesterasa humana. De estos 15

compuestos, siete de €stos actuaron como inhibidores de la enzima:

1 b "
o 0GP0y T YOy

MF1062: ICs0= 0,98 pM £ 0,05 MF1047: ICs0 = 0,50 pM + 0,03  MF1046: FCs0 = 1,20 pM £ 0,02
Ki = 0,55 nM + 0,07 Ki=0,32 uM = 0,08 Ki=0,67 pM £ 0,09

N |
H N/ yo N 0 N H
Py Crd- iy
P oo o U O
MF1053: ICs0=1,13 pM £ 0,09 MF1050: ICs0 = 1,61 pM £ 0,03 MF1073: ICs0 = 0,43 uM * 0,03
K; = 0,63 pM £ 0,04 Ki= 0,85 pM + 0,05 Ki= 0,29 pM =+ 0,03
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MF1082: ICso = 0,51 pM + 0,02
Ki = 0,35 pM 0,04

Presentaron mayor actividad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa aquellos compuestos
construidos con un segmento fetrahidro-B-carbolina y un segmento N-bencilpiperidina
unidos por grupo acetamida como conector.
N H CI:I N H (lJ N H
CP YOy YO oo,
MF1647: ICso= 0,50 pM £ 0,03 MF1073: ICs0 =043 pM = 0,03  MF1082: ICso = 0,51 pM £ 0,02
Ki= 0,32 pM = 0,08 Ki=0,29 M = 6,03 Ki = 0,35 pM + 0,04
Considerando las modificaciones propuestas sobre la plantilla molecular, los
inhibidores de acetilcolinesterasa que exhibieron mayor porcentaje de inhibicién fueron
aquellos que poseian un segmento fetrahidro-f-carbolina sustituido en posicion seis por
un grupo mefoxilo en comparacioén a aquellos segmentos sin sustituir. Los compuestos que
presentan un grupo acetamida como conector enire el segmento de la N-piperidina y la
tetrahidro-f-carbolina mostraron los mayores porcentajes de inhibicién entre las

moléculas evaluadas en comparacion a aquellas con un grupo éster como conector.
o/

@Qﬂ@bﬁﬁwﬁb[%wﬂﬁ

MF1050: ICs0 = 1,61 pM = 6,03 MF1073: ICso = 0,43 pM : 0,03  MF1062: ICso = 0,98 uM =+ 0,05
Ki = 0,85 pM + 8,05 Ki=0,29 pM = 0,03 Ki=0,55 pM 0,07

@Q»@x@ UQ’%—CWQ %wnﬁ“ﬂj

MF1047: ICs0=0,50 pM = 0,03 MF1046: ICs0=1,20 ptM £0,02  MF1061: [Cs0 = No determinado

Ki=032 pM =+ 0,08 Ki= 0,67 nM = 0,09 K;i = No determinado
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Por otro lado, el porcentaje de inhibicién de acetilcolinesterasa disminuye
considerablemente si se elimina el carbono metilénico entre el grupo N-piperidina y el
grupo conector amida (MF1042). Por lo tanto, las moléculas disefiadas debieron contener
este grupo para lograr la inhibicién de actividad catalitica.

Se sintetizaron dos familias de derivados de tetrahidrocarbolina como inhibidores
de acetilcolinesterasa. A pesar que se encontraron dos compuestos derivados de la
tetrahidro-y-carbolina como inhibidores de la enzima a concentraciones micromolares
(MF1062 y MF1053), los compuestos derivados de la tetrahidro-B-carbolina resuliaron
ser mas potentes que los derivados de la tefrahidro-y-carbolina.

Luego evaluar los compuestos MFI064 y MFI1066 como inhibidores de
acetilcolinesterasa se concluye que una cadena alifitica o un grupo voluminoso con baja
densidad electronica unido al 4tomo de nitrégeno de la N-piperidina genera compuestos
con un porcentaje de inhibicion de acetilcolinesterasa mas bajo que compuestos con un

grupo bencilo unido al anillo de la N-piperidina.

MF1047: % inhibicién = 78% MF1064: % inhibicion = 6% MF1366: % inhibicién = 1%
r
N H N H 4] N H O
SO IO @\C d

CEI YOy OO e Yok
En la misma linea, un grupo bencilo unido al anillo de la N-piperidina genera compuestos
con mayor inhibicién de la actividad catalitica, sin embargo, si el anillo de benceno
presenta sustituciones en posicién mefa o para, los nuevos compuestos serdn menos
potentes como inhibidores de acetilcolinesterasa en comparacién al compuesto con el

anillo de benceno sin sustituciones. Mientras mas voluminosa sea la sustitucién, menor es

la inhibicidn de la actividad enzimatica.
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[MF1073: % de inhibicién = 70% [ MF1081: % de inhibicion = 17%
Q. N H 0. N H
YOy O
ll/IFIOSZ: %Nde ithibicién =70% IMFI!’.)83: % de inhibicién = 1%
TGOy Yoy,

Considerando los estudios de la cinética enzimética realizada con losoc’ompuestos
sintetizados, se concluye que MF1046, MF1047, MF1050, MF1053, MF1062, MF1073
y MF1082 actiian como inhibidores de acetilcolinesterasa. De estos siete inhibidores, los
mdas potentes son los compuestos MF1073, MF1047 y MF1082 con constantes de
inhibicién (K;) sobre acetilcolinesterasa iguales a 0,29 pM, 0,62 uM y 0,35 pM,
respectivamente. Todos estos compuestos compiten con el sustrato por el sitio de activo
enzimatico (inhibidores competitivos) y, durante su interacciéon con el sitio catalitico,
€stos no se descomponen por la accidn hidrolitica de la enzima.

Fueron sintetizados dos compuestos adicionales a la plantilla molecular propuesta:
el compuesto NS9283, modulador alostérico positivo del receptor nicotinico de
acetilcolina y el compuesto MF1056, sintetizado de manera complementaria por la
informacién de la literatura estudiada. Sin embargo, ninguno de éstos inthibié la actividad
catalitica de acetilcolinesterasa.

Para estudiar la modulacién alostérica del receptor nicotinico de acetilcolina, se
evaluaron los compuestos con los menores valores de constante de inhibicion: MF1047,
MF1073 y MF1082. Sin embargo, ninguno de ellos produce un efecto sobre el receptor;
no inhiben su accion ni potencia la respuesta de acetilcolina. Esto permitié concluir que
los compuestos sintetizados solamente inhiben la enzima acetilcolinesterasa humana sin

ejercer una accion moduladora sobre el receptor nicotinico.
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5.2. CONCLUSIONES

Los derivados de tetrahidro-B-carbolinas unidos a un segmento N-bencilpiperidina
por un grupo acetamida actan como inhibidores competitivos de la enzima
acetilcolinesterasa. En funcién a la plantilla molecular propuesta, la presencia de un
carbono metilénico entre el conector acetamida y el segmento N-bencilpiperidina es
importanie para obtener moléculas que inhiban la actividad enzimética de
acetilcolinesterasa. La presencia del grupo bencilo unido al anillo N-piperidina es
trascendental en ¢l disefio de moléculas con un perfil mayor de inhibicién de la actividad
enzimatica en comparacion a moléculas con grupos alifiticos unidos al anillo de N-
piperidina. Los derivados de fetrahidrocarbolinas acttan como inhibidores de
acetilcolinesterasa, sin embargo, los derivados de tetrahidro-B-carbolinas resultaron ser
mas potentes que sus anélogos derivados de retrahidro-y-carbolinas. Lo mismo ocurre al
reemplazar el grupo conector acetamida por un grupo acetato: los compuestos que poseen
un grupo amida como conector en la plantilla molecular son més potentes que sus analogos
con un grupo éster. Si bien la plantilla propuesta permitio disefiar compuestos que actuaran
como inhibidores competitivos de la enzima acetilcolinesterasa, éstos no modulan
alostéricamente ni ejercen alguna funcionalidad sobre el receptor nicotinico de

acetilcolina.
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6.1. ANEXO I: SINTESIS DE COMPUESTOS.

6.1.1. Sintesis de Acido 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-iI) acético (a4)

Oy
ﬁ O

6.1.1.1. 2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol (a2)*

NH
Sa ¥
N

H 2

a

Se prepar6é una suspension de clorhidrato de triptamina (440 mg, 2,2 mmol) en
agua destilada (8 mL). La suspension se calenté en un barfio de agua a 45°C hasta que el
solido se disolvié completamente. Luego se enfri6 la solucioén a temperatura ambiente. En
un vaso de precipitado se disolvié acido glioxilico (227 mg, 2,4 mmol) en agua destilada
(2 mL) y se agregb esta mezcla sobre la solucién de clorhidrato de triptamina agitando
constantemente. Sobre la disolucién final se agregd, gota a gota, una solucién acuosa de
NaOH al 20% hasta lograr un pH de solucién igual a 4. La mezcla resultante se agit6 a
temperatura ambiente por 1 hora. Luego el solido obtenido se filtrd y se transfirid a un
vaso de precipitado de 50 mL. Sobre el s6lido aislado se agregaron 2 mL de agua destilada
y 0,6 mL de HCI concentrado. La suspension resultante fue calentada a 85°C por 30

minutos y luego se agregé HCl concentrado (0,65 mL). La mezcla resultante se mantuvo
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a 85°C durante 15 minutos mds y posteriormente se enfrié hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Se filtré el precipitado formado y se lavo con agua destilada (10 mL). El s6lido
obtenido se redisolvié en agua destilada (20 mL) y la suspension resultante fue calentada
a 55°C con agitacion constante, ajustando el pH de la solucién a 12 agregando gota a gota
una solucién acuosa de NaOH al 20%. Luego la mezcla obtenida se enfrié a temperatura
ambiente y el s6lido formado se {iltré y se lavé con agua destilada (10 mL) obteniéndose
un s6lido blanco como producto [246 mg, solido gris, 65% rendimiento], p.f. 203-204°C.
RMN-!H (400 MHz, DMSO-ds) & 2,58 (t, J = 5,6 Hz, 2H, CCH,CH:N), 2,97 (1, J = 5,6
Hz, 2H, CCH>CHLN), 3,84 (s, 2H, CCH2N), 6,86 — 7,04 (m, 2H, AtH), 7,25 (d, /= 7,8

Hz, 1H, ArH), 7,34 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArIl), 10,63 (s, 11, NI indol).

6.1.1.2. 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetato de metilo (a3)

oy
N O
H

a3

El compuesto 42 (1,00 g, 5,8 mmol) se disolvié en 20 mL de DMF. Posteriormente,
se agregd Cs2CO03 (2,08 g, 6,38 mmol) sobre la solucién. Se prepard una solucion de 2-
cloroacetato de metilo (0,69 g, 6,38 mmol) en 5 mL de DMF y se agregé ésta sobre la
solucién del compuesto a2, gota a gota, por un periodo de 30 minutos. Luego de
completada la adicién la mezcla resultante fue calentada a 70°C por 18 horas. La mezcla

obtenida se enfrié a temperatura ambiente y se vertio sobre un bafio de agua-hielo. El
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solido formado se aisld por filtracion y, posteriormente, se redisolvié en una mezcla de
solventes DCM/MeOH (50:50). La soluciéon obtenida se concentré en un rotavapor
obteniéndose un solido blanco como producto [1,25 g, 87% rendimiento] p.f, 143-144°C,
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) 8§ 2,68 (t, J = 5,2 Hz, 2H, CCH>CIH;N), 2,90 (t, J = 5,2
Hz, 2H, CH,CH:zN), 3,52 (s, 2H, NCH2CO»), 3,65 (s, 3H, CO2CHs), 3,76 (s, 2H, CCHaN),
6,87 — 7,06 (m, 2H, ArH), 7,26 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArH), 7,35 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH),

10,70 (s, 1H, NH indol).

6.1.1.3. Acido 2-(3,4-dihidro-1H-pirido]3,4-b]indol-2(9H)-il) acético (ad)

C Y
N . 0

H a

El compuesto a3 (539 mg, 1,95 mmol) se disolvio, mediante agitacion constante,
en una solucién compuesta por 10 mL de THF, 5 mL de metanol y 5 mL de agua destilada.
Sobre la solucion de a3 se agregd LiOH hidrato (422 mg, 9,75 mmol) con agitacion
constante y a temperatura ambiente. Luego la mezcla de reaccion fue calentada a reflujo
por 3 horas, Posteriormente la solucion resultante se enfrié a temperatura ambiente y se
evapord parcialmente el solvente. La suspension obtenida se acidificé utilizando una
solucion de HCI 3N hasta obtener una mezcla de reaccion a pH = 3, Sobre la suspension
obtenida se agregaron 5 mL de éter etilico agitando la mezcla resultante vigorosamente.

El soélido formado se filtré y se lavd con 10 mL de agua destilada obteniéndose como
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producto un sélido de color banco [437 mg, 97% rendimiento] p.f, 285-286°C RMN-H
(400 MHz, PMSO-ds} 6 2,73 (t, J = 5,6 Hz, 2H, CCH,CHaN), 3,00 (t, J = 5,6 Hz, 2H,
CCH,CH:N), 3,43 (s, 2H, NCH,CO2), 3,88 (s, 2H, CCIH:2N), 6,91 — 7,06 (m, 2H, ArH),

7,29 (d,J = 7,8 Hz, 1H, ArH), 7,38 (d, J = 7,8 Hz, 1H, ArH), 10,76 (s, 1H, NH indol).

6.1.2. 6-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido{3,4-b]indol (26)*
o) NH
ot
N
H a6

El compuesto a6 se sintetiz6 a partir del compuesto a5 (1,0 g, 4,4 mmol) usando
acido glioxilico (0,45 g, 4,8 mmol) y utilizando el protocolo de sintesis 6.1.1.1. [540 mg,
solido gris, 61% rendimiento] p.f. 223-224°C., RMN-'H (200 MHz, DMSO-ds) 8 2,55 (t,
J=35,5 Hz, 2H, CCH,CH:N), 2,96 (t, J = 5,5 Hz, 2H, CCH,CH:N), 3,73 (s, 3H, CH30),
3,82 (s, 2H, CCH2N), 6,63 (dd, J; = 8,6 Hz, J> = 2,4 Hz, 1H, ArH), 6,84 (d, J = 2,4 Hz,

1H, ArH), 7,14 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Arl), 10,44 (s, 1H, NH indol).

6.1.3. Sintesis de 1-bencil-4-(metilamino)piperidina (a10)

@\/O/‘NHz
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6.1.3.A.1. PROCEDIMIENTO A: N’-benciliden-4-(metilamino)piperidina. (a8)'%

a8

El compuesto 4-(metilamino)piperidina (a7) (5,0 g, 41,7 mmol) se disolvié en
EtOH (100 mL) y sobre la disolucion se agregd benzaldehido (15,2 g, 41,7 mmol) gota a
gota a temperatura ambiente con agitacion constante. La mezcla fue calentada a reflujo
por 24 horas y la solucion resultante se enfrié a temperatura ambiente. El solvente de la
reaccion se evapord en un rotavapor a presion reducida obteniéndose un Hquido incoloro

(compuesto a8) el cunal se utilizd en el siguiente paso sintético sin purificacién previa.

6.1.3.A.2. N’-benciliden-1-bencil-4-(metilamino)piperidina (a9)'%

a9

El compuesto a8 (2,0 g 10 mmol) se disolvi6é en 50 mL de acetona. Se agregd
K2COs (2,8 g, 20 mmol) sobre la solucidn de a8 con agitacién constante y posteriormente,
se agregd bromuro de bencilo (2,0 g, 12 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se agitd

a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente la mezcla resultante se filtré y el
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filtrado obtenido se concentrd en un rotavapor a presion reducida obteniéndose un

producto liquido (a9) el cual se usé sin purificacion previa en el siguiente paso de sintesis.

6.1.3.A.3. 1-bencil-4-(metilamino)piperidina (a10)'%

Q™

ald

El compuesto a9 (2,90 g, 10 mmol) se disolvié en 10 mL de una solucién acuosa
de HCI 10%. La mezcla fue calentada a 40°C por 4 horas y posteriormente se enfti6 a
temperatura ambiente y se agregd CHCls (50 mL) sobre la solucién, La fase acuosa
presente se separd con un embudo de decantacion y sobre ésta se agreg6 gota a gota una
solucion de NaOH al 20% hasta alcanzar un pH de solucién igual a 9. La mezcla resultante
se vertié en un embudo de decantacion y se agregaron 50 mL de CHCl3, La fase orgénica
se colectd en un matraz Erlenmeyer y la fase acuosa se lavé nuevamente con CHCI3 (2 x
30 mL). Las fases organicas fueron colectadas y se secaron con Na2SOs anhidro. La
mezcla se {iltré y el filtrado se evapord en un rotavapor a presion reducida. El crudo
obtenido se purifico en una columna cromatografica con silica gel (DCM:MeOI:NILOH
/9:1:0,1) obteniéndose el producto (1,22 g, base libre: aceite amarillo, 60% rendimiento),
RMN-'H (clorhidrato) (200 MHz, D>0) § 1,41 — 1,72 (m, 2H, NCH2CH,CH), 1,99 — 2,10
(m, 2H, NCH2CH>CH), 2,11 - 2,19 (m, 1H, CH), 2,92 — 3,25 (m, 4H, NCH>,CH>CH), 3,63

(d,J= 12,6 Hz , 2H, NCH,CH>CH), 4,36 (s, 2H, ArCHy), 7,50 - 7,61 (m, 5H, ArH).
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6.1.3.B.1 PROCEDIMIENTO B: 1-bencilpiperidin-4-carboxamida (a12)!%’

o)

<y O)an

al2

El compuesto piperidin-4-carboxamida (all, 3,0 g, 23,7 mmol) se disolvié en
EtOH (50 mL) y posteriormente se agregd K2CO3 (6,5 g, 47,5 mmol). Se adicioné gota a
gota bromuro de bencilo sobre la mezcla resultante (4,4 g, 26,1 mmol) y luego de
finalizada la adicién se calent6 a reflujo la solucion por 6 horas. Posteriormente la reafzci(’)n
sc enfri6 a temperatura ambiente y se evapord completamente el solvente en un rotavapor
a presion reducida. El crudo obtenido se disolvio en DCM (20 mL) y se lavé con agua
destilada (3 x 20 mL). La fase orgdnica se colectd y se secé con NaxSQ4 anhidro; el sélido
se filtré y el filtrado se concentré en un rotavapor a presién reducida obteniéndose un
sélido de color blanco como producto (4,4 g, 86% rendimiento) p.f. 161-162°C. RMN-
H (200 MHz, DMSO-ds) & 1,43 — 1,71 (m, 4H, NCH,CH>CH), 1,80 — 1,98 (m, 2H,
NCH,CH>CH), 1,98 — 2,17 (m, 1H, CH), 2,76 (m, 2H, NCH,CH>CH), 3,42 (s, 2H,

ArCID), 6,70 (s, 1H, CONHg), 7,08 — 7,49 (m, SH, ArH).

6.1.3.B.2. 1-bencil-4-(metilamino)piperidina (210)'%

@\,O/‘NH:;

alo0
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El compuesto 412 (3,49 g, 16 mmol) se disolvié en THF seco (10 mL) y la solucion
resultante se vertio gota a gota sobre una suspension de LiAlly (1,06 g, 28 mmol) en THF
seco (10 mL) a 0°C. La mezcla fue calentada a reflujo por 6 horas y luego se enfiié a
temperatura ambiente. Se agrego lentamente 1,0 mL de agua destilada sobre la suspension
resultante y se agit6 la mezcla por 15 minutos a 0°C. Luego se agregaron 100 pL de una
solucion de NaOH al 20% manteniendo la temperatura del sistema. Finalmente se
agregaron 3,0 mL de agua destilada y la mezcla se calenté a temperatura ambiente; el
solido se filtrd y se lavé con 20 mL de AcOEt y 20 mL agua destilada. El filtrado fue
puesto en un embudo de decantacidn, se separ6 la fase organica, se secé con NazSQ4
anhidro y se evaporé el solvente en un rotavapor a presion reducida. El liquido resultante
se purificé en una columna cromatogréafica con silica gel (DCM:MeOH:NH,OH / 9:1:0,1)
obteniéndose como producto final un liquido amarillo (a0) (1,47 g, 45% rendimiento),
RMN-H (clorhidrato(200 MHz, D20) § 1,41 — 1,72 (m, 2H, NCH,CH,CH), 1,99 — 2,10
(m, 2, NCH>CH,CH), 2,11 —2,19 (m, 1H, CH), 2,92 - 3,25 (m, 4H, NCH>,CH,CH), 3,63

(d, J=12,6 Hz , 2H, NCH,CH>CH), 4,36 (s, 2H, ArCH>), 7,50 - 7,61 (m, 5H, ArH).

6.1.4. N-((1-propilpiperidin-4-i)metil)-2-cloro-acetamida (a14)




El compuesto N-propil-4-(metilamino)piperidina (al13, 892 mg, 5,7 mmol) se
disolvié en DCM (4 mL) y sobre esta solucién se agregé EtsN (865 mg, 8,5 mmol). La
mezcla de reaccion se enfrié a -20°C con agitacién constante utilizando un bafio de
acetona-hielo. Se agregé lentamente una solucién de cloruro de cloroacetilo (711 mg, 6,3
mmol) en DCM (3 mL) sobre la mezcla enfriada utilizando un embudo de adicion. Luego
de 2 horas de reaccion se agregaron 5 mL de agua destilada y la disolucién fue puesta
rapidamente en un embudo de decantacion. La fase orgdnica se separo y se lavé con agua
destilada fria (10 mL}) y luego con una selucién saturada de cloruro de sodio (10 mL). La
fase orgénica aislada se secé con MgSOy anhidro, se filtré el sélido vy el filtrado se
concentré en un rotavapor a temperatura ambiente a presion reducida. Se obtuvo un
liquido como producto (al4) el cual se usé para el siguiente paso de sintesis sin

purificacion previa.

6.1.5. N-((1-tert-butoxicarbonilpiperidin-4-il)metil)-2-cloroacetamida (al6)

Cl
‘}’NH N—Boc

alé

El compuesto al6 se sintetizé a partir del reactivo 4-(metilamino)piperidin-1-
carboxilato de rert-butilo (@l5) (1,56 g, 7,3 mmol) disuelto en DCM (10 mL) usando
cloruro de cloroacetilo (0,91 g, 8,0 mmol) disuelto en DCM (5 mL) y Et;N (1,10 g, 10,9
mmol) de acuerdo al procedimiento 6.1.4 obteniéndose un aceite amarillo como producto

(a16) el cual se uso posteriormente sin purificacion previa.
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6.1.6. N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-cloroacetamida (al7)

C!/}ﬁ
° a1\7"CNb

El compuesto al7 se sintetizd a partir del compuesto alf (184 mg, 0,9 mmol)
disuelto en DCM (4 mL) junto al cloruro de cloroacetilo (112 mg, 0,98 mmol) disuelto en
DCM (3 mL) y EtaN (109 mg, 1,1 mmol), empleando el procedimiento 6.1.4.

obteniéndose como producto un liguido marrén el cual se utilizé posteriormente sin

purificacién previa.
6.1.7. Sintesis de 1-bencil-4-(metilhidroxi)piperidina (a20)
T
N
6.1.7.1. 1-bencilpiperidin-4-carboxilato de etilo (219)!%
0

El compuesto isonipecotato de etilo {(@Z8) (1,57 g, 10 mmol) se disolvid en 30 mL
de AcCN y posteriormente se agreg6é K>COs3 (2,76 g, 20 mmol) con agitacién constante a
temperatura ambiente. Se afiadio, gota a gota, cloruro de bencilo (1,33 g, 10 mmol) sobre

la mezcla y se calento la solucion a 80°C por 12 horas. Completada la reaccién se enfrio
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la solucion hasta alcanzar la temperatura ambiente y se evaporo el solvente de la reaccion
con un rotavapor a presion reducida. El concentrado obtenido se disolvié con agua
destilada (40 mL) y se lavd con DCM (3 x 20 ml.). La fase organica se colectd y se secd
con NazSOy4 anhidro filtrando la sal y evaporando el solvente del filtrado con un rotavapor
a presién reducida obteniéndose un liquido anaranjado como producto (a19) (1,77 g, 71%
rendimiento). RMN-'H (400 MHz, CDCl3) § 1,17 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHCH3), 1,63 —
1,75 (m, 2H, NCH2CH,CH), 1,80 (m, 2H, NCH2CH,CH), 1,95 (td, J; = 11,4 Hz, J> = 2,0
Hz, 2H, NCH,CH>CH), 2,13 —2,25 (m, 111, CHCO), 2,78 (id, J; = 11,4 Hz, J; = 2,0 Hz,
2H, NCH>CH>CH), 3,41 (s, 2H, ArCHz), 4,05 (g, /= 7,1 Hz, 2H, OCH,CH3), 7,12 — 7,28

(m, SH, ArH).

6.1.7.2. 1-bencil-4-(metilhidroxi)piperidina (a20)!%

El compuesto /-bencilpiperidin-4-carboxilato de etilo (@19) (1,74 g, 7 mmol) se
disolvié en THF seco (15 mL) y la solucion obtenida se adiciond sobre una suspension de
LiAlH4 (570 mg, 15 mmol) en THF seco (10 mL) a 0°C. La mezcla resultante se calentd
a temperatura ambiente con agitacion constante por 3 horas. Luego de completada la
reaccion la solucién se enfioé a 0°C y se agregd cuidadosamente hielo molido sobre la

mezcla hasta no observar burbujeo. El sélido resultante se filtr6 y el filtrado se concentrd

en un rotavapor a presion reducida hasta evaporar todo el THF. La fase acuosa resultante




se lavé con AcOEt (3 x 10 mL) en un embudo de decantacién y las fases orgénicas se
colectaron y se lavaron con una solucion acuosa saturada de NaCl (3 x 10 mL) y se secaron
con Na;SQj; anhidro. La fase orgénica conjunta se concentrd en un rotavapor a presion
reducida y el crudo obtenido se purificéd en una columna cromatografica con silica gel
utilizando MeOH al 5% en DCM como fase eluyente obteniéndose un aceite amarillo
como producto (1,24 g, 78% rendimiento). RMN-'T1 (400 MHz, CDCl3) § 1,14 — 1,26 (m,
2H, NCH2CH,CH), 1,34 —~ 1,47 (m, 1H, CH), 1,56 — 1,67 (m, 2H, NCH>CH,CH), 1,88
(td, Jr = 11,7 Hz, J2 = 1,8 Hz, 2H, NCH,CH,CH), 2,08 (s, 1H, OH), 2,83 (id, J; = 11,7
Hz, J> = 1,8 Hz, 2H, NCH,CH>CH), 3,38 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CHCH,0H), 3.42 (s, 2H,

ArCID), 7,12 — 7,27 (m, 5H, ArH).

6.1.8. 2-cloroacetato de (N-(1-bencilpiperidin-4-il)metilo (a21)
“yo N
TP
a2

El compuesto 420 (252 mg, 1,2 mmol) se disolvié en DCM (3 mL) y sobre esta
solucién se agregd EtsN (249 mg, 2,5 mmol). La mezcla de reaccion se enfrié a -20°C con
agitacion constante utilizando un bafio de acetona-hielo a -20°C. Una solucién de cloruro
de cloroacetilo (180 mg, 1,6 mmol) en DCM (3 mL) se agrego6 gota a gota sobre la mezcla
enfriada. Luego de mantener la temperatura de reaccién por 3 horas, se agregaron 5 mL
de agua destilada sobre la disolucién e inmediatamente la mezcla se vertié en un embudo

de decantacién separando la fase organica. Esta se lavé con agua destilada (10 mL) y luego
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con una solucidn acuosa saturada de NaCl (10 mL). La fase organica obtenida se secd con
MgS04 anhidro, se filtrd el solido y el filtrado se concentré en un rotavapor a presion
reducida a temperatura ambiente. Se obtuvo como producto un aceite de color marrén el

que se uso posteriormente sin purificacion previa.

6.1.9. 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)-N-(1-Boc-piperidin-4-il-
metil)acetamida (a22)

Sasgh et

El compuesto a2 (344 mg, 2,0 mmol) se disolvié en DMF (4 mL) y luego se
agregaron Cs2CO3 (1,3 g, 4,0 mmol) con agitacién constante a temperatura ambiente y el
compuesto al6 (581 mg, 2,0 mmol). La mezcla resultante fue calentada a 80°C por 4 horas
con agitacion constante y la solucién obtenida se vertié en un vaso de precipitado sobre
una mezcla de agua-hielo. Se formé un precipitado de color anaranjado; se filtro, se seco

y se utilizo posteriormente sin purificacidn previa. (725 mg, 85% rendimiento bruto).

6.1.10. 2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9 H)-il)-N-(1-Boc-piperidin-
4-il-metil) acetamida (MF1066) (a23)

|
0\©\/E:QN}NH\—C,N ‘((; /é_

a23
(MF1066)
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El compuesto a23 se sintetizé utilizando el procedimiento 6.1.9 con los
compuestos a6 (1,41 g, 7 mmol) y al6 (2,03 g, 7 mmol) disueltos en DMF (6 mL), usando
como base Cs2C03 (4,56 g, 4,56 mmol). El producto formado se purificod en una columna
cromatografica con silica gel usando como fase eluyente una mezcla de DCM y MeOH /
{9:1). El solido obtenido se recristalizd en MeOH obteniéndose como producto final un
solido de color blanco (2,65 g, 83% rendimiento) p.f. RMN 'H (400 MHz, CDCl) 8 1,06
— 1,14 (m, 2H, CHoNCO3), 1,43 (s, 9H, CCHz3), 1,64 (m, 1H, CH), 1,65 — 1,75 (m, 2H,
CH2NCO»), 2,77 (dd, J; = 8,2 Hz, J> = 2,9 Hz, 2H, CONHCH,CH), 2,88 — 3,01 (m, 4H,
CCH,CH:N), 3,41 (s, 2H, NCH,CONH), 3,47 (dd, J; = 8,2 Hz, J> = 2,9 Hz, 2H,
CH>CHoNCO»), 3,74 (s, 2H, CCHoN), 3,85 (s, 3H, CH30), 4,57 — 4,65 (m, 2H,
CH>CHLONCQO»), 6,88 (dd, Jr = 8,7 Hz, J: = 2,4 Hz, 1H, ArH), 6,93 (d, /=2,4 Hz, 1H,

Arfl), 7,16 — 7,21 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 7,77 (s, 1H, CONH).

6.1.11, 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9 H)-il)-N-(piperidin-4-il-metil)
acetamida (a24)

N
@(Q P ve"
N o)
H

El compuesto @22 (250 mg, 0,58 mmol) se disolvié en DCM (3 mL) a temperatura
ambiente y con agitacién constante. Posteriormente, se agregé acido trifluoroacético (3
mL) sobre la solucién y la mezcla resultante se agitdé vigorosamente a temperatura

ambiente durante 2 horas. Luego de completada la reaccion, el DCM se evaporod en un
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rotavapor a temperatura ambiente a presion reducida. El crudo obtenido se disolvid en

1a disolucion una solucion acuosa de NaOH al 20% con agitacién constante hasta obtener
una mezcla con un pH igual 12. La solucién obtenida se diluy6 con una solucién acuosa
saturada de NaHCOs3 (20 mL) y 1a fase orgénica se extrajo con DCM (3 x 20 mL). La fase
organica se colecto, se combind y se sec6é con NaxSQ4 anhidro y el filtrado se concentrd
en un rotavapor a presion reducida, El liquido obtenido se us6 inmediatamente en la

signiente etapa de reaccion, sin purificacion previa.

6.1.12. 2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-piridoe]3,4-b]indol-2(9 H)-il)-N-(piperidin-
4-il-metil) acetamida (a25)

l
o N

H az2s

El compuesto a25 se sintetizo a partir de una solucion del compuesto 423 (177 mg,
0,37 mmol) en 2 mL de DCM, agregando 2 mL de acido trifluoroacético sobre la solucion
de acuerdo al procedimiento 6.1.11. El crudo del producto obtenido se usé

DCM (10 mL) y 1a mezcla resultante se enfrid en un bafio de agua-hielo. Se agreg sobre
inmediatamente en la siguiente etapa de reaccién, sin purificacién previa. ‘
\
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6.1.13. 2,3,4,5-tetrahidro-1H-pirido[4,3-b]indol (a27)!%

NH
-
N

H a27

Una mezcla de clorhidrato de fenilhidrazina (226, 723 mg, 5,0 mmol) y de
clorhidraio de piperidina monohidrato (783 mg, 5,1 mmol) en EtOH (100 mL) fue
calentada a reflujo por 2 horas con agitacion constante. Posteriormente la solucién se
enfrio a temperatura ambiente y el solvente se evapord parcialmente en un rotavapor la
formacién de un sélido de color blanco. Se colectd el s6lido por filtracion y se sec en una
estufa (a27, 585 mg, 68% rendimiento) p.f. 274-275°C. RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds)
8 2,66 (t,J = 5,6 Hz, 2H, CH,CH2N), 3,01 (t, .J = 5,6 Hz, 2H, CH2CH;N), 3,85 (s, 2H,

CCH;N), 6,94 — 7,01 (m, 21, Arl), 7,32 — 7,23 (m, 2H, ArH), 10,71 (s, 1H, NH indol).

6.1.14, 8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1 H-pirido[4,3-b]indol (a29)'%

N
H a29

El compuesto a29 se sintetizo mediante el procedimiento 6.1.13 usando como
reactantes el clorhidrato de 4-metoxifenilhidrazina (428, 2,0 g, 11,4 mmol) y el clorhidrato

de piperidina monohidrato (1,7 g, 11,4 mmol) en EtOH (100 mL}). (1,38 g, sélido gris,

60% rendimiento) 261-263°C. RMN-'H (400 MHz, DMSO-d6) § 3,01 (t, J = 6,0 Hz, 2H,




CH,CHaN), 3,44 (t,J = 6,0 Hz, 2H, CHCILN), 3,75 (s, 3H, CH;0), 4,25 (5, 2H, CCH,N),
6,72 (dd, J; = 8,8 Hz, J>=2,4 Hz, 1H, ArH), 6,99 (d, J = 2,4 Hz, 1H, ArH), 7,21 — 7,25

(d, J= 8,8 Hz, 1H, ArH), 11,01 (s, 1H, NH indol).

6.1.15. N~((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-
2(9H)-il) acetamida (MF1047) (a30)

SN
o IOy

a30
{(MF1047)

Sobre una solucidn de a4 (123,2 mg, 0,535 mmol) en DMF (3 mL) se agregé el
compuesto @18 (109,3 mg, 0,535 mmol) y EtsN (216 mg, 2,12 mmol). La mezcla se enftié
a -5°C y se agregé HOBT (72 mg, 0,535 mmol) y EDCLHCI (102 mg, 0,53 mmol). La
mezcla fue calentada a temperatura ambiente y se agit6é por 24 horas. Posteriormente se
evapor$ completamente el solvente de la reaccién en un rotavapor a presion reducida. El
crudo obtenido se diluyé con una solucidn acuosa saturada de NaHCO; v la mezcla se
extrajo con DCM (3 x 20 mL). La fase orgénica se colect6 y luego se sec6 con MgSO4
anhidro. La sal se filtré y el filtrado obtenido se concenird en un rotavapor a presion
reducida. El crudo se purificé en una columna cromatogréfica con silica gel usando como
fase movil DCM/MeOH (8,5:1,5) obteniéndose como producto un sélido (MF1047 (a30),
142 mg, solido amarillo, 64% rendimiento), RMN-H (400 MHz, CDClL) 6 1,25 — 1,33

(m, 2H, CHCH2CH:N), 1,48 — 1,55 (m, 1H, CH), 1,62 — 1,67 (m, 2H, CHCH2CH:N), 1,95
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(t, J = 11,1 Hz, 2H, CHCH,CH>N), 2,85 (m, 4H, CCH2CHoN), 2,92 (t, J = 5,6 Hz, 21,
CHCH2CHzN), 3,19 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CONHCH,CH), 3,26 (s, 2H, NCH>CONH), 3,50
(s, 2H, ArCI), 3,78 (s, 2H, CHy), 7,06 — 7,59 (m, 9H, Arll), 7,88 (s, 1H, CONH). RMN-
13C (101 MHz, CDCl3) § 170,48, 138,26, 136,03, 131,17, 129,25, 128,20, 127,02, 121,69,
119,56, 117,99, 110,89, 107,99, 63,36, 60,91, 53,30, 51,70, 50,82, 44,43, 36,14, 29,93,
21,63 ppm.

6.1.16. N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2-(3,4-dihidro-1H-piride[3,4-b}indol-2(9H)-
il) acetamida (MF1042) (a31)

Sroptl

{MF1022)

El compuesto MF1042 se obtuvo mediante el procedimiento de la reaccién 6.1.15
utilizando como reactivos de partida el compuesto a4 (90 mg, 0,39 mmol) disuelto en
DMF (3 mlL), N-bencil-4-aminopiperidina (74 mg, 0,39 mmol), HOBT (52,7 mg, 0,39
mmol), EDCIL.HCI (74,8 mg, 0,39 mmol) y EtsN (158 mg, 1,56 mmol) obteniéndose como
producto un s6lido. (MF1042 (a31), 112 mg, sélido rojo, 71% rendimiento) p.f. 87-89°C.
RMN-'H (400 MHz, CDCl3) § 1,44 — 1,55 (m, 2H, CHCH>CH>N), 1,69 — 1,73 (m, 1H,
CH), 1,90 (m, 2H, CHCH,CH:N), 2,16 (m, 2H, CHCH;@;N), 2,74 — 2,85 (m, 4H,
CCHCH:N), 2,90 (dd, J; = 8,5 Hz, J» = 2,9 Hz, 2H, CHCH:CHN), 3,24 (s, 2H,
NCH»CO), 3,48 (s, 2H, ArCHy), 3,77 (s, 2H, CH»), 7,09 - 7,52 (m, 9H, ArH), 7,81 (s, 1H,

NH CONH). RMN-C (101 MHz, CDCls) & 169,66, 138,20, 136,01, 131,09, 129,13,
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128,25, 127,10, 121,71, 119,60, 118,01, 110,85, 108,13, 63,00, 60,78, 52,10, 51,49, 50,69,
45,86, 32,13, 21,55 ppm.

6.1.17. N-((1-propilpiperidin-4-il)metil)-2-(3,4-dihidro-1 H-piride[3,4-
blindol-2(9H)-il)acetamida (MF1064) (a32)

Cr YO

H a32
(MF1064)

El compuesto a2 (335 mg, 1,9 mmol) se disolvié en DMF (2 mL) y se agregd
Cs2C03 (1,264 g, 3,88 mmol) a temperatura ambiente con agitacion constante. Luego el
compuesto al4 (453 mg, 1,9 mmol) se agregd v la mezcla fue calentada a 80°C con
agitacidn constante por 2 horas. La solucién resultante se concentrd en un rotavapor a
presién reducida y el crudo obtenido se disolvié en DCM (10 mL); se lavé la fase orgénica
con agua destilada (3 x 20 mL) y luego se secd con MgSQy4 anhidro, se filtré la sal y el
filtrado se concentrd en un rotavapor a presion reducida. El crudo se purificé en una
columna cromatografica con silica gel usando como fase mévil DCM, MeOH y NH4OH
(8,5:1,5:0,1) obteniéndose como producto un sdélido (MF1064 (a32), 85 mg, solido
amarillo, 12% rendimiento), p.f. 91-92°C. RMN-'H (400 MHz, CDCl3) & 0,94 (t,J = 7,4
Hz, 3H, CH.CH3), 1,19 — 1,27 (m, 1H, CH), 1,55 — 1,66 (m, 2H, CH>CHz), 1,67 — 1,74
(m, 4H, CHCH>CIHoN), 2,24 (t,J = 11,2 Hz, 2H, CHCH>CH)N), 2,57 (t,J = 10,0 Hz, 2H,
CHCH>CH;N), 2,85 (d, J = 5,6 Hz, 2H, CCH.CH:N), 2,96 (d, J = 5,6 Hz, 2H,

CCH,CH,N), 324 (t J = 8,6 Hz, 2H, CH,CHoCHs), 3,27 (doblete ancho, 2H,
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CONHCH>CH), 3,29 (doblete ancho, 2IT, NCH,CONH), 3,85 (s, 2H, CCH:N), 7,49 —

7,02 (m, 4H, A1), 9,02 (s, 1H, CONH).

6.1.18. 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il) acetato de (1-bencilpiperidin-
4-il) metilo (MF1050) (a33)

@,:Q'Qf%@\@

H a33
(MF1050)

El compuesto MF050 se obtuvo empleando el procedimiento 6.1.17 usando como
reactantes el compuesto a2 (95 mg, 0,55 mmol) y el compuesto a2 (155 mg, 0,55 mmol)
disueltos en DMF (5 mL) y usando como base CszCO3 (197 mg, 0,61 mmol) obteniéndose
como producto un sélido de color amartllo (@33, 104 mg, 0,25 mmol, 45% rendimiento)
p.f. 82-84°C. RMN-H (400 MHz, CDCl3) 1,27 — 1,42 (m, 2H, CHCH,CH>N), 1,66 (m,

1H, CH), 1,67 — 1,71 (m, 2H, CHCH,CH:2N), 1,95 (dd, J; = 11,8 Hz, J2 = 2,1 Hz, 2H,

CHCH,CH;N), 2,83 (t, J = 5,7 Hz, 2H, CCH>CH>N), 2,90 (t, J = 11,8 Hz, 2H,
CHCH>CIDN), 3,02 (t, J = 5,7 Hz, 2H, CCH2CH2N), 3,49 (s, 4H, NCH2CO, ArCHz), 3,88
(s, 2H, CCH2N), 4,02 (d, J = 6,1 Hz, 2H, CONHCH,CH), 7,06 — 7,49 (m, 9H, ArH), 7,79
| (s, 1H, NH indol). RMN-*C (101 MHz, CDCl3) & 170,81, 138,38, 136,02, 131,18, 129,20,
‘ 128,20, 127,23, 127,00, 121,43, 119,38, 117,98, 110,70, 108,12, 69,08, 63,41, 57,94,

53,19, 50,72, 49,67, 35,31, 28,93, 20,92.
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6.1.19. 2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indel-2(9H)-il)acetato de (1-
bencilpiperidin-4-il} metilo (M¥1046) (a34)

|
o} N
R O N
O;g\' fg” \’C b
a34
{MF1046)

El compuesto MF1046 se sintetizé empleando el procedimiento 6.1.17 usando
como reactantes el compuesto a6 (250 mg, 1,23 mmol) y el compuesto #21 (346 mg, 1,23
mmol) disueltos en DMF (4 mL) y usando como base Cs2CO3 (802 mg, 2,46 mmol)
obteniéndose como producto final un sélido de color amarillo (a34, 434 mg, 78%
rendimiento) p.f. 78-80°C. RMN-'H (400 MHz, CDCl) & 1,28 — 1,41 (m, 2H,
CHCH,CH;N), 1,65 — 1,68 (m, 1H, CH), 1,67 — 1,72 (m, 2H, CHCH,CH:N), 1,91 2,00
(m, 2H, CHCH>CH,N), 2,80 (t, J = 5,7 Hz, 2H, CCH.CH:N), 2,90 (t, J = 11,5 Hz, 2H,
CHCH2CH;N), 3,02 (t, J = 5,7 Hz, 2H, CCH2CH2N), 3,49 (s, 2H, ArCHb»), 3,50 (s, 2H,
NCH>CONH), 3,85 (s, 5H, CH30, CCH:2N), 4,02 (d, J = 6,1 Hz, 2H, CONHCH2CH), 6,81
— 7,34 (m, 8H, ArH), 7,72 (s, 1H, NH indol). RMN-3C (101 MHz, CDCl3) § 170,81,
154,00, 138,29, 132,12, 131,09, 129,23, 128,21, 127,65, 127,02, 111,35, 111,04, 107,93,

100,36, 69,05, 63,39, 57,93, 55,92, 53,17, 50,75, 49,77, 35,29, 28,89, 20,96.
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6.1.20. N-((1-bencilpiperidin-4-ilymetil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido|3,4-
blindeol-2(9H)-il)acetamida (MF1673) (a35)

|

o} N

T Oy

H o ass
(MF1073)

El compuesto @25 (533 mg, 1,2 mmol) se disolvié en AcCN (20 mL) y se agrego
K>COs (1,65 g, 12 mmol) sobre la solucién. Se agregd una solucion de cloruro de bencilo
(173 mg, 1,4 mmol) en AcCN (10 mL) sobre la mezcla a temperatura ambiente y con
agitacion constante. La mezcla resultante fue calentada a 80°C por 6 horas y la solucién
obtenida se concentrd en un rotavapor a presion reducida. El crudo se disolvid con agua
destilada (40 mL) y la disolucién se lavé con DCM (3 x 20 mL). La fase orgénica se
colecté y posteriormente se secd con NaxSOs anhidro; se filtrd la sal y el filtrado se
concentrd en un rotavapor a presion reducida. El solido resultante se purifico en una
columna cromatogréfica con silica gel y utilizando como fase eluyente DCM y MeOH
(9:1) obteniéndose como producto un sélido de color amarillo (MF1073 (a35), 312 mg,
58% rendimiento) p.f. 95-97°C. RMN-'H (400 MHz, CDCIz) 6 1,21 — 1,28 (m, 2H,
CHCH>CH:2N), 1,39 — 1,51 (m, 1H, CH), 1,52 — 1,61 (m, 2H, CHCH,CH;N), 1,88 {t,J =
11,0 Hz, 2H, CHCH>CH:N), 2,74 (t, J = 5,2 Hz, 2H, CHCH:CH3N), 2,83 (m, 4H,

CCH2CH,N), 3,12 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CONHCH,CH), 3,18 (s, 2H, NCH,CONH), 3,42

(s, 2H, ArCHy), 3,66 (s, 2H, CCH2N), 3,79 (s, 3H, CH30), 6,75 (dd, J: = 8,7 Hz, 2= 1,9
Hz, 1H, ArH), 6,87 (d, J = 1,9 Hz, 1H, ArH), 7,13 (4, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 7,15 -7,21

(m, 2H, ArH), 7,24 — 7,25 (m, 211, ArH), 7,33 (m , 11, ArlI), 7,87 (s, IH, NH indol).
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RMN-1*C (101 MHz, CDCl3) § 169,39, 153,13, 137,29, 131,03, 130,06, 128,17, 127,15,
126,34, 125,96, 110,43, 106,82, 99,34, 62,30, 59,86, 54,93, 52,27, 50,67, 49,87, 43,40,
35,11, 28,92, 20,62.

6.1.21. N-((1-(3-bromobencil)piperidin-4-ilymetil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido[3,4-b]indol-2(9H)-iacetamida (MF1081) (a36)

|

) N

\@EQ )}N&_CN

N 0

H a3 4@'&"
(MF1081)

El compuesto MF1081 se obtuvo empleando el procedimiento 6.1.20 usando
como reactivos de partida el compuesto 425 (208 mg, 0,48 mmol), bromuro de 3-
bromobencilo (120 mg, 0,48 mmol) y K2CO3; (337 mg, 2,4 mmol) en AcCN (5 mL)
obteniéndose como producto un sélido de color amarillo (MF1081 (a36), 177 mg, 70%
rendimiento) p.f. 94-96°C. RMN-'H (400 MHz, CDCl3) 8 1,27 — 1,33 (m, 2H,
CHCH,CH>N), 1,48 — 1,55 (m, 1H, CH), 1,61 — 1,67 (m, 2H, CHCH,CH:N), 1,94 (t, J =

11,0 Hz, 2H, CHCH,CH,N), 2,80 — 2,86 (m, 4H, CCILCILN), 2,91 (t, J = 5,6 Hz, 21,

CHCH.CHLN), 3,19 (t, J = 6,3 Hz, 21, CONHCILCH), 3,25 (s, 2H, NCILCONH), 3,44
(s, 2H, ArCHs), 3,74 (s, 2H, CCH2N), 3,85 (s, 3H, CH30), 6,81 (dd, J; = 8,7 Hz, J, = 2,1
Hz, 1H, AtH), 6,94 (s, 1H, ArH), 7,15 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 7,18 (d, J = 2,1 Hz, 1H,
ArH), 7,21 (s, 1H, ArH), 7,34 — 7,41 (m, 1H, AtH), 7,47 (s, 1H, ArH), 7,84 (s, 1H, NH
indol). RMN-3C (101 MHz, CDCl3) & 169,40, 153,16, 130,87, 129,03, 128,72, 126,58,
121,37, 110,45, 106,90, 99,37, 61,58, 59,86, 54,93, 52,27, 49,88, 43,38, 35,05, 28,93,

20,63,
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6.1.22, N-((1-(3-fluorobencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetamida (MF1082) (a37)

|
o N
N NH
Ty Oe
H a37
(MF1082)

El compuesto MF1082 se sintetizo empleando el procedimiento 6.1.20 usando
como reactivos de partida el compuesto 225 (200 mg, 0,47 mmol), bromuro de 3-
fluorobencilo (88 mg, 0,47 mmol) y K2COs (337 mg, 2,4 mmol) en AcCN (5 mL)
obteniéndose como producto un sélido de color amarillo (180 mg, 80% rendimiento) p.f.
97-98°C. RMN-'H (400 MHz, CDCl) § 1,27 — 1,35 (m, 2H, CHCH,CH,N), 1,45 — 1,56
(m, 1H, CH), 1,60~ 1,68 (m, 2H, CHCH>CH>N), 1,95 (t,J/ = 11,1 Hz, 2H, CHCH>CH:N),
2,83 (m, 4H, CCH,CIHDLN), 2,91 (t, J = 5,5 Hz, 2H, CHCH>CH,N), 3,19 (t, J = 6,3 Hz,
2H, CONHCH,CH), 3,25 (s, 2H, NCH>CONH), 3,46 (s, 2H, ArCH>), 3,73 (s, 2H,
CCIN), 3,85 (s, 3H, CH30), 6,79 — 6,83 (m, 1H, ArH), 6,94 (s, LI, ArH), 7,06 (m, 2H,
ArH), 7,17 — 7,25 (m, 2H, ArH), 7,40 (m, 1H, ArH), 7,90 (s, 1H, NH indol). RMN-13C
(101 MHz, CDCls) 6 169,42, 153,15, 131,00, 130,06, 128,53, 123,45, 114,75, 114,54,
112,88, 112,62, 110,44, 106,85, 99,34, 61,65, 59,86, 54,92, 52,28, 50,67, 49,88, 43,37,

35,05, 28,93, 20,63.
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6.1.23. N-({1-(4-metoxibencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-
1 H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetamida (MF1083) (a38)

I
N b

aig

MF108
(MF1083) o

El compuesto MF1083 se sintetizé empleando el procedimiento 6.1.20 usando
como reactivos de partida el compuesto a25 (266 mg, 0,62 mmol), cloruro de 4-
metoxibencilo (106 mg, 0,62 mmol) y K2CO3 (428 mg, 3,1 mmol) en AcCN (8 mlL)
obteniéndose como producto un sélido de color amarillo (205 mg, 69% rendimiento) p.f.
91-92°C, RMN-H (400 MHz, CDCl3) § 1,21 — 1,24 (m, 2H, CHCH>CH:N), 1,56 — 1,64
(m, 1H, CH), 1,64 - 1,71 (m, 2H, CHCH,CH:N), 1,74 (m, 2H, CHCH,CEHLN), 2,79 (t, J
= 5,2 Hz, 2H, CHCH2CH>N), 2,90 (m, 4H, CHb), 3,20 (t, J = 6,2 Hz, 2H, CONHCH,CH),
3,23 (s, 2H, NCH2CONH), 3,69 (s, 2H, ArCH>»)}, 3,78 (s, 3H, CHz0O-bencilo), 3,81 (s, 2H,
CCH2N), 3,82 (s, 3H, CH30-indol), 6,77 (dd, J; = 8,6 Hz, J; = 2,3 Hz, 1H, ArH), 6,84 (d,
J = 8,6 Hz, 1H, ArH), 6,90 (s, 1H, ArH), 7,15 (d, J = 8,6 Hz, 1H, ArH), 7,31 (d, J = 8,6
Hz, 2H, ArH), 7,43 (m, 1H, ArH), 8,13 (s, 1H, NH indol). RMN-'3C (101 MHz, CDCl3)
5 169,62, 159,94, 152,83, 130,92, 130,92, 129,96, 127,91, 127,30, 126,03, 112,71, 110,63,

110,37, 106,69, 99,29, 59,88, 54,93, 54,33, 50,82, 49,96, 42,84, 35,63, 29,12, 20,87.
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6.1.24, Sintesis de acido 3-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-
2(9H)-il) propaneico (a40)

) N 0
N OH
H

6.1.24.1. 3-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)propionato de
metile (a39)

O
O N
ﬁ 0CH3

El compuesto a6 (400 mg, 1,97 mmol) se disolvié en una mezcla de DCM y MeOH
(8 mL. y 1 mL, respectivamente) a temperatura ambiente y con agitacion constante.
Posteriormente la solucion se enfrio a 0°C. Por otro lado, el acrilato de metilo (170 mg,
1,97 mmol) se disolvié en DCM (5 mL) y se enfrié a 0°C. La solucién del compuesto a6
se agreg0, gota a gota, sobre la solucion de acrilato de metilo. Terminada la adicién, la
mezcla fue calentada a temperatura ambiente y se agité por 2 horas. Luego el solvente se
evaporé en un rotavapor a presion reducida obteniéndose un liquido de color amarillo
como producto (239, 539 mg, 1,87 mmol, 95% rendimiento). RMN-'H (400 Mz,
DMSO-ds) 6 2,54 (t, J = 12,0 Hz, 2H, CH,CH2CO), 2,75 (dd, J; = 11,2 Hz, .J; = 3,1 Hz,

4H, CCH;CH;N), 3,55 (s, 3H, CO2CH3), 3,74 (s, 3H, CH30-indol), 3,81 (t, J = 12,0 Hz,

2H, CHCH>CQ), 4,46 (s, 211, CCH2N), 6,70 (d, J = 8,4 Hz, 1H, ArH), 6,91 (s, 1H, ArH),

7,20 (d, J = 8,4Hz, 1H, ArH), 10,78 (s, 1H, NH indol).
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6.1.26.1. Acido 3-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-bJindol-2(9H)-il)
propanoico (ad()

) N 9
P N
H OH

a40
(MF1070)

El compuesto a39 (250 mg, 0,86 mmol) se disolvié en una mezcla de THF (8 mL),
MeOH (4 mL) y agua destilada (4 mL} a temperatura ambiente con agitacion constante.
Posteriormente se agregé LiOH hidrato (188 mg, 4,33mol) y se calenté la mezcla a reflujo
por 3 horas. La solucién resultante se enfrid a temperatura ambiente y se evapord el
solvente en un rotavapor a presion reducida. La suspension obtenida se acidificé con HCI
3N hasta obtener una mezcla con un pH igual 3. Se agregaron 5 mL de éter etflico sobre
la suspensién y la mezcla se agité vigorosamente. El s6lido formado se filtrd y se lavé con
5 mL de agua destilada obteniéndose un sélido de color banco como producto (@48, 236
mg, 99% rendimiento). p.f. 187-189°C. RMN-'H {400 MHz, DMSO-dp) § 2,92 — 3,04 (m,

4H, CCHCH:N), 3,46 — 3,55 (m, 41, CILILCOLID), 3,76 (s, 3H, CH30), 4,45 (s, 2H,

CCH:N), 6,75 (dd, J; = 8,8 Hz, J> = 2.4 Hz, 1H, ArH), 6,97 (d, J = 2,4 Hz, 1H, ArH), 7,26
(d, J = 8,8 Hz, 1H, ArH), 10,97 (s, 1H, NH indol). RMN-!*C (101 MHz, DMSO-ds) &
172,06, 153,84, 131,77, 127,17, 126,51, 112,54, 105,47, 100,49, 55,81, 51,09, 50,26,

48,76, 29,34, 18,71.
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6.1.25. Sintesis de 2-((1-(ciclohexilmetil)piperidin-4-il)metil) isoindolin-1,3-diona
(MF1056) (a43)

o

asqeSe

6.1.25.1. 2-((piperidin-4-il)metil)isoindolin-1,3-diona (a42)'*”
0]

ad2

En una reaccion libre de solvente los reactivos 4-(metilamino)piperidina (3,9 g,
26,3 mmol) y anhidrido ftalico (a4, 3,0 g, 26,3 mmol) fueron calentados y fundidos a
170°C y se permitié que reaccionaran por 1 hora. La pasta anaranjada resultante se enfrié
y se agregaron 100 mL de una solucion alcohdlica de HCl 1M en EtOH y se calentd a
reflujo hasta que el s6lido se disolvié completamente. Posteriormente la mezcla se enfti6
a temperatura ambiente y el s6lido obtenido se colecto por filtracion y se recristalizo desde
una mezcla metanol/2-butanona (1:1) obteniéndose como producto un sélido de color
blanco (a42, 3,2 g, 50% rendimiento) p.f. 234-237°C, RMN-'H (400 MHz, DMSQ-ds) &
1,40 (m, 2H, CHCHCHy), 1,77 (m, 2H, CH,CHCH>»), 1,96 (m, 1H, CH), 2,78 (t,.JJ = 11,9

Hz, 4H, CELNHCH,), 3,48 (d, J = 6,8 Hz, 2H, NCH,CH), 7,87 (m, 4H, ArH).
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6.1.252.  2-((1-(ciclohexilmetil)piperidin-4-il)metil)isoindolin-1,3-diona
(MF1056) (a43)

O
ataeve
N
(0]
a43
(MF1056)

El compuesto a42 (500 mg, 2,04 mmol) y el (bromometil)ciclohexano (362 mg,
2,04 mmol) se disolvieron en MeOH (100 mL) y se adicioné K>CO3 (509 mg, 3,68 mmol)
con agitacién constante. La mezcla fue calentada a reflujo por 2 horas y luego se enfrié
temperatura ambiente; el solvente de la reaccién se evapord en un rotavapor a presion
reducida y el crudo se disolvié en DCM (10 mL) y se lavd con agua destilada (20 mL). La
fase organica se colectd y se secd con MgSO4 anhidro, se filtrd la sal y el filtrado se
concentrd en un rotavapor a presion reducida obteniéndose como producto un solido de
color blanco (MF1056, a43, 408 mg, 59% rendimiento) p.f. 169-171°C. RMN-H (400
MHz, CDCl3) & 0,76 — 0,91 (m, 2H, CH:CHCHz-piperidina), 1,10 — 1,30 (m, 3H,
CHCH,CH:N(piperidina), CH-piperidina), 1,28 — 1,51 (m, 3H, CHCH:CH:N, CH-
ciclohexil), 1,56 — 1,86 (m, 10H, ciclohexil), 2,07 (d, J = 7,1 Hz, 2H, CH»), 2,83 (d, J =
11,6 Hz, 2H, piperidin-NCH,CH,), 3,59 (d, J = 11,6 Hz, 2H, indolin-NCH,CH), 7,74 —
7.81 (m, 4H, ArH). RMN-3C (101 MHz, CDCl3) & 168,65, 133,90, 132,06, 123,21, 65,91,

53,80, 43,43, 35,62, 35,28, 32,01, 30,02, 26,82, 26,18.
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6.1.26. N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(3,4-dihidro-1H-pirido[4,3-b]indol-
2(SH)-il)acetamida (MF1053) (ad4)

O aus
H (MF1053)

El compuesto MF1053 se sintetizdé empleando el procedimiento 6.1.19 usando
como reactantes el compuesto @27 (146 mg, 0,52 mmol) y el compuesto al7 (89,5 mg,
0,52 mmol) disueltos en DMF (3 mL) usando como base Cs2CO3 (203,3 mg, 0,62 mmol)
obteniéndose como producto un sélido de color amarillo (MF1053 (a44) 100 mg, 46%
rendimiento) p.f. 86-88°C RMN-'H (400 MHz, CDCl) & 1,22 — 1,35 (m, 2H,
CHCH,CH:N), 1,45 — 1,58 ({m, 1H, CH), 1,63 (m, 2H, CHCH,CH:N), 1,93 (t, J = 10,5
Hz, 2H, CHCH>CHoN), 2,87 (m, 4H, CCH,CH>N, CHCH>CH,N), 2,93 (t, J = 10,5 Hz,
2H, CCH,CH>N), 3,18 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CONHCH>CH), 3,28 (s, 2H, NCH2CONH),
3,47 (s, 2H, ArCHy), 3,80 (s, 2H, CCHaN), 7,06 — 7,17 (m, 2H, ArH), 7,22 — 7,29 (m, 5H,
ArH), 7,35 — 7,46 (m, 2H, ArH), 7,99 (s, 1H, NH indol). RMN-'3C (101 MHz, CDCl3) &
170,63, 138,45, 135,95, 131,48, 129,19, 128,17, 126,95, 125,79, 121,59, 119,64, 117,54,

110,73, 108,41, 63,36, 61,15, 53,31, 51,04, 50,24, 44,50, 36,15, 30,03, 23,97.
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6.1.27. N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(8-metoxi-3,4-dihidro-1 H-pirido[4,3-
blindel-2(SH)-il)acetamida (MF1062) (a45)

0 a45
(MF1062)

o
OO
Oy
+

El compuesto MF1062 se sintetizé empleando el procedimiento 6.1.19 usando
como reactantes el compuesto a29 (127 mg, 0,45 mmol) y el compuesto a7 (77,8 mg,
0,45 mmol) disueltos en DMF (3 mL) usando como base Cs;CO3 (162 mg, 0,5 mmol). El
crudo obtenido se purificd en una columna cromatografica con silica gel (fase mévil:
DCM:MeOH / 8:2) obteniéndose como producto un solido de color amarillo (MF1062
(a45), 85 mg, 42% rendimiento) p.f. 81-82°C, RMN-'H (400 MHz, CDCl3) § 1,25 1,34
(m, 2H, CHCH>CH:N), 1,45 —1,58 (m, 1H, CH), 1,63 — 1,67 {m, 2H, CHCH,CH>N), 1,93
(dd, J; = 11,6 Hz, J> = 2,2 Hz, 2H, CHCH2CH2N), 2,84 — 2,90 (m, 4H, CCH:CH2N,
CHCH,CHoN), 2,93 (t, J = 5,5 Hz, 2H, CCH:CIHLN), 3,18 (t, J = 6,5 Hz, 2H,
CONHCH.CH), 3,28 (s, 2H, NCH,CONH), 3,47 (s, 2H, ArCH>), 3,77 (s, 2H, CCH,N),
3,83 (s, 3H, CH30), 6,77 — 6,84 (m, 2H, ArH), 7,17 — 7,25 (m, 2H, ArH), 7,27 - 7,32 (m,
3H, ArH), 7,41 (m, 1H, ArH), 7,80 (s, 1H, NH indol). RMN-3C (101 MHz, CDCl3) &
170,58, 154,15, 138,48, 132,32, 130,97, 129,16, 128,16, 126,94, 126,18, 111,39, 111,27,

108,32, 99,88, 63,36, 61,20, 55,91, 53,32, 51,05, 50,29, 44,50, 36,15, 30,05, 24,10.
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6.1.28. 2-(8-metoxi-3,4-dihidro-1 H-pirido[4,3-b]indol-2(SH)-il)acetato de (1-
bencilpiperidin-4-il)metilo (MF1061) (a46)

/

QoretC

a46
H {MF1061)

El compuesto MF1061 se sintetizo empleando el procedimiento 6.1.19 usando
como reactantes el compuesto 229 (205 mg, 0,73 mmol) y el compuesto al7 (147 mg,
0,73 mmol) disueltos en DMF (3 mL) usando como base Cs2CO3 (260 mg, 0,8 mmol). El
crudo obtenido se purifico en una columna cromatografica con silica gel (fase movil:
DCM:MeOH/ 8:2) obteniéndose como producto un sélido de color amarillo (M¥1061
(a46), 134 mg, 41% rendimiento), p.f. 80-81°C. RMN-'H (400 MHz, CDCls) § 1,28 —
1,41 (m, 2H, CHCH,CH:N), 1,60 — 1,65 (m, 1H, CH), 1,67 — 1,72 (m, 2H, CHCH,CH:N),
1,96 (dd, J; = 11,8 Hz, .J; = 2,0 Hz, 2H, CHCH,CHoN), 2,88 (m, 4H, CCH2CH>N,
CHCH:CH:zN), 3,03 (t, J = 5,7 Hz, 2H, CCH2CHoN), 3.49 (s, 2H, NCH>CO»), 3,53 s,
2H, ArCH>), 3,83 (s, 3H, CHs0), 3,86 (s, 2H, CCH2N), 4,03 (d, J = 6,1 Hz, 2H,
CO2CH>CH), 6,77 (dd, J; = 8,7 Hz, J2=2,5 Hz, 1H, ArH), 6,83 (d, J = 2,5 Hz, 1H, ArH),
7,17 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 7,22 — 7,26 (m, 1H, ArH), 7,28 - 7,33 (m, 4H, ArH), 7,69
(s, 1H, NH indol). RMN-'*C (101 MHz, CDCl3) § 170,91, 153,96, 138,46, 132,52, 131,02,

129,17, 128,19, 126,97, 126,52, 111,20, 110,87, 108,26, 100,01, 69,08, 63,42, 58,47,

55,88, 53,21, 50,16, 49,23, 35,33, 28,98, 23,67.




6.1.29, Sintesis de 3-(3-(piridin-3-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il) benzonitrilo (NS9283)

(a51)
N-O
[ 2
5 N>©
N/ CN

6.1.29.1. N’-hidroxinicotinimidamida (a48)
.OH

l\ NH

El clorhidrato de hidroxilamina (5,0 g 72,1 mmol) se disolvié en agua destilada
(55 mL) y luego se agregé NaHCOs (8,8 g 105,7 mmol) a la mezcla con agitacién
constante. La solucion resultante se agitd por 15 minutos en un rango de temperatura entre
25°C y 30°C. Posteriormente se agregd 3-cianopiridina (a47, 5,0 g, 48 mmol) y la mezcla
de reaccion se calenté a 85°C por 4 horas. Luego, la mezcla se enfrio a temperatura
ambiente y se agregaron 50 mL de una solucién acuosa saturada de NaCl y se extrajeron
los compuestos orgdnicos empleando AcOEt (4 x 50 mL). La fase orgénica se colectd y
se secd con Na;S04 anhidro. La sal se filiro y el filtrado se concentrd en un rotavapor a
presion reducida obteniéndose un sélido blanco como producto (a48, 6,0 g, 43 mmol, 91%
rendimiento). p.f. 81-82°C. RMN-'H (400 MHz, D;0) § 7,53 (dd, J; = 7,9 Hz, J> = 4,9
Hz, 1H, ArH), 8,05 (d,J = 7,9 Hz, 1H, ArH), 8,61 (d, J = 4,9 Hz, 1H, ArH), 8,73 (s, 1H,

ArIT).
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6.1.29.2. Cloruro de 3-cianobenzoilo (a50)

Ci

CN as0

El acido 3-cianobenzoico (a49, 1,5 g, 10,2 mmol) fue puesto en suspensién en
DCM (40 mL) y posteriormente se agregé cloruro de oxalilo (1,5 mL 17,1 mmol) y DMF
(1 mL). La solucidén fue calentada a reflujo por 2 horas. La mezcla resultante se concentrd
en un rotavapor a presion reducida obteniéndose un aceite anaranjado (250) que se utilizo

inmediatamente en el siguiente paso de reaccién.

6.1.29.3. 3-(3-(piridin-3-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)benzonitrilo (NS9283) (a51)

N-O
[
o
- CN
N as1
(NS9283)

El compuesto a50 (662 mg, 4,0 mmol) se disolvié en piridina (20 mL) y se agregd
el compuesto a48 (549 mg, 4,0 mmol) a la solucién. La mezcla de reaccion fue calentada
a reflujo por 4 horas y luego se enfrio a temperatura ambiente. La solucion resultante se
vertio en 500 mL de agua destilada y el sélido formado se filtré y se lavé con agua
destilada fria. El compuesto se seco obteniéndose como producto un sélido de color blanco

(NS9283 (a51), 598 mg, 60,2% rendimiento). p.f. 185-186°C RMN-'H (400 MHz,
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DMSO-d6) & 7,64 — 7,68 (m, 1H, ArH), 7,86 — 7,92 (m, 1H, ArH), 8,20 — 8,24 (m, 1H,
ArH), 8,43 — 8,47 (m, 1H, ArH), 8,48 — 8,52 (m, 1H, ArH), 8,63 (m, 1H, ArH, py), 8.83
(m, 1H, ArH, py), 9,26 (m, 1H, ArH, py). RMN-'*C (101 MHz, CDCl3) 179,45, 171,93,

157,87, 153,12, 142,01, 140,03, 137,66, 136,72, 136,17, 129,62, 127,40, 122,86, 118,08.
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ANEXO II

Moléculas involucradas en esta tesis
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Moléculas evaluadas como inhibidores de acetilcolinesterasa.
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ANEXO HI

RMN-'H N’-Hidroxinicotinimidamida (a48)
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RMN-!H 3-(3-(piridin-3-il)-1,2,4-0xadiazel-5-il) benzonitrilo (NS9283) (a51)
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RMN-13C 3-(3-(piridin-3-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il) benzonitrilo (NS9283) (a51)
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RMN-H 2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol (a2)
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RMN-TH Acido 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il) acético (a4)
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RMN-H 1-bencil-4-(metilamino)piperidina (al10)
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RMN-H 2,3,4,5-tetrahidro-1H-pirido[4,3-b]indol (a27).
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RMN-'H 1-bencilpiperidin-4-carboxilato de etilo (219)
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RMN-'H 1H-indol-3-carboxaldehido
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RMN-H (1H-indol-3-il)metanocamina
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RMN-'H 5-metoxitriptamina

E
¢ F
~ CIH
E .~ \ NHp
B

0 NH

A
B E

Al G
p
J _ A
75 70 65 60 55 =0 45 a0 5 kT 25
L {ppm}

RMN-H 2-(3,4-dihidro-1H-piride[3,4-b]indol-2(9H)-il) acetato de etilo

H G
B F
N
C \ -—>’_o
E N T
c NH o) D
B A

T

:::::

T T T T T T T T T
M0 105 108 95 90 85 39 T35 IG5 68 55
£1 fparm)

|
=

T T T T § 7 ¥ T
59 45 4.4 35 v 25 b2 15 1.0

160




RMN-H 8-cloro-2,3,4,5-tetrahidro-1 H-pirido[4,3-b]indol.
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RMN-1H (8-¢loro-3,4-dihidro-1H-pirido[4,3-b]indo}-2(5H)) carboxilato de etilo.
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RMN-H 8-brome-2,3,4,5-tetrahidro-1H-pirido[4,3-b]indol.
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RMN-'H (8-bromo-3,4-dihidro-1H-pirido[4,3-b]indol-2(5H)) carboxilate de etilo.
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RMN-'H (8-fluor-3,4-dihidro-1H-pirido[4,3-b]indol-2(5H)) carboxilato de etilo.
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RMN-'H (4-(2-(4-nitrofenil)hidrazono)piperidin)-1-carboxilato de etilo.
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T T
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RMN-'H N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indo}-
2(9H)-il) acetamida (MF1047) (a30)
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N o F !
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i 8 H
i r 2
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H N R o J
7 T T T T T T T ¥ T T T T T ¥ T T
[:X] 73 o] £.5 4.0 55 30 45 40 3.5 3.0 5 28 15 1.0
F‘HEE)

RMN-3C N-((1-bencilpiperidin-4-ilymetil)-2-(3,4-dihidro-1 H-pirido[3,4-b]indo}-
2(9H)-il) acetamida (MF1047) (a30)

N lﬂl!‘l

T T T = T ' =T —
70 160 158 40 30 120 11¢ 100

<0 5
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RMN-!H N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2-(3,4-dihidro-1 H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)

acetamida (MF1042) (a31)

E
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F t
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H I K
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] 1
i
T T U T ¥ T - T . . T mmmiome iy e e
8.0 75 7.0 65 &0 5.5 40 13 30 2.5 20 ts e

30 4.5
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RMN-BC N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9 H)-il)

acetamida (MF1042) (a31)
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17¢ 150 150 140 130 120

T T
118 100 9 B8
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RMN-H N-((1-propilpiperidin-4-il)metil)-2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-
2(9H)-iDacetamida (MF1064) (a32)
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RMN-'H 2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)-N-(1-Boc-
piperidin-4-il-metil) acetamida (MF1066) (a23)
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RMN-'H 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-i)acetato de (1-

bencilpiperidin-4-il) metilo (MF1050) (a33)

1 .

T T T T T T
T.0 65 60 55 50 4.5
ft {opmd

T
40
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kN EX]
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25 20

T
15

RMN-'3C 2-(3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetato de (1-

bencilpiperidin-4-il) metilo (MF1050) (a33)
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RMN-'H 2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1 H-pirido[3,4-blindol-2(9 H)-il)acetato de (1-
bencilpiperidin-4-il) metilo (MF1046) (a34)

F b Y L
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L s JULw AR NE & W
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75 24 [ 1 &0 55 3.3 45 40 25 3.8 25 2.0 1.5 10
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RMN-3C 2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetato de (1-
bencilpiperidin-4-il) metilo (MF1046) (a34)
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RMN-'H N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido|[3,4-
blindo}-2(9H)-il)acetamida (MF1073) (a35)
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l K B p o
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F NH S
D R N
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T T g T ¥ * T T T ] ¥ T ¥ T ¥
i T3 0 65 L] 55 50 4.5 49 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1
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RMN-13C N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-
blindol-2(9H)-il)acetamida (MF1073) (a35)

T T T T - T - - T 3 =
80 7 &2 50 A EL 0 10

100 )
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RMN-'H N-((1-(3-bremobencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido]3,4-b]indol-2(9H)-il)acetamida (MF1081) (a36)
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RMN-13C N-((1-(3-bromobencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido}3,4-b]indol-2(9H)-il)acetamida (MF1081) (a36)
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RMN-H N-((1-(3-fluorobencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido[3,4-b]indol-2(9H)-i)acetamida (MF1082) (a37)
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RMN-BC N-((1-(3-fluorobencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido[3,4-blindol-2(9H)-il)acetamida (MF1082) (a37)
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RMN-'H N-((1-(4-metoxibencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il)acetamida (MF1083) (a38).
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r!) :F 5 }, X N M .
H—}—NQ_@ : D H
G - AH 3] K A Nbf&
C
o N

K

N ’UL_.,/NUL

T T T T T T ¥
48 25 a0 2.5 i 15 1.0

T
S0 4.5
11 {pom)

RMN-13C N-((1-(4-metoxibencil)piperidin-4-il)metil)-2-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-
pirido[3,4-b]indol-2(9H)-iD)acetamida (MF1083) (a38).
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RMN-'H 4cido 3-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[3,4-b]indol-2(9H)-il) propanoico

(a40)
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RMN-BC 4cido 3-(6-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido]3,4-b]indol-2(9H)-il) propanoico
(a40)
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RMN-'H 2-((1-(ciclohexilmetil)piperidin-4-il)metil)isoindolin-1,3-diona (MF1056)

(ad3)
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RMN-1C 2-((1-(ciclohexilmetil)piperidin-4-il)metil)isoindolin-1,3-diona (MF1056)
(a43)




RMN-'H N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(3,4-dihidro-1H-pirido[4,3-b]indol-
2(5H)-il)acetamida (MF1053) (244)
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RMN-3C N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2~(3,4-dihidro-1 H-pirido[4,3-b]indol-
2(5H)-il)acetamida (MF1053) (ad4)
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RMN-H N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(8-metoxi-3,4-dihidro-1/-pirido[4,3-
blindol-2(5H)-i)acetamida (MF1062) (ad5)
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RMN-13C N-((1-bencilpiperidin-4-il)metil)-2-(8-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[4,3-
blindol-2(5H)-il)acetamida (MF1062) (a45)
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RMN-'H 2-(8-metoxi-3,4-dihidro-1H-pirido[4,3-b]indol-2(5H)-il)acetato de (1-
bencilpiperidin-4-il)metilo (MF1061) (a46)
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e ; 2 7 = 7 ; 7 ; R e S
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RMN-13C 2-(8-metoxi-3,4-dihidro-1 H-pirido[4,3-b]indol-2(5H)-il)acetato de (1-
bencilpiperidin-4-il)metilo (MF1061) (a46)
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