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GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS USADAS

AChBP: proteina que enlaza acetilcolina
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DMSO-ds: Dimetilsulféoxido deuterado
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h: Horas
Hz: Hertz
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RMN-'H: Resonancia magnética nuclear de hidrégeno
RMN-*3C: Resonancia magnética nuclear de carbono 13
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R_LR: Complejo radioligando-receptor



R: Receptor

RAPG: Receptores acoplados a proteina G
RmACo: receptores muscarinicos de acetilcolina
RnACo: Receptores nicotinicos de acetilcolina
SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico
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[RLR]: Concentracion del complejo radioligando-recepto
[DR]: Concentracion del complejo droga-receptor
[RL]: Concentracion de radioligando

A: Angstrom

°C: Grado centigrado



Resumen

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (RnAGtae distribuidos a traves del sistema
nervioso central (SNC) y el sistema nervioso pedfé(SNP), siendo los mejor estudiados
los de la placa neuromuscular. Ademas de su lazadim en neuronas, los RnACo son
encontrados en células endocrinas y en célulagatasnte no excitables.

En 2004 se reportd que los alcaloides desformittibsomina {) y N*-prenildesformil-
flustrabromina 2) aislados del briozoBlustra foliacea presentaron afinidad por el RnACo
en ensayos de desplazamiento de radioligando. loim@resante de este estudio fue la
selectividad de estos compuestos frente a losprgtéd2 y o7, ya quel fue activo frente

al primer subtipo pero inactivo frente al segunaentras que2 fue inactivo frente al
primer subtipo y activo frente al segundo. En trabanas recientes se demostré due
actia como modulador alostérico positivo frentsuditipoa4p2, y actia como antagonista
frente al subtipan7, mientras que actia como antagonista del subtigdf2 y es un

modulador alostérico positivo del subtipb.

N/CH3
Ll
Br N
\
1 2

En este trabajo se presenta la sintesis de estatoides asi como sus derivados
desbromados, una serie de graminas, triptaminasnptiiptaminas relacionadas con ellos
y sus yodometilatos. Los compuestos sintetizadesofuensayados por la metodologia de
desplazamiento del radioligando (#H]epibatidina para determinar su afinidad por el
RnACo, subtipa4p2.

Los compuestos que presentaron mayor afinidad IpBnACo, subtipoadfi2 fueron los
yodometilatos que en su mayoria exhibieron valaled; submicromolares. Los mas
activos fueron ensayados en células que expresBnACo, subtipon9al0 utilizando la
metodologia de fijacion de voltaje con dos eleasmda que permitié establecer que éstos

actian como antagonistas de este receptor.
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Se realizaron también estudios de modelamientoauiale por medio de “docking” para
establecer el posible sitio de union de los compseactivos en el RnACo, subtipdf?2

de los cuales se puede inferir que el sitio derus@ria similar al reportado en la literatura
para carbamilcolina y nicotina. Simulaciones deadiita molecular del RnACo, subtipo
a9a10 con acetilcolina, nicotina g-conotoxina RgIA arrojaron resultados que permiten
postular la identidad de los residuos aminoacidicgmrtantes en la interaccion de estos
ligandos con el receptor.
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Summary

Nicotinic acetylcholine receptors (NAChR are dmited throughout the central nervous
system (CNS) and the peripheral nervous system \RPM&ile those in the neuromuscular
junction have been studied the most. Besides naualls, these receptors are found in
endocrine cells and in classically nonexcitabléscel

In 2004 it was reported that the alcaloids desfdilostrabromine {) and N-
prenyldesformylflustrabromine?) isolated from bryozoaRlustra foliacea showed affinity
for nAChRs in radioligand binding assays. The niotgresting result of this study was the
selectivity of these compounds for thép2 anda7 subtypes, ag bound to the former
subtype but was inactive at the latter, whiistvas inactive at the first and active at the
second. More recently it was shown thais a positive allosteric modulator of tldf32
subtype and an antagonist of & subtype, whils® is an antagonist of thed2 subtype

and a positive allosteric modulator of W& subtype.

N/CH3
\ &
Br N
\
1 2

The syntheses of these alkaloids and their debaednderivatives are described here, as
well as related gramines, tryptamines and homaryptes and their methiodides. The
synthezised compounds were assayed for H)epibatidine displacement in order to
determine their affinities for the4f2 nAChR.

The compounds that showed the highe$t2 nAChRs affinities were the methiodides,
most of which have; values in the submicromolar range. The most aatm@pounds
were assayed using the two-electrode voltage clenipnique with cells expressing the
09010 nAChR, which established that they are antag®mt this receptor. A molecular
modelling study was also done, using docking taldisth a possible binding site for our

compounds in the nAChR#4B2 subtype, with results suggesting that their bigdsite

Xiii



should be similar to that reported in the literatdor carbamylcholine and nicotine.
Molecular dynamics simulations of t®al0 NnAChRs with acetylcholine, nicotine aad
conotoxin RgIA vyielded results allowing us to pdata the identity of the important

aminoacid residues for interaction of these ligandk the receptor.
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1. Introduccién

Existen dos tipos de canales ionicos presentea erembrana plasmética: los que son
activados por voltaje (CIAV), para cuya activaciéa necesita un cambio en el
potencial de la membrana celular, y los que sowads por ligando (CIAL) que se
activan por union de un agonista a la proteinae Egando usualmente es considerado
como un mensajero extracelular, y puede ser pompge un neurotransmisor.
Frecuentemente el mismo transmisor actla sobreUomer de distintos receptores
acoplados a proteina G (RAPG) asi como sobre Clah.ejemplo de esto es la
acetilcolina L) que actia sobre los receptores muscarinicos (RijAfDe son RAPG,

y sobre los receptores nicotinicos (RnACo), queGi#lL. La diferencia farmacoldgica
gue permitio diferenciar los RnACo y los RmACo es dps primeros son activados por
nicotina @), aislada originalmente deicotiana tabacumy los segundos son activados

por muscarinad), aislada démanita muscariaver Figura 1:*

OH
‘ i AN
W N
>N(BV\ )k ‘ | >N@\ at ",
o = " @) ’
N
Acetilcolina (1) S-(-)-Nicotina @) (+)-Muscarina (3)
Nicotiana tabacum Amanita muscaria

Figura 1. Acetilcolina, ligando enddgeno de los recepta@meérgicos, S-(-)nicotina,

agonista de los RnACo y muscarina, agonista dRinACo.
1.1. Receptores nicotinicos de acetilcolina.

Los RnACo, miembros de la superfamilia denominags-IGop debido al bucle de 13
aminodcidos formado por un enlace S-S de cisteag®tan distribuidos a través del
sistema nervioso central (SNC) y el sistema neovjsiférico (SNPJ: ® Ademas de su
localizacion en neuronas, los RnACo son encontradalulas endocrinas y en células
cldsicamente no excitables como en el epiteliostial, en el epitelio y endotelio
pulmonar, en el tejido adiposo, en el sistema iremen la piel, en el epitelio oral y en

el endotelio vascular: "**



1.1.1. Estructura y composicion de los RnACo.

Los RnACo son glicoproteinas de transmembrana G&R@ formados por la union de
cinco subunidades que se sitian de manera simétsiedadas en la membrana lipidica
en torno a un poro que constituye el canal i6nikosu vez, cada una de estas
subunidades presenta cuatro segmentos de caiipoféido denominados M1, M2, M3
y M4, formados principalmente por hélicesjue atraviesan la membrana plasmdfica.
14 Estas subunidades se asocian entre si con diéerestequiometrias para dar lugar a

receptores funcionales; ver Figura 2.

Membrana Dominio

celular Extracelular
e
, M4
lr‘ + L T o

Dominio de

Transmembrana

Figura 2. Estructura de un RnACo inserto en la membrananddo por cinco
subunidades, cada una de las cuales presenta umers®eg extracelular, cuatro
segmentos hidrofobicos que se disponen atraveskEndaoembrana y un segmento

intracelular.

En los RnACo el extremo N-terminal se encuentraledominio extracelular y esta
formado por unos 200 amino&cidos. Los siguientesa@0noacidos, de caracter
predominantemente hidrofébico, forman los domirdestransmembrana M1-M3 que
estan separados entre si por unos pocos aminoagidassel segmento M3 se encuentra
un largo dominio citoplasmatico donde se situansities de fosforilacion del receptor
y que condicionan la modulacién de éste. Esta egdan mas variable entre las

diferentes subunidades que conforman los RnACcs &ste dominio se encuentra el



cuarto segmento de transmembrana M4 que da pas6-3 kminoacidos que

constituyen el dominio C-terminal, que tambiénasaeelular> *°

El andlisis por microscopia electrénica del RnA@xado del pez eléctricdorpedo
marmorataha confirmado su estructura pentagonal pseudast@éformada por la
union de cinco subunidades dispuestas a modo deerotorno a un poro central. Este
poro estaria formado por los segmentos de transnamabV2 y por el extremo N-
terminal del segmento de transmembrana M1 de cadade las subunidades que

forman el receptot’ '

La unién de estas subunidades para formar un @cipicional confiere al receptor un
aspecto conico de unos @5de diametro en su parte media y ke longitud. Esta
estructura sobresale de la membrana unok pbr su lado extracelular y 20 hacia el
interior de la célula. Ademas sufre un estrecharoidel poro en su regién central, de
tal manera que de los 22 de ancho en la boca del canal hacia el lado oA xe
estrecha hasta la mitad de la anchura inicialﬁ(lén la zona media del poro) para
volver a ensancharse en la zona interna del pitvads en el interior de la célula (20
A). Debido a esta distribucion existen en el reagepes dominios bien definidos: uno
extracelular, uno que atraviesa la membrana erotarrun poro estrecho, y uno
citoplasmatico. Este estrechamiento se producelpairotacion de las hélicesde los
segmentos de la transmembrana M2, que actia commeganismo de compuerta
donde se ha implicado a un anillo de leucinas elginento M2 en la posicién 25% °
Los sitios de union del agonista se sitian hacial@ominio extracelular, entre pares

de subunidades contiguas; ver Figura 3.



Vista Lateral Vista Superior

Figura 3. Estructura del RnACo aislado deorpedo marmorata Vistas lateral y

superior.

Cada una de las diferentes subunidades que forardm gee los RnACo presentan una

funcién determinada en el receptor, y atendienesta funcidn, se pueden clasificar en:

- Subunidades de union al agonista o subunidades Una de las caracteristicas
comunes a cada una de las subunidadetescritas es la presencia de dos
residuos de cisteina contiguos en las posicion&s y1993, situados en el
dominio N-terminal. Se han descrito 10 subunidadesa musculasl y nueve
del sistema nervioso central y perifério@;010°

- Subunidades estructurales no Incluyen a las subunidadgs v, 6 y ¢ del
RnACo muscular y las diferentes subunidafedescritas para los RnACo de
tipo neuronal. No presentan las dos cisteinas adyes caracteristicas de las
subunidades, y su funcién principal es estructural, aunquelosniltimos afios
se les esta otorgando un papel importante en ekpoode union del agonista,

descrito por algunos autor&s?



1.1.2. Clasificacion de los RnACo.

Clasicamente se han dividido los RnACo, atendiemda composicion en subunidades
y a su localizacion celular, en musculares y nealesm Ademas, el descubrimiento y
sintesis de toxinas especificas que se unen amdeéetos subtipos de receptores
también ha sido la base para poder hacer unaictasién de los mismos. Asi, una de
las muchas neurotoxinas utilizadas en la actualetatha-bungarotoxina, aislada del
veneno de la serpienBungarus multicinctu$® Se trata de una pequefia proteina basica
que se une especificamente y con gran afinidadedosi subtipos de receptores,
permitiendo esta clasificacién. A continuacién ssatiben brevemente alguna de las

caracteristicas mas importantes de cada subgrupo.

1.1.2.1. RnACo musculares.

Su nombre se deriva de su principal localizacidnmiésculo esquelético; aunque este
tipo de receptor también esti presente en el oOrgdéctrico del pezTorpedo
marmorata Es el receptor mejor estudiado gracias a la dearsidad que presenta en
las placas electrogénicas del citado pez. Rafteglaboradores demostraron, mediante
secuenciacion de la estructura proteica de cadadenks subunidades, que estos
receptores estan formados por cuatro tipos de sidmes denominadas B, vy y o

asociadas en una estequiometria 2:741.1.

Ademas de las subunidades descritas, se ha destmtosubunidad presente en el
RnACo muscular en vertebrados, presente solo duedrdesarrollo postnatal y que es
sustituida en el adulto por la subunidadEsta subunidae se caracteriza por tener una
mayor conductancia y un menor tiempo medio de apertjue su semejante en

adultos®
1.1.2.2. RnACo neuronales.
Como su propio nombre lo indica, estos receptopaseaen localizados en células del

sistema nervioso. Al igual que en el caso de loscwlares, se trata de pentdmeros

transmembranales que resultan de la agrupacio, densubunidades como también



de la combinacién de éstas con subunidgdes su vez, se han clasificado segun su

capacidad de unidbneabungarotoxina.

- RnACo neuronales que uneru-bungarotoxina. Aunque en un principio no se
identificaron como RnACo, sino simplemente comootpnas que unen-
bungarotoxina® en la actualidad engloban a los RnACo formados lpsr
subunidadesi7, 08, a9 y al0 que tienen la capacidad de formar receptores
funcionales por ellos mismos (homdmeros) cuando erpresan
heter6logamente, aunque también pueden formar pdge receptores
constituidos por distintos tipos de subunidad&s.

- RnACo neuronales incapaces de unitu-bungarotoxina. Unicamente son
capaces de formar receptores funcionales cuandoesedos o mas subunidades
diferentes. Asi, tanto subunidades de tip@2, a3, a4 y a5) como subunidades
de tipop (B2, B3 y p4), que por si mismas son incapaces de formaprees
funcionales, adquieren esta capacidad al formar (RnAeteroméricos tales

comooa 30632 o a4f32.

La asociacion de diferentes subunidades puede roonfisstintas propiedades
estructurales y funcionales a los RnACo, incluyeafiloidad por agonistas, cinéticas de

activacion, cierre, desensibilizacién y resensibiion>®=#

Los subtipos mas prevalentes en el SNC @bIy 04p2 y son fuertemente expresados

durante el desarrollo del cereb5fd?

1.1.3. Aspectos funcionales de los RnACo.

1.1.3.1. Sitio de unién de agonistas.

La activacion del receptor tiene lugar cuando warldo (agonista) es capaz de
reconocer una secuencia concreta dentro de lacestudel receptor, se une
especificamente a esa estructura y da origen ambio conformacional que se traduce
en la abertura del poro, permitiendo el flujo deei® Diferentes autores han demostrado
que el sitio de reconocimiento del ligando se liaea¢ntre la subunidaddel receptor y

un sitio complementario de otra subunidad, y encrno implica a una serie de



aminodcidos dentro de la cadena polipeptidica @yi9p149, Tyrl90, Cys192-193 y
Tyr198)#*4Sin embargo, para que tenga lugar la unién dglagyamino cuaternario de
la ACo es necesaria la presencia de grupos ricoglectrones en la zona de

reconocimiento con los que establecer uniones.

Estudios de difraccion de rayos X de monocristalesproteinas que enlazan ACo
aisladas de los caracolegmnaea stagnalig Bulinus truncatus/ de la babosa de mar
(molusco nudibranquidplysia californicarevelaron que el grupo amonio cuaternario
de la carbamilcolina (un ligando relacionado estmadmente a ACo) y el nitrdgeno
pirrolidinico de la nicotina se unen el mismo sitia interaccion es de tipo cati@ezon
una “caja” aromatica formada por los cuatro ressdweromaticos mencionados
anteriormente y uno mas de la segunda subunidagleorantaria (Trp53). En estas
tres estructuras cristalinas, el grupo carbamata darbamilcolina y el anillo piridinico
de la nicotina estan orientados hacia los residdes la segunda subunidad

complementaria que es la seccién que varia eriferentes subtipos de RnACd.
1.1.4. Importancia fisiopatoldgica de los RnACo.

Las neuronas expresan gran diversidad de RnACgujue,a los RmACo, son capaces
de elevar la concentracién de’Ceitosélica por su activacion con el agonista eedog
ACo. La localizacién subcelular de estos recept@siscomo su sensibilidad al ligando
y sus caracteristicas cinéticas, condicionan eemento de la concentracién de’Ca
citosdlico y su posible funcién dentro de la célusn embargo, queda mucho por
conocer acerca de por qué la célula es capaz desaxgen su membrana de manera tan

selectiva gran diversidad de RnACo.

Los RnACo estan involucrados en diversas funciammitivas del SNC como el
aprendizaje y la memoria, la atencion, el contmlla actividad motora, percepcion
sensorial y del dolor y la regulacion corporal aédmperaturd®“® Generalmente estos
efectos son debidos a la existencia de RnACo (gekers contener la subunidad) en

la terminal presinaptica, que actian modulandedaesion de neurotransmisofésin
embargo, no hay que olvidar el papel de estos t@epa un nivel postsinaptico en el

control de la transmision en ganglios periféridigpcampo y corteza sensorial.



Una implicacién que ha tomado importancia recieetam es la accion neuroprotectora
ejercida por los RnACo, mediada principalmentegl@ubtipoa?, al inducir la sintesis

de factores de crecimiento nervioso o reducirtist@xicidad mediada por glutamatb.
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La importancia de los RnACo queda demostrada ezrshe enfermedades e incluso en
procesos de dependencia al tabaco o a drogas,eysega demostrado un incremento

del nimero de RnACo en individuos fumadotes.

También se ha demostrado la implicacion de los RnA€h enfermedades
neurodegenerativas como las enfermedades de Aleh@rde Parkinson, e incluso en

disfunciones cerebrales como el autismo o la esfreizia, la ansiedad o analge¥ia.
1.1.5. Agonistas de RnACo
1.1.5.1. Agonistas naturales de RnACo

Los primeros agonistas conocidos actuando sobreCRrfAeron moléculas aisladas de
origen natural. Entre ellos podemos mencionar)ki¢otina @), anabaseinad), (+)-
anatoxina-af), (-)-citisina 6) y méasrecientemente (-)-epibatidin&)( A pesar de la
potencia de estos agonistas naturales, su utbizderapéutica esta limitada por su alta
toxicidad, vinculada a su falta de selectividagrgblemas de dependencia, aunque esta

dltima dependeria fuertemente de la via de admagigin®> °°

ver Figura 4.
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Anabaseina 4) (+)-Anatoxina-a (5)
Nicotiana tabacum Anabaena flos-aquae

Cl

\N
(-)-Citisina (6) (-)-Epibatidina (7)
Cytisus laburnum Epipedobates tricolor

Figura 4. Agonistas naturales del RnACo.



No obstante, la citisina (con el nombre de fantaatzeX) se utiliza desde hace mas de
40 afios en Europa Oriental y Central en tratamgepgra superar la adiccion a la

nicotina®’
1.1.5.2. Agonistas sintéticos de RnACo

Los agonistas de origen sintético estan basadosipeimente en los de origen natural.
La mayoria de los agonistas mas potentes y corselgatividad conocidos hasta ahora

son para el subtipe4p2 y ultimamente para el subtip@.

Entre los agonistas sintéticos mas selectalosubtipoa4f2 podemos mencionar los
compuestos de la empresa Targacept TC-2808 TC-1734 9), para el tratamiento de
la colitis ulcerosa y de la enfermedad de Alzheimespectivamente; los compuestos
desarrollados por la empresa SIBIA SIB-1508M)(y SIB-1553A (1), para las
enfermedades de Parkinson y Alzheimer respectivleanks compuestos de la empresa
Abbott ABT-089 (12), ABT-418 (13) y ABT-594 (14), como analgésicos; finalmente,
vareniclina {5, Champif), un agonista parcial producido por la empresaePfiy
desarrollado a partir de la (-)-citisin@) (que es el Unico compuesto aprobado por la
administracion de drogas y alimentos de U.S.A (FBiglas por el nombre en inglés)
gue actia sobre los RnACo y se comercializa aceraknpara tratar la adiccion a

nicotina.

Por otro lado, la investigacion universitaria haducido compuestos como el DBO-83
(16), de la Universidad de Milan, el cual mostré adt analgésica en modelos
animales y UB-1651(7) de la Universidad de Bristgl que es un hibrido de (+)-
anatoxina-afg) y (-)-epibatidina 7), mostrando selectividad y potencia comparable a

esta Gltima® **ver Figura 5.

En lo que respecta al subtipd, los primeros compuestos en mostrar selectividad
fueron los agonistas parciales GTS-28)(y 4-OH-GTS-21 19), desarrollados en la
Universidad de La Florida y que estan basados eabameina 4), aunque
posteriormente se demostr6 que también son antdigenpara el subtipe4p2.
Posteriormente la empresa Targacept desarroll§alista selectivo al subtipty TC-
5619 @O0) con varias aplicaciones potenciales. El anilloidiico de quinuclidina se

transformé entonces en una parte fundamental edisefio de nuevas moléculas



selectivas para este subtipo. De esta forma, lgwemas AstraZeneca y Mitsubishi
Pharma desarrollaron una serie de agonistas selecgntre los que podemos
mencionar AR-R-17779 2Q), (+)-3-[2-(benzdp]tiofen-2-il)-2-oxoetil]-1-azabiciclo-
[2.2.2]octano 22), PNU-282987 Z3) y (R)-3'-(5-clorotiofen-2-il)espiro-1-azabiciclo-
[2.2.2]octano-3,5'-[1',3"Joxazolidina-2"-on24j;>® *°ver Figura 6.

1.1.6. Antagonistas de RnACo.

Actualmente existe un gran interés en determinastiaictura y diversidad funcional de
los RnACo y en desarrollar agonistas selectivoaldigos que tengan potencial como
agentes terapéuticos para algunas neuropatologiafeymedades. Sin embargo, se ha
prestado poca atencion al desarrollo de antagsnil@hRNACo selectivos a subtipos.
Estos antagonistas podrian ser eficaces para estabél papel de cada subtipo
especifico del receptor en su funcién fisiolégicgpara el tratamiento de algunas

patologias a las cuales se les asocia.
1.1.6.1. Antagonistas competitivos no peptidicos éRnACo.

Los antagonistas competitivos conocidos hastadhafeson principalmente de origen
natural como algunos alcaloides eritrinoides atdadle especies del géndto/thrina
Entre ellos, dihidrg-eritroidina @5) y erisodina 26) han sido ampliamente estudiados
y se ha demostrado que tienen afinidad nanomola lpa subtiposi4p2 y a3p2 y
afinidad micromolar por el subtipez °* ®* Ambos compuestos inhiben la liberacién de
dopamina inducida por nicotina consy@le 370 y 100 nM para dihidferitroidina y
erisodina respectivamente, pero se demostrdé gpereéro precipita el sindrome de

abstinencia a la nicotina en rafa$?
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Otro ejemplo es metillicaconitin27), un alcaloide diterpénico aislado Delphinium
brownii, el cual es uno de los mas potent&s,5 1 nM), selectivos y competitivos
antagonistas no peptidicos del RnACo para el swhtip®* ® Estudios de relacién
estructura-actividad revelaron que la porcién reetitinimidobenzoilo de la molécula
es necesaria para la interaccion de alta afinidedet subtipoa7, y la remocién del
grupo metilo, el metilsuccinilo o el benzoilo preguuna reduccién de la actividad de
20, 1000 o 2000 veces respectivamé&htea metillicaconitina tiene poca actividad
inhibitoria de la liberacién de dopamina inducidar picotina®’ disminuye el efecto
proliferativo de la nicotina en células cancerafmpulmof® y, tritiada, es usada como

radioligando para ensayos de afinidad por el salff®

Alcaloides cuaternarios como (+)-tubocurarir28)(y toxiferina @9) aislados de
especies de Chondodendrony Strychnos respectivamente, son antagonistas
parcialmente competitivos de RnACo, pero son keatiente poco selectived.El
antagonismo de (+)-tubocurarina presenta composemte competitivo y no
competitivo y en receptores aisladosTaepedo californicaparece tener dos sitios de

enlace’®

Los diferentes subtipos de RnACo estan involucraaodistinto grado en la liberacion
de dopamina inducida por nicotina. Esto sugiereantagonistas selectivos a subtipos

pueden ser desarrollados como farmacos para defanthr.

Crooks y col. han modificado la molécula de nicatipara obtener antagonistas
selectivos de RnACo. Ellos demostraron que la Eqidin del nitrégeno piridinico de
la nicotina convierte a esta molécula en un antatmoompetitivo potente y selectivo a
subtipo§* "*"y esto llevé al descubrimiento de una nueva ctisentagonistas de
RnACo, los cuales exhiben potente inhibicion ddidaracion de dopamina inducida
por nicotina. Entre estos compuestos, el dibrondeol,12-bis-3-picoliniododecano
(30) y el dibromuro de 1-(3-picolinio)-12-trimetilamimiodecano31) tendrian un gran

potencial como agentes contra la adiccién a latinia6*®®
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1.1.6.2. Antagonistas competitivos peptidicos de R€o.

La a-bungarotoxina, mencionada anteriormente y-bungarotoxinad-BTX y n-BTX)
son dos potentes y selectivos antagonistas quesidanaislados del veneno de la
serpienteBungarus multicinctusa-BTX inhibe selectivamente los RnACo de los
subtipos homoméricas/, 08 y a9, pero no los subtipos heteromérioRecientemente
se reporté que-BTX inhibe la proliferacion celular y la angiogéige inducida por

nicotina en varias lineas celulafés®%?

De especies de caracoles marinos del gé@ermusse han aislado una serie de péptidos
denominadosi-conotoxinas. Su longitud varia de 12 a 17 residuesn neurotoxinas
que actian sobre los RnA&Y” algunos con gran afinidad y selectividad carRglA
aislado deConus regiusque inhibe al subtip@9010°® y Vci1.1 aislado deConus
victoriae también selectivo al subtip®al10 y que se encuentra en etapa de desarrollo

para la terapia del dolor neuropéatiéo’” %
1.1.6.3. Antagonistas no competitivos de RnACo.

Mecamilamina 82), un compuesto sintético, es un antagonista micotipotente pero
poco selectivo a los subtipos de RnACo. Este costpuedisminuye la
autoadministracion de nicotina en rataddemas, recientemente se ha demostrado que
inhibe la angiogénesis inducida por nicofifa® inhibe la proliferacién del cancer
pulmonar de células pequefias y disminuye el efpatobiolégico de nitrosaminas

derivadas del tabaco sobre células pulmonares BEP2D
Hexametonio 33) es un antagonista de RnACo con poca selectiviglasl actia

bloqueando el canal del receptdr.El hexametonio también inhibe la angiogénesis

inducida por nicotina® ver Figura 7.
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Figura 7. Antagonistas naturales y sintéticos de RnACo.



1.2. Alcaloides de~lustra foliacea.

Flustra foliaceaes un briozoo extensamente estudiado en térmiadssdproductos
naturales que contiene, considerando el numeroeataehwlitos aislados y los estudios
realizados. De este organismmarino se ha reportado el aislamiento de terpenos y
principalmente alcaloides con nucleos inddlicosofindolinicos y en menor cantidad
quinolinicos. Los alcaloides reportados en ladit@ra son los siguienteustraminas
A-E (34-38, flustraminoles A39) y B (40), flustrabromina 41), flustramidas A42) y

B (43) 6-bromoN-metil-N'*formiltriptamina @4), 7-bromo-4-(2-etoxietil)quinolina
(45), dihidroflustramina C 46) y suN-Oxido 47), isoflustramina D 48), N-6xido de
flustramina D 49) flustrarina B §0), desbromoflustramina B5{), 6-bromo-2-(1,1-
dimetil-2-propenil)-H-indol-3-carbaldehido52), desformilflustrabromina5@), N
metanosulfonamida de desformilflustrabromingd)(y N*-prenil-desformilflustra-

5) .103-105
)

bromina(5 ver Figura 8.

1.3. Actividad biolégica de alcaloides dElustra foliacea.

Trabajos iniciales con extractos Eefoliaceademostraron su actividad biocida frente a
Staphylococcus aured® Trabajos posteriores con compuestos puros demmsteae
flustramina E 88) presentaba actividad antibiotica frente a ladréBacillus subtilis

y los hongosRhizoctonia solaniFusarium oxysporum$Saccharomyces cerevisige
Botrytis cinered®’ Se reporté también que flustramina 34) actia como un relajante

de la musculatura lisa y estriatfa.

Los alcaloidesdesformilflustrabromina5@) y N'-prenildesformilflustrabroming55),
presentaron afinidad por RnACo en ensayos de desplanto de radioligando. Lo mas
interesante de este estudio fue la selectividaglstiiss compuestos frente a los subtipos
a4f32 y a7 de RnACo, ya qub4 fue activo frente al primer subtipo con kKin= 3,4uM
pero inactivo frente al segundo subtipo, mientras 56 fue inactivo frente al primer
subtipo y activo frente al segundo conKin= 17,0uM.* En trabajos mas recientes se
demostré qué4 actia como modulador alostérico positivo frentsuddtipooa4p2, y
actla como antagonista frente al subtigpmientras qué6 actia como antagonista del

subtipo a4Bf2 y es un modulador alostérico positivo del subtipd.™
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Figura 8. Alcaloides aislados délustra foliacea
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1.4. Ensayos de actividad biol6gica frente a RnACo.

Para determinar la actividad de compuestos frefReACo se realizan principalmente
dos ensayos: el desplazamiento de un radioliggumtogl cual se determina la afinidad
de un compuesto por el RnACo y el electrofisiolégicue permite establecer la
funcionalidad de un compuesto frente a RnACO, ed$r d& puede determinar si es
agonista, agonista parcial, agonista inverso, naathul alostérico positivo, antagonista

competitivo o antagonista no competitivo.
1.4.1. Ensayos de afinidad por desplazamiento de wadioligando.

La técnica de desplazamiento de radioligando eshen@mienta muy importante en
farmacologia y es usada para obtener informacidmesan receptor (por ejemplo,
distribucién, concentracion, estructura y funcigrgvaluar agentes potenciales cuando
estos impiden la interaccion de un radioligando someceptor. El radioligando es una
droga con un marcaje radioactivo que se enlaz&lcateptor de interés. Hay dos tipos

de experimentos: saturacion y desplazamiéfito™®

Los estudios de saturacion son usados para detarr@nafinidad de un ligando
radioactivo por un receptor. Con estos experimes¢opuede conocer kK y 1a Brax
del receptor en una muestra o un tejido especHfis@s la constante de equilibrio de la
disociacion del complejo radioligando-receptorRRY Bmax €S la densidad de sitios de

unién en los receptores presentes en una prepanaaiticular.

Los estudios de desplazamiento son usados pananilede la afinidad de ligandos no
marcados por un receptor definido. El valor Kle la constante de equilibrio de la
disociacion del complejo droga-receptor [DR] pana imhibidor competitivo del
receptor es una medida de la fuerza de union deotga a ese receptor. Las afinidades

mas altas (valores dg¢ mas bajos) denotan uniones mas fuertes.
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1.4.1.1. Conceptos béasicos en estudios de afinidad.

Los estudios de afinidad por desplazamiento de adioligando estdn basados en

procesos de equilibrio quimico, que estan definjlwsla ley de accion de masas; ver

Figura 9.
ki

Receptor (R) + Ligando (L) =——————=  Complejo Ligando Receptor (LR)
K

Figura 9. Ecuacion quimica en el equilibrio.

El enlace de un radioligando (Ra un receptor (R) para formar el complejo
radioligando-receptor (RR) no es un proceso estatico, sino que éste asadsho un
proceso cinético del radioligando entrando y sdledel receptor. La conformaciéon de
equilibrio es un punto de energia libre minima dedel campo de fuerza del receptor.
Este punto se alcanza cuando la velocidad de asomias igual a la velocidad de
disociacion.

En bioquimica este equilibrio es expresado en tamide la reaccion de disociacion
(Kp) méas que la reaccion de asociacig.(LaKp es obtenida al reordenar la ecuacion

de la ley de accién de masas; ver Ecuacion 1.

[LR] x ki =[L] [R]x kg

k.4 [L] [R]
[LR]

Ky

Ecuacion 1 La ley de accién de masas, doiiges la constante de equilibrio de la

disociacion.

Ko es una medida de la afinidad del radioligando gdareceptor y es igual aikki,
donde Kk es la constante de velocidad para la asociacidy ¥s la constante de
velocidad para la disociacion. [Res la concentracién del radioligando no enlazado,
[R] es la concentracién del receptor no enlazad@®RpyR] es la concentracion del

complejo radioligando-receptor. Cuando la concerdradel radioligando es igual a
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Kp, la mitad de los receptores en equilibrio estaréupados. Si el receptor tiene una
alta afinidad por el radioligand&p seré baja ya que se necesitara una bajppg&a
ocupar la mitad de los receptores. La ley de acd®masas no es util en todas las

situaciones, sino solamente cuando:

- Todos los receptores son igualmente accesiblesl@ligando.
- Los receptores estan libres o enlazados con alligatido.
- No existe mas de un estado de afinidad.

- El enlace es reversible y no altera al radioligamdd receptor
Los pasos basicos para los estudios de afinidatusstran en la Figura 10.
a) Enlace del R y el L al receptor (R)
b) Separacion de R y L libres de los complejos RRy R

¢) Medicion de la cantidad de R enlazado

4

d) Analisis de los resultados
Figura 10. Pasos basicos para los estudios de afinidad.

Para una buena aproximacion del enlace dey Bl L al R se debe tener en cuenta el
isétopo, la actividad especifica y la estabilidatiRi, la concentracion de la proteina, la
composicién del buffer y su pH y finalmente, la akién y la temperatura de
incubacion.

Una vez alcanzado el equilibrio, el Rel L libres son separados de los complejdR R
y R. usando filtracién (cuanddp es aproximadamente TOM o menos) o

centrifugacioén (cuandi§p es aproximadamente 404 o mas).
La cantidad de complejo R formado puede ser estimada midiendo la cantigad d

radioactividad sobre el filtro o la pastilla (dedemdo el método de separacion) usando

un contadoP o un contadoy, dependiendo del is6topo utilizado.
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La cantidad de R formado puede ser analizada usando diferentegrgmas de

computacion comercialés® 11°

1.4.1.2. Estudios de saturacian

Los experimentos de saturacion de enlace dehiden la interaccion especifica de éste
con el R en el equilibrio a varias concentraciodes R . Estos experimentos estan

basados en varias presunciones:

- No hay cooperatividad.

- Los experimentos han alcanzado el equilibrio.

- El enlace es reversible y cumple la ley de acd®masas.

- Solo una pequefia fraccion del Be enlaza. La concentracién del ibre es casi

idéntica a la concentracion adicionada.

Tales experimentos estan basados en la Ecuactionge RR es la concentracién del
complejo radioligando-receptor, L es el ligandadilBn.x (Meseta de la curva) es una
medida de la densidad del receptor en la preparacié@mbranal yKp es la

concentracion de Rrequerida para ocupar el 50% de los receptores.
RLR = (R.*Bma/(Kp + Ry)
Ecuacion 2 Ecuacion de enlace para un sitio.
Estos experimentos son llamados experimentos deras@gin ya que a las
concentraciones mas altas dg, Rodos los posibles sitios de enlace estan ocpado

(saturados) por unRUna grafica tipica para un experimento de satunasgmuestra

en la Figura 11.
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Figura 11. Gréfica tipica para la hipérbola de saturacion.

El analisis de los resultados de los experimentosaduracion se realiza graficando las
concentraciones de L enlazado vs. L libre, comaenlestra la Figura 11 arriba. El

resultado es una hipérbola. Debido a que la ecoaido es lineal, los parametros de
enlace no pueden ser facilmente determinados @dissngrafico. Sin embargo, existen

varias transformaciones lineales para linealizar datos de enlace, entre los que
podemos mencionar los métodos de Lineweaver-BuaklieeHofstee (para cinéticas

encimaticas), Scatchard y Rosenthal. El prototigo wha grafica de Rosenthal,

posiblemente la transformacion lineal mas utilizastailustra en la Figura 12. En esta
gréfica, el eje X representa el enlace especifiebgje Y el enlace especifico dividido

por la concentracion del Ribre. La pendiente de esta linea es igual aplfientras

que el valor de B es el intercepto en el eje’é 17

1 i 1 i N
4 6 8 10
[R. enlazado]

0.00 -

o
]

Figura 12. Evaluacion de un experimento de satbmnamdn una gréfica de Rosenthal.
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1.4.1.3. Ensayos de desplazamiento de un radioligando.

Los ensayos de desplazamiento de urs&realizan para determinar la afinidad de un
ligando no marcado por un receptor. La afinidadlef@ida como la habilidad de un
ligando para competir con un ligando radioactivoamdo por la unién con un receptor
y de esta forma inhibir la unién de éste ultimo. &ios experimentos, conocidos
también como de competicidn, la concentracién deds=fija, mientras la concentraciéon
del ligando no marcado es variada para evaluaotapetencia por el enlace con el
receptor. El parAmetro de enlace obtenido a paltir este experimento es la
concentracion del ligando no marcado que despliaz@ & del enlace de Rlo que se
denomina el valor de i La ICspes influenciada por la concentracion y la afinidat
radioligando por el receptor. Si la concentraci@h B es muy alta, se necesitaran
concentraciones mas altas del ligando no marcad® gampetir con él. Al mismo
tiempo, la concentracion no puede ser muy bajaugalas datos obtenidos podrian no
ser suficientes para obtener datos confiablesaler e 1G, puede ser convertidoka

usando la ecuacion de Cheng y Prusoff; ver Ecuaion

Ki= 1Cs/ (1 +[R]/Kp)

Ecuacion 3 Ecuacion de Cheng y Prusoff dondegl€s la concentracion del ligando no
marcado que inhibe el 50% de la unién del radialiga [R], es la concentracion del

radioligando usado Kp es la afinidad del radioligando por el receptor.

El valor deK; es definido como la constante de equilibrio delitociacién para un
inhibidor competitivo (agonista o antagonista) celeptor. En otras palabras, el valor
de K; para un ligando no marcado deberia ser el misneoefjwalor deKp obtenido
usando la misma droga marcada. Si el valdf;d&s bajo, la afinidad del receptor por el

inhibidor es altd!®

1.4.2. Ensayos electrofisioldgicos frente al RnACo.

Existen varios métodos elctrofisiolégicos para deiear el efecto producido por

ligandos sobre células excitables. Se pueden mearcentonces las técnicas de voltaje

24



fijo con un solo electrodo y de voltaje fijo consdelectrodos (conocida como voltage-
clamp) en células enteras, y la de voltaje fijo fmcion de un fragmento de membrana

celular (conocida como patch-clamp).

En este trabajo nos vamos referir a la técnicdja&dn de voltaje con dos electrodos.

1.4.2.1. Técnica de voltaje fijo con dos electrodos

A principios de la década de los 70°s se decuhr&lgs oocitos de la rarenopus
laevis podian expresar proteinas de membrana cuando ssényectaba MRNA
ex6genc-'® Después se utilizo esta técnica para expresatesaitmicos, receptores y

transportadores en estas céldfds?®

Los canales id6nicos expresados en los oocitos pueder investigados
electrofisiolégicamente por la técnica de voltdje ¢onocida desde finales de la década
de los 40°'$?**?® Esto convirtié a la técnica de voltaje fijo consdelectrodos en la
técnica electrofisiolégica mas usada para medirctasientes celulares que pasan a
través de canales idnicos o transportadores efgrticos expresados en los oocitos de

Xenopus laevi&’ 1%

Desde 1986 esta técnica ha sido aplicada tambenexpresar RnACo y estudiar sus
caracteristicas funcionales frente a diferenteentigs reportados asi como los nuevos

ligandos sintéticos que se han desarrollado dexdeees:>°

Esta técnica permite el control (fijacion) del pati@l de membrana para medir las
corrientes que fluyen a través de los canales,trenssportadores electrogénicos o
bombas idnicas. En el proceso se implantan dosoeiextrodos de vidrio dentro del
oocito, uno para el potencial de membrana, queefijeoltaje, y el otro para medir la
corriente. El primer electrodo esta conectado aamplificador de retroalimentacién
donde la sefial es comparada al valor de voltajensstnado por un generador. La
diferencia amplificada de esta sefal es aplicadaocana corriente por medio del
electrodo a través de la membrana. Cuando losesusal abren y ocurre el flujo de
iones hacia el interior del oocito, el cambio sdem@omo una deflexién de la linea base

de la corriente.
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Los compuestos que por si mismos abren el candRil&Co se denominan agonistas.
Los que no alcanzan una respuesta maxima a coacemes altas se denominan
agonistas parciales, los que bloquean las corgepteducidas por los agonistas se
denominan antagonistas y los que aumentan la ntergroducida por un agonista se

denominan moduladores alostéricos positivos; vgurai 13.

A

Agonista Antagonista Agonista + gonista +
Antagsta Modulador

Alostérico

o -

Agonista total

Corriente
Corriente
/‘

== Agonista parcial \

Antagonista

\

N

=@— Agonista + Antagonista

Concentracion Concentracion

Figura 13. Comportamiento y analisis de ligandos del RnAQ@o. Corrientes
producidas por un agonista solo, agonista mas amitstg y agonista mas modulador
alostérico positivoB. Analisis grafico de las corrientes producidas ymoragonista, un
agonista parcial y un antagonis@. Analisis gréafico de la inhibicion producida por

concentraciones crecientes de un antagonista cadplicon un agonista.
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1.5. Modelamiento molecular de RnACo.

La determinacion de la estructura cristalina de proteina que enlaza ACo (AChBP)
aislada del caracdlymnaea stagnalipermitié la construccion de varios modelos del
domino extracelular de RnACo de distintas espetfe§?Posteriormente se reportaron
las estructuras cristalinas de la misma proteiha@aso de otras AChBP de la babosa

de mar (molusco nudibranquid)plysia californicd®

§36—139

y del caracolBulinus
truncatus®® enlazadas a diferentes ligando
Los modelos generados han permitido varios estutkoacomodamiento (docking) y
dindmica molecular que han generado el desarrellougvos ligandos para el RnACo
con selectividad por subtipos asi como la deteroidmade las formas de interacciéon

mas probables de estos ligandos con el recé&ftdf®24

1.5.1. Modelamiento molecular de RnACo, subtipa9al10.

El RnAC009010 se descubrié en las células ciliadas del oit#rin y es Unico en su
estructura ya que esta formado por dos subunidadbéferentes. Este subtipo posee
caracteristicas farmacologicas mixtas de los receptmuscarinicos y nicotinicos y
ademas es sensible a un amplio nimero de liganowgia muy pocos son agonistas.
1471 os estudios sobre este subtipo han ampliado noueshocimiento sobre la funcién,
el paso eferente olivococlear, y el funcionamientdesarrollo de las células ciliadas
auditivas'*® 1*°Recientemente se reporté que el oido interno eeejel RnACo subtipo
09010 para permitir la modulacion de la mecanica @cleor el sistema nervioso
central™ Ademas, este subtipo posee otras funciones adie®ra las del sistema
auditivo ya que se ha detectado en otros 6rgandsjigos del cuerpo, pero su
importancia no ha sido determinada. Se ha plantgadoeste subtipo representa un
componente importante en enfermedades humanas yneklanco farmacolégico
potencial para la terapia de una variedad de desésdauditivos, incluyendo la
prevencion y/o tratamiento de la pérdida de la @bdi causada por ruido u otros

desérdenes como vértigo o tinnitgs.

A pesar de lo anterior, no se han realizado estudiomodelamiento molecular con el

RnACo subtipa9a10.
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1.6. Hipotesis.

En la serie de las indolilaminas con afinidad mmeptores nicotinicos de acetilcolina la
potencia frente a receptores del subtg®a10 o deladf2 depende del tamafio del
sustituyente lipofilico unido al N-1 y se puede mlad modificando la distancia entre el
anillo inddlico y el nitrdgeno basico, introduciendustituyentes sobre este ultimo y

variando el patrén de sustitucion del anillo benen
1.7. Objetivos.

El objetivo general de este proyecto es sintetigaevaluar la actividad como
moduladores del RnACo de una serie de moléculaadaasen alcaloides de origen

marino, para aumentar la potencia de los productsales.

Para lograr este objetivo general se llevaran a tmbsiguientes objetivos especificos:

1. Sintetizar los alcaloides de origen natural aistadiel briozod-lustra foliacea

2. Modificar los alcaloides dd-lustra foliacea para establecer caracteristicas
importantes para la afinidad frente an RnACo.

3. Sintetizar moléculas con diferente grado de swsfituy complejidad que
produzcan aumento en la afinidad de éstas frefRaACo.

4. Caracterizar el efecto de los compuestos sinteizadbre el RnACo nativos de
rata (subtipax4p2) usando la técnica de desplazamiento de un rgalilo y en
oocitos deXenopugsubtipoa9a10) usando técnicas de medicion de voltaje con

dos electrodos.
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2. Parte Experimental.

Los espectros de RMAH fueron registrados usando los espectrémetroseBrakX
300 a 300 MHz, Bruker Avance 400 a 400 MHz, Brukeance 500 a 500 MHz y los
de RMN-3C en los mismos equipos a 75, 100 y 125 MHz res@enente. Los valores
de punto de fusién (no corregidos) fueron obtenidos un aparato con platina de
Kofler. Las placas de CCD fueron vizualizadas can Ultravioleta y el reactivo de

Dragendorff.

Se utilizaron los siguientes reactivos y solventéss que fueron adquiridos

comercialmente:

Triptamina, indol,p-toluidina, acido sulfirico 96%, acido nitrico 65%romuro de
cobre(l), acido bromhidrico 48%, nitrito de sodionetilacetal de la dimetilformamida,
zinc metalico, hidroxilamina, acido acético, clarule oxalilo, acido formico 98%,
anhidrido acético, ditertbutil dicarbonato, hidra® litio y aluminio, hidruro de sodio,
bromuro de prenilo, acido trifluoroacético, 4-diitahinopiridina, cloruro de 4-
nitrobencenosulfonilo, hipoclorito deert-butilo, metilamina, dimetilamina, complejo
borano-dimetilsulfuro, borohidruro de sodio, yodul® metilo, pirrolidina, oxicloruro
de fésforo, bromuro de tetrametilamonio, formaldehs7%, hidroxido de sodio, acido

acrilico, carbonildiimidazol, trietilamina, clorude tionilo y acido indol-2-metanoico.

Tetrahidrofurano, diclorometano, etanol, metandhmeadilformamida, tolueno, éter

etilico, acetona, acetato de etilo y hexano.

2.1. Sintesis y datos espectroscopicos de los coesias.

N*-Formiltriptamina (59)
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El anhidrido férmico acético fue generado en urdmale 2 bocas de 50 mL enfriado
con un bafio de hielo-agua conectado a un condandadflujo y con atmdsfera de
nitrégeno, adicionando gota a gota acido formic@®98L.17 g, 25 mmol) a 2.08 g (20
mmol) de anhidrido acético. La solucién transpardéané sometida a reflujo (50-60 °C)
por 2 h. El anhidrido férmico acético generado siei® a temperatura ambiente y se
llevé de nuevo a un bafio de hielo-agua y se agraga® mL de tetrahidrofurano

mediante una jeringa. A la solucion resultante esadicioné triptamina (3.2 g, 20

mmol) disuelta en tetrahidrofurano. La soluciénag@éé por 30 min y los volatiles se
eliminaron en un evaporador rotatorio. LN-formiltriptamina se purific6 por

cromatografia en columna (gel de silice, diclor@netmetanol 9:1) obteniéndose 3.61

g (96 %) de un liquido viscoso de color café.

RMN-'H (500 Mz, CDC}), rotdmero mayoritaridy 10.80 (s, 1H, NH-1), 7.81 (d, 1H,

= 8.6 Hz, H-7), 7.75 (d, 1H = 8.6 Hz, H-4), 7.06 (t, 1H] = 8.6 Hz, H-5), 7.03 (t, 1H,
J = 8.6 Hz, H-6), 6.05 (s, 1H, H-2), 2.89 (t, 2Hs 6.8 Hz, 2H-2"), 2.60 (t, 2H, = 6.8

Hz, 2H-1).

N*-Metiltriptamina.

Iz

A una suspension de hidruro de litio y aluminid(8, 65.8 mmol) en tetrahidrofurano
seco (100 mL) a 0 °C se agregé gota a gota y cdtmc&m constanteN'-
formiltriptamina 69, 3.5 g, 18.6 mmol) en tetrahidrofurano seco. Lapseusion se
calento a reflujo por 1 h, la mezcla se enfriorapgeratura ambiente y luego se coloco
en un bafio de hielo-agua y se agreg6 cuidadosarntetradidrofurano-agua 1:1 (10
mL). La mezcla fue filtrada al vacio y concentradasacio. El producto resultante se

uso sin purificacion en la reaccién siguiente.
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N*-Metil- N*°-Boc-triptamina (60).

N/BOC

Iz

El producto sin purificar de la reaccion anterierdssolvio en metanol-trietilamina 4:1
(120 mL) y se agregd carbonato detati-butilo (BocgO, 4.87 g, 22.3 mmol) y la
mezcla se agité por 1 h. Los volatiles se evaparargresion reducida y el liquido
resultante se purific6 por cromatografia en columr@el de silice,
diclorometano:acetato de etilo 9:1) obteniéndo86 8 (72 % los dos pasos) de un

liquido viscoso incoloro.

RMN-'H (500 Mz, CDC}), 5 8.11 (s, 1H, NH), 7.61 (d, 1Bi= 7.5 Hz, H-7), 7.34 (d,
1H, J = 8.0 Hz, H-4), 7.17 (t, 1H] = 7.0 Hz, H-5), 7.10 (t, 1H] = 7.0 Hz, H-6), 6.98
(m, 1H, H-2), 3.49 (t, 2H) = 7.5 Hz, 2H-2), 2.95 (t, 2H] = 7.5 Hz, 2H-1"), 2.85 (s,
3H, N-CHg), 1.33 (s, 9H, Boc).

N*°-Metil- N*°-nosil-triptamina (61).

{ /™

N
H

La N'°-metiltriptamina fue sintetizada como se menciontedormente reduciendo la
N'%formiltriptamina (3.2 g, 13.2 mmol) con hidruro ¢io y aluminio (1.8 g, 47.4
mmol) en tetrahidrofurano seco y Wanosilacion se llevd a cabo sin purificacion del

precursor.

El producto de la reaccién anterior se disolvicdaiorometano (60 mL), la mezcla se
colocé en un bafio de hielo-agua y se agregd caacaii constante trietilamina (2.76
mL, 19.8 mmol), 4-dimetilaminopiridina (0.16 g, 1.8mol) y cloruro de 4-

nitrobencenosulfonilo (3.2 g, 14 mmol). La mezaadgjo llegar a t.a. y se mantuvo a
esa temperatura por 2 h. Pasado ese tiempo losile®l&e evaporaron a presion
reducida y al solido resultante se le agregé azetatetilo (100 mL) y se agitd por

media h. El sélido fue filtrado y lavado con el m@ solvente (3 x 20 mL). Las fases
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organicas reunidas fueron concentradas a presifuctida y el producto fue purificado
por cromatografia en columna (gel de silice, dafeetano) obteniéndose 5.8 g (95 %)

de un sélido amarillo.

RMN-H (500 MHz, DMSO€e): & 10.80 (s, 1H, NH), 8.30 (d, 2H,= 9.0 Hz, H-2,6
Ns), 7.93 (d, 2HJ = 9.0 Hz, H-3,5 Ns), 7.47 (d, 1d,= 8.0 Hz, H-7), 7.30 (d, 1Hl =
2.0 Hz, H-2), 7.14 (d, 1H] = 8.0, H-4), 7.04 (t, 1HJ = 8.0 Hz, H-5), 6.96 (t, 1H] =
8.0 Hz, H-6), 3.33 (t, 2H] = 7.0 Hz, H-2"), 2.92 (t, 2H] = 7.0 Hz, H-1"), 2.83 (s, 3H,
NCHs). RMN-13C (125 MHz, DMSOdg): § 149.7, (C=0, Boc), 143.3 (C-72), 136.3 (C-
3%), 128.5 (x 2, C-2,6 Ns), 127.1 (C-2), 124.6 (23,5 Ns), 123.3 (C-3), 121.1 (C-3),
118.5 (C-5), 118.2 (C-6), 111.5 (C-7), 110.6 (C50),47 (N-CH), 34.36 (C-2), 23.69
(C-1").

N-Prenil-N'%-metil-N*°-Boc-triptamina (62).

N/Boc

7
~

z

A una suspension de hidruro de sodio (0.044 gmimdl) en tetrahidrofurano seco (10
mL) en un balon de dos bocas a -78 °C equipadacarbarra de agitacion magnética y
atmosfera de nitrégeno, se adicioné gota a gotasehaion deN'’-metil-N'%-Boc-
triptamina 60, 0.398 g, 1.4 mmol) en tetrahidrofurano seco (10.rha mezcla se
mantuvo con agitacion constante por 1 h y postaeote se adicion6 bromuro de
prenilo (0.378 g, 1.8 mmol). La mezcla se dejo ceamar a t.a. durante 16 h y se agrego
1 mL de agua. La mezcla de reaccién se concemirésaon reducida y el producto fue
purificado por cromatografia en columna (gel deesildiclorometano:acetato de etilo

9:1) obteniéndose 0.40 g (81 % los dos pasos) diguido incoloro.

RMN-*H (500 MHz, CDCJ): § 7.61 (d, 1HJ = 8.5 Hz, H-7), 7.30 (d, 1H} = 8.5 Hz,
H-4), 7.20 (t, 1HJ = 8.5, H-5), 7.09 (t, 1HJ = 8.5 Hz, H-6), 6.91 (s, 1H, H-2), 5.35
(1H, m, H-2"), 4.63 (2H, d] = 6.6 Hz, 2H-1""), 3.49 (t, 2H, = 7.5 Hz, H-2"), 2.95 (t,
2H,J = 7.5 HzH-1"), 2.86 (s, 3H, N-Gj 1.81 (3H, s, Cht4™"), 1.76 (3H, s, CH5"),
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1.35 (9H, s, 9H-Boc). RMNEC (125 MHz, CDCJ): § 155.8 (C=0 Boc), 136.3 (C-79),
136.0 (C-3%), 128.2 (C-2), 125.4 (C-3), 121.4 (C120.1 (C-4), 118.9 (C-2"), 118.7
(C-37), 119.49 (C-5), 109.5 (C-6), 79.17 (C-O Bot9.82 (C-1"), 43.97 (C-2), 34.31
(C-1"), 28.41 (3C, Boc), 25.62 (C-57"), 18.00 (C}6’

N*-Prenil-N'°-metil-N*%nosil-triptamina (63).

Este compuesto se sintetizd de la misma maneralqaeterior con hidruro de sodio
(0.045 g, 1.9 mmol) en tetrahidrofurano seco (10),MN°metil-N'%-nosiltriptamina

(61, 0.525 g, 1.46 mmol) en tetrahidrofurano seco ifil5 y posterior adicion de
bromuro de prenilo (0.283 g, 1.90 mmol). La pudtidin produjo 0.15 g (24 %) de un

liquido amarillo.

RMN-*H (500 MHz, CDCY): § 8.17 (d, 2H,) = 9.0 Hz, 2H-2,6 Ns), 7.80 (d, 281= 9.0
Hz, 2H-3,5 Ns), 7.47 (d, 1H} = 8.0 Hz, H-7), 7.24 (d, 1H] = 8.0 Hz, H-4), 7.16 (,
1H,J = 8.0, H-5), 7.06 (t, 1H] = 8.0 Hz, H-6), 6.89 (s, 1H, H-2), 5.31 (m, 1H2H),
4.60 (d, 2H,J = 7.0 Hz, H-17"), 3.50 (d, 2H] = 7.5 Hz, H-2"), 3.40 (t, 2H] = 7.0 Hz,
H-1), 2.88 (s, 3H, N-Ch, 1.81 (s, 3H, H-57), 1.75 (s, 3H, H-6"). RMRE (125
MHz, CDCk): § 149.7 (x 2, C-2,6 Ns), 144.2 (x 2, C-3,5 Ns), #36-72), 136.2 (C-
3%), 128.1 (C-2), 127.8 (C-3), 127.6 (C-7), 12%54), 124.0 (C-5), 123.9 (C-6), 121.7,
119.8 (C-2°), 119.0 (C-37), 118.5, 110.3, 108,85 (C-1"), 43.92 (C-2'), 34.97 (C-
1), 25.64 (C-57), 24.30 (C-67).

Desproteccién del productoN'®-nosilado.

Para la remocion del grupo nosilo se ensayaroravagstrategias reportadas. Las
reacciones con hidréxido de litio/acido 2-mercapévi@oN,N-dimetil formamida,
metoxido de sodio/acido 2-mercaptoacétibl-dimetil formamida y carbonato de
sodio/tiofenolN,N-dimetil formamida no tuvieron efecto y el matergd partida se

recuperd intacto. La reaccion de desproteccion aarbonato de cesio/tiofenhl/N-
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dimetil formamida removio el grupo nosilo pero geénemuchos subproductos lo cual

imposibilitd la purificacion de los productos fieal

DesbromoN*-prenildesformilflustrabromina (57).

A una solucién deNprenilN**-metil-N**-Boc-triptamina (0.3 g, 0.9 mmol) en

diclorometano (2 mL) se le adiciond &cido trifluacético (0.2 mL) y la solucién roja

resultante se agito a temperatura ambiente poA2dmezcla de reaccion se le agrego
una solucion acuosa saturada de bicarbonato de $2dinL) y la fase organica se

extrajo con diclorometano (3 x 5 mL), se sec6 cafa® de magnesio anhidro y se
concentrd a presion reducida. El producto fue adfo por cromatografia en columna
(gel de silice, diclorometano/metanol/trietilam@.5:0.5) y se obtuvo 0.20 g (94 %)

de un liquido incoloro.

RMN-'H (500 MHz, CDC}): 5 7.60 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.28 (t, 1H] = 8.5 Hz,
H-4), 7.18 (t, 1HJ = 7.0, H-5), 7.08 (t, 1H] = 7.0, H-6), 6.92 (s, 1H, H-2), 5.35 (1H,
m, H-2"), 4.63 (2H, dJ = 7.0 Hz, H-17"), 2.96 (t, 2H] = 7.0 Hz, 2H-2"), 2.89 (t, 2H),

= 7.0 Hz, 2H-17), 2.42 (s, 3H, NGH 1.80 (s, 3H, Ckt4™), 1.74 (3H, s, Cki5™).
RMN-'3C (125 MHz, CDCJ): 5 136.3 (C-72), 136.0 (C-3?), 128.0 (C-2), 125.33}C-
121.4 (C-7), 120.0 (C-4), 119.0 (C-5), 118.7 (CH)2.3 (C-47), 109.5 (C-57), 52.12
(NCHs) 43.91 (C-2), 36.25 (C-1"), 25.62 (C-4”"), 25(8357").

N’-Boc-desbromodesformilflustrabromina (64).

AN

N/BOC

Iz
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A una solucién d&'%-metil-N'*-Boc-triptamina 62, 0.5 g, 1.8 mmol) en THF seco (20
mL) enfriado a — 78 °C se adiciond hipoclorito tdet-butilo (t-BuOCI, 0.21 g, 2.0
mmol) y trietilamina (0.20 g, 2.0 mmol), y la mezde mantuvo en agitacion por 30
min. Pasado este tiempo se adiciond triprenil bmrgh.66 g, 8 mmol) en
tetrahidrofurano seco (10 mL). La mezcla de reacaé dejé llegar a temperatura
ambiente y se agitd por 16 horas. Después se adicina solucion de hidréxido de
sodio 3 M (10 mL) y peroxido de hidrégeno al 3020 (nL) y la mezcla se agit6 por 1
h. La solucion resultante se extrajo con étercetifB x 30 mL) y la fase organica se
secO con sulfato de magnesio anhidro. El produetpwificé por cromatografia en
columna (gel de silice, acetato de etilo:éter deofem 25:75) produciendo 0.53 g (85
%) de un liquido incoloro.

RMN-*H (500 MHz, CDCJ): § 7.93 (s, 1H, NH), 7.56 (d, 1H,= 7.0 Hz, H-7), 7.28 (d,
1H,J = 7.0 Hz, H-4), 7.13 (t, 1H] = 7.0 Hz, H-5), 7.07 (t, 1H] = 7.0 Hz, H-6), 6.12
(dd, 1H,J = 10.7, 17 Hz, H-3"") 5.17 (dd, 18= 1.2, 17.0 Hz, H-3""), 5.15 (dd, 1Bi=
1.0, 10.7 Hz, H-2""), 3.43 (t, 2H, = 7.8 Hz, 2H-2"), 3.03 (t, 2H] = 7.8 Hz, 2H-1"),
2.94 (s, 3H, NCh), 1.49 (s, 9H, 9H Boc). RMNEC (125 MHz,CDCJ): § 156.1 (C=0
Boc), 146.3 (C-72), 140.1 (C-3?), 134.6 (C-2), 13@-7), 121.8 (C-3), 119.6 (C-2"),
118.4 (C-3), 112.4 (C-4), 110.9 (C-5), 79.90 (C-6¢]3 50.07 (NCH), 39.35 (C-2),
34.75 (C-17), 29.00 (x 3, Boc), 24.27 (x 2, C-4"}5

Desbromodesformilflustrabromina (56).

HN—

Iz

La desproteccion fue realizada de la misma formealgunencionada anteriormente. El
producto fue purificado por cromatografia en colamngel de silice,
diclorometano/metanol/trietilamina 9:0.5:0.5) ya#uvo 0.11 g (78 %) de un liquido

incoloro.

RMN-'H (Sal oxalica, 500 MHz, DMS@®g): § 8.34 (s, 1H, NH-1), 7.51 (d, 1H,= 8.0
Hz, H-7), 7.32 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-4), 7.02 (t, 1H] = 7.0 Hz, H-5), 6.95 (t, 1H] =
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7.0 Hz, H-6), 6.13 (dd, 1H] = 10.7, 17.0 Hz, H-3"") 5.09 (dd, 1Bi= 1.2, 17.0 Hz, H-
3), 5.06 (dd, 1HJ = 1.0, 10.7 Hz, H-2""), 3.08 (t, 2H,= 7.5 Hz, H-2"), 2.96 (t, 2H]

= 7.5 Hz, H-1"), 2.60 (s, 3H, NGH 1.48 (s, 6H, 6H-4"-5""). RMNEC (125 MHz,

DMSO-dg): 5146.1 (C-7%), 140.8 (C-3%), 134.8 (C-2), 128.7 JC120.7 (C-7), 118.6
(C-4), 117.5 (C-5), 111.5 (C-6), 111.2 (C-2”"), B4C-3""), 59.86 (NCh) 48.82 (C-

2'), 32.45 (C-1'), 27.85 (C-4""), 21.57 (C-57),24(C-1").

6-Bromoindol (67).

Sulfato acido de 3-nitro-4-metilfenilamonio.

NO,

®6
NH3HSO,

A una solucién de-toluidina (27 g, 0.25 mol) en acido sulfarico 935 g) a -5 °C
se adiciond con agitacion una solucién de acidicnitoncentrado (25.2 g, 0.26 mol)
en Acido sulfarico 96% (90 g) durante 2 h. La terajpga se mantuvo por 2 h y la
mezcla resultante se dej6é a temperatura ambiedi I noche. La mezcla oscura
resultante se agregé a 300 g de hielo y un séhdarilo se formo en un periodo de 30
min. El sélido se filtrd, se lavo con agua fria,sge0 al aire y se recristalizé en metanol
producendo placas casi transparentes y en aguagieodo agujas (52 g, 64 % de
rendimento) P.f. > 250 °C (descomposicion).

RMN-'H (300 MHz, CDCJ): § = 7.22 (d, 1H,J = 2.5 Hz, H-1), 7.02 (d, 1H,= 8.7 Hz,
H-4), 6.74 (dd, 1HJ = 2.7, 8.0 Hz, H-5), 2.40 (s, 3H, GH

4-Bromo-2-nitrotolueno.

NO,

Br

Sulfato acido de 3-nitro-4-metilfenilamonio (35.80314 mol) fue suspendido en acido

bromhidrico 12% (200 mL) y enfriado a 0 °C con @fid de agua-hielo. Una solucién
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fria de nitrito de sodio (18 g, 0.26 mol) en agda (L) fue adicionada lentamente a la
suspensién con agitacion constante, manteniendeniperatura a 0 °C. En un balén
aparte, fue preparada una solucion de bromuro e @ (20.25 g, 0.14 mol) en acido

bromhidrico 48% (27 mL), y se calentd a reflujordhanes frias de la sal de diazonio
fueron adicionadas a esta Ultima solucién en uingerde 1 h. La mezcla se mantuvo a
reflujo hasta que dejaron de salir los gases ynfgdea temperatura ambiente. La

solucion se coloco en un bafio de hielo, al cab® dese filtrd el sélido resultante y se

lavé con agua fria. El producto se recristalizéetanol produciendo 23.3 g (77 %) de
agujas amatrillas, P.f. 45-47 °C.

RMN-'H (300 MHz, CDCJ): 6 = 8.04 (d, 1H,) = 2.1 Hz, H-3), 7.54 (dd, 1H, = 1.8,
8.3 Hz, H-6), 7.16 (dd, 1K), = 0.5, 8.3 Hz, H-5), 2.48 (d, 3H= 0.5 Hz, CH).

JoN

Una solucion de 4-bromo-2-nitrotolueno (10 g, 46 ohm dimetilacetal de

6-Bromoindol.

dimetilformamida (7.9 mL, 56 mmol) y pirrolidina .4 mL, 56 mmol) en
dimetilformamida (100 mL) se calenté a 110 °C pdn én atmdsfera de nitrégeno y
con agitacion constante, después de lo cual seentmdca presion reducida y la mezcla
resultante se colocO en un baflo de hielo. La meZok redisuelta en
metanol/tetrahidrofurano 1:1 (100 mL), se adicicafalizador de Niquel/Raney y a la
mezcla bien agitada se adiciond hidrazina monotadea gota a gota durante 1 h
manteniendo la temperatura por debajo de 10 °@nalizar la adicion se retir6 el bafio
de hielo y la mezcla se dejé reaccionar por 16tbngperatura ambiente. La mezcla
resultante fue filtrada con Celite® y el filtradaef concentrado a presion reducida. El
producto fue purificado por cromatografia en colamn(gel de silice,
hexano/diclorometano 1:1) producendo un sélidodaai? g, 77% los dos pasos). P.f.
91-92 °C.

RMN-'H (300 MHz, CDC}): § 6.54 (m, 1H, H-2), 7.18 (tH, J = 2.5 Hz, H-3), 7.23
(dd, 1H,J = 2.0, 9.1 Hz, H-5), 7.51 (d, 1H,= 9.1 Hz, H-4), 7.55 (d, 1H,= 2.0 Hz, H-
7), 8.14 (s, 1H, NH).
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3-(2-Nitroetenil)-6-bromoindol (68):

NO,

A una mezcla de 6-bromoindol (2.00 g, 10.3 mmdl}gimetilamino-2-nitroeteno (1.20
g, 10.3 mmol) en atmosfera de nitrégeno fue adadorécido trifluoroacético (10 mL)
y la mezcla de reaccion fue agitada a temperatatdemte por 10 min. La solucion roja
resultante fue adicionada a una solucion saturadacarbonato de sodio y extraida con
acetato de etilo (3 x 30 mL). Las fases organicasiinadas fueron secadas con sulfato
de sodio anhidro y el solvente fue evaporado ai@reseducida. El producto fue
purificado por cromatografia en columna (gel dessildiclorometano) obteniéndose
2.61 g (96 %) del producto como un sélido amaghaorfo. P.f. 156-158 ° C.

RMN-'H (300 MHz, CDCJ): § 12.28 (s, 1H, NH), 8.38 (d, 1H,= 13.5 Hz, H-2"), 8.25
(s, 1H, H-2), 8.02 (d, 1H] = 13.5 Hz, H-1"), 7.93 (d, 1H,= 8.4 Hz H-5), 7.71 (d, 1H,
J=0.1Hz, H-4), 7.33 (dd, 1H,= 8.4, 0.1 Hz, H-7)

6-Bromotriptamina (69):

NH,

Br

Iz

A una suspension agitada de borohidruro de sodi@5(lg, 40 mmol) en
tetrahidrofurano (100 mL) a O °C fue adicionad@uaruro de boro eterato (BELO)
(5.6 mL, 44 mmol) gota a gota durante un period@@enin. La mezcla se agité a
temperatura ambiente por 30 min mas. Una soluc&B-(R-nitroetenil)-6-bromoindol
(2.0 g, 7.5 mmol) en tetrahidrofurano (20 mL) fugomces adicionada gota a gota a la
suspension inicial y la mezcla se calento a refigjp2 h. Después de enfriar la mezcla

a temperatura ambiente, la reaccion fue deteniddapadicion cuidadosa de hielo. La
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mezcla fue acidificada con &cido clorhidrico 1 Majentada a 80-85 °C por otras 2 h.
La solucién resultante se enfrié a temperatura ant®j se extrajo con éter etilico (2 x
20 mL) y se hizo basica con hidréxido de sodio aoué N para liberar la amina.

Cloruro de sodio sélido fue adicionado a la solagiGe extrajo con éter etilico (3 x 50
mL). La fase organica fue secada con sulfato desathidro y concentrada a presion
reducida y el producto fue purificado por croma#digr en columna (gel de silice,

diclorometano:metanol:amoniaco acuoso 8:2:0.1) nidmelose 1.2 g (62 %) de un
solido blanco 105-107 °C .

RMN-'H (300 MHz, CDCJ):  8.67 (s, 1H, NH), 7.48 (d, 1H,= 1.5 Hz, H-7), 7.46 (d,
1H,J = 8.6 Hz, H-4), 7.21 (dd, 1H,= 8.4, 1.5 Hz, H-5), 6.98 (s, 1H, H-2) 3.02 (t,,2H
J=6.4 Hz, 2H-1'), 2.88 (t, 2H,= 6.4 Hz, 2H-2").

2-[6-Bromo-1H-indol-3-il]- N-metil-2-oxoacetamida (70).

A una solucién de 6-bromoindol (1.50 g, 7.65 mnesl) ELO seco (20 mL) a 0 °C se
agregd gota a gota cloruro de oxalilo (0.8 mL, :7#@0l, 1.2 eq.) y la mezcla se agitd
por 3 h a esa temperatura. La suspension amadidtante se dejo llegar a temperatura
ambiente en el transcurso de 1 h y el sélido aloasd filtré y se lavd con eter etilico

frio. El sélido amarillo se us6 directamente esifmiente reaccion.

El solido amarillo se colocé en un balon de dosabode 500 mL, se agrego

diclorometano seco (200 mL) y a la suspension taesid se le burbujeé metilamina con
agitacién constante por 15 min. Se detuvo el beddg metilamina y la suspension se
agité por 15 min mas, periodo durante el cual Epsnsién pasé de color amarillo a
blanco. El solvente se evaporé a presion reduciddaymezcla resultante se le agregé
agua (200 mL) y se extrajo con acetato de etilg {50 mL), la fase organica se seco
con sulfato de sodio anhidro y se recristalizé ®ma@ produciendo 1.83 g (85 % los

dos pasos) de agujas incoloras.

RMN-H (500 MHz, DMSO€g): & 12.24 (s, 1H, NH-2"), 8.77 (s, 1H, NH-1), 8.66 (d,
1H,J = 4.5 Hz, 2-H), 8.14 (d, 1H = 8.5 Hz, 4-H), 7.72 (d, 1K = 1.5 Hz, 7-H), 7.38
(dd, 1H,J = 8.5, 1.5 Hz, 5-H), 2.74 (d, 3H,= 5.0 Hz, N-CH). RMN-'°C (125 MHz,
DMSO-dg): § 182.3 (C-2°), 163.9 (C-1'), 139.4 (C-79), 137.43@3, 125.5 (C-4), 125.4
(C-7), 123.1 (C-2), 116.0 (C-3), 115.4 (C-6), 11C25), 25.67 (N-CH).
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6-Bromo-N%metiltriptamina (56) a partir de 2-[6-bromo-1H-indol-3-il]- N-metil-2-

oxoacetamida (70).

\ —Boc

En un balén de 3 bocas equipado con una barraitbeidag magnética y en atmdésfera
de nitrogeno, se coloco 2-[6-brombkindol-3-il]-N-metil-2-oxoacetamida7Q, 1.57 g,
5.56 mmol) en tetrahidrofurano seco (10 mL), seertdl a reflujo y se agregd el
complejo borano-sulfuro de dimetilo (9.3 mL de wmducion 3M en tetrahidrofurano,
19 mmol) permitiendo la destilacion del sulfuro dimetilo. La mezcla se mantuvo a
esa temperatura por 15 min. La mezcla se enfr@mpératura ambiente y después se
colocé en un bafio de hielo-agua manteniendo ladeatyra por debajo de 5 °C. A la
solucion fria se agregd metanol (5 mL) y se burdbgjeruro de hidrégeno hasta pH 2.
La mezcla acida se calent6 a reflujo por 1 h, $8éey se alcalinizé con hidréxido de
sodio 2M hasta pH 9 y se extrajo con diclorometégha 10 mL). El producto no se

purificé y se utilizé directamente en el paso sgte.

La proteccion con Boc se realizé de igual forma e@®@ menciond anteriormente. El
producto fue purificado por cromatografia en colamn(gel de silice,
diclorometano:acetato de etilo 9:1) obteniéndo2 dlL(68 % los dos pasos) de un

liquido incoloro.

RMN-H (500 MHz. CDCY): § 8.44 (s, 1H, NH), 7.48 (d, 1H,= 1.5 Hz, H-7), 7.44
(d, 1H,J = 8.5 Hz, H-4), 7.18 (dd, 1H,= 8.5, 1.5 Hz, H-5), 6.92 (s, 1H, H-2), 3.47 (t,
2H,J = 7.5 Hz, 2H-2), 2.91 (t, 2H), = 7.5 Hz, 2H-1), 2.82 (s, 3H, N-GH 0.9 (s, 9H,
Boc). RMN+°C (125 MHz, DMSO#): § 155.8 (C=0O Boc), 137.1 (C-79), 126.4 (C-2),
122.6 (C-5), 122.4 (C-6), 119.9 (C-3?), 115.4 (CiMY.1 (C-3), 113.3 (C-4), 79.32 (C-
O Boc), 49.44 (C-2), 34.21 (C-1"), 28.28, (C-B@8)82, (C-Boc) 28.41 (C-Boc).

6-Bromo-N'-metiltriptamina (56) a partir de 6-bromotriptamina (69):

La formilacion en R, la reduccion de la amida con borano-sulfuro deetiio y la

proteccion con Boc se realizaron como se ha meadmnEl producto fue purificado
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por cromatografia en columna (gel de silice, acetde -etilo:hexano 75:25)
obteniéndose 1.2 g (32 % los tres pasos) de uidddacoloro.

N*-Boc-desformilflustrabromina (71).

N/BOC

Iz

Br

Sintetizado a partir d&6 utilizando el procedimiento mencionado anteriortagmara
64. El producto fue purificado por cromatografia etumna (gel de silice acetato de
etilo:hexano 25:75): 70 % de rendimiento.

RMN-*H (500 MHz, CDCJ): § 8.13 (s, 1H, NH), 7.49 (d, 1H,= 8.0 Hz, H-7), 7.45 (d,
1H, J = 2.0 Hz, H-4), 7.20 (dd, 1H, = 8.0, 2.0 Hz, H-5), 6.10 (dd, 18,= 10.7, 17.0
Hz, H-2"") 5.10 (dd, 1HJ = 1.2, 17.0 Hz, H-3""), 5.07 (dd, 1Bi= 1.0, 10.7 Hz, H-3"),
3.39 (t, 2HJ = 7.8 Hz, 2H-2), 3.13 (t, 2H,= 7.8 Hz, 2H-1"), 2.65 (s, 3H, NG 1.45
(s, 3H, 3H-47"), 1.46 (s, 3H, 3H-57), 1.49 (s, Btic). RMNLC (125 MHz,CDCY):
156.1 (C=0 Boc), 148.8 (C-72), 146.5 (C-3?), 13€M2), 128.3 (C-3), 121.6 (C-7),
119.9 (C-4), 113.9(C-2"), 113.6 (C-3"), 111.755-79.95 (C-O Boc), 49.92 (NGH
39.43 (C-2"), 34.67 (C-17), 29.05 (x 3, Boc), 24(82 C-4"", 57).

N-Prenil- N**-Boc-desformilflustrabromina (72).

N/Boc

N\ /

N

Sintetizado a partir dé6 utilizando el procedimiento mencionado anteriortagrara
62. El producto fue purificado por cromatografia etumna (gel de silice acetato de
etilo:hexano 25:75) 77 % de rendimiento.
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RMN-'H (500 MHz, CDCJ): § 7.43 (d, 1HJ = 1.5 Hz, H-7), 7.41 (d, 1H = 8.5 Hz,
H-4), 7.17 (dd, 1HJ = 8.5, 1.5 Hz, H-5), 6.83 (s, 1H, H-2), 5.30 (i, H-2"), 4.55
(d, 2H,J = 6.6 Hz, 2H-1""), 3.44 (t, 2H),= 7.5 Hz, 2H-2"), 2.89 (t, 2H,= 7.5 Hz, 2H-
1), 2.83 (s, 3H, NCH), 1.79 (s, 3H, Ckt4""), 1.75 (s, 3H, Ck5"), 1.33 (s, 9H, Boc).
RMN-C (125 MHz, CDCJ): § 155.7 (C=0 Boc), 137.1 (C-7%), 136.6 (C-3%), 14T0
2), 125.8 (C-3), 121.9 (C-7), 120.1 (C-4), 119.5%0), 115.1 (C-3”), 112.49 (C-5),
112.46 (C-6), 79.17 (C-O Boc), 49.68 (NgH43.99 (C-2°), 34.21 (C-1'), 28.33 (3 C,
Boc), 25.62 (C-4""), 18.00 (C-5").

Desformilflustrabromina (54).

HN—

Br

Iz

La desproteccion fue realizada de la misma formealgunencionada anteriormente. El
producto fue purificado por cromatografia en colamn(gel de silice,
diclorometano/metanol/trietilamina 9:0.5:0.5). 90 & rendimiento de un liquido

incoloro.

RMN-'H (400 MHz, DMSO#d): & 9.21 (s, 1H, NH-1), 7.49 (d, 2H,= 8.0 Hz, H-7, H-
5), 7.08 (d, 1HJ = 8.0, Hz, H-4), 6.11 (dd, 1H,= 10.7, 17.0 Hz, H-3"") 5.10 (d, 18,
=17.0 Hz, H-3"), 5.06 (d, 1H,= 10.7 Hz, H-2"), 3.06 (t, 2H}, = 7.8 Hz, H-2"), 2.93
(t, 2H,J = 7.8 Hz, H-1"), 2.59 (s, 3H, NGH RMN-'°C (100 MHz, DMSO#d): & 145.5
(C-79), 141.8 (C-3?), 135.4 (C-2), 127.6 (C-3),.B2AC-7), 119.3 (C-4), 113.5 (C-3"),
111.6 (C-2"), 105.0 (C-6), 48.56 (NGH32.30 (C-2"), 27.58(2C, C-4”*, C-57), 21.27
(C-1").
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N*-Prenildesformilflustrabromina (55).

Br

La desproteccion fue realizada de la misma fornmalgunencionada anteriormente. El
producto fue purificado por cromatografia en colamn(gel de silice,
diclorometano/metanol/trietilamina 9:0.5:0.5). 92 & rendimiento de un liquido

incoloro.

RMN-'H (500 MHz, CDCJ): § 7.43 (d, 1HJ = 8.5 Hz, H-7), 7.39 (d, 1H} = 1.5 Hz,
H-4), 7.14 (dd, 1HJ = 8.5, 1.5 Hz, H-5), 6.89 (s, 1H, H-2), 5.29 (rh{, H-1"), 4.54
(d, 2H,J = 7.0 Hz, 2H-2"), 3.01 (t, 2H),= 7.0 Hz, 2H-2"), 2.93 (t, 2K}, = 7.0 Hz, 2H-
1), 2.45 (s, 3H, NCH, 1.77 (s, 3H, Ckt4™), 1.74 (s, 3H, CH5~). RMN-C (125
MHz, CDCk): § 137.1 (C-79), 136.7 (C-3?), 126.7 (C-2), 126.03}C122.0 (C-7),
120.1 (C-4), 119.3 (C-5), 115.2 (C-6), 112.5 (C2111.5 (C-3"), 51.19 (NCHi
44.00 (C-1"), 35.00 (C-2"), 25.59 (C-1'), 24.194C), 17.98 (C-5").

N™-Alil- N*°%-metil-N*°-Boc-triptamina (73).

N/Boc

\

La alilacién en N se realiz6 de igual forma que en la preparaci6f2ie partir deso0,
con la diferencia que la temperatura de reacciénOfC. Rendimiento 87 % de un

liquido incoloro.

RMN-'H (500 MHz, CDCY): § 7.61 (d, 1HJ = 7.5 Hz, H-7), 7.27 (d, 1H} = 8.5 Hz,
H-4), 7.19 (t, 1HJ = 7.5 Hz, H-5), 7.10 (t, 1H} = 7.0 Hz, H-6), 6.88 (s, 1H, H-2), 5.96
(m, 1H, H-2), 5.17 (d, 1H] = 10.5 Hz, H-3"), 5.07 (d, 1H,= 17.0 Hz, H-3""), 4.60
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(d, 2H,J = 5.5 HzH-1""), 3.49 (t, 2H] = 7.5 Hz, 2H-2"), 2.95 (t, 2H, = 7.5 Hz, 2H-
1), 2.85 (s, 3H, NCH), 1.37 (s, 9H, Boc). RMNEC (125 MHz, CDCJ): § 155.7 (C=0
Boc), 136.4 (C-79), 133.5 (C-3?), 128.1 (C-2), 62&-3), 121.5 (C-7), 118.8 (x 2, C-5,
C-6), 117.1 (C-4), 112.2 (C-2"), 109.5 (C-3""),T®(C-O Boc), 49.70, (NCH\, 48.59
(C-17), 34.30 (C-2"), 28.36 (3 C, Boc), 23.91 (§-1

N*,N*°-Dimetil- N*°-Boc-triptamina (74).

N/Boc

La metilacién en Nse realizé de igual forma que en la preparacié®2de partir des0,
con la diferencia que la temperatura de reaccien0fiC. Rendimiento 85 % de un

liquido incoloro.

RMN-'H (500 MHz, CDC)): & 7.60 (d, 1HJ = 5.5 Hz, H-7), 7.27 (d, 1H] = 8.0 Hz,
H-4), 7.20 (t, 1HJ = 7.5 Hz, H-5), 7.09 (t, 1Hl = 7.0 Hz, H-6), 6.82 (s, 1H, C-2), 3.72
(s, 3H, NCH-1), 3.47 (t, 2HJ = 7.5 Hz, 2H-2"), 2.94 (t, 2Hl = 7.5 Hz, 2H-1"), 2.86
(s, 3H, NCH-10), 1.33 (s, 9H, Boc). RMNEC (125 MHz, CDG): 6 155.7 (C=0, Boc,
137.0 (C-7?), 127.8 (C-3?), 126.6 (C-2), 121.5 §C138.76 (C-7) 118.70 (C-4), 111.7
(C-5), 109.1 (C-6), 79.10 (C-0O, Boc), 49.76 (N£HD), 34.18 (NCH-1), 32.53 (C-2),
28.28 (3 C, Boc), 23.83 (C-17).

N™-Alil- N*%-metiltriptamina (75).

\

La desproteccion del grupo Boc ef’Ne realizé de igual forma que en la preparacion

de57 a partir de73. Rendimiento 88 % de un liquido incoloro.
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RMN-*H (500 MHz, CDCJ): § 7.64 (d, 1HJ = 7.5 Hz, H-7), 7.30 (d, 1H = 8.5 Hz,
H-4), 7.22 (t, 1H,) = 7.5 Hz, H-5), 7.12 (t, 1Hl = 7.0 Hz, H-6), 6.95 (s, 1H, H-2), 6.00
(m, 1H, H-2""), 5.20 (d, 1H] = 10.5 Hz, H-3"), 5.11 (d, 1K), = 17.0 Hz H-3"), 4.69
(d, 2H,J = 5.5 Hz, H-17), 2.99 (t, 2H] = 7.5 Hz, 2H-2"), 2.93 (t, 2H] = 7.5 Hz, 2H-
1), 2.46 (s, 3H, NCh. RMN-'°C (125 MHz, CDCJ): § 133.56 (C-72), 133.50 (C-32),
128.0 (C-2), 125.7 (C-3), 121.6 (C-7), 119.0 (C¥)8.85 (C-2""), 117.2 (C-3"), 112.8
(C-5), 109.5 (C-6), 52.08 (NGJ{ 48.64 (C-1"), 36.26 (C-2"), 25.46 (C-1").

N® N%-Dimetiltriptamina (76).

La desproteccion del grupo Boc ef’Ne realizé de igual forma que en la preparacién

de 57 a partir def4. Rendimiento 88 % de un liquido incoloro.

RMN-1H (Sal oxalica, 500 MHz, DMS@s): 6 8.85 (s, 1H, NH-1), 7.58 (d, 1KH,= 8.0
Hz, H-7), 7.39 (d, 1HJ) = 8.0 Hz, H-4), 7.19 (s, 1H, H-2), 7.15 (t, 1Hs 7.0 Hz, H-5),
7.03 (t, 1HJ = 7.0 Hz, H-6), 3.72 (s, 3H, NGH.), 3.13 (t, 2H,J = 7.5 Hz, 2H-2"), 3.02
(t, 2H,J = 7.5 Hz, 2H-1"), 2.28 (s, 3H, NGHO0). RMN*3C (125 MHz, DMSOd): &
136.8 (C-7?), 127.8 (C-39), 127.2 (C-2), 121.5 }C138.7 (C-7), 118.6 (C-4), 109.8 (C-
5), 108.8 (C-6), 54.5 (NC#il) 48.8 (NCH-10), 32.6 (C-27), 32.4 (C-1").

N*-Prenil-N*° N*°-dimetiltriptamina (77).

7
~

pzd

A una suspension de paraformaldehido (0.045 g,mnol) en metanol (10 mL) se

adicion6N*-prenil-N**-metiltriptamina 65, 0.07 g, 0.3 mmol) y la suspensién resultante
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se agité por 30 min. Pasado este tiempo se adidiorghidruro de sodio (0.06 g, 1.5
mmol) y la mezcla de reaccion se dejo reaccionar 2. La reaccion se detuvo
adicionando una solucién saturada de bicarbonatod® (5 mL) y la mezcla se agito
por 1 h mas. El solvente se evaporo y a la meeslaltante se le adicioné agua (10 mL)
y se extrajo con diclorometano (3 x 10 mL). La fasganica se secé con sulfato de
magnesio anhidro, se evapord a presion reducida progelucto fue purificado por
cromatografia en columna (gel de silice, diclor@nefmetanol/trietilamina 9:0.5:0.5) y
se obtuvo 0.06 g (81 %) de un liquido viscoso hdanc

RMN-'H (500 MHz, CDCY): § 7.58 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-7), 7.28 (d, 1H] = 8.5 Hz,
H-4), 7.17 (t, 1H] = 7.0, H-5), 7.08 (t, 1H] = 8.0, H-6), 6.91 (s, 1H, H-2), 5.34 (1H,
m, H-2"), 4.62 (2H, dJ = 7.0 Hz, 2H-1""), 2.96 (t, 2H,= 8.0 Hz, 2H-2), 2.68 (m, 2H,
2H-1°), 2.38 (s, 6H, N(Ch)), 1.80 (3H, s, Ckt4"), 1.74 (3H, s, CK5"). RMN-C
(125 MHz, CDCY): § 136.2 (C-72), 135.9 (C-32), 128.0 (C-2), 124.98B[C121.3 (C-4),
120.1 (C-4), 118.8 (C-2”), 110.6 (C-3”), 112.3-§ 109.5 (C-6), 60.34 (X 2,
N(CHs),) 45.21 (C-2), 43.91 (C-1") 25.61 (C-1"), 23.4H-4""), 17.97 CH-57).

N2-Alil- N*° N -dimetiltriptamina (78).

N~

7
~

2

\

La aminacién reductiva en ef\se realizé de igual forma que en la preparaciérizde

partir de75. Rendimiento 67 % de un liquido incoloro.

RMN-*H (500 MHz, CDC}): § 7.58 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-7), 7.26 (d, 1H] = 8.0 Hz,
H-4), 7.18 (t, 1H,) = 8.5 Hz, H-5), 7.09 (t, 1Hl = 7.0 Hz, H-6), 6.93 (s, 1H, H-2), 5.95
(m, 1H, H-2"), 5.16 (d, 1H] = 10.0 Hz, H-3""), 5.07 (d, 1H,= 17.0 Hz, H-3""), 4.65
(d, 2H,J = 5.5 Hz, 2H-1""), 3.04 (t, 2H,= 7.0 Hz, 2H-2"), 2.80 (t, 2H),= 7.5 Hz, 2H-
1), 2.46 (s, 6H, N(CH,). RMN-C (125 MHz,CDCY): § 136.4 (C-72), 133.5 (C-39),
127.8 (C-2), 125.5 (C-3), 121.7 (C-7), 118.97 (C:4$.78 (C-2"), 117.2 (C-3), 111.9
(C-5), 109.6 (C-6), 59.85 (N(Gf$), 48.64 (C-1"), 44.74 (C-2'), 22.82 (C-1").
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NN N*°-Trimetiltriptamina (79).

La aminacién reductiva en ef\se realizé de igual forma que en la preparaciérizde
partir de76. Rendimiento 76 % de un solido blanco, p.f: 156-4G8

RMN-'H (Sal oxalica, 500 MHz, DMS@): & 7.61 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.39 (d,
1H,J = 8.0 Hz, H-4), 7.19 (s, 1H, H-2), 7.16 (t, 1Hs 7.0 Hz, H-5), 7.03 (t, 1H] =
7.0 Hz, H-6), 3.73 (s, 3H, NGHL), 3.24 (t, 2H,J = 7.5 Hz, 2H-2"), 3.07 (t, 2H,= 7.5
Hz, 2H-1), 2.80 (s, 6H, N(CHk). RMN-*C (125 MHz, DMSOdg): 5 136.8 (C-79),
127.7 (C-39), 127.2 (C-2), 121.5 (C-3), 118.71 jC118.65 (C-4), 118.6 (C-5), 109.8
(c-6), 57.00 (NCH+1), 42.32 (x 2, N(CH)2-10), 32.43 (c-2°), 20.16 (C-1").

Yoduro de 6-bromo-N*-prenil- N'°, N N*°-trimetiltriptaminio (80).

Br N

A N'-prenildesformilflustrabrominas(, 0.05 g, 0.11 mmol) disuelta en acetona (5 mL)
se adicion6 yoduro de metilo (0.5 g, 3.5 mmol) gotgota y la mezcla de reaccion se
dejo con agitacion constante por 16 h. A la sudpan®sultante se le adiciond éter

etilico (5 mL) y el sélido se filtré al vacio prodando 0.065 g (90 %) de un sélido

blanco.

RMN-'H (500 MHz, DMSO¢e): & 7.67 (d, 1H,J = 1.5 Hz, H-7), 7.60 (d, 1H] = 8.5
Hz, H-4), 7.18 (s, 1H, H-2), 7.14 (dd, 1Bi= 8.5, 1.5 Hz, H-5), 5.30 (m, 1H, H-2"),
4.72 (d, 2H]) = 7.0 Hz, 2H-27"), 3.55 (t, 2H,= 7.0 Hz, 2H-2"), 3.14 (t, 2H,= 7.0 Hz,
2H-1°), 3.16 (s, 9H, N(CH3), 1.79 (s, 3H, NCH4™), 1.71 (s, 3H, NCK5"). RMN-
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13C (125 MHz, DMSOde): 5 136.8 (C-72), 136.2 (C-3?), 127.3 (C-2), 126.BJC121.6
(C-7), 120.6 (C-4), 120.0 (C-2""), 114.6 (C-3'},219 (C-5), 108.7 (C-6), 52.38 8C-
17), 52.22 (x 3, N(Ch)s), 43.52 (C-2), 25.49 (C-1'), 18.50 GH "), 17.98 (CH-5").

Yoduro de N-prenil- N*°, N*® N*-trimetiltriptaminio (81).

A

N

La formacion de este yodometilato se realizé dalifprma que par&0 a partir de55.

Rendimiento 91% de un sélido blanco.

RMN-'H (500 MHz, DMSO#€): & 7.63 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-7), 7.41 (d, 1H = 8.5
Hz, H-4), 7.24 (s, 1H, H-2), 7.15 (t, 18,= 8.0, H-5), 7.05 (t, 1H) = 8.0, H-6), 5.30
(1H, m, H-2"), 4.72 (2H, d] = 7.0 Hz, 2H-1"), 3.56 (t, 2H,= 8.0 Hz, 2H-2"), 3.18 (s,
9H, N(CHs)3), 3.16 (m, 2H, 2H-17), 1.81 (s, 3H, GH¥4™), 1.71 (s, 3H, CKH5""). RMN-
13C (125 MHz, DMSOde): & 136.0 (C-7), 135.6 (C-39), 127.3 (C-2), 126.4 {C121.5
(C-7), 120.4 (C-4), 118.78 (C-2”"), 118.76 (C-31),0.1 (C-5), 108.8 (C-6), 65.31 (C-
1), 52.37 (x 3, N(CH)3), 43.46 (C-2°), 25.50 (C-1"), 18.68 (H"), 17.96 (CH-57).

Yoduro de N'-alil- N*°, N N'%trimetiltriptaminio (82).
@0 |
N/
N\

N

\

La formacion de este yodometilato se realizé dalifprma que par&0 a partir de75.

Rendimiento 64 % de un sdélido blanco.

RMN-'H (500 MHz, DMSO#€g): 5 7.65 (d, 1H,J = 7.5 Hz, H-7), 7.41 (d, 1H} = 8.5
Hz, H-4), 7.26 (s, 1H, H-2), 7.14 (t, 1Bi= 7.0 Hz, H-5), 7.05 (t, 1H] = 7.0 Hz, H-6),
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6.97 (m, 1H, H-2"), 5.13 (d, 1H,= 10.0 Hz, H-3"), 5.01 (d, 1H,= 17.0 Hz, H-3"),
4.78 (d, 2HJ = 5.0 Hz, H-17), 3.57 (t, 2H] = 7.0 Hz, 2H-2"), 3.18 (s, 9H, N(GH),
3.17 (t, 2H,J = 7.0 Hz, 2H-1"), RMNC (125 MHz, DMSOd): § 136.1 (C-72), 134.5
(C-3%), 127.2 (C-2), 126.8 (C-3), 121.6 (C-7), BB(C-2""), 118.80 (C-3"), 116.9 (C-
4), 110.2 (C-5), 108.3 (C-6), 65.25 (C-1"), 55.0NCHs), 55.09 (NCH), 55.07
(NCH;), 45.94 (C-2), 18.67 (C-1).

Yoduro de N*, N*® N° N**tetrametiltriptaminio (83).

La formacion de este yodometilato se realizé dalifprma que par80 a partir de76.
Rendimiento 88 % de un solido blanco.

RMN-'H ( 500 MHz, DMSOs): & 7.58 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-7), 7.40 (d, 1H] = 8.0
Hz, H-4), 7.22 (s, 1H, H-2), 7.16 (t, 1Bi= 7.0 Hz, H-5), 7.05 (t, 1H] = 7.0 Hz, H-6),
3.74 (s, 3H, NCht1), 3.17 (t, 2HJ = 7.5 Hz, 2H-2), 3.01 (t, 2H] = 7.5 Hz, 2H-1"),
2.61 (s, 3H, NCK10). RMN-3C (125 MHz, DMSOsde): § 136.9 (C-72), 127.9 (C-39),
127.2 (C-2), 121.5 (C-3), 118.7 (C-7), 118.5 (C#)9.9 (C-5), 108.4 (C-6), 48.78 (x 3,
N(CHs) 5-10), 42.72 NCH1), 32.49 (C-2), 21.62 (C-1).

2-(1H-Indol-3-il)- N,N-dimetil-2-oxoacetamida (85):

Iz

Este compuesto se sintetizd de la misma manerd.qlid-indol-3-il)-2-(pirrolidin-1-
il)etan-1,2-diona70), pero partiendo de inddB4, 6.00 g, 51.2 mmoles), el cual, en éter

etilico anhidro (50 mL) a 0 °C se traté con clordeooxalilo (7.80 g, 61.9 mmol, 1.20
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eq). El sélido amarillo resultante se filtr6, sedaon éter etilico frio, se suspendié en
diclorometano seco (250 ml) y se le burbujeé dilaetina gaseosa seca por 10 min. La
mezcla de reaccidon se mantuvo a temperatura amebjeagitacion constante por 3 h. El
solvente se evapor6 a presion reducida y a la meeslltante se le agregé agua (200
mL) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 150 nih)Yase organica se seco6 con sulfato
de sodio anhidro y se concentrd a presion redu&taroducto fue recristalizado en

etanol produciendo 8.37 g (80 % los dos pasoshdlido blanco.

RMN-'H (500 MHz, DMSO€): & 12.25 (s, 1H, NH), 8.10 (d, 1H,= 8.0 Hz, H-7),
8.09 (s, 1H, H-2), 7.52 (dd, 1K = 1.5 Hz,J, = 6.5 Hz, H-4), 7.25 (m, 2H, H-5, H-6),
2.98 (s, 3H, NCH), 2.90 (s, 3H, NCh). RMN-'°C (125 MHz, DMSOs): 5 186.8 (C-
2'), 167.5 (C-1"), 137.04 (C-72), 137.01 (C-3¥)5.02(C-2), 123.6 (C-3), 122.6 (C-7),
121.0 (C-4), 113.1 (C-5), 112.7 (C-6), 36.90 (N§;133.54 (NCH).

N,N-Dimetil-2-(1-octil-1H-indol-3-il)-2-oxoacetamida (86):

A una suspension de hidruro de sodio (0.183 gmfrdl) en tetrahidrofurano seco (25
mL) en un balén de dos bocas a 0 °C equipado carbarma de agitacion magnética y
bajo atmosfera de nitrégeno, se adiciond gota a goé solucion de 24ikindol-3-il)-
N,N-dimetil-2-oxoacetamidég5, 2.00 g, 6.08 mmol) en tetrahidrofurano secorfiL().

La mezcla se dejo reaccionar por 30 min y se auicigota a gota una solucion de
bromuro de octilo (1.4 g, 7.3 mmol) en tetrahidraho seco (10 mL). La mezcla se
dejo reaccionar a temperatura ambiente durante, Heédpués se agregaron 5 mL de
agua y la mezcla se extrajo con acetato de etidldake organica se seco6 con sulfato de
sodio anhidro y se concentr6 a presion reducidaprBtucto fue purificado por
cromatografia en columna (gel de silice, acetatetitt®) obteniéndose 2.48 g (77 %) de

un liguido viscoso incoloro.
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RMN-'H (400 MHz, CDCY): § 8.38 (t, 1H,J = 5.6 Hz, H-7), 7.93 (s, 1H, H-2), 7.61 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 4.16 (t, 2H] = 7.6 Hz, H-17), 3.14 (s, 3H, NGH 3.10 (s, 3H,
NCHy), 1.91 (m, 2H, 2H-2"), 1.31 (m, 10H, 2H-3" hagtd-7""), 0.90 (t, 3HJ = 6.4
Hz, 3H-8"). RMN3C (100 MHz, CDCJ): § 185.5 (C-2"), 167.7 (C-1"), 138.2 (C-72),
137.0 (C-3%), 126.5 (C-2), 123.8 (C-3), 123.1 (C1B2.5 (C-4), 113.3 (C-5), 110.2 (C-
6), 47.44 (x 2, N(Ch),) 37.53 (C-17), 34.48 (C-27), 31.73 (C-3"), 29.8C-47),
29.09 (C-57), 26.88 (C-6"), 22.59 (C-7"), 14(@8"").

2-(1-Decil-1H-indol-3-il)- N,N-dimetil-2-oxoacetamida (87):

La formacién de esta oxoetanamida se realiz6 dd fguma que la d86 a partir de85.

Rendimiento 74 % de un liquido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCY): § 8.38 (t, 1H,J = 5.6 Hz, H-7), 7.93 (s, 1H, H-2), 7.36 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 4.16 (t, 2H] = 7.6 Hz, 2H-1""), 3.14 (s, 3H, NGH 3.10 (s, 3H,
NCHy), 1.91 (m, 2H, 2H-2"), 1.31 (m, 14H, 2H-3"" hagtd-9™"), 0.91 (t, 3HJ = 6.4
Hz, 2H-9). RMN3C (100 MHz, CDCJ): § 185.5 (C-2), 167.7 (C-1"), 138.2 (C-79),
137.0 (C-3?), 126.5 (C-2), 123.8 (C-3), 123.1 (C1B2.5 (C-4), 113.3 (C-5), 110.2 (C-
6), 47.45 (N(CH)) 37.53 (C-1"), 34.48 (C-2""), 31.85 (C-3"), 2D&-4""), 29.48 (C-
57), 29.42 (C-6""), 29.25 (C-7""), 29.13 (C-8),82 (C-9"), 14.10 (C-10").
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2-(1-Dodecil-H-indol-3-il)-N,N-dimetil-2-oxoacetamida (88):

La formacién de esta oxoetanamida se realiz6 dd fguma que la d86 a partir deB5.

Rendimiento 81% de un liquido incoloro.

RMN-*H (300 MHz, CDC}): & 8.38 (t, 1H,J = 5.6 Hz, H-7), 7.93 (s, 1H, H-2), 7.36 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 4.16 (t, 2H] = 7.6 Hz, H-1""), 3.14 (s, 3H, NGNH 3.10 (s, 3H,
NCHs), 1.91 (m, 2H, 2H-2"), 1.31 (m, 18H, 2H-3"" hagtd-11), 0.91 (t, 3H) = 6.4
Hz, 2H-12""). RMN*3C (75 MHz, CDC}): & 185.5 (C-2°), 167.7 (C-1"), 138.2 (C-7?),
137.0 (C-39), 126.5 (C-2), 123.8 (C-3), 123.1 (C1B2.5 (C-4), 113.3 (C-5), 110.2 (C-
6), 47.45 (N(CH)y), 37.53 (C-17"), 34.48 (C-2""), 31.85 (C-3"), @D.(C-4"), 29.48
(C-57), 29.44 (C-6""), 29.42 (C-7""), 29.34 (C)829.25 (C-9), 29.13 (C-10""), 26.88
(C-117) 14.10 (C-127).

N,N-Dimetil-2-(1-octil-1H-indol-3-il)etanamina  (N*-octil-N,N-dimetiltriptamina,
89):
\ —

N

A\

N
))7

A una suspension de hidruro de litio y aluminid(®g, 52.6 mmol) en tetrahidrofurano
seco (200 mL) a 0 °C se agreg6 gota a gota y cibacam constante una solucion de
N,N-dimetil-2-(1-octil-H-indol-3-il)-2-oxoacetamida(86, 2.00 g, 6.07 mmol) en

52



tetrahidrofurano seco. La suspension se calengdlga por 4 h, la mezcla se enfrié a
temperatura ambiente y luego se colocd en un bafidielo-agua y se agrego
cuidadosamente tetrahidrofurano-agua 1:1 (10 mL3. robezcla fue filtrada y

concentrada al vacio. El producto fue purificado gromatografia en columna (gel de
silice, diclorometano:metanol 9:1) produciendo 1gl{®4 %) de un liquido viscoso

incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 300 MHz, DMSQ@k): 8 7.76 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.47 (d, 1H,
J = 8.4 Hz, H-4), 7.41 (s, 1H, H-2), 7.16 (t, 1Hz 7.2 Hz, H-5), 7.06 (t, 1H] = 7.2,
H-6), 5.86 (d, 1H,) = 3.6 Hz, H-2"a), 5.48 (d, 1H,= 10.4 Hz, H-2'b), 4.14 (t, 2H,=
9.0 Hz, 2H-17), 3.81 (dd, 1H; = 10.4 Hz J, = 13.6 Hz, H-1"a), 3.51 (d, 1H,= 13.2
Hz, H-1'b), 3.25 (s, 6H, (N(CHb), 1.72 (t, 2HJ = 6.4 Hz, 2H-2"), 1.24 (m, 10H, 2H-
3" hasta 2H-7"), 0.84 (t, 3H = 4.8 Hz, 3H-7"). RMN®C (Oxalato, 75 MHz,
DMSO-ds): 5 136.6 (C-73), 126.8 (C-3?), 125.8 (C-2), 121.93[C420.1 (C-7), 119.3
(C-4), 115.0 (C-5), 110.5 (C-6), 70.33 (C-17), 82.(C-2"), 53.95 (2C, (N(Chh),
45.94, (C-17), 31.67 (C-27), 30.37 (C-37), 29.(&, C-4”" y C-57), 26.75 (C-67),
22.50 (C-77), 14.39 (C-8").

N,N-Dimetil-2-(1-decil-1H-indol-3-il)etanamina  (N*-decil-N,N-dimetiltriptamina,
90):

N~

A\

N
))g

La formacion de esta triptamina se realiz6 de idoaha que la d89, a partir de87.

Rendimiento 53 % de un liquido incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 300 MHz, DMSQ@k): § 7.75 (d, 1H,J = 7.6 Hz, H-7), 7.47 (d, 1H,
J = 8.4 Hz, H-4), 7.42 (s, 1H, H-2), 7.17 (t, 1Hz 7.2 Hz, H-5), 7.05 (t, 1H] = 7.2
Hz, H-6), 5.85 (d, 1HJ = 3.6 Hz, H-2"a), 5.46 (d, 1H,= 10.4 Hz, H-2'b), 4.13 (t, 2H,
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J=9.0 Hz, 2H-1"), 3.80 (dd, 1H; = 10.4 Hz J, = 13.6 Hz, H-1"a), 3.50 (d, 1H,=
13.2 Hz, H-1'b), 3.26 (s, 6H, (N(GMH), 1.72 (t, 2HJ = 6.4 Hz, 2H-97), 1.23 (m, 14H,
2H-2"" hasta 2H-8""), 0.84 (t, 3H,= 4.8 Hz, 3H-10""). RMN®C (Oxalato, 75 MHz,
DMSO-ds): 5 136.8 (C-72), 126.7 (C-3?), 125.6 (C-2), 121.93[C120.0 (C-7), 119.4
(C-4), 115.0 (C-5), 110.7 (C-6), 70.34 (C-17), &2.(C-2"), 53.95 (NCh), 53.87
(NCHs), 45.94 (C-17), 31.67 (C-2""), 30.37 (C-37), ®.8-4"), 29.78 (C-57), 29.56
(C-67), 29.08 (C-7""), 26.75 (C-8""), 22.50 (C914.39 (C-10").

N,N-Dimetil-2-(1-dodecil-1H-indol-3-il)etanamina (N*-dodecil-N,N-
dimetiltriptamina, 91):

AN

N~

La formacion de esta triptamina se realiz6 de idoaha que la d89, a partir de88.

Rendimiento 67 % de un liquido incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 300 MHz, DMS@k): & 7.76 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.47 (d, 1H,
J = 8.4 Hz, H-4), 7.41 (s, 1H, H-2), 7.16 (t, 1Hz 7.2 Hz, H-5), 7.06 (t, 1H] = 7.2,
H-6), 5.86 (d, 1H, = 3.6 Hz, H-2"a), 5.48 (d, 1H,= 10.4 Hz, H-2'b), 4.14 (t, 2H,=
9.0 Hz, 2H-17"), 3.81 (dd, 1K = 10.4 Hz J, = 13.6 Hz, H-1"a), 3.51 (d, 1H,= 13.2
Hz, H-1'b), 3.25 (s, 6H, (N(CHb), 1.72 (t, 2H,J = 6.4 Hz, 2H-11""), 1.24 (m, 18H, 2H-
2" hasta 2H-10"), 0.84 (t, 3H, = 4.8 Hz, 3H-12"). RMN®C (Oxalato, 75 MHz,
DMSO-dg): & 136.7 (C-72), 126.5 (C-3?), 125.6 (C-7), 121.42JC120.0 (C-3), 119.1
(C-4), 115.1 (C-5), 110.4 (C-6), 70.32 (C-17), £2.(C-2"), 53.91 ((NCH), 53.56
(NCHsz), 45.92 (C-17), 31.64 (C-2"), 30.34 (C-3"), WA-4""), 28.76 (C-57), 29.54
(C-67), 29.32 (C-7"), 29.16 (C-8), 29.08 (C)9'26.74 (C-10"), 22.52 (C-11"),
14.33 (C-127).
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Yoduro de N,N,N-trimetil-2-(1-octil-1 H-indol-3-il)etanaminio (yoduro de N*-octil-
N,N,N-trimetiltriptaminio, 92):

Vi

®0 |

A\

N

b

La formacién de este yodometilato se realizé dalifprma que la d80, a partir deB9.

Rendimiento 89 % de un sdélido blanco.

RMN-'H (400 MHz, DMSOeg): & 7.76 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.47 (d, 1HI = 8.4
Hz, H-4), 7.41 (s, 1H, H-2), 7.16 (t, 18,= 7.2 Hz, H-5), 7.06 (t, 1H] = 7.2, H-6),
5.86 (d, 1HJ = 3.6 Hz, H-2"a), 5.48 (d, 1H,= 10.4 Hz, H-2'b), 4.14 (t, 2H,= 9.0
Hz, 2H-17"), 3.81 (dd, 1H}; = 10.4 Hz J, = 13.6 Hz, H-1"a), 3.51 (d, 1Kd,= 13.2 Hz,
H-1'b), 3.27 (s, 9H, N(CBs), 1.72 (t, 2H,J = 6.4 Hz, 2H-7"), 1.24 (m, 10H, 2H-2"
hasta 2H-6""), 0.84 (t, 3H] = 4.8 Hz, 3H-8""). RMNC (100 MHz, DMSOd): &
136.6 (C-7), 126.8 (C-9), 125.8 (C-2), 121.9 (C-3), 120.1 (C-7), 119.34C115.0 (C-
5), 110.5 (C-6), 70.33 (C-2"), 62.46 (C-17"), 53(3&, N(CH)3), 45.94 (C-17), 31.67
(C-27), 30.37 (C-37), 29.08 (2C, C-4”, C-57K.25 (C-6""), 22.50 (C-7"), 14.39 (C-
87).

Yoduro de N,N,N-trimetil-2-(1-decil-1H-indol-3-il)etanaminio (yoduro de N*-decil-

N,N,N-trimetiltriptaminio, 93):

N/

—
N@@ I

b

La formaciéon de este yodometilato se realizé dalifprma que la d80 a partir de90.

Rendimiento 91% de un soélido blanco.
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RMN-'H (400 MHz, DMSOek): & 7.74 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.46 (d, 1Hl = 8.4
Hz, H-4), 7.39 (s, 1H, H-2), 7.16 (t, 1H,= 7.2 Hz, H-5), 7.06 (t, 1H] = 7.2, H-6),
5.85 (d, 1HJ = 3.6 Hz, H-2"a), 5.47 (d, 1H,= 10.4 HzH-2'b), 4.14 (t, 2H,= 9.0 Hz,
2H-17), 3.79 (dd, 1HJ; = 10.4 Hz J, = 13.6 Hz, H-1"a), 3.49 (d, 1H,= 13.2 Hz, H-
1'b), 3.26 (s, 9H, N(Chs), 1.72 (t, 2HJ = 6.4 Hz, 2H-9""), 1.24 (m, 14H, 2H-2"" hasta
2H-87), 0.84 (t, 3H, = 4.8 Hz, 3H-10""). RMN®C (100 MHz, DMSOd): & 136.6 (C-
7%, 126.8 (C-3), 125.8 (C-2), 121.9 (C-3), 120.1 (C-7), 119.34)C4115.0 (C-5), 110.5
(C-6), 70.33 (C-2°), 62.46 (C-1"), 53.91 (3C, N@#l 45.92 (C-17), 31.73 (C-27),
30.38 (C-37), 29.44 (C-47), 29.40 (C-57), 29.4&, C-6"", C-77), 26.75 (C-8"),
22.54 (C-97), 14.41 (C-10").

Yoduro de N,N,N-trimetil-2-(1-dodecil-1H-indol-3-il)etanaminio (yoduro de N*-
dodecil-N,N,N-trimetiltriptaminio, 94):

VS

@0 |

A\

N

) 1

La formacion de este yodometilato se realiz6 dalifprma que la d80 a partir de9l.

Rendimiento 84 % de un solido blanco.

RMN-'H (300 MHz, DMSOek): & 7.74 (d, 1HJ = 7.8 Hz, H-7), 7.47 (d, 1H = 8.1
Hz, H-4), 7.39 (s, 1H, H-2), 7.17 (t, 1H,= 7.3 Hz, H-5), 7.06 (t, 1H] = 7.2, H-6),
5.86 (d, 1HJ = 3.6 Hz, H-2"a), 5.47 (d, 1H,= 10.5 Hz, H-2'b), 4.14 (t, 2H,= 7.2
Hz, 2H-17), 3.79 (dd, 1H); = 10.5 Hz J; = 13.5 Hz, H-1"a), 3.49 (d, 1H,= 13.2 Hz,
H-1'b), 3.25 (s, 9H, N(Chs), 1.72 (t, 2H,J = 6.4 Hz, 2H-11""), 1.24 (m, 18H, 2H-2"
hasta 2H-10""), 0.85 (t, 3H, = 4.8 Hz, 3H-12""). RMNC (75 MHz, DMSO#ds): &
137.7 (C-7?), 127.1 (C-39), 126.1 (C-2), 122.3 JC120.5 (C-7), 119.7 (C-4), 115.4 (C-
5), 110.8 (C-6), 70.67 (C-2°), 62.85 (C-17), 54(2&, N(CH)3), 46.29 (C-1°), 32.15
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(C-2"), 30.78 (C-3"), 29.85 (2C, C-4",C-5"", €36 29.56 (3C, C-7"", C-8", C-9"),
27.15 (C-107), 22.95 (C-11"), 14.82 (C-12").

(1H-Indol-3-il)-2-(pirrolidin-1-il)etano-1,2-diona (96):

Iz

La formacién de esta oxoetanamida se realiz6 d# fguma que la d85, a partir de84

pero usansdo pirrolidina. Rendimiento 85 % losmhsos, dando un sélido blanco.

RMN-H (500 MHz, DMSO€g): § 12.22 (s, 1H, NH), 8.16 (s, 1H, H-2), 8.11 (d, TH,

= 8.5 Hz, H-7), 7.52 (dd, 1H}; = 1.5 Hz,J, = 6.5 Hz, H-4), 7.25 (m, 2H, H-5, H-6),

3.47 (t, 2H,J = 7.0 Hz, 2H-1"), 3.38 (t, 2H} = 7.0 Hz, 2H-4"), 1.84 (m, 4H, 2H-3",

2H-4""). RMN*°C (125 MHz, DMSOdg): § 186.5 (C-2), 165.4 (C-1'), 137.4 (C-79),
137.0 (C-3?), 125.3 (C-2), 123.6 (C-3), 122.6 (C1P1.1 (C-4), 112.8 (C-5), 112.7 (C-
6), 46.65 (C-1"), 45.06 (C-4""), 25.66 (C-2""),&3(C-3").

<

N

3-(2-(Pirrolidin-1-il)etil)-1 H-indol (97):

Iz

La formacion de esta triptamina se realiz6 de idoaha que la d&9, a partir de96,

Rendimiento 79 % de un liquido incoloro.

RMN-'H (500 MHz, CDCY): § 8.25 (s, 1H, NH) 7.61 (d, 1H,= 7.5 Hz, H-7), 7.31 (d,
1H,J = 7.5 Hz, H-4), 7.16 (t, 1H] = 8.5 Hz, H-5), 7.09 (t, 1H] = 8.5 Hz, H-6), 6.98
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(d, 1H,J = 2.0 Hz, H-2), 3.00 (M, 2H, 2H-2"), 2.81 (m, 22H-1"), 2.63 (M, 4H, 2H-
17, 2H-47), 1.82 (m, 4H, 2H-2"", 2H-3").

1-(3-Metilbut-2-enil)-3-(2-(pirrolidin-1-il)etil)-1 H-indol (46):

La prenilacién en Nse realiz6 de de igual forma que la @ a partir de96. Este

compuesto se uso directamente en la reaccidn siguie

Yoduro de 1-metil-1-(2-(1-(3-metilbut-2-enil)-H-indol-3-il)etil)pirrolidinio (47):

5
;

La formacion de este yodometilato se realiz6 dealigorma que80 a partir del

compuesto anterior. Rendimiento 80 % los dos ppaus producir un liquido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, DMSO#€): 5 7.65 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.42 (d, 1H = 7.5
Hz, H-4), 7.27 (s, 1H, H-2), 7.16 (t, 18,= 7.6, H-5), 7.06 (t, 1HJ) = 7.6, H-6), 5.31
(1H, m, H-2""), 4.73 (2H, dJ = 7.0 Hz, 2H-1""), 3.60 (m, 6H, 2H-1""", 2H-4"ZH-
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3"7"), 3.19 (m, 2H, 2H-2""), 3.16 (s, 3H, N@H1.82 (s, 3H, Ch4™"), 1.72 (s, 3H,

CHs-5"). RMN-*C (100 MHz, DMSOde): 6 136.2 (C-7), 136.0 (C-3), 127.6 (C-2),

126.8 (C-3), 121.9 (C-7), 120.8 (4), 119.1 (2C,,G5%6), 110.4 (C-2”"), 108.6 (C-37),
63.97 (N(CH), 63.92 (C-1"""), 62.48 (C-4""), 48.04 (C-2'),.88 (C-1"), 25.95 (C-
2""), 25.87 (C-3"""), 21.60 (C-4""), 19.81 (C-57)

6-Bromo-3-indolilcarboxaldehido (98):

Br

Iz

Oxicloruro de fésforo (1.3 g, 8.4 mmol) se adici@andimetilformamida (30 mL) a 0 °C
con agitacion constante. La mezcla de reaccionas#uwo a esa temperatura por 1 hy
se permitié6 que llegara a temperatura ambientesa temperatura se adiciond una
solucion de 6-bromoindob{, 1.50 g, 7.65 mmol) en dimetilformamida (10 mL)ay
solucion resultante se agité durante 3 h luegadeliales la mezcla se adicion6 a una
mezcla de hielo-agua. A la solucion roja resultaetée adiciono hidroxido de sodio 5N
(10 mL). Después de 4 horas el precipitado fueaith, lavado con agua y secado al aire

para producir 1.51g (88 %) de un sélido blanco.

RMN-'H (300 MHz, DMSOds): § 9.94 (s, 1H, CHO), 8.31 (s, 1H, NH), 8.22 (d, TH,
= 2.4 Hz, H-7), 8.03 (d, 1H, = 8.4 Hz, H-4), 7.71 (s, 1H, H-2), 7.36 (d, 1H; 8.4 Hz,
H-5). RMN-*C (75 MHz, DMSO#€k): 5 185.9 (CHO), 140.0 (C-3), 138.8 (C-7a), 125.9
(C-3a), 124.0 (C-2), 123.3 (C-7), 118.8 (C-4), T1€&-5), 116.0 (C-6).

3-Indolilcarboxaldehido (99):

Iz

5¢



Este compuesto se sintetizO de la misma manera gle 6-bromo-3-
indolilcarboxaldehido 48). Resumiendo, oxicloruro de fésforo (7.4 g, 48 Mnse
adicion6 a dimetilformamida (60 mL). A esta mezaadiciond una solucion de indol
(84, 5.15 g, 44 mmol) en dimetilformamida (20 mL) ydalucion resultante se agitd
durante 3 h luego de las cuales la mezcla se adic@ouna mezcla de hielo-agua. A la
solucién roja resultante se le adiciond hidroxide sbdio 5N (25 mL) y el sélido

filtrado se sec6 al aire produciendo 6.2 g (97 ol sélido amarillo.

RMN-'H (300 MHz, DMSO¢): 5 12.14 (sa , 1H, CHO), 9.94 (s, 1H, NH), 8.28 @8, 1
H-2), 8.11 (d, 1HJ = 5.7 Hz, H-4 ), 7.51 (d, 1H,= 5.7 Hz, H-7), 7.24 (m, 2H, H-5, H-
6).

6-Bromo-N*-prenil-3-indolilcarboxaldehido (100):

O

Br

La prenilacién en Nse realizé6 de de igual forma que la &2 a partir de98. El
producto fue purificado por cromatografia en colanfgel de silice, diclorometano)

obteniéndose un soélido amatrillo claro con un reisiimoe de 83 %.

RMN-'H (300 MHz, CDCY): § 12-11 (s, 1H, CHO), 7.89 (d, 1= 8.4 Hz, H-7), 7.45
(s, 1H, H-2), 7.23 (d, 1H] = 8.4 Hz, H-4), 6.98 (s, 1H, H-2), 6.92 (M, 2H5HH-2),
5.31 (m, 1H, H-2"), 4.77 (d, 2H,= 7.2 Hz, 2H-1"), 1.79 (s, 3H, 3H-4"), 1.72 (s,,3H
3H-5).
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N*-Prenil-3-indolilcarboxaldehido (101):

La prenilacién en Nse realizé6 de de igual forma que la &2 a partir de99. El

producto fue purificado por cromatografia en colanfgel de silice, diclorometano)
obteniéndose 0.90 g (83 %) de un sdélido amaribooclEl producto fue purificado por
cromatografia en columna (gel de silice, diclor@nej obteniéndose 4.1 g (92 %) de

un sélido amarillo, p.f: 80-82 °C.

RMN-'H (300 MHz, CDCY): § 12.11 (sa, 1H, CHO), 7.98 (s, 1H, H-2), 7.81 (d, 1=
5.7 Hz, H-7), 7.21 (d, 1H] = 5.7 Hz, H-4), 6.94 (m, 2H, H-5, H-6), 5.33 (n},1H-2"),
4.79 (d, 2HJ = 7.2 Hz, 2H-1"), 1.78 (s, 3H, GH'), 1.73 (s, 3H, CH5).

(6-Bromo-1-(3-metilbut-2-enil)-1H-indol-3-il)- N,N-dimetilmetanamina  (6-bromo-

N»-prenilgramina, 96):

A una solucién d&-bromoN*-prenil-3-indolilcarboxaldehido1Q0, 0.60 g, 2.1 mmol)
en metanol (25 mL) se le burbuje6 dimetilamina ggwralO min y después la mezcla se
agitd a temperatura ambiente por 1 h. A la soludfama resultante se le adiciond
borohidruro de sodio (0.60 g, 16 mmol) en pequegfimsiones. Al finalizar la adicion
del borohidruro de sodio la mezcla se mantuvo @aagn por 3 h, luego de las cuales

la mezcla se concentrd a presion reducida y elyatodse purificé por cromatografia en
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columna (gel de silice, diclorometano:metanol @fijeniéndose 0.43 g (65 %) de un

liquido amarillo claro.

RMN-'H (Oxalato, 300 MHz, DMSQ@): & 7.74 (d, 1HJ = 8.4 Hz, H-4), 7.53 (d, 1H,
J=1.6 Hz, H-7), 7.56 (s, 1H, H-2), 7.25 (dd, 1H; 8.6, 1.6 Hz, H-5), 5.34 (m, 1H, H-
2°), 4.78 (d, 2HJ = 7.2 Hz, 2H-1"), 4.35 (s, 2H, 2H-1"), 2.66 (8|,8N(CHa),), 1.79
(s, 3H, CH-4"", 1.72 (s, 3H, CK5). RMN-*C (Oxalato, 75 MHz, DMSQ@k): &
137.5 (C-7?), 137.4 (C-39), 132.8 (C-2), 127.8 JC123.5 (C-7), 121.6 (C-4), 120.3 (C-
2"), 115.5 (C-5), 114.0 (C-6), 104.3 (C-3"), BL.RC, N(CH),), 44.53 (C-1"), 42.04
(C-17), 26.21 (C-47"), 18.73 (C-57).

N,N-Dimetil(1-(3-metilbut-2-enil)-1H-indol-3-il)metanamina  (N*-prenilgramina,
97):

La aminacion reductiva se hizo de igual forma qaaproducil02 a partir delO1 El
producto se purific6 por cromatografia en columnael ( de silice,
diclorometano:metanol 9:1) obteniéndose un liqundoloro con un rendimiento de 62
%.

RMN-'H (300 MHz, CDC}): § 7.66 (d, 1HJ = 7.8 Hz, H-7), 7.31 (d, 1H] = 8.1 Hz,
H-4), 7.20 (t, 1HJ = 7.5 Hz, H-5), 7.11 (t, 1Hl = 7.2 Hz, H-6), 7.10 (s, 1H, H-2), 5.36
(m, 1H, H-2"), 4.66 (d, 2HJ = 6.9 Hz, 2H-17), 3.67 (s, 2H, 2H-1"), 2.30 ($4,6
N(CHs),), 1.81 (s, 3H, NCkt4™"), 1.76 (s, 3H, NCK5"). RMN-3C (75 MHz, CDC}):

§ 136.3 (C-72), 136.1 (C-3?), 128.6 (C-2), 127.43jC121.4 (C-7), 119.9 (C-4), 119.2
(2C, C-5, C-6)), 110.6, (C-27"), 109.6 (C-3""), B4(C-1"), 44.97 (2C, N(Chk), 44.08
(C-17), 25.75 (C-4"), 18.08 (C-57).
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(6-Bromo-1-(3-metilbut-2-enil)-1H-indol-3-il)- N,N,N-trimetilmetanaminio (yoduro

de 6-bromoN-metil-N*-prenilgraminio, 102):

of__
N
A\

Br N

La formacién de este yodometilato se realizé dalifprma que la d80, a partir de96.

Rendimiento 90 % de un solido blanco.

RMN-*H (300 MHz, DMSO#gg): § 7.80 (m, 2H, H-7, H-4), 7.70 (s, 1H, H-2), 7.34d
1H,J; = 2.7, 12.6 Hz, H-5), 5.36 (m, 1H, H-27), 4.83 24, J, = 6.9 Hz, 2H-1"), 4.66
(s, 2H, 2H-1"), 3.02 (s, 9H, N(GM), 1.81 (s, 3H, Ck4""), 1.72 (s, 3H, CH5").
RMN-'3C (75 MHz, DMSO#): 3 136.6 (C-72), 136.5 (C-32), 133.5 (C-2), 127.23]C-
123.1 (C-7), 120.6 (C-4), 119.4 (C-5), 114.5 (CH)3.4 (C-2°"), 101.6 (C-3"'9, 55.93
(C-1), 51.22 (NChj), 51.15 (NCH), 51.06 (NCH), 25.28 (CH-4"), 17.86 (CH-5").

Yoduro de N,N,N-trimetil(1-(3-metilbut-2-enil)-1 H-indol-3-il)metanaminio (yoduro

de N-metil-N*-prenilgraminio, 103):

|@<*,9\l//
AN
A\

N

La formacién de este yodometilato se realizé dalifprma que la d80, a partir de7.

Rendimiento 87 % de un solido blanco.
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RMN-'H (400 MHz, DMSOek): & 7.84 (d, 1H,) = 7.6 Hz, H-7), 7.69 (s, 1H, H-2), 7.50
(d, 1H,J = 8.0 Hz, H-4), 7.23 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.17 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-6),
5.36 (m, 1HJ = 6.8 Hz, H-2""), 4.83 (d, 2H] = 7.2 Hz, 2H-17), 4.68 (s, 2H, 2H-1"),
3.04 (s, 9H, N(Ch)s), 1.83 (s, 3H, CH4™), 1.72 (s, 3H, CH5"). RMN-*C (100
MHz, DMSO-d): 5 136.6 (C-7a), 136.3 (C-3a), 133.2 (C-2), 128.1C122.4 (C-7),
120.8 (C-4), 120.3 (C-5), 119.3 (C-6), 111.1 (C;2101.6 (C-3""), 60.89 (C-1'9, 51.72
(NCHsz), 51.68 (2C, N(CH)), 44.36 (C-17"), 25.84 (C#4""), 18.40 (CH-5").

2
/\»

A una solucion de indold, 3.00 g, 25.3 mmol) en tolueno (50 mL) se adicion&

1-Octil-1H-indol (104):

solucion acuosa de hidréxido de sodio al 50 % (&) ynagua (50 mL). La mezcla se
agitd y se adicion6é bromuro de octilo (9.5 g, 50ahny bromuro de tetrabutilamonio
(7.5 g, 2.5 mmol). La mezcla se calenté a reflumr 24 h y se extrajo con
diclorometano (3 x 50 mL). La fase organica se semdsulfato de sodio anhidro, se
concentro a presion reducida y el producto fuefipado por cromatografia en columna
(gel de silice, diclorometano:hexano 1:1) obtenised 5.00 g (85 %) de un liquido

incoloro.

RMN-H (400 MHz, CDCY): 6 7.62 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-7), 7.34 (d, 1H] = 8.0 Hz,
H-4), 7.19 (t, 1HJ = 8.0 Hz, H-5), 7.09 (m, 2H, H-2, H-6), 6.47 (dH,10 = 2.8 Hz, H-
3), 4.10 (t, 2HJ = 7.2 Hz, 2H-1"), 1.82 (t, 2H,= 6.8 Hz, 2H-2"), 1.27 (m, 10H, 2H-3"

hasta 2H-7"), 0.86 (t, 3H,= 6.8 Hz, CH-8").

1-Decil-1H-indol (105):
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La alquilacién del indol en Nse hizo de igual forma que para produdi4 a partir de
84. El producto se purific6 por cromatografia en omha (gel de silice,

diclorometano:hexano 1:1) obteniéndose 8.70 g4y €e un liquido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCJ): § 7.62 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.33 (d, 1H = 8.0 Hz,
H-4), 7.19 (t, 1H,) = 8.0 Hz, H-5), 7.09 (m, 2H, H-6, H-2), 6.47 (44,1 = 2.8 Hz, H-
3), 4.10 (t, 2HJ = 7.2 Hz, 2H-1"), 1.82 (t, 2H,= 6.8 Hz, 2H-2"), 1.27 (m, 14H, 2H-3’
hasta 2H-9), 0.87 (t, 3H,= 6.8 Hz, CH-10").

1-Dodecil-1H-indol (106):

A\

N

} 1

La alquilacién del indol en Nse hizo de igual forma que para produdi4 a partir de
84. El producto fue purificado por cromatografia eolumna (gel de silice,

diclorometano:hexano 1:1) obteniéndose 10.2 g (8den liquido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, CDCY): § 7.62 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-7), 7.33 (d, 1H] = 8.0 Hz,
H-4), 7.19 (t, 1H,) = 8.0 Hz, H-5), 7.09 (m, 2H, H-6, H-2), 6.47 (&, = 2.8 Hz, H-
2), 4.10 (t, 2HJ = 7.2 Hz, 2H-1"), 1.82 (t, 2Hl = 6.8 Hz, 2H-2"), 1.27 (m, 18H, 2H-
3" hasta 2H-11"), 0.87 (t, 3H= 6.8 Hz, CH-127).

N,N-Dimetil(1-octil-1H-indol-3-i)metanamina (N*-octilgramina, 107):
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En un bal6n de fondo redondo de 100 mL equipadaioarbarra de agitacion se coloco
1-octil-1H-indol (69, 3.00 g, 13.1 mmol), dimetilamina acuosa al 40% (5 45 mmol)

y formaldehido acuoso al 37 % (1.1 g, 14 mmol)@daacético (15 mL) con agitacion
constante por 24 h. Pasado este tiempo a la méectaaccion se le agregd agua (50
mL) y una solucion acuosa de bicarbonato de potassta que no se desprendié mas
dioxido de carbono. A la mezcla entonces se lei@uichidroxido de potasio hasta pH
12. La suspension resultante se extrajo con dicletano, se sec6 con sulfato de sodio
anhidro y se concentré a presiéon reducida. El primdiwe purificado por cromatografia
en columna (gel de silice, diclorometano:metanb) 8bteniéndose 2.85 g (76 %) de un

liquido incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 400 MHz, DMSQ@): & 7.73 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.57 (s, 1H,
H-2), 7.49 (d, 1HJ = 8.4 Hz, H-4), 7.20 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.12 (t, 1H] = 8.4
Hz, H-6), 4.38 (s, 2H, 2H-1"), 4.16 (t, 2Bl= 6.8 Hz, 2H-1"), 2.71 (s, 6H, N(G}H),
1.74 (t, 2HJ = 6.8 Hz, 2H-2""), 1.19 (m, 10H, 2H-3"" hasta 2H),70.80 (t, 3HJ = 6.8
Hz, CH-8"). RMN-*C (100 MHz, DMSOd): 6 136.3 (C-7a), 132.1 (C-3a), 128.0 (C-
2), 122.4 (C-3), 120.3 (C-7), 119.2 (C-4), 110.85C 102.7 (C-6), 51.51 (2C,
N(CHs)), 46.01 (C-1), 41.61 (C-17"), 31.52 (2C, C-2729.98 (C-3""), 29.40 (C-47),
28.80 (C-57), 26.53 (C-67"), 22.42 (C-7""), 14(838"").

N,N-Dimetil(1-decil-1H-indol-3-il)metanamina (N*-decilgramina, 108):

/
\

/\b

Este compuesto se sintetiz6 de la misma manerd @gea partir del05 El producto
fue purificado por cromatografia en columna (gektiee, diclorometano:metanol 9:1)

obteniéndose 3.00 g (82 %) de un liquido incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 400 MHz, DMS@k): & 7.75 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-7), 7.57 (s, 1H,
H-2), 7.50 (d, 1H,) = 8.4 Hz, H-4), 7.19 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.10 (t, 1H] = 8.4
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Hz, H-6), 4.38 (s, 2H, 2H-1"), 4.17 (t, 2Bl= 6.8 Hz, 2H-1"), 2.68 (s, 6H, N(G}H),
1.73 (t, 2H,J = 6.8 Hz, 2H-2""), 1.18 (m, 14H, 2H-3"" hasta 2H}90.82 (t, 3HJ = 6.8
Hz, CH:-10""). RMN-C (100 MHz, DMSO#d): 5 141.0 (C-7?), 136.8 (C-32), 132.9 (C-
2), 127.0 (C-3), 125.0 (C-7), 124.1 (C-4), 115.55)C 107.6 (C-6), 56.16 (2C,
N(CHs),), 50.86 (C-17), 46.36 (C-17"), 36.47 (C-2""), 33(€-3"), 34.13 (C-4"), 34.08
(C-57), 33.84 (C-6"), 33.77 (C-7""), 31.37 (C3827.28 (C-97), 19.16 (C-107).

N,N-Dimetil(1-dodecil-1H-indol-3-il) metanamina (N*-dodecilgramina, 109):

N

AN
A\

N

} i1

Este compuesto se sintetizé de la misma manerd @Qe partir del06. El producto
fue purificado por cromatografia en columna (gekiiee, diclorometano:metanol 9:1)

obteniéndose 2.60 g (72 %) de un liquido incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 400 MHz, DMSQ@): & 7.77 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.58 (s, 1H,
H-2), 7.51 (d, 1H,) = 8.4 Hz, H-4), 7.21 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.12 (t, 1H] = 8.4
Hz, H-6), 4.37 (s, 2H, 2H-17), 4.19 (t, 2Bl= 6.8 Hz, 2H-1""), 2.69 (s, 6H, N(G}H),
1.77 (t, 2H,J = 6.8 Hz, 2H-2""), 1.22 (m, 18H, 2H-3"" hasta 2H;10.86 (t, 3H,) = 6.8
Hz, CH-12""). RMN-*C (100 MHz, DMSOds): & 136.3, (C-7a), 133.6 (C-3a), 128.6
(C-2), 122.3 (C-2), 120.7 (C-3), 119.4 (C-7), 119G34), 111.0 (C-5), 101.4 (C-6),
60.90 (C-1"), 51.68 (NCH), 51.65 (NCH), 46.24 (C-1""), 31.73 (C-2”"), 30.03 (C-37),
29.44 (2C, C-4", C-57), 29.38 (2C, C-6"", C-729.13 (C-8"), 29.02 (C-97), 26.64
(C-10), 22.53 (C-117"), 14.39 (C-127).
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Yoduro de N,N,N-trimetil(1-octil-1 H-indol-3-il)metanaminio (yoduro de N-metil-

N*-octilgraminio, 110):

| @@/
N

AN
A\

N
/é)?

La formacién de este yodometilato se realiz6 dalijorma que la d80, a partir de

107. Rendimiento 86 % de un soélido blanco .

RMN-*H (400 MHz, DMSO€): § 7.85 (d, 1H,J = 7.6 Hz, H-7), 7.74 (s, 1H, H-2), 7.57
(d, 1H,J = 8.0 Hz, H-4), 7.23 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.17 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-6),
4.70 (s, 2H, 2H-1°), 4.24 (t, 2H,= 6.8 Hz, 2H-1""), 3.05 (s, 9H, N(G}), 1.78 (t, 2H,

J = 6.8 Hz, 2H-2""), 1.22 (m, 10H, 2H-4"" hasta 2H);70.83 (t, 3H,J = 6.4 Hz, 2H-
8). RMN-C (100 MHz, DMSOs): 5 136.3 (C-72), 133.6 (C-3%), 128.6 (C-2), 122.4
(C-3), 120.7 (C-7), 119.3 (C-4), 111.0 (C-5), 10{CG+6), 60.84 (C-1'), 51.65 (2C,
(NCHs),), 51.61 (NCH), 46.23 (C-17), 31.62 (C-2°"), 30.03 (C-3"), @9.(C-4"),
28.98 (C-5), 26.64 (C-6), 22.49 (C-7""), 14(@38").

Yoduro de N,N,N-trimetil(1-decil-1H-indol-3-il)metanaminio (yoduro de N-metil-
N*-decilgraminio, 111):

| @(‘9/
N

N\
A\

N
})9

La formacién de este yodometilato se realiz6 deligorma que la d80, a partir de

107. Rendimiento 82 % de un sélido blanco.
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RMN-*H (400 MHz, DMSOek): & 7.83 (d, 1H,J = 7.6 Hz, H-7), 7.72 (s, 1H, H-2), 7.56
(d, 1H,J = 8.0 Hz, H-4), 7.23 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.16 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-6),
4.68 (s, 2H, 2H-1"), 4.23 (t, 2H,= 6.8 Hz, 2H-1""), 3.04 (s, 9H, N(GH), 1.77 (t, 2H,
J=6.8 Hz, 2H-2""), 1.23 (m, 14H, 2H-3"" hasta 2H):90.84 (t, 3H,J = 6.4 Hz, CH-
10”"). RMN-3C (100 MHz, DMSOde): 6 136.3 (C-72), 133.6 (C-32), 128.6 (C-2), 122.4
(C-3), 120.7 (C-7), 119.3 (C-4), 111.0 (C-5), 104c46), 60.88 (C-17), 51.71 (NGM
51.67 (NCH), 51.64 (NCH), 46.23 (C-1"), 31.71 (C-2"), 30.02 (C-37), 28.(C-
4"), 29.32 (C-57"), 29.08 (C-6""), 29.01 (C-72K.63 (C-8"), 22.51 (C-97), 14.39 (C-
107).

Yoduro de N,N,N-trimetil(1-dodecil-1H-indol-3-il)metanaminio (yoduro de N-
metil-N*-dodecilgraminio, 112):

La formacién de este yodometilato se realizdé dalijorma que la d80, a partir de

107. Rendimiento 85 % de un sélido blanco.

RMN-'H 400 MHz,( DMSOds): & 7.85 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.73 (s, 1H, H-2), 7.57
(d, 1H,J = 8.0 Hz, H-4), 7.23 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.16 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-6),
4.70 (s, 2H, 2H-17), 4.23 (t, 2H,= 6.8 Hz, 2H-1"), 3.05 (s, 9H, N(GH), 1.78 (t, 2H,
J=6.8 Hz, 2H-2""), 1.22 (m, 18H, 2H-3"" hasta 2H-}, 0.85 (t, 3H,) = 6.4 Hz, CH-
12”"). RMN#3C (100 MHz, DMSOdg): & 136.3 (C-7a), 133.6 (C-3a), 128.6 (C-2),
122.4 (C-3), 120.7 (C-7), 119.3 (C-4), 111.0 (C-B)1.4 (C-6), 60.90 (C-1"), 51.68
(2C, (NCH)), 51.65 (NCH), 46.24 (C-2""), 31.34 (C-3""), 30.05 (C-4"), 28 (2C, C-
57, C-67), 29.38 (2C, C-7"", C-87), 29.13 (C)9'26.64 (C-10""), 22.53 (C-11"),
14.39 (C-127).
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Acido 3-(1H-indol-3-il)-propanoico (acido 3-indolpropionico, 113):

QO
OH

Un balén de fondo redondo de 500 mL fue cargadowunbarra de agitacién, una
solucion de indol43, 12.0 g, 103 mmol) en acido acético (50 mL), andiadacético
(20.4 g, 220 mmol) y &cido acrilico (16 g, 220 mmpola mezcla fue calentada a 90 °C
por 3 h con agitacion constante. Pasado este tidmpoezcla de reaccion se dejo
enfriar a temperatura ambiente, los compuestodilesi&ueron evaporados a presion
reducida y al liquido viscoso resultante se le g@ieidréxido de sodio 3 N (100 mL)
sin enfriamiento externo. La mezcla resultante e§é dnfriar a temperatura ambiente,
los sélidos fueron filtrados y la solucién fue dfodda con acido clorhidrico
concentrado. El producto fue recolectado por filtra y fue recristalizado en metanol
obteniéndose 8.7 g (45%) de un solido blanco184-136 °C.

RMN-'H (400 MHz, DMSO#€): § 12.06 (s a, 1H, OH), 10.71 (s, 1H, NH), 7.51 (d, 1
J=17.6Hz, H-7), 7.33 (d, 1H = 8.0 Hz, H-4), 7.11 (s, 1H, H-2), 7.06 (t, 1Hz 7.2
Hz, H-5), 6.97 (t, 1HJ = 7.2 Hz, H-6), 2.93 (t, 2H] = 7.6 Hz, 2H-2), 2.59 (t, 2H, =
8.0 Hz, 2H-1). RMN¥C (100 MHz, DMSOdg): § 174.6 (C-3°), 136.7 (C-79), 127.4
(C-33), 122.7 (C-2), 122.5 (C-3), 121.4 (C-7), T18C-4), 113.9 (C-5), 111.7 (C-6),
35.06 (C-2), 20.77 (C-1").

3-(1H-Indol-3-il)- N,N-dimetilpropanamida (N,N-dimetil- 3-indolpropionamida,
114):

Iz
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Un balén de fondo redondo de 1000 mL equipado coa larra de agitacion y
atmosfera de nitrégeno fue cargado con una solutgdacido 3-indolpropiénico (4.00
g, 21.2 mmol) en tetrahidrofurano seco (500 mI,N"carbonildiimidazol (3.56 g, 22
mmol). Después de 30 min la produccion de gas teriila agitacion se mantuvo por
1 h mas. Pasado este tiempo se burbujed en la@oldienetilamina seca por 10 min. y
la mezcla de reaccion se mantuvo con agitacionlpohn. La mezcla fue diluida con
agua y extraida con acetato de etilo (4 x 200 rbd)fase organica se secé con sulfato
de sodio anhidro y el solvente se evapor6 a sedudtlgproducto fue purificado por
cromatografia en columna (gel de silice, acetat@tde:metanol 95:5) obteniéndose
4.20 g (92 %) de un sdlido blanco.

RMN-'H (400 MHz, DMSO#de): 6 8.41 (s a, 1H, NH), 7.61 (d, 1H,= 8.0 Hz, H-7),
7.35 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-4), 7.18 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 7.11 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-
6), 7.01 (s, 1H, H-2), 3.14 (t, 2H,= 7.6 Hz, 2H-2"), 2.96 (s, 3H, NGH 2.90 (s, 3H,
NCHs), 2.71 (t, 2H,J = 8.0 Hz, 2H-1"). RMNC (100 MHz, DMSOdg): & 172.9 (C-
3), 136.4 (C-79), 127.3 (C-3?), 121.9 (C-2), 12(C83), 119.2 (C-7), 118.7 (C-4),
115.4 (C-5), 111.3 (C-6), 37.24 (NG135.47 (NCH)), 34.25 (C-27), 20.96 (C-3").

N,N-Dimetil-3-(1-octil-1H-indol-3-il)propanamida (N*-Octil-N,N-dimetil-3-
indolpropionamida, 115):

/
\

A\

N

)»

A una suspension de hidruro de sodio (0.133 g, BhB®Il) en dimetilformamida (10
mL) fue adicionada con agitacion constante y a t¥atpra ambiente una solucion de
N,N-dimetil-3-indolpropionamida 719, 1.00 g, 4.63 mmol) en dimetilformamida (10
mL). La mezcla se mantuvo en las mismas condicipoed h. Pasado ese tiempo fue
adicionada gota a gota una solucién de bromuro atiéo 1.07 g, 5.55 mmol) en
dimetilformamida (10 mL) y la mezcla de reaccionns&ntuvo por 16 h, luego de las
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cuales se diluy6 con agua y se extrajo con acdtattilo (3 x 50 mL), la fase organica
se secO con sulfato de sodio anhidro y se llevecqueddad a presion reducida. El
producto fue purificado por cromatografia en colanfgel de silice, acetato de etilo)
obteniéndose 1.32 g (87 %) de un liquido ligeramemarillo.

RMN-'H (400 MHz, CDCJ): § 7.59 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.30 (d, 1H] = 8.0 Hz,
H-4), 7.19 (t, 1HJ = 7.2 Hz, H-5), 7.09 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-6), 6.94 (s, 1H, H-2),
4.05, (t, 2H,J = 7.2 Hz, 2H-17), 3.11 (t, 2H = 7.6 Hz, 2H-2), 2.95 (s, 3H, NGH
2.90 (s, 3H, NCHh), 2.69 (t, 2HJ = 8.4 Hz, 2H-1"), 1.80 (t, 2H] = 6.8 Hz, 2H-7"),
1.28 (m, 10H, 2H-2" hasta 2H-6"") ,0.87 (t, 2ZHs 6.4 Hz, NCH-8). RMN-3C (100
MHz, CDCE): & 172.9 (C-3'), 136.3 (C-79), 127.7 (C-3%), 125.52jC121.3 (C-3),
118.9 (C-7), 118.6 (C-4), 114.0 (C-5), 109.4 (C4,21 (C-1"), 37.24 (NCH), 35.43
(NCH;), 34.49 (C-27), 31.81 (C-1°), 30.35 (C-2"), 29(Z6:3"), 29.20 (C-4""), 27.07
(C-5"), 22.64 (C-6"), 20.89 (C-7""), 14.05 (C)8"

N*-Decil-N,N-dimetil- 3-indolpropionamida (116):

0]

)»9

Este compuesto se sintetizé de la misma manerd tfpia partir dell4. El producto
fue purificado por cromatografia en columna (gel siéice, acetato de etilo)

obteniéndose 1.0 g (64 %) de un liquido ligeramantarillo.

RMN-'H (300 MHz, CDCJ): § 7.58 (d, 1H,J = 8.2 Hz, H-7), 7.32 (d, 1H] = 8.4 Hz,
H-4), 7.21 (t, 1HJ = 7.4 Hz, H-5), 7.11 (t, 1H] = 7.4 Hz, H-6), 6.90 (s, 1H, H-2),
4.03, (t, 2H,J = 7.2 Hz, 2H-17), 3.10 (t, 2H] = 7.6 Hz, 2H-2"), 2.93 (s, 3H, NGH
2.88 (s, 3H, NCH), 2.69 (t, 2H,J = 8.4 Hz, 2H-1"), 1.80 (t, 2H] = 6.8 Hz, 2H-9"),
1.27 (m, 14H, 2H-2" hasta 2H-8"), 0.87 (t, 2Hz 6.4 Hz, CH-10). RMN*C (75
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MHz, CDCE): & 172.5 (C-3"), 136.4 (C-79), 127.7 (C-3%), 125.52jC121.3 (C-3),
118.9 (C-7), 118.6 (C-4), 114.0 (C-5), 109.4 (C49,21 (C-1"), 37.24 (C-2), 35.43
(NCHs), 34.49 (NCH) 31.81 (C-2"), 30.35 (C-3"), 29.98 (C-4""), 8.-5"), 29.26
(C-6"), 29.20 (C-7"), 27.07 (C-87), 20.78 (C)914.01 (C-10").

N*-DodecilN,N-dimetil-3-indolpropionamida (117):
o/

N

AN

Este compuesto se sintetiz6 de la misma manerd tbia partir del14 El producto
fue purificado por cromatografia en columna (gel siéice, acetato de etilo)

produciendo 1.1 g (75 %) de un liquido ligeramemterillo.

RMN-'H (300 MHz, CDCJ): § 7.59 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.32 (d, 1H] = 8.0 Hz,
H-4), 7.20 (t, 1HJ = 7.4 Hz, H-5), 7.11 (t, 1H] = 7.4 Hz, H-6), 6.88 (s, 1H, H-2),
4.03, (t, 2H,J = 7.2 Hz, 2H-1"), 3.10 (t, 2H] = 7.6 Hz, 2H-2), 2.93 (s, 3H, NGH
2.88 (s, 3H, NCh), 2.69 (t, 2H,J = 8.4 Hz, 2H-1"), 1.80 (t, 2H] = 6.8 Hz, 2H-11""),
1.27 (m, 18H, 2H-2"" hasta 2H-10"), 0.87 (t, 2Hs 6.4 Hz, NCH-12"). RMN-*C
(75 MHz, CDC}): 5 172.4 (C-3"), 136.4 (C-72), 127.7 (C-3?), 125.8[C121.3 (C-3),
118.9 (C-7), 118.6 (C-4), 114.0 (C-5), 109.4 (C49,21 (C-1"), 37.24 (C-2), 35.43
(NCHs), 34.49 (NCH), 31.81 (C-1'), 30.35 (C-2"), 29.98 (C-3"), ZB(C-4"), 29.56
(C-57), 29.26 (2C, C-6", C-77"), 29.20 (C-8"'Y,.@7 (C-9°), 22.64 (C-10""), 20.70 (C-
11°), 14.05 (C-127).
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N,N-Dimetil-3-(1-octil-1H-indol-3-il)propan-1-amina (N*-Octil-N,N-

dimetilhomotriptamina, 118):

La formacion de esta homotriptamina se realizogdaliforma qued9 a partir del18.

Rendimiento 73 % de un liquido incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 300 MHz, DMSQ@k): & 8.51 (d, 1HJ = 7.4 Hz, H-7), 7.33 (d, 1H,
J=7.8 Hz, H-4), 7.15 (s, 1H, H-2), 7.05 (t, 1H= 7.6 Hz, H-5), 6.94 (t, 1H] = 7.4
Hz, H-6), 4.05 (t, 2H,) = 6.8 Hz, 2H-17"), 3.01 (t, 2H] = 7.6 Hz, 2H-3"), 2.67 (s, 6H,
(NCHs),), 1.98 (t, 2H,J = 8.0 Hz, 2H-2), 1.68 (t, 2H,= 6.8 Hz, 2H-1"), 1.18 (m, 10H,
2H-2"" hasta 2H-6"), 0.80 (t, 3H,= 6.4 Hz, CH-8""). RMN-*C (Oxalato, 75 MHz,
DMSO-dg): § 136.6 (C-79), 127.7 (C-3%), 126.3 (C-2), 121.53]C119.0 (C-7), 118.7
(C-4), 112.8 (C-5), 110.1 (C-6), 57.01 (2C, (N§# 45,74 (C-17), 42.55 (C-3'), 31.72
(C-2°), 30.32 (C-1), 29.42 (C-2""), 29.10 (C-325.77 (C-4"), 24.93 (C-5"), 22.53
(C-6"), 22.17 (C-7"), 14.41 (C-87).

N,N-Dimetil-3-(1-decil-1H-indol-3-il)propan-1-amina (N*-decil-N,N-

dimetilhomotriptamina, 119):

La formacion de esta homotriptamina se realizégdaliforma que39 a partir del19.

Rendimiento 80 % de un liquido incoloro.
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RMN-'H (Oxalato, 400 MHz, DMSQ@k): & 8.49 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.35 (d, 1H,
J = 8.0 Hz, H-4), 7.15 (s, 1H, H-2), 7.07 (t, 1Hz 7.6 Hz, H-5), 6.96 (t, 1H] = 7.2
Hz, H-6), 4.05 (t, 2H,) = 6.8 Hz, 2H-1""), 3.02 (t, 2H} = 7.6 Hz, 2H-3"), 2.69 (s, 6H,
(NCHs)y), 1.96 (t, 2H, = 8.0 Hz, 2H-2), 1.68 (t, 2H,= 6.8 Hz, 2H-1"), 1.18 (m, 14H,
2H-2"" hasta 2H-97), 0.80 (t, 3H, = 6.4 Hz, NCH-10""). RMN*3C (Oxalato, 100
MHz, DMSO-dg): § 136.5 (C-72), 127.8 (C-3?), 126.3 (C-2), 121.53jC119.0 (C-7),
118.7 (C-4), 112.8 (C-5), 110.1 (C-6), 57.01 ((NgH 45,74 (C-17), 42.55 (C-3"),
31.72 (C-27), 30.32(C-1"), 29.42 (C-2"), 29.363C), 29.10 (2C, C-4", C-57), 26.77
(C-6"), 24.97 (C-7"), 22.53 (C-8"), 22.15 (C)914.39 (C-10").

N,N-Dimetil-3-(1-dodecil-1H-indol-3-il)propan-1-amina (N*-dodecil-N,N-

dimetilhomotriptamina, 120):

La formacion de esta homotriptamina se realizogdaliforma qued9 a partir del20.

Rendimiento 73 % de un liquido incoloro.

RMN-'H (Clorhidrato, 300 MHz, DMSQIs/CDCl): 6 7.47 (d, 1H,J = 7.5 Hz, H-7),
7.24 (d, 1HJ = 8.1 Hz, H-4), 7.11 (s, 1H, H-2), 7.08 (t, 1H= 8.1 Hz, H-5), 6.97 (t,
1H,J = 7.2 Hz, H-6), 4.00 (t, 2H] = 6.8 Hz, 2H-1""), 3.02 (t, 2H = 7.6 Hz, 2H-3"),
2.79 (t, 2H,J = 6.9 Hz, 2H-1"), 2.73 (s, 3H, NGH 2.72 (s, 3H, NCh), 2.16 (m, 2H,
2H-27), 1.20 (m, 18H, 2H-2"" hasta 2H-11""), 0.813H,J = 6.4 Hz, CH-12""). RMN-
3C (Clorhidrato, 75 MHz, DMSQ@i/CDCl): 5 136.7 (C-72), 127.9 (C-32), 126.2 (C-2),
121.9 (C-3), 119.1 (C-7), 112.51 (C-4), 112.47 {C1H9.9 (C-6), 57.63 (NCH 56.19
(NCHs), 46.52 (C-17"), 43.02 (C-3), 32.20 (C-27), 30(€*1"), 29.90 (C-2""), 29.83 (c-
37), 29.62 (2C, C-47, C-57), 29.58 (2C, C-6757C), 27.31 (C-8""), 25.16 (C-97),
22.99 (C-107), 22.50 (C-117"), 14.61 (C-127).
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Yoduro de N,N,N-trimetil-3-(1-octil-1 H-indol-3-il)propan-1-aminio (yoduro de N*-

octil-N,N,N-trimetilhomotriptaminio, 121):

La formacion de este yodometilato se realizé dalidarma que80 a partir del18

Rendimiento 88 % de un soélido blanco .

RMN-'H (300 MHz, DMSOsdg): & 7.51 (d, 1H,J = 6.0 Hz), 7.34 (d, 1H) = 6.3 Hz),
7.19 (s, 1H), 7.08 (t, 1H, = 5.4 Hz), 6.96 (t, 1H] = 7.2), 4.06 (t, 2HJ = 5.1 Hz), 3.35
(m, 2H), 3.03 (s, 9H), 2.68 (t, 2H,= 5.7 Hz), 2.03 (m, 2H), 1.68 (t, 2H,= 5.1 Hz),
1.20 (m, 10H), 0.78 (t, 3H, = 4.8 Hz). RMN¥C (75 MHz, DMSOek): & 136.5, 127.7,
126.4, 121.5, 119.0, 118.8, 112.5, 110.1, 52.7%,(82.73, 45.78, 31.72, 30.36, 29.78,
29.66, 29.56, 29.42, 29.37, 29.13, 26.78, 23.6(221.96, 14.39.

Yoduro de N,N,N-trimetil-3-(1-decil-1H-indol-3-il)propan-1-aminio (yoduro de N*-
decil-N,N,N-trimetilhomotriptaminio, 122):

La formacion de este yodometilato se realiz6 dalidorma que80 a partir del19

Rendimiento 89 % de un soélido blanco .

RMN-*H (300 MHz, DMSO#€g): 5 7.52 (d, 1H,J = 6.0 Hz, H-7), 7.37 (d, 1H} = 6.3
Hz, H-4), 7.20 (s, 1H, H-2), 7.08 (t, 18,= 5.4 Hz, H-5), 6.97 (t, 1H] = 7.2, H-6),
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4.06 (t, 2HJ = 5.1 Hz, 2H-1"), 3.35 (m, 2H, 2H-2"), 3.03 (8|, YNCH)3), 2.68 (t, 2H,
J=5.7 Hz, 2H-1"), 2.03 (m, 2H, 2H-2""), 1.68 (H,2 = 5.1 Hz, 2H-97), 1.20 (m, 18H,
2H-3" hasta 2H-6""), 0.81 (t, 3d,= 4.8 Hz, CH-8""). RMN-'*C (75 MHz, DMSO#):

§ 136.5 (C-72), 127.7 (C-39), 126.4 (C-2), 121.53jC119.0 (C-7), 118.8 (C-4), 112.5
(C-5), 110.1 (C-6), 52.77 (2C, (NGH), 52.73 (NCH)), 45.78 (C-3"), 31.72 (C-17),
30.36 (C-2), 29.42 (C-17), 29.37 (C-2"), 29.1C(Z-3"", C-4"), 26.78 (2C, C-5", C-
6"'), 23.60 (C-87), 22.53 (C-9"), 14.40 (C-10").

Yoduro de N,N,N-trimetil-3-(1-dodecil-1H-indol-3-il)propan-1-aminio (yoduro de
Nl—dodeciI—N,N,N—trimetilhomotriptaminio, 123):

| G’/

N—

A\

N

))11

La formacion de este yodometilato se realiz6 daligorma que80 a partir de120

Rendimiento 75 % de un sdélido blanco.

RMN-'H (300 MHz, DMSO#€): & 7.56 (d, 1HJ = 7.8 Hz, H-7), 7.41 (d, 1H = 8.4
Hz, H-4), 7.24 (s, 1H, H-2), 7.12 (t, 18,= 7.2 Hz, H-5), 7.01 (t, 1H] = 7.2, H-6),
4.10 (t, 2H,J = 6.9 Hz, 2H-3), 3.41 (m, 2H, 2H-2), 3.07 (s,,INCHy)3), 2.72 (t, 2H,
J=7.5Hz, 2H-17), 2.07 (m, 2H, 2H-2"), 1.722H, J = 6.6 Hz, 2H-1"), 1.21 (m, 18H,
2H-3""hasta 2H-11""), 0.85 (t, 3H,= 6.3 Hz, CH-12""). RMN**C (75 MHz, DMSO-
de): 5 136.9 (C-79), 128.1 (C-3?), 126.8 (C-2), 121.9C119.45 (C-7), 119.17 (C-4),
112.9 (C-5), 110.5 (C-6), 66.25 (C-1"), 53.17 (N§;H53.12 (NCH), 53.07 (NCH),
46.16 (C-3°), 32.15 (C-2°), 30.77 (C-17), 29.86 (&=2"", C-3”), 29.56 (2C, C-4”", C-
57), 29.53 (C-7"), 27.18 (C-8), 23.99 (C-97),22(C-10"), 22.34 (C-11"), 14.82 (C-
127)
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N,N-Dimetil-1H-indol-2-carboxamida (125):

A\

N N——
H

En un balén de fondo redondo equipado con unalweragitacion y a temperatura
ambiente se puso a reaccionar una solucion de &widd-2-carboxilico {24, 2.00 g,
12.4 mmol) en tetrahidrofurano seco (20 mL) y lazohe se mantuvo en agitacion por
16 h. Transcurrido este tiempo, los volatiles fneewaporados a presion reducida y el
liquido viscoso resultante se disolvio en diclortane (20 mL) y a la solucién se le
agrego6 gota a gota y con agitacion una soluciénsacal 40 % de dimetilamina (5.6 g,
50 mmol). La mezcla fue diluida con agua y extraida diclorometano (4 x 25 mL), la
fase organica fue secada sobre sulfato de sodiongentrada hasta sequedad y el
producto fue recristalizado en metanol producietd®6 g (80 %) de unos cristales

color café.

RMN-'H (400 MHz, DMSOd): § 11.46 (s a, 1H, NH), 7.55 (d, 18,= 8.0 Hz, H-7),
7.38 (d, 1HJ = 8.0 Hz, H-4), 7.13 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-5), 6.98 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-
6), 6.81 (s, 1H, H-3), 3.20 (s, 3H, N@H3.05 (s, 3H, NCH. RMN-C (100 MHz,
DMSO-ds): & 163.1 (C-17), 136.2 (C-79), 130.7 (C-39), 127.6}, 127.5 (C-3), 123.7
(C-7), 121.8 (C-5), 120.1 (C-6), 112.53 (C-4), UB(NCH;), 105.0 (NCH).

N,N-Dimetil-1-octil-1H-indol-2-carboxamida (126):

O

A\

N N——

, /

Este compuesto se sintetiz6 de la misma maner&aduél-dimetil-3-(1-octil-H-indol-
3-il)propanamida X15. Resumiendo, a hidruro de sodio (0.153 g, 6.38oMmman
dimetilformamida (10 mL) se le afiadigN-dimetil-1H-indol-2-carboxamidal25, 1.00
g, 5.32 mmol) en dimetilformamida (10 mL). La mezde mantuvo a temperatura

ambiente y agitacion constante por 1 h. Pasaddiesspo fue adicionada gota a gota
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una solucion de bromuro de octilo (1.23 g, 6.38 Mo dimetilformamida (10 mL) y
la mezcla de reaccion se mantuvo a temperaturaeatebpor 16 h. Después de la
extraccion el producto fue purificado por cromatdigr en columna (gel de silice,

acetato de etilo) produciendo 1.17 g (73 %) deiquido incoloro.

RMN-'H (400 MHz, DMSO¢k): & 7.68 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.42 (d, 1Hl = 8.0
Hz, H-4), 7.32 (t, 1HJ = 7.2 Hz, H-5), 7.17 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-6), 6.65 (s, 1H, H-3),
4.35 (t, 1H,J = 7.6 Hz, H-17), 3.22 (s, 6H, (NGM), 1.81, (m, 2H, 2H-2""), 1.31 (t,
1H,J = 4.4 Hz, 2H-7"), 0.92 (t, 1H, = 6.8 Hz, CH-8). RMN-*C (100 MHz, DMSO-
de): & 164.7 (C-17), 137.1 (C-72), 131.6 (C-32), 126.62JC123.0 (C-3), 121.6 (C-7),
120.0 (C-4), 110.2 (C-5), 103.9 (C-6), 44.33 (2GCN3)z), 31.81 (C-17), 30.45 (C-
27), 29.25 (2C, C-3"", C-4"), 26.98 (2C, C-5-6C), 22.65 (C-7"), 14.10 (C-8").

N,N-Dimetil(1-octil-1H-indol-2-il)metanamina (127):

A\

N N——

)7 /

Este compuesto se sintetizé de la misma maner8-¢R€pirrolidin-1-il)etil)-1H-indol
(97). Resumiendo, a hidruro de litio y aluminio (1.026 mmol) en tetrahidrofurano
seco (100 mL) a 0 °C se le afiatidN-dimetil-1-octil-1H-indol-2-carboxamida 126,
1.00 g, 3.33 mmol) en tetrahidrofurano seco. LacaEm se detuvo de la manera
habitual una vez transcurridas 4 h y el producw gurificado por cromatografia en
columna (gel de silice, diclorometano:metanol @djduciendo 0.90 g (95 %) de un

liquido viscoso incoloro.

RMN-'H (Oxalato, 400 MHz, DMS@k): & 7.51 (d, 1HJ = 7.6 Hz, H-7), 7.43 (d, 1H,
J = 8.4 Hz, H-4), 7.13 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-5), 7.00 (t, 1H] = 7.2 Hz, H-6), 6.60 (s,
1H, H-3), 4.23 (M, 4H, 2H-1", 2H-1"), 2.60 (s, 6N(CHs),), 1.58, (m, 2H, 2H-7""),
1.19 (m, 10H, 2H-3"" hasta 2H-6""), 0.79 (t, 1Hz 6.4 Hz, CH-2H-8""). RMN+C
(Oxalato, 100 MHz, DMSQ@¥): & 138.1 (C-72), 137.2 (C-32), 127.3 (C-2), 122.3jC-
120.9 (C-7), 119.9 (C-4), 110.8 (C-5), 104.9 (C43,37 (C-17), 42.91 (NC¥), 42.83
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(NCHs), 31.63 (C-2), 30.30 (C-3), 29.17 (C-4""), @8.(C-5""), 26.65 (C-6"), 22.49
(C-77), 14.37 (C-87).

Yoduro de N,N,N-trimetil(1-octil-1 H-indol-2-il)metanaminio (128):

A\

} /N

Este compuesto se sintetizd de la misma manera8@ueesumiendoN,N-dimetil(1-

®0 |

octil-1H-indol-2-i)metanamina92, 0.5 g, 1.7 mmol) disuelta en acetona (5 mL) se
tratdé con yoduro de metilo (2.1 g, 15.0 mmol). Aslesspension resultante, después de
24 h, se le adicion6 éter etilico (20 mL) y el jpéado se filtré al vacio produciendo
0.65 g (87 %) de un solido blanco.

RMN-'H (400 MHz, DMSO#€g): 5 7.60 (d, 1H,J = 8.0 Hz, H-7), 7.52 (d, 1H] = 8.4
Hz, H-4), 7.21 (t, 1H) = 7.6 Hz, H-5), 7.06 (t, 1H] = 7.6 Hz, H-6), 6.80 (s, 1H, H-3),
4.78 (s, 2H, 2H-1°), 4.30 (t, 1H,= 7.2 Hz, 2H-1"") 3.08 (s, 9H, N(GH), 1.55, (m,
2H, 2H-77), 1.15 (m, 10H, 2H-3" hasta 2H-6")7®.(t, 1H,J = 6.4 Hz, CH-8").
RMN-3C (100 MHz, DMSO#d): § 138.1 (C-72), 137.6 (C-3%), 127.2 (C-2), 123.3 (C-
3), 121.5 (C-7), 120.5 (C-4), 111.6 (C-5), 109.0-6)C 59.43 (C-1), 52.18 (3C,
(NCHy)3), 43.56 (C-17), 31.59 (C-2""), 30.11 (C-37), P8.(C-4""), 29.03 (C-57),
26.45 (C-6""), 22.47 (C-7""), 14.37 (C-8").

2.2. Ensayos de afinidad por desplazamiento de uadioligando.
Los ensayos para determinar la afinidad de los cesips sintetizados frente al

RnACo, subtipax4p2, fueron realizados en una fraccion de membraeastbros de

rata utilizando (+)-{H]epibatidina como radioligando.
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2.2.1. Preparacion de los cerebros de rata.

Los cerebros congelados fueron descongelados gamids en un bafo de hielo por 30 a
60 min y después en un plato de material plasPoo.medio de un corte en la parte
trasera del cerebro se extrajeron el cerebelonyédula. Se determiné el peso humedo
de los cerebros y se homogenizaron en buffer derese con un homogeinizador de
teflon por 10 segundos. El tejido fue centrifugdd@®00 x 10g, 20 min, 4 °C) para
obtener el sobrenadante S1 y la pastilla P1. Besalolante se extrajo con una pipeta
Pasteur y se coloc6 en un recipiente enfriado pobafio de hielo. La pastilla P1
(enriquecida en nucleos, células intactas y vaapdares cerebrales) fue re-suspendida
en buffer de sacarosa y centrifugada nuevamen@ @@, 20 min, 4 °C) para producir
S1" y P1". Los dos sobrenadantes (S1 + S1") fusorbinados y centrifugados (25000
X g, 20 min, 4 °C) para producir la pastilla P2 y ebrenadante S2. La fraccion P2
obtenida esta enriguecida en sinaptosomas. El \eiwhe buffer adicionado se calcul6
con base en el peso himedo en una relacion 1adtéla final fue resuspendida en el
buffer para el ensayo y almacenada en alicuot@88°€ - El dia del ensayo, las pastillas

fueron descongeladas, re-suspendidas en buffelfldS& y usadas en el ensayo.

2.2.2. Ensayos de saturacién usando (£HJepibatidina y cerebros de rata

(fraccion P2).

Las preparaciones de membrana (6Q4§0de proteina) fueron incubadas en presencia
de 1-500 pM de (+)*H]epibatidina en tubos de polipropileno conteniebdéfer HSS.
Las membranas fueron incubadas a 22 °C por 4 merolumen total de 4 mL. Se
preparé una serie de 11 concentraciones del rgdialo (+)-fH]epibatidina. El enlace
no especifico fue determinado en presencia deguB0de tartrato de (-)-nicotinio y los
experimentos fueron llevados a cabo por cuadrugdicka incubacién fue detenida por
filtracion al vacio usando filtros de fibra de vwarWhatman GF/B remojados en
polietilenimina utilizando un cosechador celularaiBitel de 48 canales. Los viales
fueron enjuagados 3 veces con alicuotas de 4 mtutfer de Tris (25 mM, pH 7.4)
enfriado en un bafio de hielo. Con este procedimisatsepararon el radioligando libre
y el enlazado. Los filtros se retiraron del cosdonase transfirieron a viales de
centelleo de 4 mL y fueron llenados con 2.5 mL @ekktail Ultima Gold. Las

muestras se incubaron por mas de 9 h para quelieligando se liberase del filtro e
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interaccionase con el liquido de centelleo. Laaaclividad fue medida, 1 min por
muestra, usando un contador de centelleo (Tri-CAtB0 TR, Packard, Dreieich,

Alemania).

2.2.3. Estudios de desplazamiento de (£}]epibatidina para el RnACo subtipo
adp2.

Los ensayos fueron llevados a cabo enbuffer HS3 ®C2 Cada ensayo fue realizado
por duplicado. Las sustancias ensayadas fueroeltlisten etanol, dimetilsulfoxido o
acetonitrilo dependiendo de la estabilidad y laulsidibad de cada una de ellas. Se
prepararon una serie de 7-9 diluciones para cadalerios compuestos ensayados. El
enlace no especifico fue determinado en preserei@0® uM de tartrato de (-)-
nicotinio. Cada muestra del experimento, con unmeln total de 0.5 mL contenia: 100
L de preparacién de membranas (89, 100uL de (+)-PH]epibatidina (0.5 nM), 100
pL de buffer HSS y 200uL del compuesto que se ensayld. La preparacion de
membranas fue adicionada al final y todos los comaptes fueron mezclados
rigurosamente con un agitador de vortice. Las magg$tieron incubadas por 90 min y
la incubacion, el enjuague, la adicién del cocktl centelleo y la medida de la

radioactividad se realizaron como se mencion6 inteente.
2.2.4. Andlisis de los datos.

Los datos obtenidos en los experimentos de safurdcieron analizados usando la
grafica de Scatchard y Rosenthal (analisis de segdineal). Los valores de€p fueron
obtenidos de los experimentos realizados por cpfidagdo usando la preparacion de

membranas que también se usé en los ensayos dazdesignto del radioligando.

Los ensayos de desplazamiento del radioligandmifuanalizados usando un analisis
de regresion no lineal. Los valores Kefueron derivados utilizando las mediciones de
ICs0 Y Kp aplidando la ecuaciéon de Cheng y Prusoff. El vd&p fue 0.01 nM para el
elnace de (+)3H]epibatidina al RnACo subtip@4B2.
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2.3. Ensayos electrofisioldgicos frente a RnACo, Istipo a9a10.

Los ensayos electrofisioldgicos fueron realizadmsla técnica de voltaje fijo con dos

electrodos.

2.3.1. Expresién del recepton9al0 en oocitos d&Xenopus laevis.

Los oocitos fueron extraidos quirargicamente dexsaadultas de la espedienopus
laevis Fueron posteriormente sometidos a un procesiongielza por 30 minutos con la
enzima colagenasa Il, separados manualmente @stedy VI) y mantenidos a 17 °C
en un medio de Barth. Los oocitos fueron inyectasos50 nL de agua libre de ARN-
asa conteniendo 0.1-1.0 ng de cARNSs (relacion nd#at:1 dex9 y a10) y mantenidos

a la misma temperatura por 3 dias antes de lostregielectrofisiologicos.

2.3.2. Registros electrofisiologicos.

Los registros electrofisiologicos fueron realizaqay la técnica de dos electrodos
utilizando un sistema OC-725B oocyte clamp (Warlmstruments, Hamden, CT).
Ambos electrodos, de voltaje y corriente, fuergadbs con KCI 3M y tuvieron
resistencias de ~ 1-2® Los datos almacenados fueron analizados usanchdclo
Clampfit del programa pClamp (Axon Instruments Coion City, CA).

Los experimentos fueron realizados con los ooditosbados con el quelante de’Ca
acetoximetil éster del &cido 1,2-bis(2-aminofenetahno-N,N,N,N’-tetraacético
(BAPTA-AM, 100 uM) por 3-4 horas antes de los registros electalfgicos.

Durante los registros, los oocitos fueron sometalos flujo constante (~ 10 mL/min)
con una solucion que contenia (mM) NaCl 115, K6| £aC} 1.8 y buffer HEPES 10,
a pH 7.2, con un voltaje fijado a -70 mV. Para detear la presencia de los receptores
en los oocitos y como control positivo se utilizzetcolina 10 mM. Los oocitos con

corrientes superiores a 100 mA fueron seleccionpdos los registros.

2.4. Modelamiento molecular de RnACo, subtipoad4Bf2 y los compuestos

sintetizados.

Con el fin de determinar el posible sitio de ungm las moléculas sintetizadas que

presentaron afinidad por el RnACo del subtiptp2, se realizé el acomodamiento
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molecular inducido (docking) de estas moléculasuenmodelo por homologia del

receptor, usando el programa AutoDock36%5.

2.4.1. Alineamiento de secuencias.

Para la construccion de los modelos por homologl ddminio extracelular del
RnACo, subtipan4p2, se realizé el alineamiento multiple entre lashBe aisladas de
Lymnaea stagnaliy de Aplysia californicacon los dominios amino-terminales de los
subtipos humanos2, a3, 04, a5, 06, a7, 09, al10, 32, 3 y p4 por medio del programa

para alineamiento de secuencias CLUSTAEW.

2.4.2. Construccion de los modelos.

Los modelos de los dominios extracelulares del RmAgDbtipoa4f2 humanos fueron

construidos basados en las estructuras cristaldmslas AChBP mencionadas
anteriormente. Se utiliz6 el programa MODELLER i@ms9v3™* para la construccion

de los modelos con la secuene#204p2p2 para el subtipa4f2.

2.4.3. Estructura de los ligandos.

Las estructuras de las moléculas fueron construidasdo el programa GaussView y
optimizadas usando Gaussian03, todas con cargairrhivelab initio Hartree-Fock 3-
21G. Después de la optimizacién, se hizo un refiearm en la distribucion de las

cargas atomicas usando el programa Spartan02 mlamisvel de teoria.

2.5. Modelamiento molecular de RnACo, subtip@9a10 y sus ligandos.

Con el fin de determinar los posibles sitios y n®de unidén de acetilcolina, nicotina y

la a-conotoxina RglA, se realizaron los siguientes @stud

- Modelado por homologia del RnACo humano, subii@al 0.

- Acomodamiento molecular inducido (docking) de dcelina, nicotina y lao-
conotoxina RgIA en los modelos por homologia deABa, subtipooa9a10,
usando el programa AutoDock3.0.5.

- Dinamica molecular de los tres sistemas (AQai0, Nicu9a10 y o-RglA-
09010) por separado usando el médulo Sander del pregfdIBER9™®
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Los modelos por homologia se elaboraron usandsttaatura cristalina de la AChBP
aislada deLymnaea stagnaltd' (resolucion de 2.20 A, cédigo PDB 1UW6) para los
estudios del receptor con acetilcolina y nicotina pstructura cristalina de la proteina
AChBP aislada de\plysia californica® (resolucién de 2.07 A, cédigo PDB 2BYP)
para los estudios del receptor con la conotoxifRglA. Las secuencias aminoacidicas
extraidas de estas estructuras cristalinas fuerlbmeaglas como se menciond
anteriormente.

El programa MODELLER versién 9v% fue usado para construir los modelos. Para
mantener la complemantariedad entre las subunidgdess interfaces, las cinco
subunidades fueron modeladas simultdneamente aestdguiometria901009010010

que ha sido reportada previametife.

2.5.1. Simulaciones de dinamica molecular.

Con el objetivo de determinar la estabilidad denhaglelos del dominio extracelular del
RnACo subtipoo9a10, se realizaron simulaciones de dindmica moleausando el

modulo Sander del programa AMBERY siguiendo un guiouniento reportado para

sistemas parecidda’
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3. RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1. Sintesis de Compuestos.
3.1.1. Sintesis de los derivados desbromados de d@saloides deFlustra foliacea.

Antes de iniciar la sintesis de los alcaloide§ dmwliaceadecidimos sintetizar los
derivados desbromados desbromodesformilflustralmai@b) y desbromaN*-prenil-

desformilflustrabromina7) con el fin de optimizar los pasos sintéticos.

HN—

HN—

56 \

La sintesis se inici6 con triptaminag], la cual fue N°-formilada con anhidrido
férmico-acético con posterior reduccién con LiAlHpara producir la N*-
metiltriptamina §9). Con59 sintetizada exploramos la utilizacion de grupaxtgmtores
para la amina secundaria de'°NCon este fin seleccionamos dos gruptest-
butoxicarbonilo (Boc) y 2- o 4-nitrobencenosulforidan (Nosilo, Ns), el primero
debido a su amplia utilizacién en sintesis org&nigael segundo por su utilizacién en

moléculas relacionadd®

El compuest®9 fue entonces protegido con ambos grupos para pirddiP—Boc-Nlo—
metiltriptamina 60)*°° **y N'-Ns-N**-metiltriptamina 61) con buenos rendimientos.
Para la sintesis del derivado desbromiifjdos compuesto80y 61 se prenilaron en el
nitrégeno indélico usando el sistema NaH - bromdegrenilo para produchi*®-Boc-

161y N*°-NsN"metil-N*-preniltriptamina 63). El paso

N"%metil-N"-preniltriptamina 62)
final consistia en la remocion del grupo protedet N'°, pero este paso solo fue

posible para el Boc y no para el Ns, ver Esquema 1.
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N/BOC N/BOC

CEC
JEN

5
g8

Esquema 1.- Condiciones: a. Anhidrido férmico-a@gtTHF, 0 °C, 2 h, 96%; b. LiAIF THF, reflujo 1
h, 73%; c. BogD, MeOH:TEA 4:1, 10 min. 72%; d. NaH, THF, 0 °C taasa., 30 min, bromuro de
prenilo, 1.2 eq. t.a. 16 h, 82%; e. TFA, DCM, B&%; f. NsCl, DMAP, TEA, DCM, 2 h, 95%; g. NaH,
THF, -78 °C, 30 min, bromuro de prenilo, 1.2 e® ?C - t.a. 16 h 84%.

NH; /

CEC
CE@;

7

z

El intermediario60 fue el compuesto de partida para la sintesisédéa introduccion
del grupo prenilo invertido en C-2 es un procesmpa cual se han reportado dos
métodos en la literaturd> ***Nosotros usamos una combinacién de ellos utilizand
BuOCI, trietilamina y triprenilborano preparado ieetementé®* La reaccién produjo
el compuesto 2-(1,1-dimetilalif°-Boc-N'"-metil-N'-preniltriptamina 64) el cual fue
convertido en56 por la remociéon del grupo Boc en las condicionemncionadas

anteriormente, ver Esquema 2.

\N/Boc \N/Boc HN—
\ ab \ /— = \
N N
H H
60 64 56

Esquema 2.- Condiciones:taBuOCI, TEA, THF, -78 © C, 30 minb. (Prenil}B, THF, -78 ° C, t.a. 16 h
65% los dos pasps. TFA, DCM, 2 h, 93%.
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3.1.2. Sintesis de alcaloides ddustra foliacea.

La sintesis de los alcaloides desformilflustrabrami 64) y N'-prenil-
desformilflustrabromina 55) fue planteada utilizando la 6-bromd%BocN™-
metiltriptamina 65) como intermediario clave, para lo cual se ensayaios rutas de
sintesis, ambas iniciadas a partirpeluidina 66) para producir 6-bromoindob) en

un proceso de cuatro pasos por el método de Bainogruber'®®

Para la primera aproximacion, se hizo reaccid@iay 1-dimetilamino-2-nitroetileno
(DMANE)*®® en &cido trifluoroacético para producir 6-brom@@aitrovinil)indol (68),

el cual fue reducido con BiHgeneraddn situ'®” **®

para obtener 6-bromotriptamina
(69). Este compuesto fue convertido @b por el método mencionado anteriormente
para obtene60, con la diferencia que la formilamida fue reducdida BH;: SMe,**° ya

que se ha reportado que las reducciones con Liplléden causar la sustitucion de

atomos de bromo presentes en anillos aromatios.

En la segunda aproximacioff, un método mas clasicé&7 se hizo reaccionar con
cloruro de oxalilo y a la cloromida producida setliciond metilamina para obtener 2-
[6-bromo-H-indol-3-il]-N-metil-2-oxo-etanamida 70), la cual fue reducida con

BH3-SMe y protegida con Boc para geneééy ver Esquema 3.

NO, NH,

/ 68 69
e

H
HN— \
66 67 \li o N—Boc
(0]
\ I, m
— A\
N
Br
H Br H
70 65
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Esquema 3.€ondiciones: a. $0;, HNO;, 0 °C, 16 h 64%; b. HBr 48%, NaN@ °C, CuBr, reflujo, 2 h
77%; c. DMF-DMA, pirrolidina, DMF, 110 °C, 3 h 90%; NHNH»H,O Ra/Ni 65%; e. DMANE,
TFA, t.a. 10 min 96%; f. BFELO, NaBH,, reflujo 2 h, 62%; g. Anhidrido férmico-acéticoHF, 0 °C,
2h; h. BH.SMe,, THF, 15 min.; i. BogO, MeOH:TEA 4:1, 10 min. 32% los tres pasos; j. &I, ELO.

0 °C.; k. MeNH, DCM, t.a., 85%; |. BlSMe, THF, reflujo, 1 h; m. Bg®©, MeOH-TEA, 4-1, 1 h,
68% los 2 pasos.

A la luz de los resultados en cuanto al nimeroad®®y rendimiento global la segunda
via presenté mejores resultados, con rendimienddsmbgs de 11 y 65% para la primera

y segunda aproximacion respectivamente.

La sintesis de los alcaloidbd y 55 fue realizada de igual forma que la de los an&ogo
desbromado56 y 57 produciéndose los intermediarios 6-bromo-2-(1 redilalil)-N°-
BocN'"-metil-N'-preniltriptamina ~ {1) y 6-bromoN"'%-Boc-N""-metil-N'-
preniltriptamina 72) los cuales fueron tratados con acido trifluortiaoéen DCM para

producir los alcaloideS4 y 55, ver Esquema 4.

N/Boc HN—

&(~ C ~

54

Iz

/BOC

N—Boc HN—
Br N

Esquema 4. - Condiciones:tesBuOCI, TEA, THF, -78 ° C, 30 min; b. (PregB), THF, -78° C, t.a. 16 h
56% los dos pasos; c. TFA, DCM, 2 h, 90%; d. NaHF, 0 °C t.a., 30 min, bromuro de prenilo, 1.2 eq.
t.a. 16 h, 77%; e. TFA, DCM, 2 h, 92%.
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3.1.3. Sintesis de triptaminad*-alquiladas, N**-mono-, di- y trimetiladas.

La N*-BocN'°-metiltriptamina 60) fue sometida a procesos de alquilacién en el
nitrégeno inddlico utilizando NaH-halogenuro de uillg para produciN’-metil-N'°-
Boc-N'°-metiltriptamina 73) y N*-alil-N'°-Boc-N'°-metiltriptamina 74), a las cuales les
fue removido el grupo Boc para producir kismetil-N**-metiltriptamina 75) y N*-alil-

N'%-metiltriptamina 76).

Para variar el grado de sustitucién elf, Nas aminas secundarigg, 75y 76 fueron
convertidas en sus derivaddg\-dimetilados por medio de la aminacion reductiva con
el sistema (CHQ)NaBH,,'"* para obteneN'-prenil-N'°,N*°-dimetiltriptamina 77), N*-
alil-N* N'%-dimetiltriptamina 78) y N*,N'° N**trimetiltriptamina {9).

Para producir las aminas cuaternarias, las ameamdaria$ds, 57, 75y 76 fueron
tratadas con yoduro de metilo. Se obtuvieron loduyms deN*-prenilN* N N-
trimetiltriptaminio 80), 6-bromoN-prenil-N'®N*° N*-trimetiltriptaminio @1), N*-alil-
N N N*-trimetiltriptaminio 82) y N! N N N -tetrametiltriptaminio &3); ver

Esquema 5.

R?
| | e
N— N 77: R =H, R?=prenilo
Boc H 78: Rl=H, R =alilo
b 79: Rt =H, R?=metilo
a
60 — N\ AN
RY Rl N

, \
R? d ‘ e
ol !
, R? = Erenllo 55 : R? = prenilo N
r, R? = prenilo 57 R? = prenilo

P R'=H
72: Ri=Br, : ' \
73: R=H, R=alio 75 " R2 = alil
74 R'=H, R=metilo 76 R2=:1le?”0 \
RY \

80:
81:
82:
83:

2RDD
W

III®

R? = prenilo
R2= prenilo
R? = alilo
R2=

metilo

Rt
Rt
Rt
Rt

H,
Br,
H,
H,

Esquema 5.- Condiciones: a. NaH, THF, 0 °C t.am80Q bromuro de alquilo, 1.2 eq. t.a. 16 h; b. TFA
DCM, 2 h; c. (CHO), NaBH,, MeOH, 2 hic. Mel, acetona, 16 h.
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Los resultados de las determinaciones de afinidadd al subtip@4p2 del RnACo de
las moléculas sintetizadas hasta este punto, dai®se muestran y se discuten mas
adelante, permitieron sugerir la sintesis de tmjtas terciarias y cuaternarias con
grupos alquilos mas grandes en el nitrogeno inddlisin el atomo de bromo en la

posicion 6.

Para la sintesis de estos compuestos se procetliGrdema forma que para la segunda
aproximacién en la sintesis @&, con las diferencias que en esta oportunidadis in
con indol 84) y que la cloroamida intermediaria se hizo reataiccon dimetilamina
para producir H-indol-3-il-N,N-dimetil-2-oxoetanamida8f), la cual fue alquilada
separadamente en el nitrdgeno inddlico de la mis@aera mencionada anteriormente
para generaN,N-dimetil-2-(1-octil-1H-indol-3-il)-2-oxoacetamida86), N,N-dimetil-2-
(1-decil-H-indol-3-il)-2-oxoacetamida8{) y N,N-dimetil-2-(1-dodecil-H-indol-3-il)-
2-oxoacetamida 88). Las tres oxoamidas fueron entonces reducidas LaAiH 4
produciendoN"-octil-N*°, N**-dimetiltriptamina 89), N'-decil-N'’,N'°-dimetiltriptamina
(90) y N'-dodecilN* N'°-dimetiltriptamina 91). Las triptaminas generadas fueron
tratadas con yoduro de metilo con lo que se gemeriws yoduros deN'-octil-

N N*® N -trimetiltriptaminio ©2), N'-decil-N*° N'° N**-trimetiltriptaminio ©3) y N*-

dodecilN'® N N'°trimetiltriptaminio ©4), ver Esquema 6.

\ 00 //
\N/ — 199N
o o,
o) [e]
ab \ c \ d \
N -, - .
N N \
N A \ \
RZ
84 85

86 : R2 = Octilo 89 : R? = Octilo 92 : R? = Octilo

87 : R? = Decilo 90 : R? = Decilo 93 : R? = Decilo

88 : R? = Dodecilo 91 : R? = Dodecilo 94 : R? = Dodecilo

Esquema 6.- Condiciones: a. (GO, ELO. 0 °G b. dimetilamina, DCM, t.a., 80 % los 2 pascs NaH,
THF, 0 °C t.a., 30 min; bromuro de alquilo, 1.2&g. 16 hd. LiAlH4, THF, reflujo, 4 he. Mel, acetona,
16 h.
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Debido a que, en las triptaminas sintetizadas lesseapunto, el atomo de nitrogentf N
demostrd ser importante para la interaccion caulketipoa4p2 del RnACo y que en la
literatura se reportan muchos ligandos en los suagdtomos de nitrdgeno hacen parte
de un ciclo, decidimos sintetizar el yoduro de tikie(2-(N'-prenil-1H-indol-3-
il)etil)pirrolidinio (95) en el cual el nitrégeno béasico de la triptamistz éncluido en un
anillo de cinco miembros. Para la sintesis de easimpuesto, la cloroamida
intermediaria mencionada anteriormente se hizo cieaar con pirrolidina para
producir 1-(H-indol-3-il)-2-(pirrolidin-1-il)etan-1,2-diona 96), la cual fue reducida
con LiAlIH,4 generando 3-(2-(pirrolidin-1-il)etil)H-indol (97). EI compuesto anterior

fue prenilado en el Ny tratado con yoduro de metilo para gen&Bver esquema 7.

7 -
0.
(o] p \
b c ©

S L N \
N

N B

96 97 95

\

Esquema 7.€ondiciones: a. (CQEI,, ELO. 0 °G b. pirrolidina, DCM, t.a., 85 % los 2 pasas LiAIH,,
THF, reflujo, 4 h, 79 %d. NaH, THF, 0 °C t.a., 30 min; bromuro de prend® eq. t.a. 16;he. Mel,

acetona, 16 h, 80 % los dos pasos.

3.1.4. Sintesis de graminas y yoduros de graminidg-alquilados.

Con el objetivo de comparar la actividad de laséoalas con diferente nimero de
atomos de carbono que conectan al anillo indél@o el atomo de nitrégeno basico (2
atomos de carbono en el caso de las triptaminas)did®s sintetizar laN'-
prenilgramina 96) y la 6-bromoN*-prenilgramina 97), en las cuales un solo atomo de
carbono conecta el anillo inddlico con el nitrégdmsico. Aunque el método mas
usado para la sintesis de gramindsaNuiladas es a partir de los correspondientes
indoles N-alquilados'’® se ha reportado que la alquilacién de indol ércdh prenilo

produce una mezcla de compuestos alquilados grotasiones 1 y 3 del anifté por lo
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que para la sintesis @y 97 partimos deé67 y 84. Estos indoles fueron convertidos en
los correspondientes 6-bromoindol-3-carboxaldeh{@i8) e indol-3-carboxaldehido
(99) por el proceso de Vilsmeier-Haat®.98 y 99 fueron prenilados enon NaOH
como base y BINBr como catalizador de transferencia de fase geweiN'-prenil-6-
bromoindol-3-carboxaldehido 1000 y N-prenilindol-3-carboxaldehido 101). La
sintesis d®6y 97 se finalizé con una aminacion reductiva utilizamtigistema MgNH

— NaBH,. Las gramina®6y 97 fueron tratadas con yoduro de metilo para prodaosir

yoduros deN'-prenil-6-bromograminio02) y N*-prenilgraminio 03, ver Esquema

8.
ooy guyen
R N\H R N\H R N

67 :R=Br 98: R=Br 100: R=Br

84 :R=H 99: R=H 101:R=H|

oo/
N N—

\

N\ d N\
—_—
R N R
96: R=Br

Esquema 8.- Condiciones: a. PQ@MF, H,O, NaOH; b. BuNBr, NaOH, HO, tolueno, bromuro de
prenilo; c. MgNH, NaBH,, MeOH; d. Mel, acetona, 16 h.

Con el fin de variar los sustituyentes eh 84 fue alquilado con el método mencionado
recientemente con grupmsoctilo, n-decilo yn-dodecilo, lo que produjdi*-octilindol
(104, N'-decilindol (105 y N'-dodecilindol (06). Con los tres alquilindoles
mencionados anteriormente se procedi6 a sintdéigagraminas correspondientes por el
método clasico de MBH — formalina en &cido acético acuoso para pradhidi

octilgramina (07), N'-decilgramina 108 y N'-dodecilgramina 109, las que fueron

93



convertidas en sus yodometilatos para produciytmiiros deN*-octilgraminio (110),

N'-decilgraminio {11) y N*-dodecilgraminio 112); ver Esquema 9.

100
< o/
a b c \
Co—~CD~-C0n 0
N\ N\ N N
H R \R \R
84 e

104: R = Octilo 107: R = Octilo 110: R = Octilo
106: R = Decilo 108: R = Decilo 111: R = Decilo
106: R = Dodecilo 109: R = Dodecilo 112: R = Dodecilo

Esquema 9.- Condiciones: a. BiBr, NaOH, HO, tolueno, bromuro de alquilo. b. M&H, HCHO,
AcOH/H,0. c. Mel, acetona.

3.1.5. Sintesis de N N'%-dimetilhomotriptaminas y yoduros de NN

dimetilhomotriptaminios N*-alquilados.

Continuando con el objetivo de investigar la inflo@ de la longitud de la cadena que
une el atomo de nitrégeno basico con el anillo liedd decidimos sintetizal™:,N*-
dimetilhomotriptaminas alquiladas ert khiimero de &tomos de carbono conectores =
3) para lo cua3 fue convertido en el acido 3-indolilpropionic@é1@ utilizando
anhidrido acrilico-acético preparado recienteméhit&l acido (13 fue tratado con
carbonildiimidazol y al intermediario formado sealdicion6 dimetilamina gaseosa para
producir laN*!,N**-dimetil-3-indolilpropionamida ¥14).*’® La amidal14 fue entonces
alquilada separadamente en ! Npara generar N N'"-dimetil-N"-octil-3-
indolilpropionamida 115, N',N'!-dimetil-N'-decil-3-indolilpropionamida 1(16) y
N, N*-dimetil-N'-dodecil-3-indolilpropionamidal(l7). Las amidas alquiladas en* N
fueron reducidas produciendd'!,N*-dimetil-N'-octilhomotriptamina 118), N**,N*-
dimetil-N*-decilhomotriptamina 119 y N N"-dimetil-N*-dodecilhomotriptamina
(120), las que fueron tratadas con yoduro de metila fammar los yoduros dg™!,N*-
dimetil-N*-octilhomotriptaminio {21), N*,N*-dimetil-N'-decilhomotriptaminio 122

y N N*-dimetil-N'-dodecilhomotriptaminiol(23); ver esquema 10.

94



z

O, O, /
OH N
\
©i§_a, N\ bel \ 4
N N
\ \
84 H 113 M

114

3 { Jaa
\ \ \
N e \ L \
N\R N\R N\R

b

115: R = Octilo 118: R = Octilo 121: R = Octilo
116: R = Decilo. 119: R = Decilo 122: R = Decilo
117: R = Dodecilo 120: R = Dodecilo 123: R = Dodecilo

Esquema 10.- Condiciones: a. Acido acrilico,@cAcOH, 90 °C 3 h, 70%b. Carbonil diimidazol,
DMF, 1 i c. Dimetilamingg, DMF, 2 h, 86%d. NaH, THF, 0 °C hasta t.a., 30 min; bromuroldeito,
1.2 eq. t.a. 16;he. LiAlH,, THF, reflujo, 4 hf. Mel, acetona, 16 h.

3.1.6. Sintesis dé&l*-octil-C*isogramina y el yoduro deN-octil-C*isograminio.

Finalmente decidimos sintetizar Nl—octiI—Cz—isogramina 127) y su yodometilato
(128 para lo cual se hizo reaccionar el acido indokgsoxilico (24) con cloruro de
tionilo con el fin de preparar el cloruro de acilocual fue tratado con dimetilamina
para generar |&,N-dimetilindol-2-metanamidal@5). Este compuesto fue alquilado en
el nitrégeno indélico con un grupo octilo para ganda N'-octil-N,N-dimetilindol-2-
metanamidal(26) la cual fue reducida con LiAl4para producid 27y ésta fue tratada

posteriormente con yoduro de metilo para for28 ver Esquema 11.
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Esquema 14. Condiciones de reaccion: a. 3OCIF, 16 h; b. DMA,, 40 %, 10 min.; c. NaH,
THF, 0 °C t.a., 30 min; bromuro de octilo, 1.2 &g. 16 h; d. LiIAIH, THF, reflujo, 4 h; e. Mel,
acetona, 16 h, 87 %.

3.2. Evaluacion de la actividad de los compuestahte a RnACo.

3.2.1. Afinidad de los compuestos frente a RnACo.

Los experimentos de saturacion fueron llevados lao cacubando 60-9Qug de
homogenizado de cerebros de rata a 22 °C 4 h golumen total de 2.2 mL de buffer
HSS a concentraciones d&i-epibatidina en el rango comprendido entre 2 gR2gM.
Los resultados de estos estudios de saturacion usstran en la Figura 14. Los
pardmetros de enlace obtenidos de cuatro expesemdependientes fueronpke 54

4.6 pM y Bnax= 99 11 fmol/mg de proteina.
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Kp = 54 pM

251 Bmax = 99 fmol/ug de proteina

I o © =)
(e [an) [an] o

Enlace especifico, fmol/mg de proteina
)
(]

E/L (fmol/mg de proteina en pM

: 0 : : : |
0 50 100 150 0 1000 2000 3000 4000

E (fmol/mg de proteina) [3H]-Epibatidina, pM

Figura 14. Graficas obtenidad en los experimentos de safurad& = cantidad de

radioligando enlazado y L = radioligando libre.

Para ilustrar los resultados de desplazamienta:fHi]epibatidina por parte de los
compuestos ensayados mostramos la Figura 15, angedfica se ejemplifica la
competencia entre el compueS®y el redioligando mencionado a una concentracion
fija de 43 pM. El valor de la I§ encontrado fue de 300 nM, el cual con el valoKge

mencionado anteriormente, y utilizando la ecuadiérChemg y Prusoff obtuvimos un

valor de Ki = 168 nM.
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Figura 15. Graficas obtenidad en el experimento de despleram de £)-
[*H]epibatidina por parte del compuesif. L se refiere a la cantidad de radioligando

libre medido en cuentas por minuto.

Utilizando la misma metologia mencionada en el pJenanterior, se logré evaluar y
determinar los valores d€ de los 37 compuestos restantes frente al RnAGtpsu

a4p2, cuyos resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores d&; (nM) para la afinidad de los compuestos sintetizafiente al
RnACo subtipax4p2.

Compuesto Ki (n"M) a4p2 Compuesto Ki (nM) a4p2
[*H]epibatidina [*H]epibatidina
(nM) (nM)
54 95
. —N @el
N\
Br N N\
3400~ ; > 10000
))n
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55

17000*

96

2000
56 97
\ \
\ — N
i > 10000 > 10000
|
57 102
HN— le(;L
\
@[\C Qi\g
| > 10000 130
{ |
75 103
HN— IeiL
\
CEC oel
" > 10000 210
( |
76 107
HN— N/
\
N\ > 10000 > 10000
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77

@35 > 10000 > 10000
N ))9
4
78 109
N /
\
\
\\ N
. > 10000 )m > 10000
(
79 110
\N/ |efl/_
\
N\ > 10000 )”)7
\
80 111
N e
[CE] | \
s
N\ /\)9 701
168
\
81 112
N/ joe/
Noo I N\_
s
D /N\> 867
i} 207
\
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82

118

N N/
[ES] | \
462 > 10000
\ A\
8 ))7
\
83 119
Vi /
[ES] | \
500 > 10000
\ N\
\ )>9
89 120
N /
\
> 10000 > 10000
N\ N\
))7 ))11
90 121
\N/’ e @
\
> 10000 823
\ N\
) * ))7
91 122
\N/ @@
N\ > 10000 > 10000

\S/E/i
e

101




92 123

226 > 10000

93 124
AV

C[C 430 @—\ > 10000
\ =

o/
{ )

94 125

567 % | se
A\ \ N

))11

* Valores reportados en la literatura y confirmadoseste estudio.

En la tabla anterior se observa que los compuestosgrupos aminas secundarias y
terciarias presentes en su estructura no presentdmidad por el RnACo subtipo
adP2 a concentraciones de 10000 nM con la Unica ekemel compuest®6 que
presenté uik; de 2000 nM.

De los yodometilatos sintetizados, Unicamente lompuestos95, 122 y 123 no
presentaron afinidad(> 10000 nM) frente al RnACo subtipdf2.

El resto de los yodometilatos sintetizados presentafinidad por el RnACo subtipo
a4f32 con valores dg; entre 130 y 823 nM.

El compuesto que presentd mas afinidad por el Rngubipoadf2 fue 102 con unkK;
de 130 nM.



3.2.2. Relacién cualitativas entre la estructura déos compuestos sintetizados y la

afinidad frente al RnACo, subtipo a42.

Al comparar los resultados de afinidad obtenidasgbanétodo de desplazamiento del
radioligando £)-[*H]epibatidina, podemos observar algunas caradtssestructurales
gue favorecen o desfavorecen la interaccion dectmspuestos sintetizados con el

RnACo subtipa4p2. Entre éstas podemos mencionar:

- Los compuestos con mayor afinidad frente al RnAQipo a432 son yoduros
de trimetilamonio. Este grupo esta presente egatiata enddégeno del RnACo,
la acetilcolina y en otros ligandos que interactéiam este receptdr.

- Entre los compuestos que presentaron afinidad IpBnACo subtipoo4f2, se
encontré que al aumentar la longitud de la cadémailisa unida al nitrégeno
inddlico, aumenta la afinidad hasta los 8 carbonos.

- Entre los compuestos que presentaron afinidad Ipen&Co subtipoa4f32, se
encontrd6 que cuando la longitud de la cadena &quilnida al nitrégeno
inddlico es mayor de 8 carbonos, disminuye la dédi

- Cuando la cadena alquilica que une el anillo imddtion el nitrégeno béasico es
de un solo &tomo de carbono (graminas), la preselecun atomo de bromo en
la posicion 6 del anillo inddlico favorece la afiad de los compuestos frente al
RnACo subtipax4p2.

- Cuando la cadena alquilica que une al anillo icddtion el nitrégeno basico es
de dos atomos de carbono (triptaminas), la preaefeiun dtomo de bromo en
la posicion 6 del anillo indélico no influye en &inidad de los compuestos
frente al RnACo subtipa4p2.

- Cuando la cadena alquilica que une al anillo imddtion el nitrégeno basico es
de tres atomos de carbono (homotriptaminas), Isepi@a de cadenas alquilicas
de 10 o mas atomos de carbono unidas al nitrogeddli¢o disminuye la

afinidad de estos compuestos por el RnACo, sub#fa.

Un resumen de lo mencionado anteriormente se nauestia Figura 16.
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R®=R*=H,n=2 '

@N//R?’ R3=CHg R*=H,n=1,203 '
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R'=Br,R® =R*=CHgn=2 = \ R3=R*=CHg, n=3 '
- - 3 -9,
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Figura 16. Relaciones cualitativas de estructura-actividadstradas por los

compuestos sintetizados frente al RnACo subtigp2. El simbolo? significa que

aumenta la afinidad, que disminuye la afinidads que no afecta la afinidad.

3.3. Ensayos funcionales de los compuestos frentR@ACo, subtipo a9a10.

Se realizaron mediciones a concentraciones de&deaBta 10 nM de los compuestos
92y 102 Los compuesto82 y 102 no produjeron corrientes cuando se aplicaron solos
lo que indica que no son agonistas del receptootinico de acetilcolina, subtipo
a9a10, por lo cual se procedié a aplicarlos en comtddmacon acetilcolina para ver el
efecto sobre la corriente producida por ésta. Alptioar cada uno de los compuestos
con acetilcolina fue evidente que la amplitud dedeaiente fue menor que cuando se
aplica acetilcolina sola, de lo que se deducelgsi€ompuestos son antagonistas de
este subtipo del receptor. La actividad bloqueati@alependiente de la concentracion.
En la figura 17 se muestra una secuencia de lagwt@s producidas por acetilcolina 10
uM y dos aplicaciones d82 a 5 nM + acetilcolina 1M y una aplicacion de
acetilcolina 1QuM.
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Figura 17. A. Aplicacion de acetilcolina (10M) sola.B. Coaplicaciones d@2 (5 nM)
+ ACo (10uM) y aplicacion de acetilcolina (4&M) sola, la inhibicion corresponde a
un 88 %.

3.4. Posible sitio de unién de las moléculas actarzan el RnACo, subtipax4f32.

3.4.1. Alineamiento de secuencias.

Aunque los porcentajes de identidad entre las se@gaminoacidicas de las proteinas
AChBP y los dominios N-terminales de los subtipasmhnos son bajas, entre 17% y
27%, la presencia de la gran mayoria de los migesiduos en el sitio de union y la
farmacologia de la AChBP sugieren que los modetwshpmologia de los dominios
extracelulares de los RnACo creados usando lactsteucristalina de la AChBP son
muy apropiados.

El requerimiento mas importante en el modeladdhponologia es el buen alineamiento
de las secuencias que van a ser modeladas conuansé de la estructura que va a
servir como plantilla, siendo las inserciones eadauencia uno de los problemas mas
frecuentes. Sin embargo, en nuestros alineamiesaspocas las inserciones presentes
en las secuencias de los subtipos humanos y éstafectan los sitios de unién de los
ligandos.

La Figura 18 muestra los alineamientos de secugngiaevela que los residuos que
conforman el sitio activo son conservados o dectaristicas quimicas similares. Los
residuos que forman la tipica “caja” aromatica gaeforman el sitio activo, incluyen

Trpl47, Tyr91, Tyrl88, Tyrl93 y el puente disulfeo las posiciones 190 y 191 estan
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bien conservados. Por otra parte, el residuo Trphécado en la interface
complementaria(-) y que hace parte de la menciorfad@” también esta bien
conservado. La principal diferencia entre los difées subtipos esta en el residuo
ubicado en la posicion 117 (numeracion correspaneli@ AChBP delLs). Se ha
sugerido que este residuo podria ser importanta lgaselectividad de los ligandos

frente a los diferentes subtipté.

3.4.2. Construccion de los modelos.

Los modelos de los dominios N-terminales extraeedd de los subtipagif2 y 09010
fueron construidos utilizando el programa MODELL&sién 9v3:>* Se construyeron
200 modelos para cada receptor y se seleccionasoméjores 5 de cada uno para el
trabajo posterior. Para el subtipdf2 la secuencia de subunidades 482043232,
mientras que para el subtip®a10 la secuencia fue901009010010. Los modelos
fueron evaluados con los programas PRESH VERIFY3D'"® para verificar que no

contenian factores estructurales defectuosos.

3.4.3. Acomodamiento molecular de los yodometilatadsente al RnACo, subtipo
0dp2.

El acomodamiento molecular inducido de las molécwa las interfaces de las
subunidadeso4p2 fué realizado usando el programa AutoDock 3.0.6das las
torsiones posibles fueron permitidas usardmotors Los pardmetros de solvatacion
fueron asignados cohddsoly las cuadriculas de afinidad fueron creadasfagogrid
Todas estas herramientas forman parte de AutoD.6ck.3

Los pardmetros usados fueron los que contiene efjirgama excepto para las
coordenadas que ubican el centro de las cuadrifuasson propias para cada subtipo),

poblacion de las moléculas (150) y numero de casrid (256).
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a3 EHRLFERLFED- - YNEI | RP- - - VANVSDPVI | HFEVSMSQLVKVDEVNQ METNLWLKQI VADYKL KWNPSDYGGAEFMRVPAQKI VWKPDI VL YNNAVGDFQVDDKTKALLKY 142
06 EERLFHKLFSH- - YNQFI RP- - - VENVSDPVTVHFEVAI TQLANVDEVNQ METNLWL.RHI WVADYKL RWDPVEYDG ETL RVPADKI WKPDI VL YNNAVGDFQVEGKTKALLKY 142
B3 EDALLRHLFQG - YQKW/RP- - - VLHSNDTI KVYFGLKI SQLVDVDEKNQL MTTNVW.KQEWI DHKL RWNPDDYGG HSI KVPSESLW.PDI VLFENADGRFEGSLMIKVI VKS 137
a5 EDSLLKDLFQD- - YERW/RP- - - VEHLNDKI KI KFGLAI SQLVDVDEKNQL MTTNVWWLKQEW DVKLRWNPDDYGG KVI RVPSDSVWIPDI VLFDNADGRFEG- TSTKTVI RY 145
02 EDRLFKHLFRG- - YNRWARP- - - VPNTSDVVI VRFGLSI AQLI DVDEKNQWMI TNVWL KQEWSDYKL RANPADFGNI TSLRVPSEM W PDI VL YNNADGEFAVTHMIKAHLFS 167
04 EERLLKKLFSG - YNKWSRP- - - VANI SDVWLVRFGLSI AQLI DVDEKNQWMI TNVWWKQEVWHDYKL RADPADYENVTSI RI PSELI WRPDI VL YNNADGDFAVTHLTKAHLFH 145
B2 EERLVEHLLDPSRYNKLI RP- - - ATNGSELVTVQLMVSLAQLI SVHEREQ MTTNVW.TQEVEEDYRL TWKPEEFDNMKKVRL PSKHI W PDVVL YNNADGWEVSFYSNAWSY 139
34 EEKLMDDLLNKTRYNNLI RP- - - ATSSSQLI SI KLQLSLAQLI SYNEREQE MTTNVW.KQEWIDYRLTWNSSRYEGVNI LRI PAKRI WLPDI VLYNNADGTYEVSVYTNLI VRS 137
a9 AQKLFNDLFED- - YSNALRP- - - VEDTDKVLNVTLQ TLSQ KDVDERNQ LTAYLW RQ VHDAYL TWDRDQYDGLDSI Rl PSDLVWRPDI VL YNKADDESSEPVNTNVVLRY 139
010 ALKLFRDLFAN- - YTSALRP- - - VADTDQTLNVTLEVTLSQ | DVMDERNQVLTLYLW ROEWIDAYL RADPNAYGG. DAl RI PSSLVWRPDI VL YNKADAQPPGSASTNVVLRH 138

a7  QRKLYKELVKN- - YNPLERP- - - VANDSQPLTVYFSLSLLQ MDVDEKNQVLTTNI W.QVEWI DHYL QANVSEYPGVKTVRFPDGQ WKPDI LLYNSADERFDATFHTNVLVNS 134

Ls LSLDRADI LYN- - | ROTSRPDVI PTQRDRPVAVSVSLKFI NI LEVNEI TNEVDVWWFWOQT TWEDRTLAVWNSSHSP- - DQVSVPI SSLW/PDLAAYN- Al SKPEVLTPQLARWS 127

Ac  LMRLKSDLFNR- - SPMYPGP- - - - - TKDDPLTVTLGFTLQDI VKADSSTNEVDL VYYEQORWKLNSL MADPNEYGNI TDFRTSAADI WIPDI TAYS- STRPVQVLSPQ AVWTH 118
. * . . . ) . . . * * * . . .

kK k.

a3 TGEVTW PPAI FKSSCKI DVTYFPFDYOQNCTVKFGSWSYDKAKI DLVLI GSSMNLKDYWES- GEWAI | KAPGYKHDI KYNCCEEI YPDI TYSLYI RRLP 240
a6 NGM TWIPPAI FKSSCPMDI TFFPFDHQNCSLKFGSWIYDKAEI DLLI | GSKVDIMNDFWEN- SEVEI | DASGYKHDI KYNCCEEI YTDI TYSFYI RRLP 240
B3 NGTVVWI PPASYKSSCTMDVT FFPFDRONCSMKFGSWITYDGTMYDLI LI NENVDRKDFFDN- GEVEI LNAKGVKGNRRDGVYS- - YPFI TYSFVLRRLP 235
a5 NGTVTW PPANYKSSCTI DVTFFPFDLQNCSMKFGSWTYDGSQVDI | LEDQDVDKRDFFDN- GEVEI VSATGSKGNRTDSCCW - YPYVTYSFVI KRLP 252
a2 TGTVHW/PPAI YKSSCSI DVTFFPFDQONCKVKFGSWIYDKAKI DLEQVEQTVDLKDYWES- GEWAI VNATGTYNSKKYDCCAEI YPDVTYAFVI RRLP 265
a4 DGRVOWIPPAI YKSSCSI DVTFFPFDQONCTMKFGSWITYDKAKI DL VNVHSRVDQL DFVES- GEW/I VDAVGT YNTRKYECCAEI YPDI TYAFVI RRLP 243
B2 DGSI FW.PPAI YKSACKI EVKHFPFDQONCTMKFRSWIYDRTEI DLVLKSEVASLDDFTPS- GEWDI VALPGRRNENPD- - - DSTYVDI TYDFI | RRKP 237
B4 NGSVLW.PPAI YKSACKI EVKYFPFDQONCTLKFRSWI'YDHTEI DWLMIPTASMVDDFTPS- GEVWDI VALPGRRTVNPQ- - - DPSYVDVTYDFI | KRKP 235
a9 DGLI TVWDAPAI TKSSCVVDVTYFPFDNQQCNL TFGSWIYNGNQVDI FNAL DSGDL SDFI ED- VEWEVHGVPAVKNVI SYGCCSEPYPDVTFTLLLKRRS 237
al0 DGAVRWDAPAI TRSSCRVDVAAFPFDAQHCG. TFGSWIHGCHQL DVRPRGAAASL ADFVEN- VEWRVL GVPARRRVL TYGCCSEPYPDVTFTLLLRRRA 236
a7 SGHCOYLPPA FKSSCY! DVRWFPFDVOQHCKLKFGSWSYGGWSEL DL - - QMQEADI SGYI PN- GEWDLVG PGKRSERFYECCKEPYPDVTFTVTMRRRT 230

Ls DGEVL YMPSI RORFSCDVSGVDTESG- ATCRI KI GSWITHHSREI SVDPTTENSDDSEYFSQYSRFEI LDVTQKKNSVTYSCCPEAYEDVEVSLNFRKKG 219
Ac DGSVIVFI PAQRL SFMCDPTGVDSEEG- ATCAVKFGSWYSGFEI DLKTDTDQVDL SSYYAS- SKYEI LSATQTRQVQHYSCCPEPYI DVNLVVKFRERR 214
* . * * . . * % - . . . . . * e ..

Figura 18. Alineamientos para los diferentes subtipos dé&d@&mnhumanos y las AChBP dglysia californicay Lymnaea stagnalis

Los residuos coloreados en rojo corresponden duesidel sitio activo de la primera subunidad ppai¢+), igual para todos y se denomina “nido” aétice.

Los residuos coloreados en azul corresponden@uestel sitio activo en la segunda subunidad cemghtaria(-) perteneciente también a la “nido” dtica.

Los residuos coloreados en verde corresponderidaossdel sitio activo en la segunda subunidad ¢emmentaria(-) que son diferentes para los difesestbtipogor lo
cual son importantes para la selectividad
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Como posible sitio de unién se us6 una caja cubess0 A de arista con puntos
separados por 0.375 A centrada en uno de los azdékpuente bisulfuro del sitio
activo (bucle C), en las coordenadas 84.484, 61y796.908 en los ejes X, Y, Z. Ver
Figura 19.

Figura 19. Posible sitio de union del RnACo, subtipdf2. La caja cubica esta
centrada en el puente de cisteinas (CYS190-19budé C), la cruz representa el

centro de la caja.

Los estudios de acomodamiento molecular se reahizainicamente con los
yodometilatos ya que fueron los compuestos masaactn los ensayos de afinidad
frente al RnACo, subtipe4pi2.

Los resultados obtenidos usando AutoDock muestrare da orientacion
energéticamente mas favorable para todas las ntaéécempleadas en el
acomodamiento molecular es similar. En esta oréneael grupo trimetilamonio de los
compuestos sintetizados se aloja en el espaciaapgm@or la “caja” aromatica. Mas
aun, la orientacion de este grupo coincide corpemtada en la estructura de rayos X

de la AChBP dé\plysia californicacon carbamilcolind

Por otro lado, la parte bencénica del anillo inm®ke ubica hacia las hojas plegagas
y B6 de la subunidad complementariaff2) Los residuos mas cercanos a esta parte de
las moléculas son Asn316 y Phe326 y se ha sugguidoesta region del receptor es

determinante en la selectividad de los ligandastéra diferentes subtipd¥.

10¢



El grupo alquilo unido al nitrégeno inddlico seemtia entre las dos subunidades en una
region dominada por residuos apolares o poco mlaeatre los que podemos
mencionar Alal93, Thr149, Tyrl58 en la subunidadggpal (+) a y Met284, Lys286,
Val318 en la subunidad complementaria [§2. El plegamiento de este grupo es
proporcional a su longitud y puede estar completdenextendido cuando la longitud

de la cadena alquilica esta entreCg 0 plegado cuando esta longitud esta engr€G

La longitud de la cadena alquilica que une al@amitiélico con el grupo trimetilamonio

(n =1, 2 6 3) origina lo siguiente: cuando n =lgrupo trimetilamonio no penetra tan
profundamente en la “caja” aromatica y la partecBeita se observa mas distante de la
subunidad complementaria (B2, cuando n = 3, los grupos mencionados presentan

interacciones mas proximas en longitud y cuand@nes el punto intermedio.

Lo anterior sugiere una explicacion a lo observadola actividad biologica de los
yodometilatos que presentan atomos de bromo erstsuckira y sus isosteros con
atomos de hidrégeno en la misma posicion. Los cestps80 y 81 se diferencian en
gue el primero posee en su estructura un atomootkedben la posicion 6, mientras que
el segundo posee un atomo de hidrégeno en la npssieion, pero frente al RnACo
subtipoo4p2, el compuesto desbromad®D) demostré mas afinidad ya que sus valores

de 1Gso fueron 168 y 207 nM respectivamente.

Por otra parte, la pareja de gramid@2y 103 en la que la primera posee el atomo de
bromo los resultados de afinidad fueron difereriigdre estos dos compuestos, el mas
activo fue el compuesto bromadtO@) con una IG, de 130 nM, mientras que para el
desbromadol(03) fue de 210 nM.

La principal razén para este comportamiento poskfada presencia de una interaccién
del tipo puente de halégeno. Este tipo de asocias®oha reportado en varios sistemas
biologicos' 98! Las diferencias en las afinidades entre las pardi@ compuestos

mencionadas anteriormente se podrian explicarlpnremte de haldégeno ya que en éste
la distancia entre los atomos y el &ngulo ent@sedbn los factores fundamentales para
que se produzca. Al parecer, las condiciones éptisgapresentan en la interaccion
entre el compuest@02 y la subunidad complementaria 32, lo que justificaria su

afinidad mas alta por el receptor.
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En la Figura 20 se muestran los compue8fg 102 en el sitio de uniébn mas probable

en el RnACo, subtipa4B2, segun los resultados arrojados por AutoDock.

Figura 20. Acomodamiento molecular de los compuesd@s(A) y 102 (B). La
subunidad principal (+9 se muestra en color amarillo, la subunidad comeiearia (-)
B en color verde, los residuos que conforman laa®cajomatica se muestran en celeste

y los ligandos en magenta.
3.5. Desarrollo cualitativo de un farmacoéforo paraantagonistas del RnACo.

Desde 1970 muchas investigaciones han sido reabaau modelo farmacoférico para
agonistas del RnACo pero ninguna para los antagsnite este receptdr.

Analizando los componentes estructurales de ngastodéculas activas y las reportadas
por el grupo de Dwoskin y Crooks podriamos mencidas siguientes caracteristicas

como elementos importantes para la actividad antagofrente al RnACo:

- Grupo amonio cuaternario presente en un extreni@ g@lécula, el volumen de
este ayudaria a la selectividad como se ha remopiaca los agonistas. Este
grupo estaria interaccionando con la caja aromd#ada subunidad principal(+).

- Un grupo hidrofébico de gran tamano, de forma lireaferiblemente, aunque
se podria inferir que anillos arométicos sustitsidpodria ayudar a la
selectividad en forma parecida a los agonistasugaegta seccion de la molécula
interactda con la subunidad complementaria(-).

- La ausencia de un grupo aceptor de puente de leido6gecesario para la

actividad agonista.
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3.6. Modelamiento molecular de RnACo, subtipa9a10.

Debido a que los experimentos funcionales se eralizen el subtipo9al0 y a la
poca informacién conocida sobre aspectos estrldeturde éste, se decidio realizar
estudios de modelamiento molecular del modelo pomdiogia del dominio

extracelular con sus ligandos mas conocidos: AGoyNa o—conotoxina RglA.

3.6.1. Estructura de los ligandos.

Las estructuras de Nic y ACo fueron construidasa@semmencioné en la seccidri.3
mientras que la estructura de daconotoxina RgIA fue generada con el programa
MODELLER a partir de la estructura cristalina de4@onotoxina IMI en complejo con
AChBP deAplysia californica™*

3.6.2. Simulaciones de dindmica molecular.

Con el objetivo de determinar la estabilidad de stros modelos del dominio
extracelular del RnACo subtip@90l10, se realizaron simulaciones de dindmica
molecular. Las estructuras fueron solvatadas ercajgaoctahédrica de aguas segun el
formato TIP3P®? con una distancia minima de 10 A entre el solusymoléculas de
agua. Se adicionaron al azar 39 ione$, 88 iones Clpara los sistemas con ACo y Nic
y 50 iones N§ 30 iones Clpara el sistema con el péptido RgIA. Estas conaeiohes

de iones, en combinacién con las diferentes cargtas, producen sistemas neutros que
simulan las condiciones fisioldgicas de'Na10 M y CI 0.05 M. El nimero total de
atomos de los sistemas simulados fue de 57014ifiectio 3578 moléculas de agua)
para los complejos receptor-ligandos pequefios9163incluyendo 5486 moléculas de

agua) para el complejo receptor-RglA.

Los estudios de dinamica molecular fueron realigaddizando el modulo Sander del
programa Amberd® de acuerdo a procedimientos usados para modeter sistemas
ligando-proteind>’ El sistema solvatado fue minimizado energéticamentes de las
simulaciones como sigue: Los primeros 6000 pasasidinizacion de energia fueron

realizados sobre las moléculas de agua y los itfesy CI, manteniendo fija la
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proteina en su posicion inicial. La segunda mingmi@n de 6000 pasos fue realizada
sobre todo el sistema, es decir, los 4tomos deokzipa, moléculas de solvente y los
contraiones. Para evitar posibles agregaciones uleujas de vacio y/o pequefias
brechas debidas al empaquetamiento del solventegbed una dindmica molecular de
1.2 ps usando el ensambTV. Posteriormente, todo el sistema fue minimizado
energéticamente por 6000 pasos manteniendo fgealeleto de la proteina. El sistema
resultante fue calentado gradualmente a desde @0aK3y equilibrado por 37 ps.
Finalmente, cada simulacion de dindmica molecuéarcarrio por 5 ns usando el
ensambldNTPa T =300Ky P =1 atm.

Los resultados de las simulaciones de dinamicaaulalepara los complejos de ACo-
09010 y Nico9010 fueron diferentes. Estos confirman las difer@moén el perfil
farmacologico presentadas por ACo y Nic frente t& esibtipo del RnACo. Se ha
reportado que ACo actlia como agonista mientras\jéo hace como antagonista.
28,149 Al final de las corridas de dinamica molecular,0A@ostré la interaccién catién-
reportada para agonistas del RnATA* mientras que Nic fue removida del sitio de

union.

De la simulacion de dinamica molecular del compk2o-090.10, se puede mencionar
gue los residuos de la “caja” aromatica se mantamien posiciones similares a las
iniciales mientras que el residuo de Argl12 deulbusidad complementaria (e)l0
forma un puente de hidrogeno (2.9 A) con el atomaxigeno del grupo carbonilo de
la ACo. La distancia entre el atomo de nitrdgenogdepo trimetilamonio de ACo vy el
anillo aromatico del Trp143 que forman la interénctationzs es de 4.8 A, en completo
acuerdo con lo reportado en la literattt@tra caracteristica importante de este sistema
es la presencia de dos pares de moléculas de aglasitio de enlace del agonista, las
cuales forman puentes de hidrégeno con las cagerases de los residuos Aspll4d y

Arg52 de la subunidad complementariao@p. Ver figura 21 A.

Contrariamente, la estructura del complejo &8010 después de la simulacién por
dindmica molecular muestra que Nic fue removidaléesi posicion inicial, debido a
que la cadena lateral de la Argl12 de la subunodewplementaria (-310 forma un
puente de hidrégeno con una molécula de agua,daagsu vez interacciona con el
atomo de oxigeno del grupo carbonilo del Trpl43adsubunidad principal (+9.

Estas interacciones hacen que el anillo aromateorgencionado Trpl43 se mueva
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hacia en centro de la “caja” aromética sacandocadsdl sitio de enlace inicial. Ver

Figura 21 B.

La Figura 21 C grafica la variacion en la distaremtre los atomos NE de la Arg112 en
la subunidad complementaria ¢)0 y el &tomo O del Trp143 de la subunidad priricipa
(+) 09 durante las simulaciones de dinAmica moleculaa panbos complejos ACo-
09010 y Nicw9010. De estas gréficas se puede deducir que parangblejo ACo-
a9a10 el atomo NE de la Argl12 que inicialmente salentra a una distancia cercana
alos 9 A, requiere casi 5 ns para lograr el caatditecto con ACo. Sin embargo, en el
complejo Nice9a10, la misma distancia inicial cae a cerca de 6defpués de 0.25 ns

y se mantiene constante por los restantes 4.786 ssrdilacion.

La simulacion de dinamica molecular del complejoARg9010 mostrd que la RglA se
acopla en la interfase entre dos subunidades depter interaccionando con ambas.
En lo concerniente a la subunidad principal ¢®) el grupo guanidinio de la Arg7 de
RglA establece un puente salino con Asp198 y umtgude hidrogeno con el grupo
carbonilo de Pro197. La Arg7 de RgIA forma tamhignpuente salino intramolecular
con Asp5 lo que le podria conferir estabilidad comfacional. Estas interacciones se
observan en las estructuras cristalinas de la AGk&A&plysia californicaen complejo
con lasa-conotoxinas IMI y TxIAM?® 137 185Finaimente, la Argll de RglIA forma un
puente salino con Glul94, interaccion observada lan estructuras cristalinas

mencionadas anteriormente.

En la Figura 22 se observa que las interacciones importantes entre RglA y la
subunidad complementaria @10 se establecen entre la Arg9 derdaonotoxina con
Glu58 y Aspll4. Estas interacciones explicariarsdiectividad de RgIA frente al
subtipoa9a10 del RnACo ya que el residuo Aspll4 esta presamt@amente en las
subunidades9 y 10, tal como fue mencionado en los alineamientosedaencias. Lo
anterior estd en completo acuerdo con lo reportado Ellison et al. quienes
encontraron que al mutar Arg9 en RglA se pierdselactividad de est@conotoxina

frente a este subtipo del RnAES.

Al analizar el comportamiento de la desviacion catch media de la fluctuacion

(RMSF, siglas del inglés Root Mean Square Fluabmipara la subunidad principal (+)
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a9 en las tres simulaciones de dinamica moleculasbserva que la tendencia de los
complejos Nica9010 y RglA49010 son similares aunque con valores diferentes Est
confirma el caracter antagonista de Nic y la pocwilidad del receptor cuando esta

unido a RglA. Ver Figura 21 D.

Distancia A
RMSF
[ =T A ] ] & =]

s
(=]

0 1 2 3 4 5 a 50 100 150 200
Tiempo (ns) Numero de residuo

Figura 21. A Interacciones de ACo en el sitio de union desmeéta simulacion de

dindmica molecular. El residuo de la subunidad qipad (+) a9 estd coloreado en
amarillo, los residuos de la subunidad complement@) al0 en verde y ACo en

magenta.B. Interacciones de Nic en el sitio de unién despigéda simulacion de

dindmica molecular. El residuo de la subunidad qipad (+) a9 estd coloreado en
amarillo, los residuos de la subunidad complement&) al0 en verde y Nic en

magentaC. Evolucion de la distancia entre el &tomo NE dglA2 y O de Trpl143:

rojo para AC0a9010 y azul para Nie9a10.D. RMSF (para la subunidad principal (+)
a9) donde se muestran las regiones con mayores riesnos después de la simulacion
por dinamica molecular: ACa9u10 en rojo, Nice9al0 en azul y RglA+9al0 en

verde.
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Figura 22. Principales interacciones del complejo Rg@l9z10 después de la
simulacién de dinamica molecular. La subunidad gyia (+) a9 estd coloreada en
amarillo, la subunidad complementaria ¢90 en parpura y la-conotoxina RglA en

verde.
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4. Conclusiones.
Analizando los resultados obtenidos en esta tesismpos concluir que:

1. Los yodometilatos de las graminas, triptaminas mdtoiptaminas sintetizadas
presentan mayor afinidad por el RnACo, subtipd2 que las aminas
secundarias o terciarias correspondientes. El cestpuque presenté mas
afinidad por el RnACo, subtipa4f2 fue el yoduro de 6-bromi-metil-N*-
prenilgraminio {02 con unaK; = 130 nM, aunque este valor difiere en menos
de un factor de 2 de los que se determinaron pasadlogo desbromada(?d)

y los correspondientes yoduros Memetil-N'-preniltriptaminio 81 y 80) y de
N-metil-N*-octilgraminio y -triptaminio {10y 92).

2. En las series de compuestos sintetizados con dios ytomos de carbono entre
el C-3 del anillo inddlico y el nitrdgeno bésicorgminas y triptaminas
respectivamente, al aumentar la cadena unidaralgeito inddlico de metilo a
alilo, dimetilalilo, octilo, decilo y dodecilo, awenta la afinidad por el RnACo
subtipo a4p2 hasta alcanzar los 8 carbonos y después dismitirydasN'-
prenilgraminas y sus yodometilatos la presenciaidétomo de bromo en la
posicion 6 del anillo inddlico favorece la afiniddd los compuestos frente al
RNACo subtipoadp2; en losN,N,Nirimetil-N'-preniltriptaminios la presencia
de un atomo de bromo en la misma posicion pardlierimenos en la afinidad
de los compuestos frente dicho receptor. Los costpaen los cuales la cadena
alquilica que une el anillo inddlico con el nitrégebasico es de tres atomos de
carbono (homotriptaminas), cuando llevan cadengsiladas de 8, 10 6 12
atomos de carbono unidas al nitrégeno inddlico,adunsdades por el RnACo,
subtipo 042 son menores que las de los yodometilatos de gesmy N,N-
dimetiltriptaminas.

3. Comparando losl,N,Ntrimetiltriptaminios yN-metilgraminios, ambas series no
sustituidas en el anillo inddlico, los primerosnga mayor afinidad por el
RnACo, subtipa4p2.

4. Los compuesto92y 102 son los que mostraron mayor afinidad por los RoAC
subtipoa4p2, son antagonistas del RnACo, subii8o0.10.

11¢



5. Por medio del acomodamiento molecular se pudo pepel posible sitio de
union de los compuestos activos en el RnACo, sob#fi2, que seria similar al
reportado en la literatura para carbamilcolinagotina. Este sitio se encuentra
ubicado entre las subunidades principal¢4) y complementaria(-B2 y los
yodometilatos se orientarian con el grupo trimetdaio dentro de la “caja’
aromética, el anillo inddlico se colocaria haciaudunidad complementaria(-)
B2 y el grupo alquilo de N-1 interaccionaria con amlsubunidades en la
interface.

6. Simulaciones de dinamica molecular del RnACo, gohiPal0 con ACo y Nic
permitieron postular la identidad de los residumsnaacidicos importantes en
la interaccion de estos ligandos con el recepter.eBta forma, Argl12 de la
subunidad complementaria(¢10 seria el residuo mas importante para el
comportamiento agonista y antagonista de ACo yréipectivamente.

7. Estudios similares de dindmica molecular de larémgon de lao-conotoxina
RglA con el RnACo, subtipa9a10 permitieron establecer que Arg7 de RgIA
interacciona con Aspl198 y Prol97 de la subunidacipal(+) a9 lo que le
conferiria la potencia y la interaccion entre AdgPRgIA con Glu58 y Aspl14
de la subunidad complementariagl0 le conferiria la selectividad frente a este

subtipo.
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