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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

MTA (4-metiltioanfetamina), MTAB (4-metiltio-2-aminobutano), NMMTA
(N-metil-4-metiltioanfetamina), DMMTA  (N,N-dimetil-4-metiltioanfetamina), @ NEMTA
(N-etil-4-metiltioanfetamina), DEMTA (N,N-dietil-4-metiltioanfetamina), NAMTA
(N-alil-4-metiltioanfetamina), DAMTA (N,N-dialil-4-metiltioanfetamina), MAO (Monoamino
Oxidasa), IMAO (Inhibidor de Monoamino Oxidasa) THF (Tetrahidrofurano), ACN
(Acetonitrilo), HPLC-ED (Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento con Deteccidn
Electroquimica),  AldDH (Aldehido  Deshidrogenasa de  Levadura), #NAD
(#-Nicotinamida-Adenina Dinucledtido), DMAPAA (Acido 4-Dimetilamino Fenilacético), 5-HT
(Serotonina), DMAPEA (4-Dimetilamino Feniletilamina), ISRS (Inhibidor Selectivo de
Recaptacion de Serotonina), ACTH (Corticosterona), i-PrOH (2-Propanol), ARA (Agente de
Resolucion Acido), ¢ (Concentracion [g/100ml]), 5-HIA (5-Hidroxiidolaldehido), SOS
(Octilsulfato de Sodio), PBS (Buffer Fosfato Salino)
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RESUMEN

RESUMEN

El presente trabgjo de tesis es una investigacion centrada en la sintesis y evaluacion
farmacol 6gica de derivados N-alquilados de (z)-4-metiltioanfetamina, (()-MTA), un liberador
selectivo de serotonina no neurotdxico e inhibidor selectivo reversible de MAO-A. Ademas se
resolvieron los enantiomeros de (+)-MTA.

Se sintetizaron moléculas con largos de cadena N-alquilica desde uno a tres &omos de
carbono, con patrones de sustitucion mono y dialquilados. Adicionalmente se sintetiz6 un
homalogo superior de MTA, la 4-metiltio-#-etilfeniletilamina, observandose la formacion de los
dos nitroestirenos isOmeros geomeétricos precursores en la primera etapa de la sintesis, los cuales
fueron caracterizados completamente por técnicas de resonancia magnética nuclear de unay dos
dimensiones.

Todos los compuestos obtenidos fueron evaluados en cuanto a su capacidad como
inhibidores de MAO-A, resultando ser todos los derivados racémicos menos potentes que MTA.
(+)-MTA es lamolécula més activa de las evaluadas y dos veces mas potente que el compuesto
racémico, (-)-MTA es 20 veces menos activa que la mezcla racémica. Lainhibicion de MAO-A
es reversible en todos los casos. En cuanto a la inhibicién de MAO-B, ninguna de las drogas
evaluadas fue activa, excepto NAMTA y esto no cambié por preincubacion, lo que indica que la
falta de inhibicion de mao-b es independiente del tiempo.

L os derivados monoalquilados fueron evaluados en cuanto a sus propiedades neurotoxicas
sobre células de cultivo. Los porcentajes de toxicidad fueron bajos y comparables con aquellos
gue presenta |-deprenil, usada actualmente en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
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ABSTRACT

ABSTRACT

This thesis is focused on the synthesis and pharmacological evaluation of N-alkyl derivatives of
(x)-4-methythioamphetamine, ((£)-MTA), a selective non neurotoxic releaser agent of serotonin
and selective reversible MAO-A inhibitor. Besides, the enantiomers of MTA were resolved and
tested.

Molecules with one, two and three carbon atom chain bonded to the nitrogen atom were
sinthesized. Mono and diakylated series were prepared. A higher homologue of MTA,
4-methylthio-#-ethylphenylethylamine was synthesized additionally. In this reaction we
observed the formation of two geometrii isomer nitrostyrenes precursors. They were fully
characterized by one and two-dimensional "H-NMR techniques.

All racemic derivatives were less potent than MTA as monoamino oxidase A inhibitors.
(+)-MTA isthe most potent molecule evaluated and is twise as potent as the racemic compound,
(-)-MTA is twenty times less potent than (x)-MTA. Almost all derivatives were inactive as
MAO-B inhibitors with the exception of NAMTA. Preincubation had no effect on these results;
therefore the absence of inhibitory effect is independent of time.

He neurotoxicity of the monoalkyl derivatives was evaluated. Cellular death rates were low
and similar to those caused by L-deprenyl, used in Parkinson’s Disease.
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INTRODUCCION

La depresidon y su tratamiento farmacolégico

La depresién es una enfermedad muy comun en nuestros tiempos y que constantemente
preocupa a los investigadores y a la comunidad en general. La depresibn mayor
(enfermedad unipolar, o la bipolar, maniaco-depresiva) esta caracterizada por cambios en
el estado de animo como una de sus primeras manifestaciones clinicas. La depresion
mayor esta caracterizada por sentimientos de intensa tristeza y desesperanza, lentitud
mental, pérdida de la concentracion y preocupacién pesimista. También se pueden
observar cambios fisicos, particularmente en depresiones melancdlicas o severas; estos
incluyen insomnio o hipersomnio, anorexia y pérdida de peso, disminucion de la energia y
la libido, alteracion del ritmo cardiaco normal, de latemperatura corporal y de muchas
funciones endocrinas(Baldessarini, 1996).

Muchos tipos de sustancias, tanto naturales como sintéticas, se han utilizado en la
historia de la humanidad para el tratamiento de las enfermedades que afectan el
comportamiento.En 1959, Everett y Toman postularon por primera vez la hipétesis de que
las catecolaminas (dopamina o DA, norepinefrina o NE) y la serotonina
(5-hidroxitriptamina o 5-HT) desempefaban un papel importante en relacion con la
depresion (Calderén, 1984) (Fig. 1). Actualmente se sabe que en la patogenia de este
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cuadro intervienen alteraciones psicolégicas y trastornos bioquimicos.
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Figura 1: Estructuras quimicas de los neurotransmisores dopamina, norepinefrina y

serotonina

Uno de los enfoques mas utilizados para el tratamiento de estos cuadros patolégicos
se basa en el empleo de los farmacos antidepresivos. Ellos se pueden clasificar en tres
grupos principales:

a) Los triciclicos, cuya denominacién corresponde a caracteristicas estructurales de
las moléculas, ya que la mayoria comparte un estructura molecular de tres anillos. Su
mecanismo de accién esta estrechamente relacionado con la prolongacién de la actividad
de aminas bidégenas mediante el bloqueo de los principales medios de inactivacion
fisioldgica como son el transporte y recaptacion en los terminales nerviosos. Ejemplos de
este tipo de farmacos son la imipramina y la amitriptilina (Nieforth, 1981) (Fig. 2).
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Figura 2: Estructuras quimicas de imipramina y amitriptilina

b) Los inhibidores de monoaminooxidasa (I-MAO), cuyo efecto terapéutico depende
de la inhibicion de otro importante mecanismo de inactivacién de monoaminas cual es la
degradacién enzimatica. La inhibicién de las MAO se traduce en un aumento de la
concentracién de las aminas biégenas en el espacio sinaptico y, por consecuencia, un
efecto antidepresivo. Algunas drogas conocidas son isocarboxazida y tranilcipromina (Fig.
3).

.

[
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Figura 3: Estructuras quimicas de isocarboxazida y tranilcipromina

c) Por ultimo, los inhibidores de la recaptacion de serotonina (IRS) que
selectivamente bloquean el sistema de recaptacion de este neurotransmisor

9
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(Baldessarini, 1980, 1980, Nieforth, 1981, Green y Dawkins, 1997). Aqui se pueden
mencionar como ejemplos representativos de drogas con este mecanismo de accion la
fluoxetina (Prozac) y lasertralina cuyas estructuras se muestran en la Figura 4.

., NHCH;

FaCC

FLUOXETINA SERTRALINA

Figura 4: Estructuras quimicas de fluoxetina y sertralina

Por tanto, la mayoria de los antidepresivos actualmente en uso actuan, aunque en
diferentes grados, modificando los niveles extracelulares de algunos neurotransmisores
que estan involucrados directa o indirectamente con la enfermedad, y en particular, los
niveles de serotonina.

En general, los efectos secundarios indeseados y el retardo en el inicio de la accién
terapéutica en el tratamiento con farmacos antidepresivos hacen que se mantenga
abierto este campo para la investigacidon de nuevas moléculas bioactivas. Visto que el
incremento de la neurotransmision serotoninérgicasecorrelaciona muy bien con el efecto
antidepresivo, es de mucho interés estudiar un nuevo grupo de moléculas cuyo efecto es
el de aumentar los niveles de serotonina libre a una escala mucho mayor que los IRS.
Estas moléculas estan clasificadas, de acuerdo a su mecanismo de accién, como
liberadores selectivosde serotonina.

Inhibidores de enzimas

La inhibicién de enzimas representa una de las estrategias mas frecuentes en el disefio
de drogas y casi un tercio de las drogas mas importantes en uso actualmente son
inhibidores de enzimas. La inhibicidon de una reaccion catalizada por una enzima permite
la modulacion selectiva de una variedad de procesos bioquimicos tales como crecimiento
y division celular, o la interrupcion de una ruta metabdlica, bloqueando la formacion de un
metabolito indeseado. La inhibicion de enzimas es complementaria a la modulacion de

10
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receptores mediante antagonistas y en algunos casos puede ser usada para potenciar la
actividad biolégica de una especie quimica deseada, inhibiendo su degradacion.

Los inhibidores de enzimas caen en dos categorias principales: reversibles, los
cuales usualmente se unen a la enzima a través de enlaces no covalentes o fuerzas
covalentes débiles y pueden ser separados de la enzima por dilucién, filtracién en gel o
dialisis, e irreversibles, que forman uniones covalentes fuertes con la enzima y no son
removidos por los métodos mencionados anteriormente y cuyo grado de inhibicién es
dependiente del tiempo (Roberts, 1994).

Monoaminooxidasa

La monoaminooxidasa (EC 1.4.3.4, amina:O, oxidoreductasa, MAO), cataliza la
desaminacion oxidativa de una variedad de monoaminas, tales como catecolaminas y
serotonina. Esta enzima existe en dos isoformas diferentes (MAO-A y -B) que son
distinguibles por su selectividad hacia substratos, sensibilidad inhibitoria y secuencia de
aminoacidos (Johnston, 1968; Murphy, 1978; Bach y col., 1988).

Inhibidores de monoaminooxidasa (IMAQO) no selectivos e irreversibles se han usado
como drogas antidepresivasdesde los inicios de la farmacoterapia de la depresion hacia
1960. Sin embargo, efectos laterales indeseados tales como insomnio, irritabilidad,
hipotension, mareos, retencidn urinaria, constipacion, impotencia ycrisis hipertensivas
(efecto queso) después de la ingesta de alimentos ricos en tiramina, han limitado su uso
(Youdim, 1983; Murphy y col., 1987; Shulman, 1994). Un mayor entendimiento de las
diferentes actividades de las dos isoformas enzimaticas ha conducido al desarrollo de
una nueva generacion de antidepresivos, basado en la inhibicion selectiva y reversible de
la MAO-A. Esta clase de compuestos tienen actividad antidepresiva y parecen interactuar
solo débilmente con la tiramina de los alimentos (Mdller y Paykel, 1992; Waldmeier y col.,
1994; Bieck y Antonin, 1994). En casos de pacientes deprimidos con disfuncién sexual,
moclobemida, un inhibidor de MAO-A, reportd efectos adversos con una frecuencia diez
veces menor que inhibidores de recaptaciéon de serotonina (Philips y col., 2000). Algunos
IMAO disminuyen la autoadministracion de etanol en ratas, sugiriendo otro posible uso
terapéutico de este tipo de compuestos (Cohen y col., 1999).

Por otra parte, inhibidores de MAO-B, en particular, L-deprenil ejercen efectos
protectores del efecto téxico producido por el péptido [l-amiloidetanto en tejidos
vasculares como neuronales y esto hace posible posteriores consideraciones en el
tratamiento de enfermedades vasculares y neurodegenerativas asociadas al
envejecimiento, como las enfermedades de Parkinson o de Alzheimer(Thomas, 2000).

11
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Figura 5: Estructura quimica de L-deprenyl!

Varias fenilisopropilaminas, incluyendo la anfetamina, han sido evaluadas como
IMAO (Mantle y col., 1976). Generalmente, los substituyentes en el anillo aromatico de la
molécula (en particular en la posicion para), tales como amino (Florvall y col., 1978;
Florvall y col., 1986; Reyes[IParada y col., 1994), halégenos (Fuller y Hemrick-Luecke,
1982), hidroxilos (Arai y col., 1990), y grupos metoxilos (Green y El Hait, 1980; Kumar y
col., 1983), conducen a un aumento de la potencia y selectividad hacia la MAO-A.

Los derivados alquiltio substituidos en la posicibn para de las
fenilisopropilaminasproducen mayores incrementos de la actividad IMAO-Aque los grupos
funcionales mencionados anteriormente (Scorza y col.,1997). Sin embargo, no existe
informacion consistente sobre como la N-alquilacion de fenilisopropilaminas puede
modificar la potencia y selectividad de estas moléculas.

Liberacion de serotonina

Varios afios atras, (x)-4-metiltioanfetamina o 1-(4-metiltiofenil)-2-aminopropano (MTA)
mostré ser un potente y selectivo liberador de serotonina (5-HT) que no presenta
neurotoxicidad en ensayos in vitro(Huang y col., 1992). Este hecho abre la posibilidad de
hacer nuevas investigaciones dentro del campo de los liberadores deserotonina y sus
posibles aplicaciones como antidepresivos. Por otra parte, estudios de microdialisis en
ratas anestesiadas mostraron que MTA produce un rapido y persistente aumento de la
liberacion basal de 5-HT en el hipocampo y ademas es un potente y selectivo inhibidor
reversible de MAO-A (Scorza y col.,1997). Esto sugiere que MTA podria conducir al
desarrollo de nuevos antidepresivos de rapida accion (Scorza y col.,, 1999). Otra
publicacion sobre MTA demostré6 aumentos de la secrecion de lashormonas ACTH,
corticosterona, prolactina y renina, presumiblemente producida, en parte al menos, por
estimulacion de la neurotransmision serotoninérgica(Li y col., 1996). Se ha reportado
también que MTA revierte el déficit en el comportamiento de recompensa en ratas
sometidas a stress (Marona-Lewincka y Nichols, 1997) y como droga de abuso (De Boer
y col, 1999). Todos estos resultados, sin embargo, fueron obtenidos con MTA racémico y
no se conocen estudios de relaciones entre estructura y actividad de derivados de MTA.
Por lo tanto, se consideré de interés hacer una evaluaciéon preliminar del efecto de la
alquilacion sobre el nitrégeno de MTA y de la estereoquimica de esta droga sobre las

12
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actividades farmacolégicas de esta serie de compuestos.

INH-

CH;
CH5S

d-metilticantetamina (MWMTA)

Neurotoxicidad

La p-cloroanfetamina y otras fenilisopropilaminas halogenadas promueven la liberacién
de 5-HT desde neuronas. La rapida liberacién de 5-HT es seguida por un vaciamiento
selectivo de este neurotransmisor en el cerebro. La Fenfluramina, una
N-etilfenilisopropilamina sustituida con un grupo trifluorometilo en el anillo aromatico, es
un anorexigeno usado clinicamente. Esta droga es capaz de producir un agotamiento de
serotonina de larga duracion y ademas una pérdida de proteinas selectivamente
localizadas en neuronas serotoninérgicas, sugiriendo que algunos derivados de
anfetamina tienen un efecto neurotdxico, pese a lo cual no se han encontrado sefiales
neuroanatémicas claras de muerte neuronal (Sanders-Bush, 1996).

La liberacion no vesicular de dopamina juega in rol importante en la neurotoxicidad
serotoninérgica inducida por drogas, de compuestos de la familia de las anfetaminas.
MTA ha mostrado ser relativamente inerte como agente catecolaminérgico y por tanto no
debe ser neurotdxico (Huang y col., 1992). Es importante confirmar estos resultados para
MTA utilizando un disefio experimental distinto como es, células dopaminérgicas de
cultivo y ademas evaluar algunos derivados N-alquilados de MTA.

i
1)
7 CH,CH;s
_NH; |
| CH;
CH,
2| CFs
p-CLOROANFETAMINA | FENFLUFAMINA
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Sintesis quimica

Desde el punto de vista de la sintesis, ya en 1898 el quimico aleman Knoevenagel
describia un procedimiento para la condensacion de aldehidos y cetonas que usualmente
no contenian un hidrégeno LI con compuestos de la forma Z-CH_-Z' o Z-CHR-Z’ donde Z
y Z pueden ser CHO, COR, COOH, CN, NO,, etc., usando una base como catalizador.
Si la base es suficientemente fuerte, la reaccién puede ser usada en compuestos que
poseen solo un grupo Z como CH3Z o] RCHZZ (March, 1992).Si Z es NO2 el producto es
un B-nitroestireno.

H

i e
+ Rﬁﬂﬂg base O/\j/
E

B-NITROESTIRENO

Figura 6: Reaccion para la obtencion de [1-nitroestirenos

Posteriormente, esta metodologia ha sido la mas utilizada para la sintesis de
distintos nitroestirenos precursores de feniletilaminas. La reduccién de nitrocompuestos
se puede realizar por varios procedimientos, entre los cuales los mas comunes utilizan
metales como Zn, Sn o Fe en medio acido, hidrogenacion catalitica o poralgunos hidruros
metalicos como NaBH, en medios catalizados. Sin embargo, la reduccion de
nitroestirenos con metales en medio acido conduce generalmente a oximas o a las
cetonas correspondientes y la hidrogenacién catalitica suele llevar a nitroalcanos
relativamente dificiles de reducir. En 1948, Brown describio la reduccién de un importante
numero de compuestos organicos con hidruro de litio y aluminio, entre los cuales se
encuentran los nitroestirenos (Nystrom y Brown, 1948).

Dado el interés por obtener derivados de MTA con grupos alquilo unidos al nitrégeno,
se sintetizaron derivados mono- y di-N-alquilados con substituyentes de 1, 2 y 3 atomos
de carbono. Los métodos propuestos aqui para la sintesis de derivados N-alquilados son
indirectos, es decir, por formacion inicial de amidas o carbamatos como productos de
acilacion de aminas con anhidridos o ésteres de acidos carboxilicos o haloformiatos
respectivamente. Estos intermediarios se reducen posteriormente con un reductor fuerte
como el hidruro de litio y aluminio (March, 1992; Shulgin y Shulgin, 1991).Existe una
alternativa adicional para la preparacién de los derivados N-alquilados de MTA que utiliza
los métodos clasicos de alquilacién directa de aminas con halogenuros o sulfatos de
alquilo.

14
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Resolucion enantiomérica

Un aspecto de gran interés es la diferencia en la respuesta biolégica que usualmente
muestran los organismos vivos frente a moléculas estereoisoméricas. Frecuentemente,
un enantiémero de un farmaco (llamado “eutdmero” por Ariéns) produce el efecto
deseado, mientras que otro (el “distbmero”) puede ser inactivo o incluso producir un
efecto indeseado. Estas grandes diferencias posibles en la actividad entre
estereoisomeros establecen la necesidad de evaluar muy exactamente el
comportamiento de cada una de estas moléculas en el campo de la investigacion
farmacologicay han conducido al imperativo legal de hacerlo como parte del desarrollo de
nuevas entidades terapéuticas.Mas especificamente, las diferencias en las propiedades
fisiolégicas entre enantiomeros, en muchos casos, no han sido estudiadas
adecuadamente debido a las dificultades que presenta la obtencién de ambas formas en
estado estereoquimicamente puro (Ahuya, 1991).

Una mezcla de enantiomeros que no presenta actividad 6ptica, debido a que esta
constituida por cantidades iguales de ambos, se denomina una modificacién racémica,
pudiéndose encontrar mezclas racémicas, compuestos racémicos y soluciones sélidas
racémicas dependiendo de la afinidad que tengan los enantidmeros para formar pares en
el cristal con moléculas del mismo tipo o de configuracién opuesta (Eliel, 1962). Como los
procesos de sintesis habituales, son no estereoselectivos y por lo mismo mas
econdmicos, conducen a la obtenciéon de productos racémicos, la separacion de una
modificacion racémica en sus componentes enantioméricos puros es de vital importancia
y se denomina resoluciéon (Garbarino, 1984). La resolucion de modificaciones racémicas
normalmente es un procedimiento dificil de realizar y cuyos resultados no siempre son
exitosos. La razon de esto no esta clara y muchos investigadores contindan viendo la
resoluciéon como un arte (Wilen y col., 1977).

Los métodos mas importantes para la resolucion de compuestos dpticamente activos
son:

1.- Resolucién por cristalizacién espontanea
2.- Activacion optica enzimatica

3.- Resolucion cinética

4.- Resolucién por formacion de diasterémeros.

La conversion de mezclas de enantiomeros a diasteredmeros por reaccidon con
reactivos homogéneamente quirales u homoquirales constituye el principal método de
resolucion practica y por tanto es el método que se propuso para esta tesis.

Diasteromeros se definen como estereoisémeros que no presentan una relacion de
imagen especular entre ellos. Estos difieren en sus propiedades fisicas y en su
reactividad quimica, teniendo generalmente diferentes puntos de ebullicién, de fusion,
caracteristicas de solubilidad y cromatograficas; inclusive su rotacion éptica puede diferir
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normalmente tanto en signo como en magnitud.

Las reacciones acido-base para la formacién de sales diastereoméricas constituyen
un método comunmente utilizado y cuyo éxito depende de las diferencias de la
solubilidad de las sales formadas. Por su parte, se puede producir diasterebmeros por
formacion de compuestos covalentes como amidas o ésteres, en cuyo caso, la
separacion puede hacerse por métodos cromatograficos (Wilen y col., 1977).

Existen varias caracteristicas deseables para el éxito de la resolucién, entre las
cuales se puede mencionar la estabilidad del agente de resolucion, reaccién rapida y
completa en condiciones suaves y no destructivas tanto para el sustrato como para el
agente de resolucion, facil aislamiento de la mezcla de productos, separacion completa
de la mezcla diastereomérica resultante, completa reaccion reversa para obtener los
compuestos Opticamente activos en condiciones de minima racemizacion, etc.

Por otra parte, la pureza o6ptica del agente de resolucién determina directamente el
maximo de pureza oOptica que se puede alcanzar para un sustrato en una resolucion
(Allinger y Eliel, 1971). Existen varios criterios simples de pureza 6ptica pero ninguno es
completamente seguro. Por ejemplo, un diasteredbmero o unenantidmero cristalino es
considerado opticamente puro cuando su punto de fusién y su rotacién éptica no varian
con posteriores recristalizaciones. Por su parte, la resolucion es considerada completa
cuando ambos enantidmeros presentan rotacion especifica igual en magnitud y de signo
opuesto. Hay otras maneras descritas para la determinacion de la pureza éptica, como
son los métodos enzimaticos, isotdpicos y de correlacidn quimica con otros compuestos
de pureza éptica conocida (Eliel, 1962). Adicionalmente se ha desarrollado un método
para la determinacion del exceso enantiomérico por medio ﬁje la prepa{gcién de amidas
de Mosher y el andlisis de la no equivalencia de sefales de H-RMNy “F-RMN (Hoye y
Renner, 1996)

Algunos autores piensan que es conveniente el uso de acidos o bases relativamente
fuertes para la resolucion por formacion de sales diastereoméricas ya que cuando son
débiles pueden conducir a la formaciéon incompleta de la sal. Ademas se cree que
aquellos reactivos de resolucion que contienen varios grupos polares o anillos aromaticos
presentan buenas caracteristicas para la formacion de sales diastereoméricas
separablescon un numero importante de compuestos racémicos debido a que estos
grupos permiten la interaccion a través de varios puntos en la molécula, diferente para
uno y otro enantiémero.

La eleccion tanto del solvente como del agente de resolucion son sin duda claves en
el éxito de la separacién. Sin embargo, no existen criterios que permitan predecir cuales
de ellos usar, de manera que se recomienda contar con un numero importante de
agentes de resolucion (Wilen y col., 1977).

Considerando el marco tedrico expuesto previamente, se plantearon primero algunos
objetivos quimicos y asociados a éstos los objetivos farmacoldgicos. Desde el punto de
vista de la quimica, se propuso mejorar el rendimiento de la sintesis de ([1)- MTA, realizar
la preparacién de las series mono- y di-alquiladas correspondientes N-metil, N-etil y N-alil,
asi como la de su homélogo superior 1-(4-metiltiofenil)-2-butilamina (MTAB). Por otra
parte se propuso la separacién de los enantidmeros de MTA por formacion de sales
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diastereoméricas.

Desde la farmacologia se propuso la evaluacion de todas las moléculas como
inhibidores de monoaminooxidasa y ademas la determinacion de la neurotoxicidad de
una muestra representativa de las moléculas sobre células dopaminérgicas en cultivo.

Como es ya conocido, una pequefia modificacion en la estructura de una molécula
puede hacer variar considerablemente la farmacologia de ésta. Se espera por tanto, que
los homdélogos superiores de MTA [(x)-1-(4-metiltiofenil)-2-aminobutano, N-metil-, N-etil-o
N-alil-MTA] cambien su actividad como inhibidores de MAO permitiéndonos conocer un
poco mejor los parametros estructurales que gobiernan la interaccion de la molécula con
el sistema biologico en estudio. Hasta ahora, no existe informacién sistematica respecto
de relaciones estructura-actividad IMAO para feniletilaminas N-alquiladas, sin embargo
los antecedentes publicados sugieren que la N-alquilacién disminuye la actividad. (Suzuki
y col. 1980; Florvall y col. 1983; Robinson, 1985; Leonardi y Azmitia, 1994). En general,
se puede decir que la actividad biolégica disminuye con la N-alquilaciéon, aunque las
magnitudes de este efecto son variables para cada tipo de actividad, como liberacion de
serotonina, actividad alucinégena, inhibicion de recapatcion de monoaminas, etc. Este
efecto variable depende del largo de la cadena alquilica. (Nichols, 1994).

Finalmente, la evaluacién de los enantiomeros de MTA como IMAO deberia arrojar
luz sobre los requerimientos estéricos de la enzima para ser inhibida y se espera que el
enantiomero (+)-MTA sea mas potente como IMAO. (Suzuki y col., 1980, Ask y col., 1985;
Lane y Baker, 1999; Ulus y col., 2000)
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Los puntos de fusion fueron determinados en una platina microscopica de Kofler
Reichert-Jung Galen lll. La rotacion optica fue determinada con un polarimetro electrénico
Schmidt-Haensch Polartronic. Los espectros de RMN fueron registrados en CDCI, para
las bases libresy en DO para los clorhidratos usando un instrumento Bruker AMX 300,
operando a 300.13 MHz ( H). Los corrimientos quimicos son reportados en valores de 6.
Los microanalisis elementales fueron realizados en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Todos los productos quimicos fueron usados del grado comercial para sintesis, salvo
tetrahidrofurano (THF) y acetonitrilo (ACN) que eran de calidad para HPLC de Merck, y
las excepciones sefialadas en el texto. Los metabolitos de monoaminas, aldehido
deshidrogenasa de levadura (AldDH) y B-nicotinamida-adeninadinucleétido (B-NAD) eran
de Sigma (St. Louis, Mo., USA). Dimetilamino feniletilamina (DMAPAA) era de Aldrich
(Milwaukee, Wi., USA).

QUIMICA

Resolucion Enantiomérica
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En los ensayos preliminares se utilizaron varios agentes de resolucion acidos (ARA). El
unico que arrojo buenos resultados fue el acido (+)-O,O’-di-p-toluiltartarico. Se preparé
una solucion de 3.13 g (17.3 mmol) de (+)-MTA en un volumen minimo de i-PrOH p.a.
(10-15 ml). Aparte se prepar6 una solucion de 6.7 g (17.3 mmol) de acido
(+)-0,0’-di-p-toluiltartaricoen un volumen minimo de i-PrOH p.a. (10-15 ml).Se agrego
gota a gota la solucion del ARA sobre la solucién agitada de la base a resolver. Se
mantuvo agitando por un periodo de tiempo de aproxidamente 5 minutos para asegurar
una precipitacion pareja. Se filtré la sal formada y se dejo secar por un periodo de 48 h
dentro de un desecador al vacio y sobre H SO y luego 2 h en una estufa a 66 °C. Asi se
obtuvo 7.17 g (73%) de una mezcla de (+ %+) y (+)(-)-O,O’-di-p-toluiltartrato de MTA. Esta
mezcla se disolvié en MeOH p.a. a ebuII|C|on a una razon de 86.5 ml por gramo de sal, se
dejé enfriar lentamente durante varias horas y luego se mantuvo a —20 °C durante un
periodo de 14 dias. Los cristales obtenidos se filtraron al vacio y se mantuvieron en
desecador al vacio y sobre H,SO, por 48 h, obteniéndose cristales blancos tipo agujas
(1.45 g, 40%). Estos cristales enriquecidos en el enantiomero (+)-MTA se disolvieron en
una solucién de NaOH 2N y se extrajo con CHCI, (4 x 20 ml), lavando la fase
cloroférmica varias veces con un pequefio volumen (10-20 ml) de una solucién de
Na,CO3 10% para eliminar los restos de acido y finalmente con agua destilada. La fase
organica se sec6 con Na,SO , anhidro y se eliminé el solvente en evaporador rotatorio.
Asi se obtuvo 692 mg de la base libre enriquecida en (+)-MTA. Se midi6 la rotacion
especifica de la base libre enriquecida en (+)-MTA. Para ello se prepard una solucién de
251.7 mg de base en 5 ml de MeOH (c = 5). De esta manera se encontré un valor de +
24°,

Las aguas madres de la cristalizacién fueron evaporadas a sequedad y el sélido
obtenido (5.72 g) fue hidrolizado siguiendo el mismo método antes descrito. La base
enriquecida en el enantiomero (-)-MTA (1.33 g) fue utilizada para preparar la sal del acido
(-)-O, O’-di-p-toluiltartarico siguiendo el mismo procedimiento que para (+)-MTA. La razén
volumen/masa utilizada en este caso fue 133 ml de MeOH por cada gramo de sal.
Finalmente se obtuvo una sal cristalina (1.05 g, 32%). Estos cristales fueron hidrolizados
como se describié previamente y asi se obtuvo 513 mg de la base enriquecida en el
enantiomero (-)-MTA. Para medir la rotacion especifica se pesé 253.4 mg de la base y se
disolvié en 5 ml de MeOH. (c = 5). Se obtuvo un valor de — 23.4°. Se prepararon los
correspondientes clorhidratos de los enantibmeros enriquecidos, mezclando en
cantidades equimolares el enantiomero disuelto en una minima cantidad de i-PrOH p.a. y
acido clorhidrico concentrado. La posterior adicion de Et,O precipita la sal clorhidrica.
Las sales fueron recristalizadas en i-PrOH p.a obteniendo (+)-MTA'HCI (23) y
(-)-MTA'HCI (24). Para medir los valores de rotacién especifica de cada una de las sales
de los enantiomeros, se prepard una solucion de la sal correspondiente pesando 100.0
mg de 24 en 5 ml de H20 (c=2),y100.5 mgde 23 en 5 mlde H,O (c = 2). Asi se obtuvo
valores de rotacién especifica de — 22.0° y + 21.5° correspondientemente.

El exceso enantiomérico fue determinado preparando las amidas de Mosher de la
qnezcla racémica, y de los enantiomeros enriquecidos y registrando los espectros de

H-RMN en CDCI3

En un tubo de ensayo los reactivos fueron agregados en el siguiente orden: Pinidina
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seca (300 pl, 300 mg); (R)-(-)-MTPA-CI (35 mg, 26 pl, 0.14 mmol); tetracloruro de carbono
(300 pl) y la amina (0.10 mmol). La reaccioén fue agitada manualmente hasta completar la
reaccion, cuya evidencia es la no formacion de precipitado de clorhidrato de piridina (la
reaccion de completa rapidamente). Luego se adiciona un exceso de
3-dimetil-amino-1-propilamina (20 mg, 0.2 mmol, 24 pl) y la mezcla se mantiene en
reposo por 5 minutos, luego se diluye con eter, lavando con soluciones de HCI diluido,
NaZCO3 saturada y NaCl saturada y finalmente se seca con MgSO,. El solvente es
evaporado a sequedad y secado en desecadora por una horas antes de registrar el
espectro.

Sintesis

1-(4-Metiltiofenil)-2-nitropropeno (2)

Una mezcla de 10 ml (0,075 mol) de 4-metiltiobenzaldehido (1), 6 g (0.081 mol) de
acetato de amonio anhidro, 55 ml (0.75 mol) de nitroetano y 100 ml de tolueno fueron
calentados a temperatura de reflujo durante 24 h en un aparato de Dean-Stark. Se redujo
el volumen de la mezcla a aproximadamente 70 ml y se enfrio a —20°C. Los cristales
amarillos del nitropropeno (2, 8.45 g, 54 %) fueron filtrados, las aguas madres
concentradas a presion reducida y el residuo amarillo-naranjo se diluyé en 80 ml de
MeOH caliente. Luego del enfriamiento a temperatura ambiente cristalizé otra fraccion de
nitropropeno (5.34 g, 34 %). Se removio el MeOH vy el residuo fue purificado por columna
cromatografica de gel de silice, eluyendo con CHCI,, para recuperar la ultima fraccién del
producto sumando un total de 14.3 g (91 %). Se de%erminé el punto de fusién de los
cristales, se registrd el correspondiente espectro de H-RMN y se asigné las sefales,
confirmando tanto la pureza como la estructura de la molécula.

RMN-"H (CDCly) 6 2.46 (s, 3H, S-C H ,), 252 (s, 3H, CH=C-C H

), 7.28/7.36
(sistema AA'BB’, 4H-J = 8.4 Hz, Ar- H ), 8.04 (S 1H, Ar-C H =C). P.f = 73-743 °C

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-aminopropano (MTA) (3)

Se agrego6 gota a gota una soluciéon de 13 g (0.062 mol) de 2 en 100 ml de THF seco a
una suspension agitada de 13 g (0.342 mol) de LiAIH4 (LAH) en 200 ml de THF seco. La
mezcla de reaccion fue mantenida a reflujo durante 24 h y luego enfriada hasta 0 °C. La
reaccion fue terminada por adicion lenta, con agitacion, de 15 ml de agua, luego 13 ml de
NaOH 40% vy finalmente 45 ml de agua. La suspension fue filtrada y el sélido lavado con
100 ml de THF. El solvente fue evaporado a presion reducida y el residuo, un aceite
amarillo impuro fue destilado a presion reducida (150-155 °C, 0.1 mm Hg aprox.). Se
obtuvo 10 g de un aceite incoloro (3). Se registro el correspondiente espectro de 'H-RMN
y se asigno las sefales.
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RMIN-1H (CDCly) & 1.08 (d, 3H, J= 6.3 Hz, CHCH:),
244 (s, 3H, S-CHa),

247 (dd, 1H, J=13.4 He, J'= 8.0 Hz CHCH),

64 (dd, 1H, J=13.3 He, J'= 7.9 Hz, CHLCH),

3.11 {(m, 1H, J= 6.3 Hz, CH:CH),
708 (d, 2H, , J=82Hz, Ar-H),
719(d, 2H, J=82 Hz, Ar 1)

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-aminopropano (clorhidrato) (MTA * HCI) (4)

Se mezclé cantidades equimolares de acido clorhidrico concentrado y de 3 disuelto en
una minima cantidad de i-PrOH. El clorhidrato asi formado es precipitado por adiciéon de

Et20.

RMN-1H (D,0) 8 1.22 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHCH), 2.42 (s, 3H, S-CH),
2.840d, 2H, J=7.1 Hz, CHHCH), 3.55 (m, 1H, ./ = 6.8 Hz, CH;CH),
7.19(d, I, ,/f=82Hz, Ar-H), 736 (d, ZH, JF=32Hz, Ar-H.
IR (cm-1)2987, 2908, 2807 (estiramiento N-H, sal de amina primaria); 1607
(estiramiento C=C anillo aromatico ¢ flexion N-H); 1492 (estiramiento C=C anillo

aromatico); 1083 (flexién C-H en el plano del anillo aromatico); 795 (flexion C-H fuera del
plano de anillo aromatico 1,4 disubstituido); 515 (estiramiento C-S).

P.f. = 190-192 °C. Analisis elemental calculado para C 1H1 NS'HCI: C, 55.19; N,
6.44; H, 6.90; S, 14.72. Encontrado: C, 55.67 ; N, 6.69; H, 7.461); S, ?3.08.

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-N-etoxicarbonilaminopropano (5)

A una solucion de 1.76 g (9.7 mmol) de 3 en 30 ml de CHCI,,, se agreg6 5 ml (52.4 mmol)
de cloroformiato de etilo. La reaccion fue mantenida a reflujo por varias horas y
controlada por CCF. La eliminacién del solvente permitio obte{wer 2.18 g (87 %) de un
aceite incoloro 5.Se registré el correspondiente espectro de H-RMN y se asignd las

sefales.

RMN-"H (CDCI.,) 5 1.10 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHC H 5 121 (t 3H, J = 7.1 He,

O-CH.C H .)), 2.48 {s, 3H, S-C H .,), 2.64 (dd, 1H, J = 13.5°Hz, J'= 7.1 Hz, C H .,CH),
2.80 (4, 1 J = 135 Hz, J'= 5.6 Hz, C H .CH), 3.93 (m, 1H, CH.C H ), 4.08 (c, 2, J =
7.1 Hz, 0-C H ,CH,), 4.52 (s ancho, 1H, I\EH), 7.10 (d, 2H, , J= 8.2 Hz, Ar- H), 7.20 (d,
oH, J= 8.2 Hz, Ar- H).

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N-metil)-aminopropano (NMMTA) (6)

Una solucion de 2.95 g de 5 (11.7 mmol) en 50 ml de Et20 anhidro fue vertida gota a gota

sobre una suspensién de 2.57 g (67.7 mmol) de LiAIH4 en 150 ml de éter etilico anhidro.
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La mezcla de reaccién fue mantenida a reflujo por 24 h. El exceso de LiAIH , fue destruido
por adicion de H,SO , diluido (20 g en 500 ml de agua), hasta disolver completamente las
sales de litio. La fase etérea se separo y la fase acuosa fue extraida con 70 ml de éter
etilico y luego con 2 x 80 ml de CH,,Cl,. La mezcla fue basificada hasta pH 9 con NaOH
40 % y extraida nuevamente con 3 %50 ml de CH,CI,. Los extractos se juntaron, se
secaron con Na SO, anhidro y se eliminé el solvente a presion reducida. El aceite
amarillento obtenldo ?ue destilado a presion reducida (150-155 °C, 0.1 mm Hg aprox.),
para obtener 1.54 g (68 %) de un aceite incoloro (6).

RMN-1H (CDCI3) 61.04 (d, 3H, J=6.1Hz, CHC H
3H,
S-CH3) 2.58 (dd, 1H, J=129 Hz, J’=6.3 Hz, C H ,CH), 2.68 (dd, 1H, J = 13.2 Hz,

J'=6.8 Hz, C H ,CH), 2.75 (m, 1H, J = 6.4 Hz, CH,C HJ, 7.11 (d, 2H, , J =82 Hz, Ar- H
), 7.20 (d, 2H, J 8.2 Hz, Ar- H ).

5) 243 (s, 3H,N-C H 5), 247 (s,

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N-metilamino)-propano (clorhidrato) (NMMTA "HCI) (7)

Se mezcld cantidades equimolares de acido clorhidrico concentrado y de 6 disuelto en
una minima cantidad de i-PrOH. El clorhidrato asi formado es precipitado por adicion de

Et,O.
2
RMN-H (CDCl,) 6 1.2 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHC H ,), 2.46 (s, 3H, S-CH ), 2.67 (s,

3H,N-Cﬂ3) 2.82 (dd, 1H, J=13.8 Hz, J’= 6.3 Hz, CH2CH) 3.01 (dd, 1H, J = 13.8 Hz,
J' =6.1 HZ,CﬂZCH) 347 (m,1H, J=6.6 Hz, CH,CH ), 7.22 (d, 2H, , J= 8.2 Hz, Ar- H

), 7.30 (d, 2H, J =8.2 Hz, Ar- H ). 3
IR (cm™): 2836, 2800, 2743, 2448, 1492, 1090, 795, 521,

P.f. = 169-171 °C. Analisis elemental calculado para C NS'HCI: C, 57.03; N,
6.04; H, 7.77; S, 13.85. Encontrado: C, 57.28; N, 6.85; H, 823 1520

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N,N-dimetilamino)-propano (DMMTA) (8)

A una solucion de 0.2 g (0.11 mmol) de clorhidrato de
(x)-1-(4-metiltiofenil)-2-aminopropano en 8 ml de metanol que contenia 2.4 ml de
formaldehido 40 % se adicion6 en pequenas porciones 0.9 g (14.3 mmol) de
cianoborohidruro de sodio. El pH fue controlado constantemente y mantenido en 6 por
adicion ocasional de HCI concentrado. Cuando el pH se estabilizé (aprox. 48 h), la mezcla
de reaccion fue vertida sobre 70 ml de H,O y basificada por adicion de NaOH 40 %. La
solucion acuosa fue extraida con 3 x 20 ml CH,CI,,, los extractos juntados y extraidos
con 3 x 20 ml de H,SO, diluido. Los extractos acidos fueron basificados y extraidos con
CH CI El solvente fue evaporado a presion reducida para obtener 0.710 g de un aceite

mco%oro (8) (73 %).

RMN-1H(CDCI3)61OO(d 3H,J=6.6 Hz, CHC H ,), 2.43 (dd, 1H, J=129 Hz, J'=

2.8 Hz, C H ,CH), 2:45 (s, 6H, N-(C H ,),), 247 (s, 3H, 5-C H ,), 295 (m, 1H, CH,C H),
3.10 (dd, 1H, J=13.0 Hz, J'= 4.2 Hz, SE/ ,CH), 7.11(d, 2H,, J=8.2 Hz, Ar- H ?20(d
2H, J= 8.2 Hz, Ar- H).
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(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N,N-dimetilamino)-propano(clorhidrato) (DMMTA "HCI)
(9)

Se mezclé cantidades equimolares de acido clorhidrico concentrado y de 8 disuelto en
una minima cantidad de i-PrOH. El clohidrato asi formado es precipitado por adicion de
Et20.

RMN-1H (CDCI3) 6 1.18 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHC H ), 244 (s, 3H, S-C H ,), 2.75
(dd, 1H, parcialmente oculto bajo sefial N-(C H 3 CH CH) 2.80 (s, 6H, N-(C H )2)
3.06 (dd, 1H, J=13.6 Hz, J’= 5.2 Hz, C H ,CH), 561 (m 1H, CH CH) 7.22 (d, 2I—?‘,,
=8.2Hz,Ar-H),7.28 (d,2H, J=8.2 Hz, Ar-H).

IR (Cm_1): 2642, 2520, 2477, 1600, 1492, 1090, 810; 522.

P.f. = 163-165 °C. Analisis elemental calculado para C NS'HCI: C, 58.63; N,
5.70; H, 7.81; S, 13.04. Encontrado: C, 58.53; N, 5.95; H, 821 1% 88.

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-acetamidopropano (AAMTA) (10)

A una solucion de 1.0 g (5.52 mmol) de 3 en 5.2 ml de piridina, se le adicion6 0.68 g (6.7
mmol) de anhidrido acético y la mezcla fue mantenida a temperatura ambiente por 30
min, y luego vertida sobre 60 ml de H,O y acidificada con HCI diluido. La fase acuosa se
extrajo con 3 x 20 ml de CH CI Fos extractos se juntaron y secaron con Na, SO
anhidro. El solvente fue remowdo a presion reducida, para dar 1.10 g de un aceite
incoloro (10) (89 %).

RMN-"H (CDCI.,) 5 1.09 (d, 3H, J = 6.7 Hz, CHC H ,), 1.93 (s, 3H, COC H ,), 2.47
(s, 3H, S-C H ,), 2.67 (dd, 1H, J = 13.5 Hz, J'= 7.2 Hz C'H ,CH), 2.79 (dd, 1H, J= 13.6
Hz, J'= 5.7 Hz, C H .,CH), 4.23 (m, 1H, J = 6.9 Hz, CH C/—? ), 7.09 (d, 2H, , J = 8.2 Hz,
Ar-H), 7.20 (d, 2H, J= 8.2 Hz, Ar- H ).

(*)-1-(4-Metiltiofenil)- 2-(N-etilamino)-propano (NEMTA) (11)

A una suspension agitada de 1.0 g (25.9 mmol) de LiAIH, en 80 ml de THF, se adicion6
gota a gota una solucién de 1.10 g (4.9 mmol) de 10 en 5 ml de THF. La mezcla de
reaccion fue mantenida a reflujo por 4 dias. El exceso de LiAIH, fue destruido por adicion
cuidadosa de 1 ml de H20, seguido de 1 ml de NaOH 40 % y 3 ml adicionales de H20. El
solvente fue removido en un evaporador rotatorio a presion reducida para obtener un
aceite café claro. Este producto fue destilado a presién reducida (180 °C, 0.1 mm Hg
aprox.) produciendo 0.75 g de un aceite incoloro (11) (73%).

RMN-1H (CDCI,) 6 1.06 (d y t no resueltos, 6H, CHC H yNCH CH ) 2.46 (s,
3H, S-CH ,), 2.58 (m complejo,2Hde N-C H,,CH,y1Hde CH 2271 (m complejo,
2HdeN-CH_ CH,y1HdeCH CH) 289(%n 1]3-1 J= 6.4Hz, H3Cﬂ),7.10(d,2H,,
J= 8.2Hz,Ar%—I 3}20(d 2H, J= 82Hz Ar-H).

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N-etilamino)-propano (clorohidrato) (NEMTA * HCI)
(12)
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Se mezclé cantidades equimolares de acido clorhidrico concentrado y de 11 disuelto en
una minima cantidad de /-PrOH. El clohidrato asi formado es precipitado por adicion de
Et20.

1

RMN- 'H (CDCI,) 6 1.2 (d y t no resueltos, 6H, CHC H yNCHZCH ), 2.44 (s, 3H,
SCH3) 2.74 (dd, ?H J=13.5Hz, J/=8.9Hz, C H ,CH), 3.08 (m complejo, 2H de N-C
ﬂ20H3y1HdeCH20H)348(m 1H, J = 6.4 Hz, 8H CH)7.20(d,2H,,J 8.2 Hz,
Ar-H)728(d 2H, J=8.2Hz, Ar-H).

IR (cm” ): 2843, 2793, 2714, 2469, 1579, 1492,1083; 522.

P.f. = 184-187 °C. Analisis elemental calculado para C1,|H1 NS'HCI: C, 58.66; N,

5.70; H, 8.14; S, 13.07. Encontrado: C, 57.44; N, 6.02; H, 8.10; S, 12.06.

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N,N-dietilamino)-propano (DEMTA) (13)

A 1.0 g de tamices moleculares en 15 ml de DMF se adicion6 0.25 g (4.5 mmol) de KOH y
la suspensién fue agitada vigorosamente durante 10 min. Luego se agrego6 0.81 g (4.5
mmol) de 3 y se mantuvo agitando por 30 min adicionales. Finalmente se agregd 1.0 ml
de yoduro de etilo (7.7 mmol). La mezcla de reacciéon fue mantenida a temperatura
ambiente durante 24 h. El sdlido se filtré y lavo con EtOAc. El solvente fue removido y al
residuo se le adicioné 40 ml de NaOH 2 N y se extrajo con 4 x 20 ml de EtOAc. Los
extractos fueron lavados con una solucién saturada de NaCl y secados con Na, SO
anhidro. El solvente fue removido a presion reducida y el residuo se purifico por
cromatografia de columna de gel de silice utiizando como eluyente
CHCI_/MeOH/NH (aq) (90/9/1) para obtener 0.372 g de 13 (35 %).

3
RMN-"H (CDCI ) 5091 (d, 3H, J = 6.5 Hz , CHC H ), 1.05 (t, 6H, J = 7.1 Hz,
NH(CH,,C H ).), 2.3 (dd, 1H, , J = 12.9 Hz, J'= 9.4 Hz, C H-.CH), 2.46 (s, 3H, S-CH,),

2.54 m4H3|\?CH CH3 )288(dd 1H, J=12.7 Hz, J’= 4.2 Hz, CH2CH)298(
1H, J=6.5 Hz, CH CZH '/209(d 2H,,J=82Hz, Ar-H),7.19 (d, 2H, J = 82HzAr-H

).

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)- 2-(N,N-dietilamino)-propano (bromhidrato)
(DEMTA'HBT) (14)

Se mezclo cantidades equimolares de acido bromhidrico concentrado y de 13 disuelto en
una minima cantidad de i-PrOH. El bormhidrato asi formado es precipitado por adicién de

EtZO.
RMN-1 (CDbCl,) 6 1.19 (d, 3H, J = 6.7 Hz , CHCH 3 ), 1.29 (t, 6H, J = 5.7 Hz,

N-(CH2C H ,),), 245 (s, 3H, S-C H ,), 2.81 (dd, 1H, J = 134 Hz, J'= 9.8 Hz, CH CH),
3.08 (dd, 1H —135Hz J'=5.0 Hz, C H ,CH), 3.24 (m, 4H, N-(C H ,CH,) (m,
1H, J=6.3 Hz, CH,C H), 7.24 (d, 2H, , J =B.2 Hz, A- H), 7.32 (d, 2H; 2= 38?2 Hz Ar- H
).

IR (cm™): 2635, 2498, 1593, 1492, 1090, 810, 522.

P.f. = 149-151 °C. Analisis elemental calculado para C NS'HBr: C, 52.85; N,
4.40; H, 7.23; S, 10.06. Encontrado: C, 53.24; N, 4.56; H, 76648%%87
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(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N-alilamino)-propano (NAMTA) (15) y
(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N,N-dialilamino)-propano (DAMTA) (16)

A 0.3 g de tamices moleculares en 6 ml de DMF se adicion6 0.062 g (1.1 mmol) de KOH y
la suspension fue agitada vigorosamente durante 10 min. Luego se agregé 0.2 g (1.1
mmol) de 3 y se mantuvo agitando por 30 min adicionales. Finalmente se agregé 0.3 ml
de bromuro de alilo. La mezcla de reaccion fue mantenida a temperatura ambiente
durante 24 h. El sélido se filtr6 y lavd con EtOAc y el solvente fue removido hasta
volumen minimo. Al residuo se le adicioné 40 ml de NaOH 2 N y se extrajo con 4 x 20 ml
de EtOAc. Los extractos fueron lavados con una solucién saturada de NaCl y secados
con Na2SO4 anhidro. El solvente fue removido a presion reducida y el residuo se purificd
por cromatografia de columna de gel de silice utilizando como eluyente EtOAC/EtOH 9:1,
para obtener 0.061 g de 15 (25 %) y 0.141 g de 16 (49 %).

(15)
FMN-1H(CDCL) 4 1.06 (d, 3H, F= 6.3 Hz, CHCH: ),
247 (s, 3H, S-CHy), 259 (dd, 1H, J =134 Hz, J' = 6.9 Hz, CHL,CH),
2.76 (dd, 1H, J=13.4 Hz, /' = 6.5 Hz, CH,CH), 2.95 (m, 1H,
J=6.5Hz, CH:CH), 3.23(dd, 2H, J=13.9 Hz, ' = 5.4 Hz, CH,CH=CH,),
3.34 (dd, 24, J= 13.9 Hz, /" =59 Hz, CHCH=CH),
5.00 (dd, 1H, J = 13.8 Hz, /' = 1.2 Hz, CH=CH,, cis),
5.15 (dd, 1H, J= 17.2 Hz, J' = 1.5 Hz, CH=C 5, trans),
5.86(ddt, 1H, J= 229 Hz, J' = 16.5 Hz, J" = 6.0 Hz CH=CHa),
7.11(d, 2H, ,7=8.2Hz, Ar-H), 7.20(d, 2H, F= 8.2 Hz, Ar-H)

(16)

RMN-1H(CDCI3)6092 (d, 3H, J=6.6 Hz, CHC H 5 ), 2.36 (dd, 1H, J = 13.1 Hz, J'=
9.0 Hz, C H ,CH), 246 (s, 3H, S-C H ,), 2.87 (dd, 1H, J=13.1 Hz, J'= 5.1 Hz, C H ,CH),
3.09 (m comiplejo, 1H de CH,C Hy 4H de (C H .CH= CH,)) ) 5.08 (d, 2H, J = 10D Hz,
CH=C H.,, cis), 5.16 (dd, 2H,J = 17.2 Hz, J'= 5.5 He, CHZ H.,, trans), 5.84 (ddt, 2H, J
=232 HZ,J'=16.4 Hz, J’= 6.2 Hz, C H=CH,)), 7.06(d, 2H, , J 282 Hz, Ar- H), 747 (d.
2H, J= 8.2 Hz, Ar- H ).

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N-alilamino)-propano (clorhidrato) (NAMTA " HCI) (17)

Se mezcld cantidades equimolares de acido clorhidrico concentrado y de 15 disuelto en
una minima cantidad de /i-PrOH. El clohidrato asi formado es precipitado por adicion de
Et20.

1

RMN-'H (CDCl,)  1.22 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHC H , ), 2.46 (s, 3H, S-C H ,), 2.78
(dd, 1H, J = 13.8 Hz, J'= 8.7 Hz, C H ,CH), 3.07 (dd, 1H, J = 13.8 Hz, J'= 5.6 Hz, C H
CH), 3.54 (dd. 2H, J = 14.0 Hz, J' = 63 Hz, C H .CH= CH2) 366(m 1H de CH,C Hy
H de C H ,CH=CH,,), 5.43 (d, 1H, J = 3.2 Hz, CH=C H ., Cis), 5.48 (d, 1H, J = 10.1 Hz,
CH=C H . 3rans), 585 (ddt, 1H, J = 23.8 Hz, J'= 17.0 Hz, J’= 6.7 Hz C H = =CH,), 7.22
(d, 2H, , f=8.2 Hz, Ar- H), 7.30 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Ar- H ).
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IR (cm_1): 2879, 2793, 2735, 2412, 1571, 1492, 1090, 795, 515

P.f. = 171-173 °C. Analisis elemental calculado para C11H19NS HCI: C, 60.59; N,
5.44; H, 7.38; S, 12.43. Encontrado: C, 60.91; N, 5.62; H, 7.70; S, 11.66.

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N,N-dialilamino)-propano (clorhidrato) (DAMTA " HCI)
(18)

Se mezcld cantidades equimolares de acido clorhidrico concentrado y de 16 disuelto en
una minima cantidad de i-PrOH. El clorhidrato asi formado es precipitado por adicion de
EtzO.
1H NMR (CDCI3) 61.25(d,3H,J=66Hz, CHCH ), 246 (s, 3H, S-CH ,), 2.81
(dd, 1H, J=13.3 Hz, J’=10.0 Hz, C H ,CH), 3.11 (dd, 1I3 J=135Hz, J/=47Hz, CH
CH), 3.76 (m complejo 1H de CH3C H2y 4Hde (CH CH CH ) ), 5.58 (m mal resuelto,
H, CH=C H ., cis), 5.58 (m mal resuelto, 2H, CH= C H ., tran % 5.58 (m mal resuelto,

2H,CH CH ,7.20(d, 2H,,J=8.2Hz,Ar-H), 7.28 (d, 2H, J= 8.2 Hz, Ar- H ).
IR (cm” ) 2876, 2614, 2522, 2440, 1492, 1440, 1122, 969, 946, 791, 522.

P.f. = 136-138 °C. Analisis elemental calculado para C H NS HCI: C, 64.55; N,
4.71; H,7.73; S, 10.76. Encontrado: C, 64.59; N, 4.84; H, 803 S 131

(E)-1-(4-Metiltiofenil)-2-nitrobuteno (19) y (Z)-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno
(20)

Una mezcla de 1.3 ml (0,010 mol) de 4-metiltiobenzaldehido, 1.3 ml (0.010 mol) de
N,N-dimetiletilendiamina, 4.5 ml (0.041 mol) de nitropropano y 10 ml de tolueno fue
calentada a temperatura de reflujo durante 24 h en un aparato de Dean-Stark. Se redujo
el volumen de la mezcla a sequedad y se intento cristalizar el producto en MeOH, AcOH,
acetona, EtOAc, C.H_. y MeCN, sin éxito alguno. La mezcla de productos (1.17 g) se
fracciond por cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con CHCI, para
obtener el isdmero E (19, 1.08 g, 91% en la mezcla) y el Z (20, 0.096 g, 9% en la mezcla
(rendimiento global54%). Se registrd el correspondiente espectro de H-RMN y se asigné
las sefiales.

(19)

RMN-"H (CDCI.,) 5 1.28 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CH,C H ,), 2.52 (s, 3H, S-C H ,), 2.8
(c, 2H, J = 7.4 Hz, CH,C H ,C=CH), 7.29 (d, 2H, J = 85]3-12 H3'y H5’), 7.36 (d, 2H, J =
8.5 Hz, H2' y H6"), 7983(3 18, Ar-C H=C).

HRMS m/z (M")= 223.06621; calc. para C 11H43NO,S = 223.06670.
(20)

RMN- H (CDCI,) 6 1.20 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CH20H3) 2.46 (s, 3H, S-CH ,), 2.67
(c, 2H, J = 7.4 Hz, SH CH C CH), 6.29 (s, 1H, Ar-C H =C), 7.16 (s aparente, 4H, J =
9.2 Hz, Ar-H).

HRMS m/z (M")= 223.06622; calc. para C 11H13NO,,S = 223.06670.
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(*)-1-(4-Metltiofenil)-2-aminobutano (MTAB) (21)

Se agrego gota a gota una solucion de 2.33 g (10.4 mmol) de mezcla de 19 y 20 en 20 ml
de THF seco a una suspension agitada de 2.21 g (58.4 mmol) de LiAIH4 en 80 ml de
THF. La mezcla de reaccion fue mantenida a reflujo durante 24 h y luego fue enfriada
hasta 0 °C. La reaccién fue terminada por adicién gota a gota de 2.5 ml de agua, luego 2
ml de NaOH 40 % y finalmente 8 ml de agua. La suspension fue filtrada y el sélido lavado
con 50 ml THF. El solvente fue evaporado a presion reducida para obtener un aceite
amarillo que fue destilado a presién reducida (155-160 °C, 0.1 mm Hg aprox.) para
obtener 1.82 g de un aceite incoloro (21) (90 %).

RMN-1H(CDCI3)6097(t 3H,J=7.4 Hz, CH,C H ,), 1.44 (cd, 2H, J= 138 Hz, J'=
7.3 Hz, C H ,CH,), 241 (dd, 1H, J = 13.4 Hz, 7286z . C H ,CH) 243 (s, 3H, S-CH

), 2.75 (dd, IH, J = 13.4 Hz, J'= 4.7 Hz, C H .CH), 2.87 (m corplejo, 1H, CH,CH,C H
)3711 d,2H, J=82Hz Ar-H) 7.20 (d 2H, 7= 8.2 Hz, Ar- H ).

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-aminobutano (clorhidrato) (MTAB " HCI) (22)

Se mezcld cantidades equimolares de acido clorhidrico concentrado y de 21 disuelto en
una minima cantidad de i-PrOH. El clorhidrato asi formado es precipitado por adicion de

Et,.O.
2
RMN-1H(CDCI3)6O.95 (t,3H,J=7.4Hz, CH,CH ), 1.65 (cd, 2H, J = 14.7 Hz, J’'=

7.6 Hz, C H ,CH,); 243 (s, 3H, S-CH ,), 2.78 (3d 1I—FJ-143 Hz, J'= 7.9 Hz, C H

CH), 2.96 (4d, TH, J = 14.3 Hz, J' =6.2 Hz, C H .CH), 340 (m, 1H, J = 6.5 Hz,
ZH sCH,C H), 7.20 (d, 2H, , J = 8.2 Hz, Ar- H ), 7.27d, 2H, J = 8.2 Hz, Ar- H ).P . =
158161°C.

IR (cm ): 3016, 2965, 2922, 1600, 1492, 1090, 788, 515. Analisis elemental
calculado para C 1H NS'HCI: C, 57.03; N, 6.04; H, 7.77; S, 13.85. Encontrado: C,
56.22; N, 6.38; H, 1779 S, 12.55.

FARMACOLOGIA

-Evaluacién de la actividad de los derivados N-alquilados de MTA
como inhibidores de las dos isoformas de MAO

Se utilizé como fuente de enzima una suspension mitocondrial obtenida de cerebro de
rata. Los animales fueron sacrificados por decapitacion y se disecd rapidamente el
cerebro descartandose el cerebelo. Posteriormente, el tejido fue homogeneizado en 10 ml
de sacarosa 0.32 M (homogeneizador Potter-Elvejhem deteflén-vidrio) y el
homogeneizado fue centrifugado a 800 x g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante
(conteniendo las mitocondrias) fue cuidadosamente extraido y centrifugado a 10000 x g
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durante 20 min a 4 °C. El "pellet" obtenido fue resuspendido en el volumen original de
sacarosa 0.32 M y se repitio la centrifugacion. El nuevo "pellet" obtenido fue resuspendido
en 10 mL de tampon de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4, posteriormente alicuotado (1 mL)
y mantenido a 4 °C, para ser utilizado al dia siguiente. La actividad mitocondrial de la
MAO fue determinada por cromatografia de liquidos de alta resolucion asociada a
deteccién electroquimica (HPLC-DE), utilizando serotonina (5-HT) como substrato
selectivo para MAO-A y 4-dimetilaminofeniletilamina (4-DMAPEA) para MAO-B. La
suspension mitocondrial obtenida del cerebro de un animal, sirvid para realizar la
evaluacion de todas las concentraciones de una droga en un mismo dia de experimento.

Determinacion de la inhibicion de MAO-A

Para determinar la inhibicién de MAO-A, la mezcla de incubacion consistiéo en 50 uL de
una solucion de 5-HT 25 yM (concentracion final 2.5 yM en un volumen final de 0.5 mL);
200 pL de tampén de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4; el inhibidor a ser evaluado a
concentraciones apropiadas (50 nM - 10 yM) en 50 yL de agua destilada; y 200 pL de
suspension mitocondrial. La reaccion enzimatica fue iniciada por el agregado de la
suspension mitocondrial. Las mezclas fueron incubadas por 10 min a 37 °C en un bafno
con agitacion constante en tubos abiertos. La reaccion fue detenida agregando 200 L de
HCIO, 1M. La mezcla fue centrifugada a 15000 x g durante 5 min a 4 °C, y 50 uL del
sobrenadante fueron inyectados en el sistema de HPLC-DE. Todas las medidas se
realizaron por triplicado. Los experimentos control fueron hechos sin inhibidor mientras
que los blancos se realizaron sin suspension mitocondrial. Las alturas de los picos
cromatograficos de 5-hidroxiindolaldehido (5-HIA) fueron usadas para calcular la actividad
de MAO. Los valores de IC_. fueron calculados a partir de las curvas de inhibicién
construidas utilizando el programa GraphPadPrism.

%o [nhibicidn = 100 —[l'drogai*1 00]
hicontrol)

Determinacion de la inhibicion de MAO-B

Para determinar la inhibicion de MAO-B, la mezcla de incubacién consistié en 25 L de
una solucion de 4-dimetilaminofeniletilamina (4-DMAPEA), 100 uM (concentracion final 5
MM en un volumen final de 0.5 mL); 105 uL de tampdn de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4;
el inhibidor a ser evaluado a concentraciones apropiadas (50 nM - 10 uM) en 50 L de
agua destilada; 100 uL de aldehido deshidrogenasa (AldDH) (1mg/5ml); 100 uL de B-NAD
(16.5mg/ 5ml) y 120 pyL de suspension mitocondrial. La reaccion enzimatica fue iniciada
por el agregado de la suspension mitocondrial. Las mezclas fueron incubadas por 5 min a
37 °C en un bafio con agitacion constante en tubos abiertos. La reaccion fue detenida por
el agregado de 200 pL de HCIO4 1M. La mezcla fue centrifugada a 15000 x g durante 5
min a 4 °C, y 50 uL del sobrenadante fueron inyectados en el sistema de HPLC-DE.
Todas las medidas se realizaron por triplicado. Los experimentos control fueron hechos
sin inhibidor mientras que los blancos se realizaron sin suspensién mitocondrial. Las

29



SINTESIS DE (%)-4-METILTIOANFETAMINA (MTA) Y RESOLUCION DE SUS ENANTIOMEROS.
SINTESIS DE DERIVADOS N-ALQUILADOS DE (+)-MTA Y EVALUACION FARMACOLOGICA COMO

alturas de los picos cromatograficos de 4-DMAPEA y su principal metabolito, acido
4-dimetilaminofenilacético (4-DMAPAA) fueron usados para calcular la actividad de
MAO-B.

Condiciones Cromatograficas

Para el andlisis de las mezclas se utilizaron una columna de fase reversa C_, (250 x 5
mm), una bomba Hitachi L-7110, un detector amperométrico Merck-Recipe L-3500 A
equipado con un electrodo de trabajo de carbono vitreo y un registrador grafico
Merck-Hitachi D-2500. El flujo de la fase maévil fue 1ml/min y su composicion fue la
siguiente:

Para un volumen de 1L: 31.5 g de acido citrico, 960 ml de agua de calidad para
HPLC, suficiente NaOH para alcanzar un pH = 3, 200 mg de octilsulfato de sodio (SOS),
30 ml de acetonitrilo (ACN), 10 ml de tetrahidrofurano (THF). La sensibilidad del detector
fue 50 nA y el potencial de oxidacion se fijo en 0.75 V, utilizando el electrodo de trabajo y
el electrodo de referencia de Ag/AgCl.

Determinacion de la reversibilidad de la inhibicion de MAO-A

Para determinar la reversibilidad de la inhibicion de MAO-A, la mezcla de incubacién
consistié en 50 yL de una soluciéon de 5-HT 25 yM (concentracion final 2.5 uM en un
volumen final de 0.5 mL); 200 yL de tampén de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4; el
inhibidor a ser evaluado a concentraciones apropiadas (50 nM - 10 uM) en 50 uL de agua
destilada; y 200 pL de suspensién mitocondrial. La reaccion enzimatica fue iniciada por el
agregado de la suspension mitocondrial. Las mezclas fueron incubadas por 10 min a 37
°C en un baho con agitacion constante en tubos abiertos con lo cual se calculd el
porcentaje de inhibicién para las drogas evaluadas. Luego la preparacién fue lavada tres
veces por centrifugacion y resuspensién en buffer, se incubé nuevamente con el sustrato
y se determind, en esas condiciones la actividad de la MAO.

Determinacion de la dependencia del tiempo de la inhibiciéon de
MAO-B

Para determinar la inhibicion de MAO-B, la mezcla de incubacién consistié en 25 uL de
una solucién de 4-dimetilaminofeniletilamina (4-DMAPEA) 100 uM (concentracién final 5
MM en un volumen final de 0.5 mL); 305 uL de tampdn de fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4;
el inhibidor a ser evaluado a concentracién 10 uM en 50 pL de agua destilada y 120 pL
de suspension mitocondrial. La mezcla de incubacion fue preincubada durante 30 y 60
minutos a 37 °C en tubos separados sin adicionarle el sustrato selectivo 4-DMAPEA. La
reaccion enzimatica fue iniciada por el agregado del sustrato. Las mezclas fueron
incubadas por 8 min a 37 °C en un bafo con agitacién constante en tubos abiertos. La
reaccion fue detenida por el agregado de 200 pyL de HCIO, 1M. La mezcla fue
centrifugada a 15000 x g durante 5 min a 4 °C, y 50 pL del sobrenadante fueron
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inyectados en el sistema de HPLC-DE. Todas las medidas se realizaron por triplicado.
Los experimentos control fueron hechos sin inhibidor mientras que los blancos se
realizaron sin suspensién mitocondrial. Las alturas de los picos cromatograficos de
4-DMAPEA vy su principal metabolito, acido 4-dimetilaminofenilacético (4-DMAPAA)
fueron usados para calcular la actividad de MAO.

Determinacién del efecto neurotéxico de algunos derivados
N-alquilados de MTA en células de cultivo

Cultivo celular. Se utilizé la linea celular RCSN-3, derivada desde sustancia negra de
ratas Fisher 344 de cuatro meses de edad (Paris, 2001).

Las placas con las células de cultivo sembradas sobre tres cubreobjetos fueron
incubadas por 2 h con las drogas a evaluar en concentraciones entre 0 y 100 yM en
medio de cultivo sin suero bovino fetal. Una vez concluido ese tiempo, se lavé con 1 ml
de buffer de fosfato salino (PBS). Se agregd 80 uyL de una solucién de tincion 0.5 yM
calceina AM y 5 yM de homodimero de etidio-1 en buffer PBS. En estas condiciones se
incubd durante 45 minutos en camara humeda en ausencia de luz. A continuacion se
retiraron las placas de la camara y se lavaron tres veces con 1 ml de PBS. Los
cubreobjetos se retiraron uno a uno desde las placas con pinzas de punta fina y se
montaron en el portaobjeto utilizando medio de montaje para fluorescencia DAKO®. Las
células fueron contadas por microscopia de fluorescencia haciendo tres barridos por
cubreobjeto contando en promedio 70 células por barrido. Se considerd células muertas
aquellas que fluorescen con color rojo y vivas las que lo hacen con color verde. Los datos
fueron expresados como porcentaje de toxicidad + DS (% Toxicidad = Células muertas
*100/ Células totales).
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RESULTADOS Y DISCUSION

QUIMICA

Sintesis quimica

Se sintetizaron 3 derivados N-monoalquilados de MTA con largos de cadena de 1,2y 3
carbonos y los correspondientes derivados N,N-dialquilados. Ademas se sintetizd un
derivado de fenilbutilamina (MTAB) homodlogo superior de MTA, sin sustitucion sobre el
atomo de nitrogeno. La ruta sintética esta representada en la figura7. Por ultimo, MTA
racémico se resolvid en sus isémeros Opticos mediante cristalizacion de sus
O, O’-di-p-toluiltartratos.

El primer objetivo sintético de esta tesis fue el de mejorar el rendimiento en la
obtencion de () MTA, publicada solo en una patente (Holland, 1964), donde se reportaba
un 37 % para la sintesis del nitroestireno correspondiente y un 63 % para la reduccién de
éste incluyendo la preparacion del clorhidrato lo que conducia a un rendimiento global de
apenas 23 %. El presente trabajo mejoré sustantivamente ambos rendimientos,
alcanzandose un 91 % para la primera etapa y un 75 % para la segunda. La mejoria
obtenida fue debida, en parte, a la utilizaciéon de acetato de amonio anhidro en lugar de
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amilamina y por otra parte a la realizacién de la condensacién de Knoevenagel en un
aparato de Dean-Stark que permite la eliminacion del agua del sistema y con esto
desplazar la reaccion hacia la formacién del producto de interés.

COMPUZET0 By Rz Ay

|t il A \ Ha : -
(£ DL A \
| |

[ -NEWTA

(£ -DENMTA

(£ -NANTA \
| |

(£ DAMIA \ SHaCH=CH:
| £ MTAE HH H \ CHaCHa| 30 *

£ Bancitheato global desde —metiliobefisaddetedo.

E

h: Fandimistzo deeda MT A

Tabla 1.- Compuestos racémicos sintetizados y sus rendimientos

34



RESULTADOS Y DISCUSION

MH CHL T

f T i .-'-"-'-:M" "'-NGJ
’L | + = MO, '£|UFE-’II] [ | T
:-::-" ‘-"'1""\-.\_\__.-"" HIRUp E_'..- “'3,1-\__.-'" =4
| |
CH3 CH3
THF
Reflujo lL’E‘H
R=CH3 (MTA) ' f’\[x"“H-’
R = CHyCH3 (MTAB) i\ ]
sy
E-H_'::

Figura 7: Ruta sintética para la obtenciéon de MTA y MTAB

En segundo lugar se plante6 la necesidad de evaluar las bases utilizadas como

catalizadores en

determiné que las bases ciclohexilamina (K, = 4.4x10 ') y butilamina (K, = 4.1x10 ')

la reacciéon

Knoevenagel

para la obtencién de
1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno. En un estudio prelimingr realizado en esta tesis, se

2

(Solomons, 1988) se comportaban cualitativamente con casi idénticas propiedades frente
a la reaccion en estudio. Esto es coherente con la proximidad de los valores de K, de

ambas bases.

b

Vistos estos antecedentes y considerando que el punto de ebullicion de la butilamina

(78 °C) es notablemente mas bajo que el de la ciclohexilamina (134 °C), se eligid esta
ultima para ser considerada en el estudio comparativo con otras bases, ya que se podia
esperar que su concentracion en la mezcla reaccionante a la temperatura de ebullicion
del tolueno se mantuviera mas elevada.

Tabla 2: Evaluacion de las bases comunmente utilizadas en la reaccion de Knoevenagel para la obtencion de

1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno

BASE % Rendimiento | % Z en mezcla (*)
de mezcla

Ciclohexilamina 17 2.5

Acetato de amonio 42 4.0

n,n -Dimetiletilendiamina 54 8.0

(*) El porcentaje informado en la mezcla es del producto purificado

por cromatografia.
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Figura 8: Mecanismo de la reaccion de sintesis de [I-nitroestirenos

Los resultados del estudio (tabla 2) muestran que la N,N-dimetiletilendiamina es la
mejor base para esta reaccién en las condiciones en que se llevo a cabo. De acuerdo al
mecanismo propuesto para esta reaccién, el catalizador sustrae un protéon en a con
respecto al grupo nitro, lo que genera un carbanidn que posteriormente ataca el carbonilo
deficiente en electrones (Figura 8). Sin embargo, la base podria actuar como nucledfilo y
atacar directamente al carbonilo, lo que da cuenta de una reaccion competitiva del
proceso. Probablemente, la N,N-dimetiletilendiamina presenta una relacion mas favorable
entre sus propiedades como base y como nucledfilo.

Un aspecto de interés en esta reaccion fue que, purificando el nitrobuteno formado,
se pudo aislar los dos LFémero?:Bgeométricos y caracterizarlos completamente por sus
espectrros de RMN de H, de C, HMQC, HMBC y NOESY (tablas 3, 4 y 5), lo que
permitié confirmar las estructuras del producto mayoritario E y del minoritario Z.

Existen reportes previos de la obtencion con buenos rendimientos de (Z)-nitro-
olefinas por deshidratacion del correspondiente nitroalcohol a muy baja temperatura.
(Corey, 1978). Por otra parte, la reaccion de 2-alquiltio-1-nitropropanos con fluoruro de
potasio produce una mezcla de los dos isdbmeros con altos rendimientos del isémero (2)
(Node, 1984) (Figura 9).

5F CHs H CH N
CEHjSH HSC' Hs VE _ . 3 g
2-propanol / _ T
r:Hf \—Hlﬁj CoHsS NO; C;HsS H
Isérmero (£) [zdémero (E)
(56%) (39%%)

Figura 9: Reaccién para la obtencion de isémeros (E) y (Z)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 1H de las mezclas de isémeros
de 1-nitropropeno obtenidos por deshidratacion del correspondiente nitroalcohol,
muestran mayores cantidades del isémero (E) y menores cantidades del isémero (2)
(Vaskov, 1964), lo cual es coherente con los resultados obtenidos en esta tesis. La figura
10 muestra las estructuras de los isbmeros estudiados.
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LROMERC () [SOMERO (2)

Figura 10: (E) y (Z) 1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno
1

Tabla 3: Corrimientos quimicos de RMN de H de (E) y (Z)-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno

4
I

H Isbmero E Isébmero Z
CH.CH , 1.38 (3H,t,J=7.4Hz) |1.20 (3H,t,J=7.4 Hz)
sch, ~ 2.52 (3H, s) 2.46 (3H, s)

CH,CH ., .C=CH 2.88 (2H,c,J=7.4Hz) |2.67 (2H,c,J=7.4 Hz)

ArCH=C"~ 7.98 (1H, s) 6.29 (1H, s)

H-3yH-5 (Ar-H)  |7.29 (2H,d,J=8.5Hz) |7.16 (4H,s_)

H-2'y H-6" (Ar-H) 7.36 (2H,d, J=85Hz) |7.16 (4H, s

)

[N}
T T

El espectro de RMN de 1H del isbmero E muestra un corrimiento de la resonancia
del H-1 a campo mas bajo (7.98 ppm) que los protones del anillo aromatico. Este mismo
protén, en el isbmero Z, aparece a campo mas alto (6.29 ppm) que los protones del anillo.
Estas diferencias espectrales tan notorias pueden ser atribuidas a diferencias
conformacionales entre ambos isémeros, asumiendo que solo el E podria mantener una
estructura plana con un sistema 1 conjugado desde el grupo nitro hasta el anillo
aromatico. De esta manera deberia esperarse que el H-1 en el isébmero E estuviera
situado en el plano del ciclo, fuertemente desapantallado por la corriente de anillo. Por el
contrario, la resonancia a alto campo del H-1 en el isbmero Z sugiere una pobre
conjugacion de este sistema 11, asociado con una pérdida de planaridad forzada por la
compresion estérica entre el grupo nitro y un hidrégeno unido al ciclo, lo cual desplazaria
a este proton fuera del plano de anillo y disminuiria el efecto desapantallante anisotrépico.
Alternativamente se podria pensar en un cambio de la densidad electronica en el entorno
del H-1 debido a una torsion del grupo nitro con respecto al plano del doble enlace
C=C.(Hurtado-Guzman y col, 2001).

Otro aspecto que apoya la pérdida de conjugacion en el isémero Z es la desaparicion
del clasico sistema AA’BB’, caracteristico de anillos aromaticos 1,4-disubstituidos
asimetricamente. En el espectro de este compuesto (anexo espectros) se puede observar
un aparente singlete con pequefos picos laterales centrado en 7.16 ppm, lo cual se
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espera para un sistema AzB muy distorsionado, donde las diferencias en los
corrimientos quimicos de los pro%ones Ay B son muy pequefas. Se puede plantear asi
que la senal de los H-3'/5 se ha corrido en aproximadamente 0.13 ppm hacia campos
mas altos, y que el desplazamiento correspondiente de la senal de los H-2'/6’ se ha
corrido en cerca de 0.20 ppm en igual sentido. No es inmediata una interpretacion de
estos cambios, pero se puede pensar que sean consecuencia del efecto anisotrépico del
grupo nitro, muy préximo a los H-2’/6’ y no tanto a los H-3°/5’.

Tabla 4: Corrimientos quimicos de RMN de 13C de (E) y (Z2)-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno

49
|

°c Isébmero E Isébmero Z
C-1 132.85 122.41
C-2 152.46 151.80
C-3 20.88 27.27
C-4 12.42 11.49
C-1 128.48 128.29
C-2"yC-6 130.28 128.43
C-3yC-5 125.28 126.11
C-4 142.31 140.28
CH,-S 15.04 15.25

J

Los espectros de correlacion bidimensional 1H-13C (HMQC, HMBC), permitieron la
asignacion completa e inequivoca de todas las resonancias de los nucleos de carbono de
estas moléculas. Una observacion interesante es que los corrimientos quimicos de los
carbonos C-2’, C-3’, C-5 y C-6' no dependen fuertemente de la confi%uracién de cada
isomero, lo que presumiblemente se debe a que las resonancias de ~C estan en una
region de campo mucho mas bajo y por consecuencia, energia mucho mas alta.
Pequenos cambios en la conformacion de la molécula afectan relativamentepoco los
corrimientos quimicos en esta region del espectro, aunque la sefal de los C-2’/6’ muestra
un neto desplazamiento hacia campos mas altos.

Finalmente, la tabla 5 muestra los efectos nucleares Overhauser observados en el
espectro NOESY de cada uno de los isémeros.

Tabla 5: Efectos nucleares Overhauser observados en el espectro NOESY de (2)-y
(E)-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno

'H-NOESY

Isbmero E Isbmero Z
H-1 H-2,6’ H-Ar; H-3, H-4
H-3 H-2',6’; H-4 H-1, H-4
H-4 H-2',6’; H-3 H-1, H-3
H-2',6’ H-1, H-3, H-4 |H-1
H-3,5 CH,-S CH,-S
CH,-S H-3",5' H-Ar

Las interacciones a través del espacio observadas en los experimentos NOESY
entregan una clara evidencia de que ambos compuestos son isdbmeros geométricos, y
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contribuyen a la asignacion correcta de sus espectros de RMN de 1H. El espectro
NOESY para el isobmero Z muestra una fuerte interaccion del H-1 con los protones del
metileno y el metilo del grupo etilo, ademas de la interaccion con los protones aromaticos.
Por otra parte, en el experimento realizado con el isémero E, los protones del grupo etilo
(H-3 y H-4) interactuan claramente con los protones del anillo. Estas interacciones son
coherentes con los calculos de optimizacion de geometria hechos por AM1 (figura 10).

Con respecto a la sintesis de derivados N-alquilados de MTA, se prepard un mayor
numero de sustancias que las propuestas originalmente en el proyecto de esta tesis, lo
que permitié hacer un estudio de relacién estructura-actividad mas acabado en relacion a
la sustitucién sobre el atomo de nitrégeno. Este objetivo modificado contemplé la
sustitucion de los protones del nitrégeno por sustituyentes alquilicos de uno, dos y tres
carbonos para obtener las series mono- y dialquilada. Para ello se preparé las moléculas
que se describen resumidamente en la tabla 1 y todos los intermediarios y su
caracterizacion se encuentran en la seccion materiales y métodos de esta tesis.

NMMTA fue sintetizada de acuerdo al esquema de la Figura 11 y los rendimientos
obtenidos para cada una de las etapas, 87 % para la reaccion de formacion del
etilcarbamato de MTA, y 68 % para la reduccién de éste, estan dentro de lo esperado
para este tipo de reacciones.

Por su parte, DMMTA se sintetizd por el camino de formilacion reductiva “one pot”,
de acuerdo al esquema de la Figura 12 que se muestra a continuacion.

o TIMABHICH <y
= pHE : N
I.-_-.--"":-\-\""\-\. e A + ___.L_ — F‘{ e, .-H-H"‘--'"-- 'L-Z-. Hz
" T H ™H 2 HyomaoH l | I
g CHy 3 CHaCly 5 CHy
| |
CHy CHs

Figura 12: Ruta sintética para la obtencion de DMMTA

Este método resulta muy conveniente debido a que la reaccion se detiene cuando se
ha reducido el segundo grupo hidroximetilo introducido, ya que en las condiciones
basicas empleadas la amina posee solo dos hidrogenos labiles, los cuales son el reactivo
limitante de la reaccion. Un rendimiento de 73 % esta dentro de lo esperado y es posible
atribuir las pérdidas principalmente al tratamiento de término de la reaccion.

La metodologia sintética que se us6 para la obtencion de NEMTA fue la N-acetilacién
y posterior reduccion de la acetamida correspondiente. En este caso los rendimientos, 89
% para la acilacion y 73 % para la reduccion con LiAIH ,, estan dentro de lo esperado, ya
que es conocido que las amidas presentan dificultad para ser reducidas. Este resultado
es coherente con el obtenido en la preparacion de NMMTA por un método analogo. La
figura 13 muestra la ruta utilizada.(Shulgin y Shulgin, 1991).
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Figura 13: Ruta sintética para la obtenciéon de NEMTA

Finalmente, en lo referente a la sintesis de los restantes derivados N-alquilados de
MTA, fue necesario utilizar métodos de alquilacion directa. La metodologia propuesta
inicialmente para la sintesis de DEMTA era la misma usada para NMMTA, por medio de
acetilacion de NEMTA y posterior reduccion de la amida formada. Asi fue posible
preparar el derivado N-acetil-N-etil-MTA. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, fue
imposible reducir el grupo acetamido con LiAIH ,. Esto ultimo obligd a pensar en métodos
de alquilacion directa por reaccién de la amina con haluros de alquilo, que sin duda
tendrian menores rendimientos debido a la sobrealquilacion, proceso que es dificil
controlar. Intentando limitar la sobrealquilacion se hizo algunas reacciones utilizando
CsOH como agente promotor de Ila mono-N-aquilacion selectiva de aminas
(Salvatore,1999). En dicho trabajo los autores evaluaron algunas bases y la mayor
selectividad se obtuvo con CsOH, pero los sustituyentes alquilicos eran voluminosos
comparados con aquellos que en este trabajo se intentaba introducir. Cuando en el
desarrollo de esta tesis se intenté alquilar con bromuro de etilo en presencia de CsOH se
obtuvo una mezcla compleja de productos que hacen inaplicable el método con este tipo
de sustituyentes. Esta metodologia de alquilacion selectiva fue aplicada exitosamente en
la formacion de los derivados N-alilados de MTA. Ya que en este caso interesaba obtener
ambos derivados en una misma reaccién se utilizé KOH, con el que no se esperaba
obtener gran selectividad pero si buenos rendimientos. Con el objetivo de orientar la
reaccion a la monosustitucion, se hizo la reaccion con cantidades estequiométricas del
halogenuro de alilo. Sin embargo, siempre se obtuvo el derivado monoalquilado como el
producto minoritario.

F|='|
- o MH- 1) TamicasiDMF T A
) KOH 'l h "R
/[-:‘"\]/ L + = E:;ﬁj.:h EC_ PEiCAr I ‘.]-: 2
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Figura 14: Ruta sintética para la obtencion de NAMTA y DAMTA

Analizando los espectros de RMN de 1H de los derivados N-alquilados de MTA, se
puede apreciar que, en general, si se compara el clorhidrato con la respectiva base libre,
se observa un corrimiento de casi todas las senales hacia campo mas bajo, excepto la
correspondiente al grupo (S-CH,). Este conocido desplazamiento se relaciona con el
desapantallamiento que produce la carga formal del atomo de nitrdgeno sobre los
protones cercanos. El efecto del cambio de solvente sin embargo, produce un corrimiento
a campo alto, aunque es mas importante sobre el atomo directamente solvatado, por lo
tanto la mayoria de las sefales, en estas moléculas se ven poco afectadas por el
solvente.

Hay que hacer notar que los protones C H ,CH aparecen como un doblete (2.84
ppm) en el clorhidrato de mta y como dos dobletes de dobletes en la base (2.47 ppm,
2.64 ppm). En algunos casos, dependiendo de la cercania del centro quiral de la
molécula y del efecto de apantallamiento particular de ella, los protones diaterotépicos
aparecen como magnéticamente equivalentes .(Jennings, 1975; Silverstein y col, 1991),
lo que se relacionaria con una diferencia en la conformacion promedio )( posiblemente en
la flexibilidad conformacional. Analizando los espectros de RMN de 'H de la serie de
derivados monolaquilados de MTA, se observan desplazamientos interesantes aunque
pequenos solo en las sefiales de los protones C H ,CH. El corrimiento quimico para uno
de ellos se mueve hacia campo mas bajo (de 2.47 para MTA hasta 2.59 para NAMTA) y
la sefial del otro proton también se mueve a campo menor (de 2.64 ppm para MTA hasta
2.76 para NAMTA). Estos desplazamientos podrian estar relacionados un cambio
conformacional en la molécula que hace que estos protones entren durante una mayor
fraccion del tiempo en el plano de anillo y sean levemente mas afectados por la corriente
anisotropica de éste.

Ahora, si se analizan las resonancias de estos mismos protones, pero esta vez para
la serie de derivados dialquilados de MTA, encontramos un comportamiento diferente. La
sefal de uno de los protones C H 2CH, el que aparece a campo mas alto, se desplaza
hacia campo mayor a medida que se aumenta el largo de la cadena carbonada sobre el
nitrogeno (de 2.47 ppm para MTA hasta 2.36 ppm para DAMTA). En cambio, la sefal del
otro proton se desplaza a campo mas bajo, aunque no con una tendencia clara. Este
comportamiento podria ser consecuencia de un efecto inverso al caso de los derivados
monoalquilados, provocando, en este caso que uno de los protones salga del plano de
anillo y el otro entre.

Tabla 6: Resumen de los corrimientos de los protones bencilicos de los derivados N-alquilados de MTA
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Compuesto CH 2CH (ppm) |CH 2CH (ppm)
MTA 2.47 2.64
MTA " HCI 2.84 2.84
NMMTA 2.58 2.68
NMMTA " HCI 2.82 3.01
DMMTA 2.43 3.10
DMMTA " HCI 2.75 3.06
NEMTA 2.58 2.71
NEMTA " HCI 2.74 3.08
DEMTA 2.35 2.88
DEMTA " HCI 2.81 3.08
NAMTA 2.59 2.76
NAMTA " HCI 2.78 3.07
DAMTA 2.36 2.87
DAMTA "HCI 2.81 3.1
MTAB 2.41 2.75
MTAB "HCI 2.78 2.96

Adicionalmente, fueron registrados los espectros de infrarrojo de las sales de todos
los derivados N-alquilados de MTA. Se encontré senales caracteristicas para este tipo de
moléculas como estiramiento C=C del anillo aromatico, flexion C-H en el plano del anillo
aromatico o flexién C-H en el plano del anillo aromatico para un sistema aromatico
1,4-disubstituido, estiramiento C-S y junto a esta ultima una de las sefales mas
caracteristicas para estos derivados, cual es el estiramiento N-H para cada una 1de las
sales. Se observd un corrimiento de estas bandgs desde la regién de los 3000 cm , para
una sal de amina primaria hasta los 2500 cm ', para una sal de amina terciaria. Estas
observaciones estan de acuerdo con lo reportado en la literatura (Silverstein, 1991),lo que
permitié asignar las bandas sefialadas.

-Resoluciéon de ([1)-MTA en sus enantiomeros:

Utilizando el método de resolucion por formacion de sales diastereoméricas, como se
describié en la secciéon de materiales y métodos de esta tesis, se ha obtenido (+)-MTA y
(-)-MTA. Los valores de rotacion especifica medidos a 589 nm ([a],4) para cada uno de
los enantidmeros son +24° y -23° y para sus correspondientes clorhidratos + 21.5° y —
22.0°. Los resultados obtenidos son coherentes con los valores de rotacion especifica
registrados para la anfetamina propiamente dichay algunos de sus derivados sustituidos
en el anillo (D-anfetamina sulfato [0(]D = +21.8° D-p-cloroanfetamina clorhidrato [0(]D =
+19.5°) (Newman, 1980)

El buen resultado obtenido en la resolucion de MTA esta basado en una gran
cantidad de ensayos fallidos que permitieron alcanzar la experiencia necesaria en este
tipo de experimentos. Estos incluyeron la formaciéon de sales diasteredbmeras con varios
agentes de resolucién acidos (ARA) entre los cuales se puede mencionar los acidos
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(-)-malico, (+)-tartarico, (+)-O,0’-dibenzoiltartarico y (-)-O,0O’-dibenzoiltartarico. Las
condiciones de temperatura a las que se hicieron las mezclas, asi como los volumenes y
los solventes utilizados, el tiempo de espera para la recristalizacién de las sales y la
temperatura a la que se cristalizaron éstas, fueron todas variables que se modificaron
entre un experimento y otro con el objeto de mejorar los rendimientos de formacién de
sales con un exceso enantiomérico apreciable. A partir de esta experiencia, se llegé a
establecer los solventes y sus volumenes necesarios para una cristalizacién éptima
desde el punto de vista del enriquecimiento de un enantidmero en los cristales formados.
Esto sin embargo, y como era de esperar, fue en detrimento del rendimiento de la sal
obtenida. En este proceso resulté critica la razén de volumen de metanol empleado por
unidad de masa de la sal cristalizada previamente en i-PrOH. Otro factor que afecta
notablemente la reproducibilidad en la rotacidon especifica de las aminas que se
obtienenes el lavado de la fase organica que contiene la amina libre enriquecida en un
enantiomero con solucion de Na 003 para eliminar el ARA y posteriormente con agua
destilada. Pequefios restos del AI%A pueden alterar y de hecho modifican notablemente el
valor de [a]D.

Para determinar el exceso e,pantiomérico de los productos purificados, se procedi6é a
realizar estudios de RMN de H de las amidas de Mosher. Basado en resultados
publicados previamente se sabe que el acido de Mosher enantiomericamente puro
(acido-(+)-a-metoxi-a-trifluorometilfenilacético) forma sales diastereémeras (Benson y col,
1988)y amidas (Dale y Mosher, 1973) con variadas estructurgs de aminas y que se
producen no equivalencias en algunas sefiales del espectro de H-RMN como producto
del apantallamiento estereoselectivo que produce el grupo trifluorometilo sobre cada uno
de los enantidmeros de la mezcla enriquecida. Las amidas (SR y SS) muestran singuletes
de metoxilos (3.26 y 3.31 ppm) correspondientes a los metoxilos de las amidas formadas
por cada uno de los enantiomeros (figura 16). Las integrales correspondientes muestran
la proporcion de 50% para cada enantidmero en la amida preparada con la mezcla
recémica. La amida enriquecida en el enantiomero (+) muestra un singulete mayoritario
(3.26 ppm) y uno minoritario (3.31 ppm). Estas amidas (la de (x)-MTA y la de la base
enriquecida en el enantiomero (+) fueron preparadas con el R-(-)-cloruro de acido de
Mosher (Figura 15). La amida enriquecida en el enantiomero (-) fue preparada con el
S-(+)-Cloruro de acido de Mosher y por lo tanto la sefal del enantiomero mayoritario
sigue siendo la de 3.26 ppm. Las integrales de las sefales en las mezclas enriquecidas
permitieron calcular un exceso enantiomérico (ee) mayor o igual a 90 %. El
desplazamiento quimico a campo alto de una de las senales de los metoxilos puede
asociarse al apantallamiento que le produce una interaccién con el sistema 1 del anillo
aromatico de la amina. Un andlisis de la configuracién absoluta permite asignar los
enantiomeros como (S)-(+)-MTA y (R)-(-)-MTA (Dale y Mosher, 1973).
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Figura 15.- Configuraciones absolutas del Acido de Mosher y sus derivados

Figura 16.- Senales de 1H—RMN correspondientes a los metoxilos en las amidas de
Mosher y configuracion absoluta de las aminas.
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FARMACOLOGIA

Actividad I-MAO

Una de las hipétesis planteadas al principio de este trabajo era que la alquilacion sobre el
atomo de nitrégeno deberia cambiar importantemente la actividad inhibidora de MAO
sefialada con anterioridad para MTA y se podia especular que deberia disminuirla a
medida que el nitrégeno estuviese mas impedido estéricamente, suponiendo que esto
dificultara la unién al sitio activo de la enzima. Los resultados mostrados en la tabla 7 son
muy consistentes con esta hipodtesis e indican que a medida que aumenta el numero de
atomos de carbono sobre el nitrégeno, disminuye la capacidad inhibitoria de las
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moléculas evaluadas sobre MAO-A. En general se observa también que este tipo de
moléculas carece de actividad apreciable como inhibidores de MAO-B. Sin embargo, uno
de estos derivados, NAMTA, presenta inhibicion de la isoforma B de la enzima y esto
resulta interesante por la similitud estructural que este derivado tiene con L-deprenil, un
conocido, potente e irreversible IMAO-B actualmente utilizado en la terapia de la
enfermedad de Parkinson. Esta observacion resulta interesante en la perspectiva de la
busqueda de nuevos inhibidores de MAO-B que sean reversibles e igualmente potentes.

Tabla 7: Resultados de inhibicién de MAO de MTA,sus enantiomeros, sus derivados N-alquilados y su

homélogo MTAB (SE = sin efecto)

COMPUESTO MAO-A IC,[MAO-B IC,,
[LM] [LM]
(£)-MTA (4) 0.25 SE
) NMMTA (7) | 0.86 SE
(+)-DMMTA (9) | 1.66 SE
(+)NEMTA (12) | 1.46 SE
(+)-DEMTA (14)  |4.82 SE
(+)NAMTA (17)  |2.9 >10
(+)-DAMTA (18)  |>10 SE
(£)-MTAB (22) 0.71 SE
(+)-MTA (23) 0.11 SE
(-)-MTA (24) 2.08 SE

Respecto de los valores mostrados en la tabla se puede apreciar que en la serie
monoalquilada, a medida que aumenta el niumero de carbonos sobre el atomo de
nitrégeno, la potencia inhibitoria sobre MAO-A disminuye. Esto puede deberse a que,
aunque la N-alquilacidon provoca un aumento de la disponibilidad del par electrénico del
nitrégeno, también aumenta el impedimento estérico sobre éste y el efecto resultante es
dominado por el efecto estérico, lo que se traduce en una menor actividad. Ahora, si se
analiza la serie dialquilada, se observa una tendencia analoga, pero esta vez,
aumentada, llegando a hacerse muy notoria en el caso del derivado DAMTA, donde el
impedimento estérico es el mayor de toda la serie.

Si se analiza los valores por pares de derivados mono- y dialquilados, se observa
que se mantiene la tendencia de disminucién de la actividad en funcién del impedimento
estérico sobre el nitrogeno. Este efecto es mucho mas notable a medida que aumenta el
largo de la cadena carbonada. Asi se puede apreciar que las diferencias en los valores
de IC_. entre el derivado monoalquilado y el derivado dialquilado se incrementan
notablemente, desde 0.8 para metilo, a 3.4 para etilo y 95 para alilo).Efectos como estos
han sido observados y descritos para otro tipo de actividades farmacologicas. (Nichols,
1994).

Si se compara, ahora, MTA con MTAB, es decir si se alarga la cadena alquilica unida
al carbono a, se observa también una disminucién en el valor de IC5 comparable a la
que resulta de la sustitucién de un hidrégeno por un grupo metilo en e?nitrégeno, lo que
podria estar indicando que el largo de esta cadena también reviste alguna importancia en
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la actividad inhibidora de la enzima. Sin embargo, esta observacion es poco concluyente
debido a que solo resulta de la comparacién de dos compuestos. Seria necesario contar
con derivados de cadenas mas largas para sacar conclusiones en este sentido,
moléculas que estan fuera de los alcances de esta tesis.

Los valores de inhibicion de MAO-A obtenidos para los enantiomeros de MTA
reflejan la estereoselectividad de la actividad farmacolégica en general y en particular la
mayor actividad de (+)-MTA que es dos veces mayorque la de la mezcla racémica. A su
vez, (-)-MTA presenta una potencia de 19 veces menor que la mezcla racémica. Estas
diferencias has sido descritas previamente por varios aurores (Ask y col., 1982, 1985;
Dostert y col., 1983).

Respecto de los experimentos de reversibilidad, se evalud una muestra
representativa donde se incluyé DMMTA, NEMTA, NAMTA y MTAB. Se encontré que
todas las drogas presentan una inhibicion reversible (Tabla 8). Las variaciones
encontradas para las diferentes drogas son atribuibles al disefio del experimento, en el
cual la cantidad de suspension mitocondrial residual después de los lavados varia
bastante. Sin embargo se observa el comportamiento reversible de todas las drogas.

Tabla 8: Reversibilidad de la inhibicion de MAO-A producida por algunos derivados de MTA

Porcentaje de inhibicion de MAO-A
Compuesto Antes de lavado |Después del lavado
[10-5 M]
DMMTA 81414 31.0+17.6
NEMTA 79.7+14 0.0+8.8
NAMTA 742+15 0.0+83
MTAB 91.2+0.0 214 +5.38

Adicionalmente se hicieron experimentos para evaluar si la inactividad de los

derivados hacia la inhibicion de MAO-B era dependiente del tiempo. Los resultados
indican que la inhibicién no es dependiente del tiempo para todas las drogas evaluadas,
excepto para L-deprenil, utilizado como control positivo (Tabla 9).

Tabla 9: Efecto de la preincubacion en la inhibicion de MAO-B para los derivados de MTA
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Compuesto Porcentaje de inhibicion de MAO-A
[10-5 M]

0 (min) 30 (min) 60 (min)
MTA 38+516 |3.7+6.4 8.2+8.2
NMMTA 156+3.1 |9.7+57 6.7+4.2
NEMTA 17.8+4.2 |15.0+5.8 7.6+13.3
DMMTA 144+16 (2340 140+114
DEMTA 21.2+14 325+43 15.3+7.6
NAMTA 356+3.6 (343190 35.0+29
DAMTA 58+54 23+40 25747
MTAB 00+27 5774 16.3 £ 9.1
(-)-MTA 20+34 3.0+3.0 53146
(+)-MTA 20+£33 13.7+12.7 [15.0+£13.5
L-Deprenil 20+0.2 65.3+4.0* |81.0+£0.1*
[10-8 M]
* P < 0.05 en el test de Student, comparado con tiempo
cero de preincubacioén

Neurotoxicidad

Se evalud el efecto de MTA y sus derivados monalquilados sobre la muerte de células de
sustancia negra en cultivo que presentan caracteristicas de células dopaminérgicas. Los
resultados resumidos en la figura 17 indican que todas las drogas evaluadas (derivados
monoalquilados de MTA), entre las cuales fue incluido L-deprenil, presentan bajos niveles
de toxicidad de una manera dependiente de la concentracién. No se observan diferencias
significativas entre las diferentes drogas evaluadas, excepto NAMTA, que es menos
téxica que el resto de las moléculas. Ninguna de las drogas evaluadas origina tasas de
muerte celular mayores al 30 % a concentraciones tan altas, en un contexto
farmacoldgico, como 100 uM. Un aspecto que es muy interesante es que las nuevas
fenilisopropilaminas evaluadas en esta tesis presentan valores de toxicidad, en el sistema
de estudio, muy similares al L-deprenil, droga que es actualmente utilizada en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Esto podria tener implicancias en el sentido
de reabrir la investigacion con derivados de fenilisopropilamina que presentan
caracteristicas de inhibidores de MAO y eventualmente liberadores de serotonina, con
potenciales aplicaciones en el campo de la farmacologia antidepresiva.
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sustancia negra
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CONCLUSIONES

La potencia como inhibidores de MAO-A de los derivados de MTA disminuye con el
aumento del impedimento estérico sobre el atomo de nitrégeno. Esta inhibicion es
dependiente del largo de la cadena alquilica y del numero de sustituyentes sobre el
nitrégeno.

El derivado N-alil-MTA presenta baja potencia como inhibidor de MAO-A y también
presenta baja activida como inhibidor de MAO-B. Esto es importante ya que es la uUnica
molécula evaluada que presenta algun grado de actividad como IMAO-B y podria
representar un compuesto guia para la busqueda de nuevos inhibidores de esta isoforma
de la enzima.

El enantidmero (S)-(+) en dos veces mas potente que la mezcla racémica y es la
droga mas potente evaluada en esta tesis.
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ANEXO 1: ESPECTROS 1H-RMN

ANEXO 1: ESPECTROS 1H-RMN

1-(4-Metiltiofenil)-2-nitropropeno (2)

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-aminopropano (MTA) (3)

[H4

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-aminopropano (clorhidrato) (MTA " HCI) (4)

_MNHg" Cr

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2- N -etoxicarbonilaminopropano (5)

59



SINTESIS DE (%)-4-METILTIOANFETAMINA (MTA) Y RESOLUCION DE SUS ENANTIOMEROS.
SINTESIS DE DERIVADOS N-ALQUILADOS DE (+)-MTA Y EVALUACION FARMACOLOGICA COMO

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2 - (N-metil)-aminopropano (NMMTA) (6)

|
N
A e

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N -metilamino)-propano (clorhidrato) (NMMTA " HCI) (7)

T cr
NH
CHs

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N,N -dimetilamino)-propano (DMMTA) (8)

T
N
sl

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N,N -dimetilamino)-propano(clorhidrato) (DMMTA " HCI)
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(9)

S

| s
N =

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-acetamidopropano (AAMTA) (10)

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)- 2-(N-etilamino)-propano (NEMTA) (11)

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-(N-etilamino)-propano (clorohidrato) (NEMTA " HCI) (12)

MH. CH4
L

H
I

R

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N,N -dietilamino)-propano (DEMTA) (13)
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CHs

’/

N.__CHj

-~

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)- 2-( N,N -dietilamino)-propano (bromhidrato) (DEMTA " HBr)
(14)

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N -alilamino)-propano (NAMTA) (15)

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N,N -dialilamino)-propano (DAMTA) (16)
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(18)

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N -alilamino)-propano (clorhidrato) (NAMTA " HCI) (17)

H .
e

(¥)-1-(4-Metiltiofenil)-2-( N,N -dialilamino)-propano (clorhidrato) (DAMTA °~ HCI)

+ I
HNHﬁ

( E )-1-(4-Metiltiofenil)-2-nitrobuteno (19)
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K\VINCIQ

( Z )-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno (20)

-

R

(¥)-1-(4-Metltiofenil)-2-aminobutano (MTAB) (21)

o

(*)-1-(4-Metiltiofenil)-2-aminobutano (clorhidrato) (MTAB " HCI) (22)

Sl

Espectro NOESY de ( Z)-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno (20)
Espectro HMQC de ( Z )-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno (20)
Espectro HMBC de ( Z )-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno (20)
Espectro NOESY de ( E )-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno (19)
Espectro HMQC de ( E )-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno (19)
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Espectro HMBC de ( Z )-1-(4-metiltiofenil)-2-nitrobuteno (19)
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ANEXO 2: GRAFICOS DE INHIBICION DE MAO-A

ANEXO 2: GRAFICOS DE INHIBICION DE
MAO-A
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ANEXO 3: GRAFICOS DE
NEUROTOXICIDAD

73



SINTESIS DE (%)-4-METILTIOANFETAMINA (MTA) Y RESOLUCION DE SUS ENANTIOMEROS.

SINTESIS DE DERIVADOS N-ALQUILADOS DE (+)-MTA Y EVALUACION FARMACOLOGICA COMO

% Toxicidad

40 =

35

30

25

(]
L
1

—_
th
]

.
L]
1

Toxicidad de MTA en células de 5. Migra

1] 20 40 B0 20 100

C{micromaolar)

74



ANEXO 3: GRAFICOS DE NEUROTOXICIDAD

% Toxicidad

—eo—Toxicidad de L-deprenil en células de 5. Nigm_al

40 -

35 4

\

\

—_
ih
1

.._
=
1

EE==F 7 ot & 1 vk o T i Ly A
0 20 40 &0 1] i 20 WO 100 110

C{micram olar)

75



SINTESIS DE (%)-4-METILTIOANFETAMINA (MTA) Y RESOLUCION DE SUS ENANTIOMEROS.
SINTESIS DE DERIVADOS N-ALQUILADOS DE (+)-MTA Y EVALUACION FARMACOLOGICA COMO

—ua—Toxicidad de NMMTA en células de 5. Migra

a0 -
a8 =
a0 4
25 ] I
s} =L
E -'_'_'_'_J-H‘-’_'_’—'—'
o 20 < I
o PR S
5 bt
=15 ] l
=
10
5 —
o ] ? | : ] i | - 1 a | i ] . I ; | ™ ]
20 a0 4D a0 &0 70 a0 a0 1op 110

Cimicromolar)

76



ANEXO 3: GRAFICOS DE NEUROTOXICIDAD

% Toxicidad

40

34

L]
=

I
Oy

o
=

-
h

-
=

—s— Toxicidad de NEMTA en células de 5. nigra

/Aﬁ

| . PP CO PR S I RN AL R TN S TN P PRI |
20 40 1] Gl Yo &0 oo 100 110

Cimicramo lar)

77



SINTESIS DE (%)-4-METILTIOANFETAMINA (MTA) Y RESOLUCION DE SUS ENANTIOMEROS.
SINTESIS DE DERIVADOS N-ALQUILADOS DE (+)-MTA Y EVALUACION FARMACOLOGICA COMO

% Toxicidad

40

34

0

25

20

—m— Toxicidad de MAMTA en células de S. Nigra

=

1 . | L | | I ' I . | . | L | : I ! |
1] a0 0 &0 G0 i a0 g0 100 110

Cimicromalar)

78



