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RESUMEN

La dopamina pertenece a la familia de las catecolaminas y es uno de los
neurotransmisores mMAas importantes del sistema nervioso central. Este
neurotransmisor ejerce sus funciones a través de los receptores de dopamina.
Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina
G y se pueden clasificar en 2 tipos (tipo-D1 y tipo-D2) con un total de 5 subtipos
caracterizados (D1, D2, D3, D4 y Ds). Estos receptores se distribuyen tanto en el

sistema nervioso central como el periférico.

Debido a la extensa localizaciéon de los receptores de dopamina y su rol en un
amplio rango de funciones, la disfuncién dopaminérgica ha sido implicada en la
fisiopatologia de diversas enfermedades y trastornos. En este contexto los
receptores de DA merecen una especial atencion debido a que compuestos
guimicos que actuan sobre ellos se utilizan actualmente como antiparkinsonianos,

antipsicoticos, inhibidores del apetito, etc.

Como antecedentes, existen compuestos del tipo feniletilaminas que actian sobre
los receptores de serotonina que, cuando se les realizan bencilaciones en el &tomo
de nitrégeno, aumentan su actividad biologica hasta en dos érdenes de magnitud.
Pese al gran numero de feniletilaminas sintetizadas hasta ahora no existe una clara
caracterizacion del papel que podria desempefiar la N-bencilacion, ni en su afinidad
ni en su potencia sobre receptores dopaminérgicos. Podriamos obtener el mismo
efecto dadas las caracteristicas estructurales que comparten el receptor de

dopamina con el receptor de serotonina en su sitio ortostérico.

Para esto se sintetizaron derivados comunes de feniletilaminas 3,4-dioxigenadas y
de sus anélogos N-bencilados 2oxigenados con un total de 13 compuestos. De los
compuestos sintetizados 2 no eran conocidos y la literatura cientifica no consigna

datos de afinidad por estos receptores para ninguno de estos compuestos.

Vi



Mediante una colaboracion con el Centro de Investigacion en Medicina Molecular y
Enfermedades Cronicas (CiMUS) de la Universidad de Santiago de Compostela,
fue posible realizar ensayos de desplazamiento de radioligandos para determinar la
afinidad de los derivados sintetizados frente a receptores tanto dopaminérgicos (D1

y D2) como serotoninérgicos (5-HTza, 5-HT2s y 5-HT2c).

Los leves aumentos de las afinidades por receptores D1 y D2 contrastan con los
que se observan para los mismos compuestos en los receptores 5-HT2 y sefalan
una diferencia significativa entre los sitios que ocupan los grupos N-bencilo en
estas dos familias de receptores, diferencia que se podra explorar a futuro
mediante la introduccion de otros sustituyentes y mediante estudios de

acoplamiento molecular.
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SUMMARY

SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EVALUATION OF N-SUBSTITUTED
PHENYLETHYLAMINES AS POTENTIAL LIGANDS OF DOPAMINE D1 AND D2
RECEPTORS

Dopamine belongs to the catecholamine family and is one of the most important
neurotransmitters in the central nervous system. This neurotransmitter exerts its
functions through dopamine receptors. These receptors belong to the superfamily
of G-protein coupled receptors and can be classified into 2 types (Di-like and D2-
like) with a total of 5 characterized subtypes (D1, D2, D3, D4 and Ds). These
receptors are distributed in both the central and peripheral nervous systems.

Due to the extensive localization of dopamine receptors and their role in a wide
range of functions, dopamine dysfunction has been implicated in the
pathophysiology of various diseases and disorders. In this context, DA receptors
deserve special attention because chemical compounds that act on them are

currently used as antiparkinsonians, antipsychotics, appetite suppressants, etc.

As a background, there are compounds of the phenylethylamine type that act on
serotonin receptors that, when benzylated to the nitrogen atom, increase their
biological activity by up to two orders of magnitude. Despite the large number of
phenylethylamines synthesized so far there is no clear characterization of the role
that N-benzylation could play, neither in their affinity nor in their potency at
dopaminergic receptors. We might obtain the same effect given the structural
characteristics that the dopamine receptor shares with the serotonin receptor in its

orthosteric site.

To test this, common derivatives of 3,4-dioxygenated phenylethylamines and their
2-oxygenated N-benzyl analogs were synthesized totaling 13 compounds. Of the

viii



synthesized compounds 2 were not known and the scientific literature does not

record affinity data for these receptors for any of these compounds.

Through a collaboration with the Research Center in Molecular Medicine and
Chronic Diseases (CiMUS) of the University of Santiago de Compostela, we could
carry out radioligand displacement assays to determine the affinity of the
synthesized derivatives towards both dopaminergic (D1 and D2) and serotonergic
(5-HT2a, 5-HT28 and 5-HT2c) receptors.

The slight increases in affinities for D1 and D2 receptors in contrast to the changes
at 5-HT2 receptors point to a significant difference between the sites occupied by
N-benzyl groups in both receptor families, a difference that could be explored in the
future by introducing other substituents and by molecular docking studies.



1 INTRODUCCION

1.1 Ladopamina

1.1.1 Historia de la dopamina

La dopamina (DA), o por su nombre completo 2-(3,4-dihidroxifenil)etilamina,
pertenece a la familia de las catecolaminas (Figura 1) y fue sintetizada por primera
vez en 1910 por George Barger y James Ewens en los laboratorios Wellcome,
Londres. Mas tarde, ese mismo afio, en el mismo lugar, Henry Dale (quien sugirié
el nombre de dopamina en 1952) examind la actividad biologica de la DA y
encontré que era una sustancia simpaticomimética débil, del tipo de la adrenalina.
En la década de 1930, la DA fue reconocida como un compuesto de transicion en
la biosintesis de adrenalina y noradrenalina, pero se creia que era poco mas que

un intermediario biosintético.

OH H OH
HO HO HO
Dopamina Adrenalina Noradrenalina

Figura 1: Principales catecolaminas.

La funcién de la DA como un potencial neurotransmisor en vias especificas en el
sistema nervioso central (SNC) fue sugerida a fines de la década del 50 por el
neurofarmacologo Arvid Carlsson. La informacién posterior proporcionada por Paul
Greengard sobre los mecanismos de sefializacién celular desencadenados por la

DA les vali6 a estos investigadores el Premio Nobel de Medicina en el afio 2000.1

Posteriormente en 1963 Arvid Carlsson y Margit Lindgvist presentaron la primera
evidencia de la existencia de receptores especificos en el cerebro de ratones,

mediante la utilizacion del grupo mas importante de antipsicoticos (Figura 2) en esa



época representados por clorpromazina y haloperidol, blogueando dichos
receptores.?

Clorpromazina Haloperidol

Figura 2: Antipsicoticos tipicos.

1.1.2 Biosintesis

La biosintesis de dopamina se produce mayoritariamente en la region citoplasmica
de las neuronas catecolaminérgicas a partir de L-tirosina. La ruta metabdlica
primaria implica una sintesis en dos reacciones sucesivas que transforman tirosina
(Esquema 1), la cual se forma en el organismo a partir del aminoacido fenilalanina,

pero también se obtiene directamente a través de la ingesta de alimentos. !

HO
AADC m
NH, Pz ~ NH, s ~ HO ”2

Tetrahldrobloptenna D|h|drob|opter|na Plrldoxal
fosfato

L-Tirosina Fe+2 H20 L-DOPA Dopamina
+
0,

Esquema 1: Ruta biosintética de la dopamina a partir de tirosina.

Primero, la enzima citosélica tirosina hidroxilasa (TH) cataliza la adicion de un
grupo hidroxilo en la posicibn meta de la tirosina y convierte ésta en L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA)™ utilizando tetrahidrobiopterina, oxigeno (O2) vy
hierro (Fe*?) como cofactores.l® La TH se considera la "enzima limitante" en esta

via debido a su baja actividad.[®!



El segundo paso es la descarboxilacion de L-DOPA catalizada por la enzima
descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos (AADC, por su sigla en inglés)
utilizando como cofactor piridoxal fosfato. Esta enzima posee una alta eficiencia
para transformar rapidamente la L-DOPA en el producto final dopamina mediante la

eliminacion del grupo carboxilo.[>€l

1.1.3 Transporte, almacenamiento y liberacion

Luego de ser sintetizada en las neuronas dopaminérgicas, la DA es secuestrada en
el lumen acido de las vesiculas sinapticas donde es almacenada para asegurar la
liberacion controlada del neurotransmisor. Este transporte se realiza gracias al
transportador de monoaminas vesicular 2 (VMAT2)I"l (Figura 3), un transportador
de alta afinidad constituido por una bomba dependiente del pH que introduce una
molécula de dopamina por cada dos protones eliminados, requiriendo de la
hidrélisis de ATP.[BIEl VMAT2 transporta la DA desde el citosol hasta las vesiculas
especializadas en los botones terminales dendriticos donde se almacena. Ademas
de estas vesiculas, la DA también puede ser almacenada en el reticulo
endoplasmico liso.[®! Este almacenaje disminuye la posibilidad de ser degradada en
el citoplasma y de su posible difusion fuera de la célula. El entorno &cido en el
lumen de la vesicula sinaptica estabiliza la DA y previene la oxidacion de esta. En
un ambiente no &cido la DA es mas sensible a la oxidacibn o posterior

metabolismo.10

En la mayoria de los casos la DA es liberada al espacio sinaptico por un
mecanismo de exocitosis, el cual se inicia con un potencial de accién que produce
la despolarizacion de la neurona presinaptica. Primero se abren los canales de
Ca*? dependientes de voltaje presentes en el terminal, lo que conlleva la entrada de
Ca*? extracelular. Esto promueve la fusiéon de la membrana vesicular con la
membrana de la terminal presinaptica provocando la descarga del neurotransmisor
al espacio sinaptico (Figura 3). Este proceso se lleva a cabo de forma controlada,

dependiendo de los potenciales sinapticos de las neuronas y de la consiguiente



entrada de Ca*? en los terminales. La concentracion de Ca*? intracelular regula la
cantidad de DA liberada.*!]

L-Tirosina
i TH]
v

L-DOPA

& Dopamina
@ VMAT2

Neurona

Presinptica @ Descarboxilasa de

A

Dopamina L-aminoédcidos aromaticos
]
e

\ Célula
DI1R Postsinaptica
/ cour D2R \ p

Figura 3: Sintesis de DA y sinapsis dopaminérgica. Imagen modificada a partir de
referencia.l*?

1.1.4 Terminacién de la neurotransmisién dopaminérgica

Una vez liberada al espacio sinaptico la DA se une a receptores pre y
postsinapticos. Aunque existen enzimas extraneuronales que la catabolizan para
finalizar su accién y mantener la homeostasis, la DA principalmente es recaptada
por las propias terminales nerviosas que la liberaron, para ser metabolizada o
almacenada y liberada nuevamente. Esta recaptacion se lleva a cabo gracias a un
transportador de dopamina (DAT) especifico (Figura 3).['31 EI DAT se localiza en la
membrana plasmatica del soma, las dendritas, los axones y los terminales axénicos
de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo y también se puede encontrar
periféricamente en el estdmago, pancreas y linfocitos.[*4l EI DAT pertenece a la
familia de proteinas transportadoras dependientes de Na* y CI, que tienen 12



dominios transmembranales. La estequiometria del transportador indica que la
dopamina es cotransportada al interior del terminal con 2 iones Na* y un ion CI-.[*3]
El DAT puede transportar la DA de forma bidireccional en funcion del gradiente de
Na*.[15]

1.1.5 Metabolizacién

Dos enzimas son importantes en las etapas iniciales de la transformacion
metabdlica de las catecolaminas: la monoamina oxidasa (MAO) y la catecol-O-
metiltransferasa (COMT) (Esquema 2). Tanto MAO como COMT se distribuyen

ampliamente en todo el cuerpo.[®!

|
Hom COMT Om
HO NH2 HO NH2

Dopamina 3-Metoxitiramina

MAO MAO

HO H COMT .
(o] - > 0
HO

HO

DOPAL 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacetaldehido
ALDH ALDH
I
HO OH COMT o OH
—_—
1Y I
HO HO
DOPAC HVA

Esquema 2: Principal ruta metabdlica de la dopamina.



Primero, la DA se transforma por la MAO en 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL)
gue se convierte preferentemente en acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) por la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH). La COMT puede convertir tanto la
dopamina como el DOPAL y DOPAC para formar los metabolitos 3-metoxitiramina,
4-hidroxi-3-metoxi-fenilacetaldehido y acido homovanilico (HVA) respectivamente.
La 3-metoxitiramina también se puede transformar en dos etapas analogas dando

lugar al HVA, un metabolito inactivo.[®17]



1.2 Receptores de dopamina

1.2.1 Clasificacién

Para ejercer sus acciones, la dopamina debe unirse a un conjunto particular de
receptores, ubicados en las membranas plasmaticas de las células diana
respectivas. Los receptores de DA pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs, por su sigla en inglés). Estos receptores
constituyen la familia mas grande de proteinas de membrana (méas de 800 en el
genoma humano). Contienen siete segmentos transmembrana a-helicoidales
relativamente hidréfobos, unidos a segmentos mas hidréfilos con un grupo
carboxilo intracelular y un extremo amino extracelular. Esta es la conformacion
tipica de los GPCRs que interactian con muchas moléculas efectoras de
membrana 0 citoplasmicas y regulan las funciones cerebrales

correspondientes.[1819]

La primera indicacion de la existencia de los receptores de DA se describi6é en 1972
y se identificaron en 1975.[20-22 | os receptores de DA se clonaron por primera vez
en 1988-1991. Los cinco subtipos de receptores DA presentes en los mamiferos se

clasifican en dos tipos, “tipo-D1” (D1 y Ds) y “tipo-D2" (D2, D3 y Da).[23-29

1.2.2 Localizacion y funciones basicas

Los receptores de DA estdn ampliamente expresados en el sistema nervioso
central pero también se encuentran periféricamente en los vasos sanguineos,

rinones, corazon, retina y glandulas suprarrenales.

D1 y D2 son los receptores de dopamina mas expresados en el cerebro (D1 es el
mas alto), y los dos raramente se coexpresan en las mismas células. Los
receptores D1y Ds se ubican en las células postsinapticas y los receptores D2 y D3

pueden localizarse post y presinapticamente (autoreceptores). En cuanto a los



receptores D4 se ha demostrado su localizacion presinptica, aunque no esta

excluida su posible localizacion postsinaptica.l30-33l

A continuacion, se muestra un resumen de la localizacion y las funciones basicas

de los receptores de DA (Tabla 1).

Receptores | Localizacion Funciones

D1 Se encuentra en alta concentracion en areas | Movimientos voluntarios, regulaciéon del
mesolimbicas, nigroestriatales y mesocorticales, tales | crecimiento y desarrollo, regulaciones de
como substantia nigra, bulbo olfatorio, nudcleo | alimentacion, afecto, atencion, recompensa,
accumbens, caudado, putamen, estriado. Expresado | suefio, control de impulsos, conductas
en niveles bajos en cerebelo, hipocampo, talamo, | reproductivas, memoria de trabajo,
hipotalamo, rifidn. aprendizaje, control de la renina en el rifidn.

D2 Expresado en niveles altos en substantia nigra, bulbo | Participa en la memoria de trabajo, las
olfatorio, caudado, putamen, &rea tegmental ventral | funciones de recompensa y motivacion.
(VTA, por su sigla en inglés), nacleo accumbens. | Regula la presion arterial, las funciones
Encontrado en bajo nivel en hipotdlamo, septum | renales, la motilidad gastrointestinal, la
pellucidum, rifién, corteza, corazén, vasos sanguineos, | vasodilatacion, la locomocién. Los
glandulas suprarrenales, tracto gastrointestinal, | receptores  presinapticos inhiben la
ganglios simpéticos. locomocidn y los postsinapticos la activan.

D3 Se expresa solo en el SNC. Se encuentra en bulbo | Participa en  funciones  endocrinas,
olfatorio, nucleo accumbens. cognitivas, emociones, regulacion de

funciones locomotoras y modulacion de
funciones endocrinas.

D4 Substantia nigra, hipocampo, amigdala, talamo, | Regulacion de las funciones renales,
hipotalamo, rifién, corteza frontal, corazén, vasos | motilidad gastrointestinal, vasodilatacion,
sanguineos, glandulas suprarrenales, tracto | presién arterial, modulacion de las
gastrointestinal, ganglios simpaticos, globo palido. El | funciones cognitivas.
receptor menos abundante encontrado en el SNC de
todos los receptores de dopamina.

D5 Substantia nigra, hipotadlamo, hipocampo, giro dentado, | Participa en procesos de dolor, funciones

riidn, corazén, vasos sanguineos, glandulas
suprarrenales, tracto  gastrointestinal,  ganglios
simpaticos.

afectivas, funciones endocrinas de la

dopamina.

Tabla 1: Resumen sobre receptores de dopamina, localizacién y funciones. 34




1.2.3 Senalizacién

Tras la union con el receptor, la DA provoca respuestas intracelulares que
dependen del tipo de receptor que se activé. La cascada de sefializacion de la DA
involucra principalmente proteinas G. Sin embargo, la sefializacion del receptor de
DA también puede ejercerse por vias de sefalizacion independientes de las

proteinas G.[

Es comunmente aceptado que los receptores “tipo-D1” se acoplan a la proteina
Guas/oif, activando la adenilil ciclasa para producir niveles méas altos del segundo
mensajero adenosin monofosfato ciclico (AMPc, por su sigla en inglés), que
estimula la actividad de la proteina quinasa A (PKA, por su sigla en inglés). En el
sentido opuesto, los receptores “tipo-D2”, que estan acoplados a la proteina Guirpo,
inhiben la adenilil ciclasa y reducen la concentracion intracelular de AMPc, lo que
disminuye la actividad de la PKA.[%36371 Ademéas de regular la actividad de la
adenilil ciclasa a través de Gasiolf 0 Gaio, 10S receptores de dopamina pueden
acoplarse a la proteina Gaq Y modular la actividad de la fosfolipasa C (PLC, por su

sigla en inglés).[38-40]

Entre las vias independientes de proteinas G la mas reconocida es la via de
sefalizacion dependiente de B-arrestinas. Las B-arrestinas bloquean la activacion
adicional de las proteinas G al competir por la superposicion de los sitios de union
en el receptor [, Es importante destacar que cuando una arrestina se une a un
receptor también inicia la internalizacion de este y otros eventos. Estos en Ultima
instancia conducen al reciclaje del receptor o la retroalimentacion negativa. Este
mecanismo controla la intensidad de la sefalizacion de GPCR para garantizar que
GPCR module adecuadamente la activacion de la proteina G, evitando asi la sobre-

activacion de la proteina G.[*2

Si bien la DA actua bajo estos mecanismos, las cascadas de sefializacion son

bastante mas complejas, como se puede apreciar en la figura siguiente (Figura 3).



Dopamine
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1 PI3K-Akt targets

DA
MEK e can 1
o o o GSK3B
\ G Gy
Bavee 1
1

&
\<_|
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Figura 4: Vias de sefializacion del receptor de dopamina. Imagen modificada a partir de
referencia.l*?
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1.3 Fisiopatologias asociadas a la neurotransmisiéon dopaminérgica

Existen diversas funciones cerebrales en las que la dopamina tiene una importante
funcion reguladora. Algunas de estas funciones son el movimiento voluntario, la
memoria de trabajo, la atencion y el aprendizaje. La DA no solo desempefia
funciones a nivel central, sino que también desempefia un papel importante en la
periferia regulando procesos fisiologicos como la regulacion hormonal y la funcion

renal entre otras.

Debido a la extensa localizacion del receptor de DA y su papel en una amplia gama
de funciones, no es sorprendente que la disfuncién dopaminérgica haya sido
implicada en la progresion de diversas patologias tales como la esquizofrenia,
trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (TDAH), dependencia de
sustancias y enfermedad de Parkinson entre otros trastornos. Si bien todas estas
enfermedades no son atribuidas Unicamente a la disfuncibn dopaminérgica, sino
que mas bien son enfermedades multireceptoriales, en el presente trabajo se

mencionan los aspectos pertinentes al sistema dopaminérgico.
Aungue una revisién extensa de estos aspectos excede los objetivos del presente

trabajo, es conveniente detallar algunos de los trastornos mas frecuentes para

evidenciar la importancia del estudio de este neurotransmisor
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1.3.1 Adiccién a drogas o sustancias

Las adicciones a drogas son trastornos cronicos recurrentes caracterizados por tres
componentes esenciales: la ingesta compulsiva de drogas, la discapacidad para
restringir la ingesta de drogas y el surgimiento del sindrome de abstinencia con la
presencia de ansiedad, irritabilidad y disforia.*3! Una fuerte evidencia indica que las
alteraciones sinapticas en las vias mesolimbicas estan relacionadas con la adiccion
a las drogas y los alimentos. Los adictos a las drogas y las personas obesas
tienden a presentar una expresion alterada de los receptores D2 en las areas
estriatales (niveles bajos de receptores D2), y los estudios de tomografia por
emision de positrones (PET) en personas obesas sugieren una disponibilidad

reducida de los receptores D>.[43-45]

La mayoria de las drogas adictivas comparten la propiedad comun de aumentar la
liberacién de dopamina en el estriado ventral (sistema de recompensa), que esta
involucrado en el refuerzo de los comportamientos y la produccion de recuerdos. El
blogueo de la neurotransmisién de dopamina en esta region atenla los efectos mas
gratificantes de las drogas adictivas, como la preferencia condicionada de lugar

(condicionamiento pavloviano).[46:47]

1.3.2 Esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad mental grave y se caracteriza por tres tipos de
sintomas: positivos (alucinaciones, habla y comportamiento desorganizados),
negativos (deterioro de la motivacibn y retraimiento social) y cognitivos

(disfunciones en la memoria).

Aungue la fisiopatologia de esta enfermedad no esta dilucidada, se han propuesto
muchas hipotesis para intentar dilucidar su manifestacién. La hipdtesis mas
aceptada es la de la dopamina. Esta hipétesis se origind a partir de dos

observaciones. Primero, las anfetaminas, que estimulan la liberacion de dopamina,

12



pueden inducir psicosis y exacerbar la esquizofrenia. En segundo lugar, el grupo de
drogas que bloquea la funcién de la dopamina (neurolépticos), puede reducir los

sintomas psicoticos blogueando especificamente los receptores “tipo-D.”.[48:4°]

Los medicamentos que se usan actualmente para tratar la esquizofrenia se
clasifican como antipsicoticos tipicos (también conocidos como de primera
generacion) o atipicos (de segunda generacion) como la clozapina y el aripiprazol.
Estos Ultimos tienen una escasa incidencia sobre efectos colaterales
extrapiramidales como la discinesia, efecto tipico inducido por el uso prolongado de

neurolépticos de primera generacion.!

\
N

Y P S
d&bm mijJ m

Clozapina Aripiprazol

Figura 5: Antipsicéticos de segunda generacién (atipicos).

1.3.3 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es el trastorno neurodegenerativo de movimiento
mas comun y es causada patologicamente por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta y la presencia de agregados
intraneuronales llamados cuerpos de Lewy que estan enriquecidos en a-sinucleina.
La EP se presenta como un conjunto de sintomas motores llamados parkinsonismo
(bradikinesia, tremor, rigidez e inestabilidad postural) que se atribuyen comunmente
a la pérdida de DA estriatal, asi como caracteristicas no motoras (depresion,

ansiedad, deterioro cognitivo, insomnio, anosmia, etc).[>152
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Las opciones de tratamiento para los pacientes con EP incluyen medidas no
farmacoldgicas, farmacoterapia y cirugias. El tratamiento actual de la EP esta
Unicamente dirigido al alivio de la sintomatologia sin generar cambios en la

problemética basal de pérdida neuronal.

Actualmente los medicamentos antiparkinsonianos como levodopa y agonistas
dopaminérgicos son la primera linea de tratamiento para la EP. Estos
medicamentos pueden mejorar los sintomas tempranos de EP, pero se vuelven
inefectivos e incluso producen efectos adversos, como discinesia y sintomas

psicoticos, a medida que la enfermedad progresa.

L-DOPA, sigue siendo el agente mas efectivo en el tratamiento de la EP. Este
farmaco es usualmente administrado con carbidopa, un inhibidor periférico de la
AADC el cual inhibe la conversion de L-DOPA en el higado, asi permitiendo una
reduccion en la dosis y también disminuyendo los efectos adversos como nausea,
hipotensidn, etc.[53:54]

o)

HO
OH

NH
HO 2

Levodopa Carbidopa

Figura 6: Farmacos utilizados para la enfermedad de Parkinson.

1.3.4 Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es uno de los trastornos
psiquiatricos conductuales multifactoriales mas prevalentes en la infancia, con una
etiologia compleja y una base genética soélida. EI TDAH se caracteriza por la falta
de atencion (sofar despierto y distraccion), la impulsividad, la actividad motora
excesiva con o sin hiperactividad. Aunque la base neurobiolégica del TDAH sigue

sin estar clara, la eficacia de los farmacos psicoestimulantes en su tratamiento

14



sugiere un estado hipofuncional del sistema dopaminérgico. EI medicamento méas
utilizado es el metilfenidato. Como un potente inhibidor del DAT, el metilfenidato
aumenta la concentraciéon de DA promoviendo su liberacion al espacio sinaptico y
blogueando su recaptacién.[>5-57]

ZT

Metilfenidato

Figura 7: Farmaco utilizado para el tratamiento de la TDAH.
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1.4 Disefio de posibles ligandos dopaminérgicos
1.4.1 Definicion del sitio ortostérico del receptor de dopamina.

Para definir el bolsillo de unién o sitio orto estérico de los receptores de dopamina
es necesario nombrar cuales son los residuos clave, sus posiciones y las
interacciones de los residuos con el ligando endégeno dopamina. Para esto se
utilizé el esquema de numeracion genérico de los aminoacidos propuesto por
Ballesteros y Weinstein para hacer mas facil la comparacion de la posicion de los

residuos entre receptores.[8l

Estudios de mutacion sitio dirigida mostraron que, para la unién de la dopamina al
receptor, se forma una interaccion de enlace ionico entre la amina protonable de la
dopamina y un aspartato cargado negativamente (D3.32) (Figura 8). Ademas, se
demostré que este efecto era crucial para la union del ligando y que este
aminoacido no solo se conservaba en los receptores de DA, sino también en todos

los GPCRs de aminas biogénicas.

6.55His/Asn ™5

6.48Trp -~

Figura 8: Modelo computacional del sitio de union del receptor de dopamina. Los residuos se
designaron en negrita, las TM en negrita y cursiva. El area de las bolsas de union ortostéricas y
secundarias son de color cian y violeta, respectivamente.
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Ademas, se considerd un microdominio de serina (S5.42, S5.43, S5.46) como una
caracteristica importante para la union dopaminérgica en todos los receptores de
DA. Se cree que las serinas forman enlaces de hidrégeno con los hidroxilos
catecélicos de la dopamina, lo que aumenta la afinidad de unién y orienta los
ligandos en el sitio ortostérico. Mientras que S5.42 parece ser critico, S5.43 juega

un papel menos importante.

Por dltimo, se inform6 que otro microdominio, el microdominio aroméatico, que
consiste en W6.48, F6.51, F6.52 y H/N6.55, desencadeno la activacion del receptor

de dopamina.[6

1.4.2 Feniletilaminas como ligandos de los receptores 5-HT2a

Los receptores de serotonina, o 5-hidroxitriptamina (5-HT), al igual que los
receptores de dopamina pertenecen a la familia mas grande de GPCRs, a la familia
A o familia de la rodopsina. Los receptores serotoninérgicos intervienen en una
gran cantidad de procesos periféricos y centrales.®1]

NH,

HO
N

N
H

Serotonina

Figura 9: 5-Hidroxitriptamina/serotonina.

De los 13 subtipos del receptor 5-HT, el 5-HT2a es uno de los mas estudiados y ha
sido blanco de numerosos agonistas con efectos psicodélicos. Los agonistas 5-
HT2a se clasifican en tres grupos principales: triptaminas, ergolinas y feniletilaminas
(Figura 9). Las triptaminas, que incluyen, la serotonina, son derivados del
aminodcido triptéfano. Las triptaminas naturales se han utilizado durante mucho
tiempo por sus efectos psicoactivos. Las ergolinas cuyo esqueleto estructural forma

parte de un rango diverso de alcaloides, incluyendo algunas drogas como la
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dietilamida del &cido lisérgico (LSD), la cual induce poderosos efectos psicodélicos.
Para el grupo de las feniletilaminas, el compuesto modelo es la mescalina, uno de
las psicodélicos mas antiguos utilizados por el hombre. La mescalina puede
encontrarse principalmente en los cactus peyote (Lophophora williamsii) y “San
Pedro” (Trichocereus pachanoi). Se ha sintetizado una gran cantidad de analogos

de la mescalina y las relaciones estructura-actividad son bien entendidas.[62-6]

NH
NH, H
HY
NH, N p
N N
H H
Feniletilamina Triptamina Ergolina

N/
_0 NH,
O e
N
0. H
Mescalina DMT

Figura 10: Feniletilaminas, triptaminas, ergolinas y compuestos representativos de cada familia.

Durante la década de 1960 hasta mediados de la década de 1990 Alexander
Shulgin realiz6 estudios sobre analogos de mescalina que junto a estudios
posteriores permitieron reconocer 2 familias de feniletilaminas especialmente
activas: la familia 2C-X y la familia DOX, que presentan una importante actividad
agonista sobre receptores del tipo 5-HT2. Estas familias corresponden a derivados
2,5-dioxigenados y con un sustituyente adicional, generalmente pequefio e
hidrofébico, en la posicion 4 del anillo aromatico de la feniletilamina o anfetamina

respectivamente (Figura 10).[6]
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Figura 11: Familias 2C-X y DOX.

Mas tarde en el afio 2003 Heim demostro en su tesis doctoral que realizando N-
bencilaciones a feniletilaminas agonistas de los receptores 5-HT2, utilizando
bencilos preferentemente oxigenados en posicion 2 (2-hidroxibencilo, 2-
metoxibencilo) la afinidad de estas drogas aumentaba hasta en dos érdenes de
magnitud (Figura 11). Esto dio origen a una nueva serie de compuestos

superpotentes llamados NBOMes.[67]

- ~
(@] (0] H
NH, N
Br Br 0
0 0
2C-B 25B-NBOMe

Figura 12: Estructura de 2C-B, feniletilamina agonista de los receptores 5-HT». Estructura de 25B-
NBOME, derivado 2-metoxibencilado de 2C-B.
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1.4.3 Interaccién de ligandos del tipo NBOMe con el receptor 5-HT2a

Los residuos importantes involucrados tanto en la afinidad como para la activacion
del receptor 5-HT2a por compuestos del tipo NBOMe han sido reconocidos ya sea
por mutaciones sitio dirigidas o por modelos tedricos de acoplamiento molecular
(Figura 13).

D155%3%
£=0
0. 0
H *. ,"'
o N
N
Br //9

K Y3707.43

8239°4

Figura 13: Modo de unién de 25B-NBOMe en 5-HT2A. A la derecha esquema simplificado. Las
lineas punteadas representan puentes de hidrogeno. Imagen modificada a partir de referencia.[68!

Las porciones 2-MeO y 5-MeO forma puentes de hidrégeno aceptado hidrégenos
desde las serinas S3.36 y S5.43, respectivamente. El grupo amino dona uno o dos
hidrogenos al aspartato D3.32 altamente conservado que se encuentra cargado
negativamente. Los dos anillos aromaticos del ligando interacttan con las
fenilalaninas F6.51 y F6.52 respectivamente. Estas fenilalaninas estan altamente
conservadas en todos los GPCRs y son importantes para la activacion del receptor.
Ademas, el atomo de oxigeno de la porcién N-bencilo es importante para la
afinidad y se ha propuesto que forma un puente de hidrégeno con Y7.43. Los
residuos nombrados anteriormente se encuentran conservados en su totalidad en
el receptor 5-HT2zc, por el cual estas drogas tienen afinidades semejantes a las que

tienen por los 5-HT2a.[68]
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1.4.4 Similitud entre los receptores de dopaminay serotonina

Los receptores 5-HT y D se asemejan mucho entre si en cuanto a su estructura
molecular, farmacologia, rutas de transduccion de sefales, y su alto grado de
identidad aminoacidica, compartiendo caracteristicas comunes. En el sitio
ortostérico las diferencias son muy pocas ya que la mayoria de los residuos estan

conservados por lo que ligandos similares podrian unirse a ambos receptores.

A continuacién, se presenta una tabla comparativa de los residuos que interactiian
en el receptor 5-HT2a para compuestos del tipo NBOMe y como la gran mayoria de

estos se conserva en los receptores dopaminérgicos.

Numero de 3.32 3.36 5.42 5.43 5.46 6.51 6.52 7.43
residuo
h5-HT>a D S G S S F F Y
hD, D S S S S F F W
hD2 D C S S S F F Y

Tabla 2: Comparacién de residuos aminoacidicos. !5

Por lo que no es dificil suponer que ligandos N-bencilados de derivados

dopaminérgicos se unan con mayores afinidades.

Como se puede apreciar los residuos D3.32, S5.43, S5.46, F6.51 y F6.52 se
conservan en los tres receptores. El residuo Y7.43 cambia por un triptéfano en el
receptor D1, por lo que podria esperarse que para compuestos 2-oxigenados no se

vea favorecida su afinidad, pero si por compuestos bencilados no oxigenados.

Debido a estas claras similitudes es que se origina la hipétesis de esta tesis.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Se sabe que la afinidad y actividad funcional de agonistas pequefios de receptores
serotoninérgicos 5-HT2 (clasicamente feniletilaminas e indoliletilaminas) aumenta
notablemente cuando se une a su atomo de nitrégeno basico un grupo bencilo,
especialmente cuando éste se encuentra sustituido con un atomo de oxigeno en la
posicion orto (NBOMes). Se postula que cambios estructurales analogos en
ligandos de receptores dopaminérgicos (D1 y D2) y, particularmente, de la
dopamina y derivados, también afectaran positivamente su afinidad y potencia, esto
con el objeto de encontrar indicios para el nuevo desarrollo de farmacos que

involucran estos sistemas.

2.2 Objetivos generales

- Aplicar y profundizar conocimientos sobre relaciones entre estructura
guimica y actividad farmacoldgica (estructura/afinidad y estructura/actividad),
para disefiar posibles ligandos dopaminérgicos.

- Sintetizar diversas familias de ligandos derivados de feniletilaminas 3,4-di-
sustituidas N-benciladas, sobre la base de su analogia estructural con
compuestos del tipo NBOMes.

- Evaluar en diferentes lineas celulares la afinidad y actividad funcional de
los compuestos sintetizados. Este trabajo se realizd por laboratorio

colaborador.
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2.3 Objetivos especificos

Sintetizar N-bencilfeniletilaminas derivadas de nucleos feniletilaminicos 3,4-
di-sustituidos mediante la N-bencilacion de estos intermediarios con
benzaldehidos orto-sustituidos (-H, -OH y -OMe) por medio de la formacién
de iminas (bases de Schiff) y su posterior reduccion.

Caracterizar los compuestos sintetizados mediante andlisis de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H-RMN, BC-RMN vy
analisis DEPT).

Interpretar los resultados biolégicos obtenidos tanto de los ensayos de
afinidad como de los ensayos funcionales para los diversos compuestos a
sintetizar en términos de relaciones estructura-afinidad y estructura-

actividad.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiales y métodos

La eliminacion de los disolventes a presion reducida se realiz6 en evaporador
rotatorio. Los disolventes que se emplearon en las extracciones y en las
cromatografias son de grado técnico y se destilaron previamente a su utilizacion.
Los reactivos comerciales y los solventes utilizados en reacciones son de calidad
para sintesis. Para el producto comercial liquido 3,4-dimetoxifeniletilamina
comprado en Sigma Aldrich se preparé la sal de clorhidrato (1) para realizar los

ensayos biolégicos.

El seguimiento de las reacciones se efectu6 mediante cromatografia en capa fina
(CCF) empleando cromatofolios de gel de silice GFzs4 Merck sobre soporte de
aluminio. El analisis de los cromatogramas se llevd a cabo ilumindndolos con
lamparas de UV con emisién a 254 y 365 nm, por revelado con ninhidrina, reactivo

de Dragendorff, o una solucion de FeCls segun el caso.

La purificacion y separacion de los productos de la mayoria de las reacciones se
realizO mediante cristalizacion, formacion se sales y cromatografia en columna,
utilizando como fase estacionaria gel de silice 60 Merck de 230-400 mallas por
pulgada cuadrada (37-63 um). El eluyente empleado se indica para cada caso, asi

como las proporciones utilizadas de los disolventes.

La sintesis por microondas se llevd a cabo por un reactor de sintesis por
microondas en un equipo Anton Paar modelo Monowave 400. Los espectros de
RMN fueron determinados en un equipo Bruker modelo AVANCE 400. El software
de funcionamiento es XWIN NMR version 3.1.
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3.2 Sintesis

3.2.1 Preparacién de liquido iénico (2-HEAF)

Esquema 3: Preparacion de liquido iénico (2-HEAF).

En un balén de dos bocas equipado con un condensador de reflujo y un embudo de
adicién se adicion6 2-aminoetanol (135 mL, 2.25 mol). El balon estaba montado
sobre un bafio de agua-hielo. Bajo agitacion magnética vigorosa, el acido férmico
(85 mL, 2.25 mol) fue adicionado gota a gota dentro del balén en cerca de 45 min.
Se dej6 bajo agitacion constante durante 24 h a temperatura ambiente, para
obtener (220 mL) un liquido viscoso claro. Método modificado a partir de

referencia.l’®

3.2.2 Sintesis general de B-nitroestirenos

0]

1 NO
RO 2-HEAF RO XN
H 4 CHsNO,
t amb R20

R20

Esquema 4: Sintesis general de S-nitroestirenos.

N1 R!=R2=-CHy-
N2  R!=-OMe, R?=-OH

Para preparar 3,4-metilendioxi-nitroestireno (N1), a una solucion de 3,4-
metilendioxibenzaldehido (2.1 g, 13.99 mmol) en 15 mL de 2-HEAF se le adicion6
MeNO:2 (760 pL, 13.99 mmol). La mezcla de reaccion fue dejada a temperatura

ambiente con agitacion constante durante 30 min. Para el caso del 4-hidroxi-3-
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metoxi-nitroestireno (N2) se utilizd 20.4 mmol del benzaldehido, 20.4 mmol de
CHsNO:2 en 25 mL de 2-HEAF durante 10 min. Luego de este tiempo, a la mezcla
cruda de reaccion se le adicion6é H20 y el solido formado fue filtrado, lavado con
H20 vy recristalizado en IPA para dar lugar a 2.65 g del producto puro como unos
cristales de color amarillo. Método modificado a partir de referencia.["!

3.2.3 Sintesis de feniletilaminas

3.2.3.1 Sintesis de 3,4-dimetoxifeniletilamina

<o:©/\/'\'02 LiAIH,4 <o:©/\/NH2
o Et,O o

Esquema 5: Procedimiento de sintesis de 3,4-metilendioxifeniletilamina.

A una suspension de 5.1 g LiAlH4 en polvo en 450 mL de Et2O seco contenida en
un balén de 500 mL con agitacion magnética vigorosa a temperatura ambiente, se
agregaron con precaucion y lentamente 4.37 g de 3,4-metilendioxi-B-nitroestireno
(N1). La mezcla resultante, de color verdoso, se calentd bajo reflujo y con agitacion
por 48 h. Después de trascurrido este tiempo, se dejé enfriar a temperatura
ambiente y el exceso de LiAlH4 fue destruido por adicion gota a gota de 350 mL de
H2SO0a4 1,5 M para convertir los sélidos inorganicos en una masa filtrable. La mezcla
se dejo decantar y se filtré al vacio con matraz de Kitasato y embudo de Blichner a
través de una capa de Celite®, lentamente y con cuidado de no tapar el filtro. El
sélido blanco pastoso obtenido se traspasé a un vaso de precipitados y se
resuspendio con 100 mL de THF. Nuevamente se filtré y el sélido obtenido fue
lavado tres veces con 50 mL de MeOH para extraer toda la amina ocluida. Luego,
los liquidos filtrados se juntaron y se evaporaron los solventes a presion reducida.
El residuo obtenido fue resuspendido en el minimo volumen de H20. La suspension
se acidifico con HCI (37 %) gota a gota hasta alcanzar pH=1 y posteriormente se
lavo con 3 porciones de DCM. Luego se llevé a pH=14 con NaOH al 25 % y se
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volvié a extraer con 4 porciones de DCM. Las porciones de DCM extraidas de la
solucién basica, reunidas, se secaron con Na2SOa4 para eliminar el agua residual y
luego se filtré y elimin6 el solvente a presién reducida hasta obtener un aceite
traslicido amarillo con la pureza suficiente para poder continuar al siguiente paso
de reaccion. Sin embargo, para purificar alin mas el producto obtenido con el fin de
caracterizarlo, éste se destilo a presion reducida en un equipo del tipo “Kugelrohr”
para obtener un aceite incoloro. El aceite incoloro resultante fue disuelto en IPA y
se agregd una cantidad equivalente de HCI 37 %, y se forzo la precipitacion con la
adicion de Et20 frio para dar lugar a un solido blanco. Método modificado a partir

de referencia.[’™

3.2.3.2 Sintesis de 4-hidroxi-3-metoxifeniletilamina

o) . _NO, LiAlH, o) NH,
D/\/ TH FSGCO D/\/
HO HO

Esquema 6: Procedimiento de sintesis de 3,4-metilendioxifeniletilamina.

Primero se instalé un balén de tres bocas sobre un bafio de acetona-hielo-sal con
corriente continua de Nz(g), equipado con un condensador de reflujo y un embudo de
adicién. Luego, se adicion6 gota a gota a una mezcla agitada vigorosamente de 3.1
g de LiAlH4 y 100 mL de THF seco, 3.2 g del nitroestireno N2 disuelto en 60 mL de
THF seco durante un periodo de 1 h. Terminada la adicion se llevé a temperatura
ambiente por 20 min y se calent6 a reflujo por 24 h. Posterior a esto se dejé enfriar
a temperatura ambiente y sobre un bafio de acetona-hielo-sal se afadieron gota a
gota 175 mL de H2SO4 1.5 N enfriados anteriormente. Luego se elimind el exceso
de THF a presion reducida. El pH se ajusté a 6 con Li2COs sélido. La solucion se
calento a ebullicion y las sales de aluminio y litio que precipitaron se separaron por
filtracion. El filtrado caliente translicido se mezcld con una solucion de 6.24 g de

acido picrico en 30 mL de EtOH caliente. Al reposar durante la noche a
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temperatura ambiente, se obtuvieron 5.34 g de cristales en forma de agujas de
color naranjo del picrato. Una solucién de 5.34 g de picrato en 250 mL de agua
hirviendo se mezclé con 25 mL de HCI concentrado. El &cido picrico que precipitd
al enfriar se filtro, el filtrado se extrajo con AcOEt y luego con Et20. La solucion
acuosa se concentré a presion reducida hasta que aparecieron los cristales del
clorhidrato. Se recogieron 1.87 g de cristales de color blanco. Método modificado a

partir de referencia.l”®l

3.2.4 Sintesis de N-bencilfeniletilaminas

®
NHSCI 1) EtsN, MeOH R0 HZ\/Q
:@N NaBH4 :@Nm@ 1
R20

3) HCI, Et,0

Esquema 7: Procedimiento general de sintesis de derivados N-bencilados.

la R1=-OMe, R2= -OMe, R3=-H

1b R1= -OMe, R2= -OMe, R3= -OH
1c R1= -OMe, R2= -OMe, R3= -OMe
2a R1=R2 -CH3-, R3= -H

2b R1=R2 -CH2-, R3= -OH

2C R1=R2 -CH2-, R3= -OMe

3a R1= -OMe, R?= -OH, R3= -H

3b R1= -OMe, R?= -OH, R3= -OH
3c R1= -OMe, R2= -OH, R3= -OMe

Una solucion de la correspondiente feniletilamina (1.0 mmol) y del correspondiente
benzaldehido (1.1 mmol) en 15 mL de MeOH fue tratada con EtsN (140 uL,1.0
mmol). La mezcla de reaccion se dej0 a temperatura ambiente y agitacion
constante durante 24 h. Luego de este tiempo se agrego0, lentamente durante 45-60
min, NaBH4 (152 mg, 4.0 mmol) y se dejo reaccionar por 24 h adicionales (en el
caso de la familia de N-bencil-3,4-metilendioxifeniletilaminas se dejo reaccionar por

1 semana). Posteriormente, la solucion se llevo a sequedad en evaporador rotatorio
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y el residuo de color crema se disolvio en 20 mL de DCM y se lavo tres veces con
20 mL de solucion saturada de NaHCOs. La fase organica se sec6 con Na2SOas y
fue filtrada y llevada a sequedad. El aceite amarillo formado se disolvié en el
minimo volumen de acetona y sobre esta solucion se agregd 146 pL de HCI 37 %.
Finalmente, esta mezcla se vertié sobre 50 mL de Et20 frio para precipitar la sal del
producto como un polvo de color blanco. Método modificado a partir de

referencia.l’

3.2.5 Sintesis de N-bencildopamina

Cle ©)
Br
} ;
") 2
> HBr 48% HO N
®
Microondas

(0]

170°C HO

Esquema 8: Sintesis de N-bencildopamina.

En un tubo de microondas de 6 mL se disolvié 136.9 mg de 3,4-dimetoxi-N-bencil-
feniletilamina en 2 mL de HBr 48 %, luego la mezcla de reaccion se sonic6 y
burbujed con Nz, para desgasificar y eliminar el Oz disuelto. Luego de haberla
desgasificado el tubo fue sellado rapidamente y puesto en horno de microondas a
170 °C por 5 min, tiempo en el cual se completo la reaccion. Gran parte del acido
se elimind a presion reducida, el residuo se resuspendio en la minima cantidad de
acetona y se precipito el compuesto agregando Et20 frio para dar lugar a 125.5 mg

de un polvo color blanco. Método modificado a partir de referencia.l”sl
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3.3 Datos espectroscopicos

3.3.1 3,4-Metilendioxi-B-nitroestireno (N1)

0 X _NO;
Iy

Cristales amarillos en forma de agujas (80 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & 8.13 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 1.6 Hz,
1H), 7.39 (dd, J =8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.13 (s, 2H).

3.3.2 4-Hidroxi-3-metoxi-B-nitroestireno (N2)

HO

Cristales amarillos en forma de agujas (56 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 10.03 (s, 1H), 8.15 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 8.03 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 7.48
(d, J=1.9 Hz, 1H), 7.30 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 3.84 (s,
3H).

3.3.3 Clorhidrato de 3,4-metilendioxifeniletilamina (2)

®© O

(0]
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Polvo blanco (50 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d 8.05 (s, 3H),
6.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.71 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.98 (s, 2H), 3.04 — 2.90 (m, 2H),
2.80 (t, J = 7.7 Hz, 2H).

3.3.4 Clorhidrato de 4-hidroxi-3-metoxi-feniletilamina (3)

| _
HO

Polvo blanco (56 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8.89 (s, 1H),
8.17 (s, 3H), 6.82 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.63 (dd, J = 8.0, 1.8
Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 3.03 — 2.90 (m, 2H), 2.85 — 2.71 (m, 2H).

3.3.5 Clorhidrato de N-bencil-3,4-dimetoxifeniletilamina (1a)

Polvo blanco (79 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.66 (s, 2H),
7.61 (dd, J = 7.5, 1.9 Hz, 2H), 7.51 — 7.34 (m, 3H), 6.94 — 6.80 (m, 2H), 6.74 (dd, J
= 8.1, 1.8 Hz, 1H), 4.14 (s, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.20 — 3.04 (m, 2H), 3.02
—2.87 (m, 2H).
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3.3.6 Clorhidrato de 2-hidroxibencil-3,4-dimetoxifeniletilamina (1b)

0] N
D/\/@
OH
@]

Polvo blanco (93 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.33 (s, 3H),
7.44 (dd, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H), 7.27 — 7.19 (m, 1H), 7.01 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.89 (d,
J = 8.2 Hz, 1H), 6.86 — 6.80 (m, 2H), 6.74 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H), 4.10 (s, 2H),
3.75 (s, 4H), 3.72 (s, 4H), 3.15 — 3.03 (m, 2H), 2.99 — 2.89 (m, 2H).

3.3.7 Clorhidrato de 2-metoxibencil-3,4-dimetoxifeniletilamina (1c)

Polvo blanco (86% de rendimiento). *H NMR (400 MHz, D20) & 7.46 (t, J = 7.9 Hz,
1H), 7.31 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 8.2, 4.8 Hz, 2H),
6.87 — 6.73 (m, 2H), 4.18 (s, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.25 (t, J =
6.9 Hz, 2H), 2.93 (t, J = 6.9 Hz, 2H).
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3.3.8 Clorhidrato de N-bencil-3,4-metilendioxifeniletilamina (2a)

oo L

Polvo blanco (37 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d 9.66 (s, 2H),
7.60 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 6.0 Hz, 3H), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.70 (d, J
= 7.9 Hz, 1H), 5.99 (s, 2H), 4.14 (s, 2H), 3.15 — 3.01 (m, 2H), 3.01 — 2.87 (m, 2H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) d 147.38, 145.97, 132.05, 130.99, 130.10, 128.81,
128.57, 121.59, 108.96, 108.35, 100.84, 49.79, 47.61, 30.98.

3.3.9 Clorhidrato de 2-hidroxibencil-3,4-metilendioxifeniletilamina (2b)

Polvo blanco (95 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.63 (s, 2H),
7.60 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.70 (d, J
= 7.9 Hz, 1H), 5.99 (s, 2H), 4.14 (s, 2H), 3.15 — 3.00 (m, 2H), 3.00 — 2.83 (m, 2H).

3.3.10 Clorhidrato de 2-metoxibencil-3,4-metilendioxifeniletilamina (2c)
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Polvo blanco (71 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.28 (s, OH),
9.03 (s, OH), 7.58 — 7.44 (m, 1H), 7.41 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
6.99 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 6.70 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.98 (s,
2H), 4.10 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.14 — 3.00 (m, 2H), 3.00 — 2.84 (m, 2H).

3.3.11 Clorhidrato de N-bencil-4-hidroxi-3-metoxifeniletilamina (3a)

JIT

Polvo blanco (61 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9.62 (s, 2H),
8.91 (s, 1H), 7.60 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 7.54 — 7.29 (m, 3H), 6.85 — 6.69 (m, 2H), 6.61
(d, J =8.0 Hz, 1H), 4.14 (s, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.15 — 3.01 (m, 2H), 2.99 — 2.84 (m,
2H).

3.3.12 Clorhidrato de 2-hidroxibencil-4-hidroxi-3-metoxifeniletilamina (3b)

o) N
®
O
HO
Polvo blanco (70 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d 10.30 (s, 1H),
9.19 (s, 2H), 8.90 (s, 1H), 7.43 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.23 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.01 (d,
J=8.1Hz, 1H), 6.84 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.61

(d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.09 (s, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.13 — 2.99 (m, 2H), 2.97 — 2.82 (m,
2H).
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3.3.13 Clorhidrato de 2-metoxibencil-4-hidroxi-3-metoxifeniletilamina (3c)

o) N
D/\/@
o)
HO -
Polvo blanco (46 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) d 9.34 (s, 2H),
8.93 (s, 1H), 7.53 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.41 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 6.99 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 6.80 (s, 1H), 6.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.61 (d, J = 8.0

Hz, 1H), 4.11 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.16 — 3.00 (m, 2H), 2.99 — 2.81 (m,
2H).

3.3.14 Bromhidrato de N-bencildopamina (DA-NB)

HOD/\/N
HO

Polvo blanco levemente gris (87 % de rendimiento). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
0 8.95 (s, 3H), 8.83 (s, OH), 7.53 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 7.48 — 7.35 (m, 3H), 6.68 (d, J

= 8.0 Hz, 1H), 6.61 (s, 1H), 6.47 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.18 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.14 —
2.98 (m, 2H), 2.86 — 2.73 (m, 2H).
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4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Determinacién de afinidad por desplazamiento de radioligando

Es importante mencionar que los ensayos fueron realizados por el grupo de

investigacion a cargo de José Brea, del Centro de Investigacion en Medicina

Molecular y Enfermedades Crénicas (CiMUS) de la Universidad de Santiago de

Compostela.

Se realizaron los ensayos biologicos de afinidad por desplazamiento de

radioligando para las moléculas que se encuentran dibujadas a continuacion

(Figura 5).

® 0O
O:©/\/NH3CI
o

2

S}
Cl
e
N
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Cl
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DA-NB

3b
S
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(0]
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Figura 14: Resumen de moléculas ensayadas.
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hD;

hD>

Compuesto % despl. 10 yM % despl. 10 uM
1 1.31+£0.015 9.34+ 151
la 1.19+2.57 9.56 + 7.97
1b 5.59 £ 2.37 1146 + 1.34
1c 7.42 £ 1.37 20.94 £ 0.00
2 12.75+5.19 5.58 + 3.23
2a 15.88 + 1.66 21.51+0.19
2b 15.56 + 4.33 20.94 + 4.55
2c 20.18 + 0.55 25.49 + 4,55
3 28.75+7.50 22.27+7.78
3a 13.18 + 0.18 27.96 £+ 5.12
3b 17.71 + 0.60 17.53 +5.69
3c 8.52 + 0.05 23.79 + 3.98
DA-NB 18.97+1.31 34.98 + 6.83

Tabla 3: Porcentajes de desplazamiento de radioligandos de receptores hD; y hD; de
dopamina por los compuestos ensayados a una concentracion 10 uM.

Los resultados de estos ensayos muestran que las afinidades de los compuestos
por los dos tipos de receptores de DA (D1 y D2) son demasiado bajas para
determinar valores confiables de ICso 0 de Ki. Sin embargo, de acuerdo con la
hipotesis planteada (que la N-bencilacibn mejoraria la actividad de estas
moléculas), se observa en las series 1 y 2 una tendencia hacia un aumento de la
afinidad por ambos receptores a lo menos con la N-sustituciébn por un grupo 2-
metoxibencilo, no asi en la serie 3. La N-bencildopamina (DA-NB) es claramente
mas afin que su analogo 3,4-dimetoxilado (1a) y posiblemente un poco mas que 2a
y 3a, especialmente en el receptor hD2. Aunque seria interesante evaluar los
analogos de dopamina con grupos N-2-hidroxi- y N-2-metoxibencilo, su preparacion

involucraria etapas de sintesis que no fueron previstas para este trabajo de tesis.
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Sin embargo, recordando que la idea fue imitar los NBOMes, se ensayaron los

compuestos frente a los receptores 5-HTo2.

h5-HT2a h5-HT2s h5-HT2c
Compuestos % despl. 10 uM K (UM) % despl. 10 Ki (UM) % despl. 10 K (UM)
UM UM

1 -4.33 = 7.07 - 46.05 + 2.18 - 38.36 + 3.88 -

la 28.42 £ 4.26 - 76.45+£0.74 154+0.11 56.13+4.09 -

1b 69.70+0.21 2.12+0.21 95.87+£040 0.39+0.02 7553+1.84 1.34+0.39

1c 70.53+2.70 091+0.12 97.72+0.92 0.25+0.01 79.21+0.61 0.74+0.08

2 17.71+2.29 - 93.79+0.74 0.35+0.08 82.27+1.63 0.79%0.09

2a 65.95+0.21 1.12+0.33 99.44+0.27 0.17+0.01 95.96+1.84 0.41+0.07

2b 66.99+1.04 1.17%+0.35 98.80+0.03 0.13+0.006 93.30+ 1.64 0.34 +0.05

2c 91.11+291 0.21+0.03 101.8+0.10 0.03+0.001 98.41 +0.20 0.13 +0.03

3 13.14+£0.21 - 27.07 £0.27 - 43.46 £ 041 -

3a 28.63 + 2.60 - 52.77 + 1.65 - 51.23 £ 0.00 -

3b 63.04 £ 0.42 - 72.79+2.79 3.03+0.33 56.94+9.40 -

3c 62.52 £+ 0.10 - 80.52+1.44 1.68+0.19 64.30+3.23 2.13+0.47
DA-NB 29.77 £ 6.44 - 40.71+1.34 - 49.80 £ 2.25 -

Tabla 4: Porcentajes de desplazamiento de radioligandos de receptores h5-HT, de serotonina por
los compuestos ensayados a una concentracion 10 uM y sus constantes de inhibicion (Ki) en los
casos en que se pudieron calcular.

Asi se encontré que la N-bencilacion aumenta apreciablemente las afinidades y

este efecto es claramente mayor con el grupo N-2-metoxibencilo. Ademas, como es

posible apreciar en el esquema, las afinidades de los compuestos por los tres

subtipos de receptores 5HT2 aumentan al contar con los grupos 2-hidroxi- o 2-

metoxibencilo y son mayores que el del grupo bencilo sin oxigenar, aunque

similares entre si. Esta tendencia ya habia sido descrita en la serie de compuestos

NBOMes. Algunas de estas afinidades llegan a ser potencialmente interesantes,
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especialmente por el “antitarget” 5-HT2g, aunque son bajas en relacién con las de
los NBOMes. Tal como se observa en la serie de N-BOMes, practicamente no hay

selectividad entre los receptores 5-HT2a y 5-HT2c.

Estos resultados sugieren estudios funcionales, primero para conocer el caracter
agonista total, parcial o potencialmente antagonista en cada uno de los subtipos y
después, posiblemente, estudios de selectividad funcional. También estudios de
modelamiento molecular para tratar de racionalizar estos datos y compararlos con
los de los NBOMes. Los leves aumentos de las afinidades por receptores D1y D2
sefalan una diferencia significativa entre los sitios que ocupan los grupos N-bencilo
en estos receptores y en los 5-HT2, diferencia que se podra explorar mediante la
introduccién de otros sustituyentes. Resolver los detalles moleculares de las
interacciones ligando-receptor también proporcionard una vision general de las
diferentes formas en que los GPCR se activan con agonistas (totales o parciales) y
se desactivan con antagonistas, y cOmo estos eventos moleculares se traducen en

una respuesta celular que pueda producir un resultado clinico particular.
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5 CONCLUSIONES

De acuerdo con todo lo descrito en este trabajo, es posible destacar los siguientes

puntos:

1.- Utilizando metodologias sintéticas clasicas que involucran solo 3 pasos, se pudo
obtener un total de 13 derivados finales, de los cuales 2 no eran conocidos,

pertenecientes a cuatro familias de compuestos para su evaluacion biolégica.

2.- Se ensayaron los 13 compuestos, en diferentes lineas celulares para determinar
sus afinidades por los receptores humanos de dopamina D1 y D2 y de serotonina 5-
HT2a, 5-HT28 y 5-HT2c. La literatura cientifica no consigna datos de afinidad por

estos receptores para ninguno de estos compuestos.

3.- No se realizaron estudios funcionales para ninguno de los compuestos debido a
gue sus afinidades son casi todas mucho menor que las esperadas para que

tuvieran algun interés aplicado.

4.- Se obtuvieron afinidades con valores de Ki submicromolares para algunos
compuestos, lo que podria alentar nuevas sintesis para ensayos en el campo

serotonineérgico.

Del conjunto de resultados se concluye la debilidad de la hip6tesis inicial de que la
N-bencilacibn de anélogos de dopamina aumentaria de manera importante su
afinidad por receptores D1y D2, como sucede en los receptores serotoninérgicos 5-
HT2 al modificar de la misma manera compuestos de la serie 2CX (2,5-dimetoxi-4-
X-feniletilaminas). No obstante, en algunos casos se observa un leve aumento de la
afinidad que sugiere la posibilidad de que otros sustituyentes en el atomo de
nitrégeno basico podrian favorecer mucho mas la interaccion con los receptores.

Quedan pendientes la sintesis y el ensayo bioldgico de derivados catecélicos de
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dopamina que se esperaria que interactuaran mas eficazmente con el sitio

ortoestérico de estos receptores.
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7 ANEXOS

7.1 Ensayos de afinidad por desplazamiento de radioligando

7.1.1 Receptor humano D1

Los experimentos de unién competitiva al receptor de dopamina D1 se llevaron a
cabo en una placa de polipropileno de 96 pocillos. En cada pocillo se incubaron 12
Mg de membranas de la linea celular CHO-K1 D1 comprada a PerkinElmer (ES-
172-M4000UA, lote: 2296965, concentracion de proteina = 4000 pg/mL), junto con
[FBH]SCH23390 0.7 nM (83.2 Ci/mmol, 1 mCi/mL, Perkin Elmer NET930250UC), los
compuestos a estudiar o el compuesto utilizado como estandar. La unién no
especifica se determind en presencia de butaclamol 1 uM (D033, Sigma Aldrich).
La mezcla de reaccion (Vt: 250 pl/pocillo) se incubd a 27 °C durante 60 minutos,
luego se transfirieron 200 pL a una placa de 96 pocillos GF/C (Millipore, Madrid,
Espafia) pretratada con PEI 0,5 % y tampon de ensayo (Tris-HCI 50 mM, MgClz 5
mM, pH = 7,4). Luego, se filtré y se lavo cuatro veces con 250 ul de tampdn de
lavado (Tris-HCI 50 mM, pH = 7,4), antes de agregar 30 puL de Universol. La
medicion final se realizd6 en un contador de centelleo beta de microplacas

(Microbeta Trilux, PerkinElmer, Madrid, Espafia).

7.1.2 Receptor humano D2

Los experimentos de unién competitiva al receptor de dopamina Dz se llevaron a
cabo en una placa de polipropileno de 96 pocillos. En cada pocillo se incubaron 10
png de membranas de la linea celular CHO-D2 # S20 previamente preparada (Lote:
A003 / 22-07-2015, concentracion de proteina = 4185 pg/mL), junto con
[*H]espiperona 0,15 nM (78.8 Ci/mmol, 1 mCi/mL, Perkin Elmer NET1187250UC),
los compuestos a estudiar o el compuesto utilizado como estandar. La unién no
especifica se determind en presencia de sulpirida 10 uM (S8010, Sigma Aldrich).
La mezcla de reaccion (Vt: 250 pl/pocillo) se incub6 a 25 °C durante 120 minutos y
luego se transfirieron 200 pL a una placa de 96 pocillos GF/C (Millipore, Madrid,
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Espafia) pretratada con PEI 0,5 % y tampdn de ensayo (Tris-HCI 50 mM, NaCl 120
mM, KCI 5 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, pH = 7,4). La mezcla de reaccion se
filtré y se lavd cuatro veces con 250 ul de tampdn de lavado (Tris-HCI 50 mM, NacCl
al 0,9 %, pH 7,4), antes de agregar 30 pl de Universol. La medicion final se realizé
en un contador de centelleo beta de microplacas (Microbeta Trilux, PerkinElmer,

Madrid, Espafia).

7.1.3 Receptor humano 5-HT2a

Los experimentos de union competitiva al receptor de serotonina 5-HT2a se llevaron
a cabo en una placa de polipropileno de 96 pocillos. En cada pocillo se incubaron
80 ug de membranas de la linea celular CHO-5-HT2A previamente preparada en el
mismo laboratorio (concentracion de proteina = 4910 pjg/mL), junto con
[*H]ketanserina 1 nM (47.3 Ci/mmol, 1 mCi/mL, Perkin Elmer) y los compuestos a
estudiar o el compuesto utilizado como estandar. La union no especifica se
determind en presencia de metisergida 1 uM (M137, Sigma Aldrich). La mezcla de
reaccion (Vt: 250 pl/pocillo) se incubé a 37 °C durante 30 minutos, luego se
transfirieron 200 puL a una placa de 96 pocillos GF/B (Millipore) pretratada con un
PEI 0,5 % y tampdn de ensayo. (Tris-HCI 50 mM, pH = 7,4). Luego, se filtrd y se
lavé seis veces con 250 ul de tampdn de lavado (Tris-HCI 50 mM, pH = 6.6), antes
de agregar 30 pL de Universol Final. La medicién final se realiz6 en un contador de

centelleo beta de microplacas (Microbeta Trilux, PerkinElmer).

7.1.4 Receptor humano 5-HT2s

Los experimentos de unidon competitiva al receptor 5-HT2s se llevaron a cabo en
una placa de polipropileno de 96 pocillos. En cada pocillo se incubaron 20 ug de
membranas de la linea celular CHO K1-5-HT2B preparada en el mismo laboratorio
(concentracion de proteina = 2775 upg/mL), junto con [*H]LSD 0,8 nM (82.9
Ci/mmol, 1 mCi/mL, Perkin Elmer), los compuestos a estudiar o el compuesto

utilizado como estandar. La unidon no especifica se determiné en presencia de
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serotonina 10 uM (H9523; Sigma Aldrich). La mezcla de reaccion (Vt: 250 ul/pocillo)
se incubo a 37 °C durante 30 minutos, luego se transfirieron 200 pL a una placa de
96 pocillos GF/C (Millipore) pretratada con un PEI 0,5 % y tampon de ensayo (Tris-
HCI 50 mM, &cido ascérbico al 0,1 %, CaCl2 4 mM, pH = 7,4). Luego, se filtrd y se
lavé cuatro veces con 250 pl de tampoén de lavado (Tris-HCI 50 mM, pH = 7,4),
antes de agregar 30 pL de Universol. La medicion final se realiz6 en un contador de

centelleo beta de microplacas (Microbeta Trilux, PerkinElmer).

7.1.5 Receptor humano 5-HTzc

Los experimentos de union competitiva al receptor 5-HTzc se llevaron a cabo en
una placa de polipropileno de 96 pocillos. En cada pocillo se incubaron 3 pg de
membranas de la linea celular HeLa-5-HT2C preparada en el mismo laboratorio
(concentracion de proteina = 2014 pg/mL), junto con [*H]mesulergina 1.25 nM (84.7
Ci/mmol, 1 mCi/mL, Perkin Elmer), los compuestos a estudiar o el compuesto
utilizado como estandar. La unidn no especifica se determiné en presencia de
mianserina 1 uM (M2525, Sigma Aldrich). La mezcla de reaccién (Vt: 250 ul/pocillo)
se incub6 a 37 °C durante 30 minutos, luego se transfirieron 200 pL a una placa de
96 pocillos GF/C (Millipore) pretratada con PEI 0,5 % y tampdn de ensayo. (Tris-
HCI 50 mM, pH = 7,4). Luego, se filtré y se lavo cuatro veces con 250 pul de tampdn
de lavado (Tris-HCI 50 mM, pH = 6.6), antes de agregar 30 uL de Universol. La
medicion final se realiz6 en un contador de centelleo beta de microplacas

(Microbeta Trilux, PerkinElmer).
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7.2 Espectros de RMN de las moléculas sintetizadas
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