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Tiene cable para lampara?...Paralelo?...No, paralampara!

(Journal of life, (08)-06, 1972)

il



RESUMEN

El trabajo realizado consistié principalmente en la sintesis de una extensa serie de
moléculas, con un patrén conteniendo a la estructura basica de una feniletilamina con
diversos sustituyentes sobre el anillo aromatico, y su evaluaciéon como inhibidores de la
enzima monoamino oxidasa (MAQ), para evaluar los requerimientos estructurales de este
tipo de moléculas como inhibidores de esta enzima.

Estos derivados incorporaron sustituyentes de diversa naturaleza en distintas
posiciones del anillo aromatico. Principalmente se trabajo cambiando el sustituyente
unido a un azufre en posicion para con respecto a la cadena lateral aminada. El largo de
la cadena se vari6 tomando en cuenta: posibles limitaciones estéricas en la interaccion
con el sitio activo de la enzima asi como también grados de lipofilia, factor importante al
momento de atravesar membranas lipidicas y de establecer interacciones hidrofobicas con
la proteina. Otras variaciones incluyeron la introduccién de grupos metilos y etilos en el
carbono-o. de la cadena lateral. Finalmente en la mayoria de los casos se metilo el
nitrégeno aminico con el fin de comparar las propiedades farmacoldgicas de los
compuestos N-metilados con los de las aminas primarias analogas.

Las rutas sintéticas empleadas constituyeron extensiones de aquellas que se
encontraron en la literatura cientifica, en particular la ruta correspondiente a los
compuestos de la familia 2-(4-alquiltio-2,5-dimetoxifenil)-etilaminas. No obstante, con
aquellas familias de compuestos para las cuales no se contaba con informacion previa fue
necesario plantear nuevos enfoques sintéticos para la final obtencion de los productos.

Estos compuestos fueron evaluados como inhibidores de ambas isoformas (A y B)
de la MAO. Ninguno de los compuestos evaluados tuvo una actividad IMAO-B
interesante, por lo tanto, se abandond la posibilidad de obtener potenciales farmacos
antiparkinsonianos.

Sin embargo, en la mayoria de los casos se obtuvieron valores muy sobresalientes

de inhibicion de MAO-A. En el caso de los derivados con patrén de sustitucion 2,4,5, la
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mayor inhibicion se alcanz6 con el grupo n-propiltio en la posicion para del anillo
aromatico. En esta serie se destaca un importante aumento en la potencia inhibidora en
los compuestos N-metilados.

Mas aln, la familia de los compuestos con patrén de sustitucion 2,4,6 presento los
compuestos de mayor potencia IMAO-A alcanzando valores de ICsy en el rango
nanomolar. Se suma a lo anterior que estos compuestos resultaron ser tambien
reversibles y selectivos, caracteristicas esenciales a la hora de disefiar posibles nuevos

farmacos antidepresivos.

Disciplina: Quimica Organica. Subdisciplina: Quimica Médica.



ABSTRACT

This research consisted primarily of the synthesis of an extensive series of
molecules based upon the basic structure of phenylethylamine and their assay as
monoamine oxidase inhibitors, as a way of expanding our knowledge of the structural
requirements for inhibitors of this enzyme.

These compounds bear different kinds of substituents at various positions on the
aromatic ring. The main variations apply to the substituent bonded to a sulfur atom at the
para position with regard to the amine side chain. The length of the alkyl chain was
varied, taking into account possible steric limitations in it’s interaction with the active site
of the enzyme, as well as it’s lipophilicity, a factor important for hydrophobic
interactions involved in crossing lipid membranes and with the target protein itself.
Other modifications include the introduction of methyl and ethyl groups on the carbon a
to the amine on the side chain. Finally, in most cases the nitrogen was also methylated in
order to compare the pharmacological properties of the N-methylated drugs with their
primary amine parent compounds.

The synthetic routes employed were extensions of those found in the scientific
literature, especially the ones leading to compounds belonging to the 2-(4-alkylthio-2,5-
dimethoxyphenyl)-ethylamines family. However, for those families of compounds for
which literature precedents did not exist, it was necessary to develop new synthetic
schemes.

Some of these compounds were assayed as inhibitors of both isoforms (A and B)
of monoamine oxidase, leading to the finding that in the case of the derivatives with the
2,4,5 substitution pattern the strongest inhibition was observed for the compound with an
n-propylthio substituent at the para position. In addition, it was noted that the
N-methylated compounds showed a marked increase in inhibitory potency compared to
their parent compounds.

The family of compounds with the 2,4,6 substitution pattern showed better 1Cs
values than their 2,4,5 counterparts, highlighting the importance of the position of the

substituents on the aromatic ring in the design of these molecules as possible drugs.
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INTRODUCCION

Monoamino-oxidasa, antecedentes generales

La monoamino-oxidasa [Amina: O, oxidoreductasa (desaminante)(conteniendo
flavina) EC: 1.4.3.4] (MAO), es desde hace anos uno de los puntos clave de la
investigacion neuroquimica. Ello se debe por una parte a su implicancia en la regulacion
de los niveles de las aminas biogénicas en el sistema nervioso central y periférico, ya
que es la principal enzima en el metabolismo de neurotransmisores clasicos tales como
serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y dopamina (DA) que aparecen jugando un rol
central en variados desordenes neuroldgicos y psiquidtricos, y en particular por su
relacion, al menos aparente, con una serie de alteraciones neurologicas tan importantes y

poco aclaradas como la depresion y las enfermedades de Parkinson y Alzheimer.

NH,
OH

HO HO NH, HOD/\/NHZ
HO HO

5S-HT

Iz

NA DA

Figura 1: Estructura quimica de los neurotrasmisores serotonina (5-HT), noradrenalina
6 norepinefrina (NA) y dopamina (DA)

La MAO es una flavoproteina integral de la membrana externa de la mitocondria
de las neuronas y células gliales® aunque también se ha detectado una cierta actividad de
MAO en la fraccion microsomal' y citosolica’. Desde los historicos trabajos de
Johnston® se conoce la existencia de dos isoformas de la enzima MAO-A y MAO-B,

diferenciables entre si por su distinta sensibilidad ante inhibidores y sustratos.
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Sumadas al rol de metabolizar neurotransmisores clasicos, hay pruebas de que
la MAO tiene una importante funciéon como destructora de otras varias aminas que se
encuentran en la dieta o se generan en el metabolismo y que producen efectos
indeseables si alcanzan concentraciones suficientemente elevadas, incluyéndose entre

¢stas la tiramina y la triptamina.

NH,

NH,

N
HO N

Tiramina Triptamina H

Figura 2: Estructura quimica de las aminas tiramina y triptamina

Ademas, la MAO es capaz de metabolizar una gran variedad de aminas
primarias, secundarias o terciarias y se podria hablar de otros "sustratos atipicos" de esta
enzima, tales como la 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP), neurotoxina
que es convertida por la MAO-B en su forma activa, el i6n 1-metil-4-fenil-piridinio

(MPP’.

EL MPTP

A principios de la década de los 80 se detectaron en California varios casos de una patologia similar a la enfermedad de
Parkinson en jovenes drogadictos que se habian inyectado una "heroina sintética de composicion desconocida®. Uno de
los productos contaminantes de esta "heroina" resultd ser la N-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridina (MPTP), gue
cuando fue inyectada en monos produjo destruccion

de las neuronas dopaminérgicas y aparicion de

sintomas  virtualmente idénticos a los estados @é o0 0

avanzados de la enfermedad de Parkinson en Eliminacion N MAO-B N
humanos. ﬁ\g — - H
La neurotoxicidad de la MPTP resulta de su EH (O CO,) EH on o
conversion dentro del cerebro en ’ : :
N-metil-4-fenilpiridinino ~ (MPP*) — por  la (nHe,x]::;léﬁcan) MPTP

MAO-B’.  Este catién se acumula en las /Uzo
neuronas dopaminérgicas utilizando el sistema de

transporte de la dopamina’. Una vez en el interior O

de la neurona entra en la mitocondria por difusion O MAO-B

a favor de un gradiente catidnico y frena la sintesis N
de ATP al inbibir la NADH deshidrogenasa del | nf P
complejo I de la cadena respiratoria, produciendo la ‘ H;0 HO" N® )
minerte neuronal . CHs CHs °

MPP MPDP*




Mecanismo de reaccion

La reacciéon de biodegradacion de las monoaminas catalizada por la MAO', y
que genera los correspondientes aldehidos y amoniaco, esta representada en la ecuacion
[1], donde la forma no protonada de la amina es el sustrato real de la enzima y R puede

ser un grupo alifatico o aromatico.

0, + H,0 Hy0, +NH;

R”NH, _ Rko
MAO

Ecuacién 1: Reaccion de metabolizacion de monoaminas por MAO

El paso metabolico anterior, estd seguido de una reaccion catalizada por la
enzima aldehido deshidrogenasa (ADH), generando el metabolito acido estable de cada

monoamina, como lo indica la ecuacion [2]:

NAD" + H,0 NADH +H"
H OH
RS0 — S0
ADH

Ecuacion 2: Reaccion acoplada catalizada por ADH.

Especificidad de sustrato

En 1968 se produjo un punto de inflexion en la investigacion sobre la MAO al
describir Johnston, de acuerdo a criterios farmacoldgicos, la existencia de dos

actividades diferentes englobadas dentro del nombre MAO:

. . 11
La forma A (MAO-A) que tiene como sustrato preferente a la serotonina  y la
noradrenalina, es inhibida selectiva e irreversiblemente por concentraciones

.7 4
nanomolares de clorgilina’.
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La forma B (MAO-B) que tiene como sustrato preferente a la benzilamina'' y
bajas concentraciones de feniletilamina y es selectiva e irreversiblemente inhibida por
concentraciones nanomolares de I-deprenil también llamado selegilina®. La MAO-B es
sensible a clorgilina a concentraciones 1000 veces mas elevadas que la MAO-A, del
orden de micromolar.

Es necesario destacar que, con respecto a los sustratos de MAO-A y MAO-B,
¢éstas no muestran especificidad absoluta. Asi por ejemplo, ambas isoformas exhiben
grados variables de actividad frente a las catecolaminas, en particular la dopamina'®.

A pesar de todo lo expuesto, hoy se sabe que la mayoria de los sustratos, incluso
aquellos a los que se habia calificado de especificos de una de las dos isoformas, pueden

ser metabolizados por ambas a concentraciones mas elevadas que su Km.

Inhibidores de la MAO

Debido a sus potenciales utilidades terapéuticas siempre ha existido un notable
interés en el estudio de los inhibidores de la MAO (IMAOs). De hecho, la investigacion
desarrollada en este campo ha sido uno de los motores que ha impulsado el estudio de
esta enzima. En un primer momento se les adjudico a los IMAOs una clara utilidad en

el tratamiento de la depresion"™">.

No obstante su uso muy difundido, las primeras
generaciones de IMAOs producian una serie de efectos colaterales, encontrandose entre
los més generalizados las crisis hipertensivas (ver cuadro "La iproniazida y el queso").
Sin embargo, a partir del descubrimiento de las isoformas de la MAO se
desarroll6 el interés por producir una nueva generacion de IMAOs, con caracteristicas
reversibles, pero ademas selectivos con respecto a una u otra isoforma de la enzima. Por
otro lado, debido a que las propiedades antidepresivas de los IMAOs han sido
relacionadas a un aumento en la disponibilidad de 5-HT y/o NA'®" es claro que el

interés en la busqueda de nuevos inhibidores reversibles y selectivos esta dirigido a la

isoforma A de la enzima que metaboliza preferentemente estos sustratos. Recientes
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estudios'® indican que el tratamiento repetido con IMAO-A pero no con IMAO-B,
produce un aumento en la eficacia de la neurotrasmision serotoninérgica.

Estas nuevas generaciones de fAirmacos, que inhiben selectiva y reversiblemente
la MAO-A, son capaces de controlar los sintomas de la depresion con limitados efectos
secundarios en la terapia clinica, a diferencia de sus predecesores irreversibles.

La disminucion de las crisis hipertensivas en pacientes se basa en que, en
presencia de un IMAO selectivo para la isoforma A, la amina bioactiva tiramina
presente en la dieta (que es sustrato de las dos isoformas), puede ser metabolizada por la
isoforma libre de inhibicion, en este caso la MAO-B.

Por otro lado, la inhibicion selectiva de la MAO-B por farmacos tales como la
selegilina (I-deprenil) ha demostrado ser una promisoria aproximacion al tratamiento de

la enfermedad de Parkinson®'2.

LA IPRONIAZIDA Y EL QUESO

E/ descubrimiento de las posibilidades de los IMAOs en la terapia antidepresiva y su posterior desarrollo ha tenido una
larga historia con periodos de altas expectativas pero también de grandes decepciones.
Todo comenzd cnando se observd que la iproniazida, droga originalmente propuesta para el o =
tratamiento de la tuberculosis, mostraba unos interesantes efectos secundarios que incluian A
euforia y estados de excitacion. IN.S. Kline (1958), al tratar con esta droga a pacientes G)LN/ \r
depresivos observé que tenia una marcada actividad antidepresiva, resultados corroborados B
por otros grupos y que levaron a la iproniagida a ser comercializada bajo la marca Iproniazida, Marsilid™
registrada Marsilid como el primer antidepresivo moderno. Esto, unido a la demostracion LR

de que la iproniazida era un potente inhibidor de la MAO tanto

i o H in vivo como in vitro, desatd una guerra cientifico-comercial que
| . ~ . .
M, — hizo explotar a finales de los afios cincuenta la denominada
i : e ; .
I % & "primera generacion de IMAOs", gue incluye entre sus mienbros
H” o7

T Tocarboxasida, Marglar® la propia iproniazida, la fenelzina o la isocarboxazida. Todos
(RDER =) (o selectivo) ellos son inbibidores irreversibles e inespecificos de la MAO y
Jueron utilizados como antidepresivos.
A principio de los arios sesenta se comenzaron a detectar pacientes con agudas crisis hipertensivas, en algunos casos
mortales. Estas crisis eran producidas porque la inbibicion de la MAO intestinal favorecia el incremento sanguineo de
aminas procedentes de la dieta, principalmente tiramina, que estimulaban los terminales adrenérgicos produciendo
episodios de fuerte elevacion de la presion sanguinea. Muchos alimentos, sobre fodo aquellos que han sido sometidos a
procesos de fermentacion, son ricos en tiramina. Un ejemplo clasico es el queso, por lo que a estos episodios hipertensivos
se les denomina "efecto queso” (cheese effect). Anderson_y col.” han publicado una buena revision sobre este particular.
E/ efecto queso y la aparicion de otras drogas, como los antidepresivos triciclicos, supusieron la retirada del mercado de
mnchos IMAQOS y el comienzo de un largo periodo de abandono terapéntico. Este abandono fue, sin embargo, relativo
puesto que durante ese periodo se describid la existencia de dos isoformas de la MAO (MAO-A y MAO-B), asi como
que la inhibicion de la forma A era la responsable de los efectos antidepresivos observados en los ajios cincuenta™. De
abi se pasd a la bisqueda de inhibidores de la MAO-A reversibles (los denominados abreviadamente RIMA), gue
pudiesen evitar los indeseables efectos de los primeros IMAOs. Estos RIMA forman la "nueva generacion” que incluye
entre otros miembros la brofaroming’’ y la moclobemida™. En ellos se han depositado grandes esperanzas en la lncha
contra la depresion, una de las enfermedades mentales mads comunes hoy en dia.
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A continuacion, examinaremos brevemente tanto los inhibidores reversibles

como los irreversibles de la MAO.
Inhibidores reversibles

Los inhibidores de este tipo forman complejos con la enzima los cuales pueden
revertirse facilmente, tanto in vitro (dilucidn, didlisis) como in vivo (eliminacion o
metabolismo del inhibidor), al no existir interacciones covalentes entre ambos.

Existen inhibidores reversibles de varios tipos: competitivos, acompetitivos y
mixtos. De todos ellos, los competitivos son los mas comunmente utilizados como
farmacos. Concretamente en los ultimos afios se han realizado considerables esfuerzos
en disefiar inhibidores reversibles especificos de la MAO-A que permitan su utilizacion
como antidepresivos pero evitando los efectos nocivos secundarios, tales como crisis
hipertensivas, hepatotoxicidad, etc. Entre ellos podemos citar, moclobemida,

. : : - 23,24
brofaromina, amiflamina, etc. Para una revision ver Cesura y Pletscher™".

H
N
CHs
o) o
o NH
~ 2
S o T
|
) H ~ 0 HNT
cl
Br

Moclobemida (Aurorix® ) Brofaromina Amiflamina

Figura 3: Ejemplos de inhibidores reversibles selectivos de MAO-A (RIMAs)

Por otra parte, los inhibidores reversibles de la MAO-B son mucho menos
selectivos que los de la MAO-A, quizas debido a diferencias en el centro activo de
ambas isoformas de la enzima segin postularon Fowler y Ross™. Segun los estudios
llevados a cabo con diversos sustratos, parece confirmarse que en el centro activo de la
MAO-A existen una zona hidrofébica y una zona electrofilica, la ultima de las cuales

estaria ausente en el centro activo de la MAO-B. Asi, los inhibidores de la forma A
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presentarian impedimentos estéricos a la hora de unirse a la forma B, pero no a la
inversa, pues los inhibidores de la MAO-B no encontrarian ninguna dificultad para
unirse a la zona hidrofobica que esta presente en ambas formas enzimaticas y, por lo

tanto, serian menos selectivos.

Inhibidores irreversibles

Son compuestos que inhiben la actividad de MAO mediante un mecanismo
denominado "suicida", que pasa primero por la formacion de un complejo no covalente
entre el inhibidor y la enzima (EI), tras lo cual aparece una segunda fase irreversible en
la cual dicho complejo es transformado por la propia enzima para dar lugar a un

complejo covalente (EI*), cuya formacion es dependiente del tiempo.

E+I——=FEl—>EI*

Esta inhibicion no se revierte por dilucion ni dialisis, mientras que in vivo solo se
pueden suprimir los efectos de estos inhibidores por la generacion de nuevas moléculas
de enzima, una vez que el exceso de inhibidor libre ha sido eliminado. En el caso
concreto de la MAO, se ha visto que la vida media de la enzima varia entre los diversos
organos con unos valores entre 2.5-3.5 y 10-13 dias en el higado y cerebro de rata
respectivamente®®. Las diferencias de vida media entre la MAO-A y B en el higado de
rata parecen ser minimas, mientras que en el intestino la MAO-A es recambiada mucho
mas rédpidamente, presentando una vida media de 2 dias frente a los 7.7 dias de la
MAO-B?’. Los ejemplos mas conocidos de inhibidores irreversibles tanto de MAO-A

como de MAO-B, son clorgilina y L-deprenil o selegilina respectivamente.

Cl CHy CHs
O_~_N \/// @/\r N \//
H
o CHs
Clorgilina (IIMA) 1-Deprenil, selegilina (IIMB)

Figura 4: Ejemplos de inhibidores irreversibles selectivos de MAO-A (IIMA) y MAO-B (IIMB)
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El potencial clinico de los IMAOs en diversas patologias psiquidtricas y
neurodegenerativas ha generado una intensa busqueda de moléculas selectivas,
reversibles. Sin embargo, salvo los trabajos realizados por un grupo de investigacion

28'30, no existen hasta ahora referencias

relacionado con la industria farmacéutica
bibliograficas o estudios sobre series moleculares suficientemente extensas y racionales
que permitan extraer conclusiones respecto de los requisitos estructurales de este tipo de
farmacos y que permitan una mejor comprension de los mecanismos moleculares que

regulan la interaccion de la enzima con sustratos e inhibidores.

Feniletilamina (FEA), molécula tipo

La FEA es una estructura quimicamente simple que estd presente en una gran
variedad de moléculas biolégicamente activas de origen natural, tales como
neurotransmisores (catecolaminas), estimulantes centrales (efedrina, catinona) y
alucindgenos (mescalina).

La FEA consta de un anillo bencénico, separado de un grupo amino por dos
atomos de carbono saturados y carece de efectos centrales luego de su inyeccion
sistémica, ya que es rapidamente metabolizada a nivel hepético. Sin embargo, la simple
adicion de un grupo metilo al carbono a de la molécula, como se muestra en la figura 5,
genera la anfetamina (ANF), compuesto resistente al metabolismo enzimatico,
caracteristica que le permite su permanencia en el organismo y que facilita su pasaje al

sistema nervioso central (SNC)*.

NH» NH,

FEA ANF

Figura 5: Estructura quimica de la feniletilamina y anfetamina
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Los derivados de feniletilamina no han dejado de tener importancia en el &mbito
de la quimica médica y/o desarrollo de farmacos®. Es mas, han inspirado la sintesis de
nuevos inhibidores selectivos para cada una de las isoformas de MAO como por
ejemplo amiflamina (MAO-A) y selegilina (MAO-B) entre otros ya mencionados.

En este sentido, se conoce que el sitio de interaccion de la enzima acepta una
amplia gama de estructuras quimicas derivadas de FEA con distintos patrones de

sustitucion. Por lo tanto, el estudio de las FEAs como moléculas “prototipo” es una
poderosa y eficaz herramienta para la exploracion del sitio activo de la enzima y en
consecuencia el desarrollo de nuevos farmacos mas efectivos, seguros y selectivos.

A pesar de lo anteriormente expuesto la informaciéon con que se cuenta con
respecto a modificaciones sistematicas de la molécula de FEA, ya sea en el anillo
aromatico o en posiciones cercanas a él, es escasa y fragmentaria®". Esta es una de las
razones por las cuales se dio inicio a esta investigacion. Nuestro objetivo fue entonces
el desarrollo sintético de una serie de moléculas, analogos estructurales con patron de
referencia correspondiente a la feniletilamina. Las variaciones introducidas incluyeron
tanto la naturaleza de los sustituyentes, como también la posicion de éstos en el anillo
aromatico. M4s aun, se propuso la variacion de la cadena lateral con la introduccion de
grupos metilos y etilos en el carbono o como una manera de estudiar los efectos
estéricos y lipofilicos de éstos con respecto a la actividad inhibitoria de la MAO.
Finalmente, en la mayoria de los casos se metilo el nitrégeno aminico con el fin de
comparar las propiedades farmacologicas de los compuestos N-metilados con los de las
aminas primarias analogas.

Todo lo anterior se hizo para evaluar la hipotesis planteada al inicio de esta
investigacion, en la cual se postula que derivados de FEAs con distintas sustituciones en
el anillo aromatico, en particular andlogos sustituidos en las posiciones 2,4,5 y grupos
alquiltio en la posicion para, diseiados a partir de compuestos recientemente descritos y
que presentan una muy buena actividad farmacologica como inhibidores de la MAO™,
debieran poseer actividad como inhibidores potentes y selectivos de una u otra isoforma
de la MAO. Ademads, a pesar de que no se tenian referencias con respecto al patron de

substitucion 2,4,6, se esperaba que los compuestos que lo incorporaran en sus estructuras
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mantuvieran las caracteristicas de interaccién con la enzima, de forma similar a sus
analogos sustituidos en las posiciones 2,4,5 del anillo aromatico, ya que ambas familias
conservan el patron estructural de feniletilamina, diferenciandose sélo en las posiciones
en las cuales se encuentran ubicados dichos sustituyentes.

Por ultimo, se esperaba que la N-metilacion cambiara significativamente las
propiedades farmacologicas de estas moléculas, ya que se tenian ciertos antecedentes®
en los cuales la adicion de grupos metilo en la amina terminal desfavorecia la
interaccion entre estos compuestos y el sitio de uniéon con la enzima manifestandose en
altos valores de ICsy. Sin embargo, los valores de ICsy obtenidos en los experimentos
bioquimicos, utilizando los compuestos sintetizados en este trabajo mostraron una
tendencia opuesta.

A pesar de que no existe informacion suficiente como para dar una explicacion
satisfactoria a este hecho si se pueden esbozar ciertas caracteristicas fisicoquimicas que
denotan diferencias entre unos compuestos y otros. Estas diferencias serdn estudiadas

con mas detalle en el capitulo de resultados y discusion.

Como informacién complementaria, se realizaron experimentos de afinidad
utilizando radioligandos en receptores de serotonina 5-HT 4, 5-HT2a y 5-HT,¢ debido a
que se ha reportado que algunos de los mejores candidatos como farmacos
antidepresivos (ademds de las IMAO-A), también serian los agonistas o agonistas
parciales del receptor 5-HT ;. Por otro lado, se ha medido con prometedores resultados
que modificaciones en la funcion de los receptores 5-HT»a y 5-HT,¢ producirian efectos
como antidepresivos de largo plazo, reguladores de la temperatura, reguladores de las
funciones sexuales y del suefio. Mas atn, se ha evaluado su acciéon contra los
desordenes obsesivos—compulsivos, y como antibulimicos™. Los resultados
demostraron que compuestos con el patron estructural de feniletilemina y anfetamina
son buenos ligandos de estos receptores, en la mayoria de los casos en concentraciones
nanomolares.

Por otro lado, estudios pioneros en la oxidacion de tiramina o bencilamina sobre

tejidos adiposos revelaron la presencia de MAO y otra amino-oxidasa resistente al
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bloqueo por los inhibidores clasicos de MAO. Esta enzima era inhibida por
semicarbazida, por lo cual fue llamada amino-oxidasa sensible a semicarbazida
(SSA0)***!. Después de esto la presencia de SSAO ha sido validada en ratas y en
humanos®. Recientemente se ha estudiado el aumento de la actividad de SSAO
plasmatica en pacientes con arteriosclerosis, insuficiencia cardiaca al corazon, infarto
cerebral y diabetes™. Especial interés tiene este Giltimo punto ya que se ha reportado que
sustratos de la enzima SSAO en combinacién con muy bajas concentraciones de
vanadato imitan los efectos “tipo insulina” en ratas®*. Esto quiere decir que aumenta
considerablemente el transporte de glucosa. Estos experimentos fueron realizados con
bencilamina como sustrato la cual tiene una Km de aproximadamente 50 pM para esta
enzima. Por lo tanto se ha postulado que sustratos de la SSAO podrian considerarse
como potenciales drogas antidiabéticas. Se realizaron experimentos utilizando esta
enzima, especialmente sobre el compuesto PrNH,, encontrdndose resultados
sorprendentes que abren un sinnimero de proyecciones a futuro. Estos resultados seran

discutidos en detalle mas adelante.
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MATERIALES Y METODOS

QUIMICA

El detalle de las sintesis para cada producto se muestra en el ANEXO 1.

EVALUACION BIOQUIMICA

Metodologia general

A pesar de que existe una serie de métodos para determinar la actividad de
MAO**) la mayoria de ellos presentan limitaciones debidas a problemas de
sensibilidad o selectividad. En esta propuesta se utilizd la técnica de cromatografia
liquida de alta presion con deteccion electroquimica (HPLC-DE), que permite
cuantificar sustratos y metabolitos. Estudios recientes’ han demostrado que éste es un
método sencillo y sensible, con alta selectividad entre ambas isoformas de la enzima y la
posibilidad de detectar simultineamente la desaparicion de substrato y la aparicion de
metabolitos. Esta metodologia elimina los riesgos tanto para el investigador como para
el medio ambiente que implican los trabajos con sustratos radioactivos y ademas reduce

notablemente los costos, permitiendo asi evaluaciones en serie.
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Obtencion de la suspension mitocondrial

Se utiliz6 como fuente de enzima una suspension mitocondrial obtenida de
cerebro de rata®®. Los animales fueron sacrificados por decapitacion y se extrajo el
cerebro descartandose el cerebelo. Posteriormente, el tejido fue homogeneizado en un
homogeneizador Potter-Elvejhem de vidrio y teflon, en 10 mL de una solucion de
sacarosa 0.32 M.

El homogeneizado fue centrifugado a 800 x g (102 RAD) durante 10 minutos a 4
°C. El sobrenadante (conteniendo las mitocondrias) fue centrifugado a 10000 x g
durante 20 minutos a 4 °C. El "pellet" obtenido fue resuspendido en el volumen original
de solucion de sacarosa 0.32 M y se repitio la centrifugacion. El nuevo "pellet" obtenido
fue nuevamente resuspendido en 10 mL de tampon de fosfato de sodio 0.1 My pH 74y

dividido en alicuotas de 1 mL las que se almacenaron congelados a -20 °C.

Determinacion de la actividad de MAQO-A

La actividad mitocondrial de la isoforma A de MAO fue determinada por
HPLC-DE, utilizando como sustrato selectivo serotonina (5-HT).

Para determinar la inhibicion de MAO-A, la mezcla de incubacién consistio en
una solucion de 200 L de tampon de fosfato de sodio a pH 7.4, 50 uL. de 5-HT 25 uM
y el inhibidor a ser evaluado en concentraciones apropiadas (10 a 10™ en la mayoria de
los casos). Esta mezcla se incub6 durante 10 min a 37 °C en un bafio termostatizado con
agitacion constante, con los tubos abiertos. La reaccion comenz6 al agregar 200 uL de
suspension mitocondrial, llegando a un volumen final de 500 puL y se detuvo al agregar
200 uL de HC1O4 1M. La mezcla se centrifugd a 15000 x g durante 5 minutos a 4 °C y
50 uL del sobrenadante se inyectaron en el cromatdgrafo. Las condiciones

cromatograficas se describen mas adelante.
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Determinacion de la actividad de MAO-B

La actividad mitocondrial de la MAO-B fue determinada por HPLC-DE,
utilizando como substrato selectivo 4-dimetilaminofeniletilamina®’ (DMAPEA).

En los experimentos de inhibicion de MAO-B, la mezcla de incubacion consistio
en 105 pL de solucién tampon de fosfato de sodio a pH 7.4; 100 uL de solucion de
aldehido deshidrogenasa (1mg/5mL) y 100 uL de B-nicotinamida dinucledtido (B-NAD
16.5mg/5mL), 25 puL de solucion de DMAPEA 100 uM, 50 pL del inhibidor a ser
evaluado a concentraciones apropiadas (en general se utilizaron concentraciones 10™ a
107 uM) y 120 pL de la suspensiéon mitocondrial.

La reaccion enzimatica fue iniciada al agregar la suspension mitocondrial. Las
mezclas fueron incubadas por 8 minutos a 37 °C en un bafio con agitacion constante en
tubos abiertos. La reaccion fue detenida al agregar 200 uL HCIO4 1M. La mezcla se
centrifugd a 15000 x g durante 5 minutos a 4 °C y 50 uL del sobrenadante se inyectaron

en el sistema de HPLC. Las condiciones cromatograficas se describen a continuacion.

Condiciones cromatograficas
Previo a cada experimento se inyectd en el cromatografo una solucidon estandar

que contenia cantidades conocidas de cada una de las sustancias a medir.

MAO-A: Para el andlisis de las muestras se utiliz6 una columna LichroCART C;s3 (ODS
250 mm x 4.0 mm, USA) un detector amperométrico (Merck-Recipe L3500A) equipado
con un electrodo de trabajo de carbono vitreo y un cromato-integrador (Merck-Hitachi
D2500). El flujo de la fase movil fue de 1 mL/min y su preparacion fue la siguiente
(para un volumen de 500 mL): se disolvieron en agua de calidad para HPLC 15.75 g de
acido citrico y se afor6 hasta llegar a un volumen de 445 mL; se agreg6 suficiente NaOH
12.0 M para alcanzar un pH = 3.0, se adicionaron 100 mg de SOS y la solucion se agitd

por unos minutos. La solucién se filtré en un sistema de microfiltro utilizando papel de
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poro de 0.2 um, el matraz se tapd y se dejo al vacio por aproximadamente 20 minutos,
se filtr6 nuevamente a través de una frita de poro N° 5 pasando la solucion a la
correspondiente botella, se tapo y se dejo al vacio por otros 20 minutos. Se verifico la
ausencia de burbujas sonicando la solucion por un minuto. Una vez desgasada la fase
movil se adicionod lentamente y por las paredes 35 mL de ACN y 20 mL de THF, ambos
de calidad para HPLC. La sensibilidad del detector se ajust6 en 50 nA, y el potencial de
oxidacion del electrodo de trabajo fue fijado a 0.75 V frente a un electrodo de referencia
de Ag/AgCl. Todas las medidas se realizaron por triplicado, dando cuenta del error
“intra-dia”. Los experimentos se realizaron por lo menos tres veces en dias distintos,
utilizando suspension mitocondrial de diferentes animales, dando cuenta asi del error
“inter-dia”.

La figura 6 muestra los picos cromatograficos obtenidos por HPLC-DE para un
experimento de IMAO-A usando 5-HT como sustrato. El primer cromatograma
corresponde al experimento control que se realizdé sin inhibidor y con una cantidad
estandarizada de substrato (los blancos se realizaron sin suspension mitocondrial). Las
alturas de los picos cromatograficos de 5-HT y su metabolito principal, el acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) fueron utilizadas para calcular la actividad de la
MAO-A. El segundo cromatograma corresponde al experimento en presencia de una
sustancia que resultd ser inhibidora de esta isoforma de la enzima. Por lo tanto la
enzima se ve inhibida de metabolizar el sustrato, por lo cual el pico correspondiente al

metabolito no se distingue de la linea base.

5-HT

S-HT

5-HIAA

" ﬁ@L
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Figura 6: Ejemplo de un cromatograma para un IMAO-A
a) situacion control y b) IMAO-A
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Todos los valores de ICsyp de MAO (A y B), fueron calculados con respecto al

control a partir de la ecuacién 3 y las curvas de inhibicin construidas utilizando el

programa Graph Pad Prism 3.0.

% Inhibicion =100 _UD)*100]
[control]
Ecuacién 3: Ecuacion para la obtencién de las ICs,

MAQO-B: Para el andlisis de las muestras se utilizé una columna Macrosphere Su RPCig
(ODS 250 mm x 4.0 mm, USA), un detector amperométrico (Merck-Recipe L3500A)
equipado con un electrodo de trabajo de carbono vitreo y un cromato-integrador
(Merck-Hitachi D2500). El flujo de la fase movil fue de 1 mL/min y su composicion fue
la siguiente (para un volumen de 500 mL): 15.75 g de acido citrico, 469 mL de agua de
calidad para HPLC, suficiente NaOH 12.0 M para alcanzar un pH = 3.0, 100 mg de
SOS, 23 mL de ACN y 8 mL de THF, tomando las precauciones ya descritas para
desgasar. La sensibilidad del detector se ajustd en 50 nA, y el potencial de oxidacién del
electrodo de trabajo fue fijado a 0.75 V frente a un electrodo de referencia de Ag/AgCl.

En la figura 7 se muestran ejemplos de los cromatogramas obtenidos en las
mediciones de un supuesto inhibidor de la MAO-B. El primer cromatograma
corresponde al experimento control, en el cual no se incluy6 el “inhibidor” y sélo
presenta los picos correspondientes al sustrato DMAPEA y su principal metabolito el
acido 4-dimetilaminofenilacético (DMAPAA). El compuesto resulto ser no inhibidor de

la MAO-B, por lo tanto, el pico correspondiente al metabolito se conservd intacto.

DMAPEA
DMAPEA

DMAPAA

Figura 7: Ejemplo de un cromatograma para un supuesto IMAO-B
a) situacién control y b) resultado del experimento
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Determinacion de la reversibilidad en la inhibicion de la enzima.

Se consideré una muestra representativa de moléculas para la realizacion del
estudio de reversibilidad. Estas fueron elegidas de acuerdo a los distintos patrones de
substitucion aromatica.

La reversibilidad del proceso inhibitorio para MAO-A fue estudiada mediante la

incubacién de la enzima con el inhibidor y el posterior lavado repetido de la suspension

mitocondrial (SM). Las mezclas fueron incubadas por 10 minutos a 37 ©C con las
drogas a evaluar en concentraciones apropiadas. Las preparaciones fueron
posteriormente lavadas tres veces con 500 puL. de tampén de fosfato de sodio 0.1M y pH
7.4 (centrifugando y resuspendiendo cada vez). La SM se resuspendidé finalmente en
450 pL de buffer y se incubd por 10 minutos con 50 uL de sustrato. La actividad de
MAO fue medida en las mismas condiciones descritas previamente. En los
experimentos control el inhibidor fue reemplazado por un volumen igual de buffer y se

procedid de la misma manera.

Efecto de la preincubacion de la enzima con el inhibidor.

Dado que las moléculas estudiadas son derivadas de fenilisopropilamina, fue
necesario estudiar si la inhibicion observada era dependiente del tiempo de interaccion
enzima-inhibidor. Esto se debe a que algunos IMAO irreversibles, tales como /-deprenil
o clorgilina presentan una clara dependencia del tiempo respecto de su capacidad
inhibitoria, lo que implica que luego de una preincubacioén con la enzima, la potencia
inhibitoria es significativamente mayor®. Si bien estos IMAO irreversibles incorporan
en sus estructuras grupos que forman enlaces covalentes con la enzima y estos grupos no
estan presentes en los compuestos aqui presentados, se considerd necesario realizar estos

experimentos.



18
Por otro lado, estos estudios permitieron verificar la calidad de posibles
sustratos de algunas de las moléculas estudiadas. Asi, un compuesto que sea sustrato de
la enzima generara un perfil de accion similar al de un inhibidor (ya que compite con el
sustrato por el sitio activo). En este caso, luego de la preincubacion y debido al
metabolismo del sustrato por la MAO, su efecto como “inhibidor” debiera ser mucho
menor, mientras que el efecto de un inhibidor “clasico” no debiera disminuir luego de
preincubarlo con la enzima.
Este ensayo fue realizado mediante la preincubacion por 30 minutos a 37 °C de
200 pL de buffer de fosfato de sodio 0.1M y pH 7.4, 50 uL de droga en concentraciones
apropiadas y 200 pL de suspension mitocondrial. Después de incubar durante 30
minutos se agregaron 50 uL de serotonina y la mezcla se incubd por 10 minutos
adicionales. La actividad de MAO fue medida en las mismas condiciones descritas
previamente. Los experimentos control se realizaron sin preincubacion, con lo cual se

asegura que la inhibicion corresponde a los valores medidos con anterioridad.

Ensayos de afinidad utilizando radioligandos en receptores de serotonina 5-HT; A57,

5-HT;4 y 5-HTyc.

Para determinar las afinidades de los compuestos por estos subtipos de receptores
se utilizaron células de ovario de hamster chino (CHO) o de fibroblasto NIH3T3
transfectadas para expresar el receptor serotoninérgico deseado. La Bpax de los
receptores en las células GF-6 (receptor 5-HT»a de rata), en las células CHO (receptor
5-HT ;A humano) y P® (receptor 5-HT,c¢ de rata) fue de 5000 fmol/mg.

Los ensayos de afinidad fueron llevados a cabo en un volumen total de 500 pL
utilizando los ligandos radiactivos [*H]-ketanserina (63.3 Ci/mmol) para el receptor
5-HTya; [3H]—mesulergina (82.7 Ci/mmol) para el receptor 5-HTyc y [’H]-80H-DPAT
(129.0 Ci/mmol) para el receptor 5-HT;s. La afinidad no especifica, que representa

todas las uniones excepto las uniones con el receptor, fue definida como Ia
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radioactividad medida en la presencia de ligandos “frios” cinanserina (50 pL, 10 uM)
para el receptor 5-HT»a, mianserina (50 pL, 10 pM) para el receptor 5-HTyc y
serotonina (50 puL, 10 puM) para el receptor 5-HT;a. Para medir la afinidad total se
agrego agua bi destilada a la celda de reaccion.

Las células conteniendo los receptores fueron resuspendidas en buffer (50 mM
Tris, 0.5 mM EDTA, 10mM MgCly; pH 7.4) y 50 uL de esta suspension fue agregada a
cada celda que ya contenia 350 pL de buffer (50 mM Tris, 0.5 mM EDTA, 10mM
MgCl,; pH 7.4), 50 puL del correspondiente radioligando (50 pL, 2.5 nM) y 50 uL del
compuesto correspondiente en distintas concentraciones.

La reaccion fue llevada a cabo a 25 °C por 60 minutos y terminada por filtracion
rapida empleando un equipo Packard 96-well harvester con GF/B Uni-filters (Packard
instrument Corp.). El equipo fue previamente lavado con buffer frio (10mM Tris, 154
mM NaCl) durante 30 minutos. Los filtros utilizados fueron previamente incubados por
30 minutos con 0.3% PEI (polietilenimina) y después de filtrar se dejaron secando por
24 horas tras lo cual fue agregado microscint-O (Packard instrument Corp.). La
radioactividad fue medida utilizando un equipo TopCount scintillation counter (Packard

instrument Corp.). Los datos fueron analizados con el programa Graph Pad Prism 3.

Ensayos de inhibicion utilizando un método radioquimico para MAO-A, MAO-B y
SSAO.

La actividad de la MAO (A y B) fue determinada radioquimicamente por el
método de Fowler y Tipton®. En este método se utilizan sustratos marcados con '*C y
la sensibilidad que se consigue es muy elevada.

Para determinar la actividad de SSAO se utilizé el mismo método pero debido a
que el sustrato usado (Bz* = ['*C]bencilamina) para caracterizar esta actividad, también
es sustrato de la MAO-B, previamente se inhibi6 la actividad de MAO-B incubando la

suspension mitocondrial con deprenil 1mM durante 30 min a 37 °C.
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Los sustratos radiactivos utilizados para MAO-A, MAO-B y SSAO fueron
sulfato de 5-hidroxi [cadena lateral 2-14C]triptamina creatinina (5-HT*; 100 uM; 2.5
pCi/mmol) obtenida de Amersham (Amersham, U.K.), clorhidrato de
[etil-1-'*C]feniletilamina (PEA*; 20 uM; 2.5 pCi/mmol) obtenida de New England
Nuclear (Stevenage, U.K.) y clorhidrato de [7-'*C] bencilamina (Bz*; 50 uM; 2.5
pCi/mmol) (Amersham, U.K.) respectivamente. A estas concentraciones los sustratos
son selectivos para cada enzima, con la salvedad mencionada para SSAO®.

Se realizaron ensayos a t = 0 min (sin preincubaciéon) y t = 30 min (con
preincubacion), para de esta manera verificar si hay inhibicion dependiente del tiempo y
ademads contar con alguna pista sobre posibles roles de estas moléculas como sustratos
de estas enzimas.

El procedimiento utilizado en los ensayos de t = 0 min consistié en agregar la
enzima al tubo que ya contiene el inhibidor y el sustrato, dejando incubar por 30
minutos, tras lo cual la reaccién se termind agregando acido citrico y el producto
formado se separa y su concentracion se mide mediante un contador de centelleo
liquido. Esta separacion se realiza a pH acido en presencia de un solvente organico, al
que pasa el producto, mientras que la amina que funciona como sustrato, cargada
positivamente en estas condiciones, permanece en la fase acuosa. EIl procedimiento
utilizado en el ensayo de t = 30 min consistid en preincubar el inhibidor y la enzima
durante 30 minutos, agregando después de este tiempo el sustrato e incubando
nuevamente por 30 minutos. La separacion y conteo del producto se realizaron de la
misma manera anterior.

En este trabajo se utilizaron tubos de plastico de fondo plano, de 5 mL de
capacidad. La incubacion de la enzima y el sustrato se realizé en un bafio a 37°C con
agitacion constante. La mezcla de reaccion contenia:

Ensayo a t = 0 min:

160 pL de tampon de fosfato de potasio, 50 mM, pH 7.2

25 uL de sustrato (1*C)

20 pL de inhibidor a distintas concentraciones

20 pL de suspension mitocondrial (200pg)
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Esta mezcla se incubd por 30 minutos en el caso de 5-HT y 4 minutos en el caso
de PEA a 37 °C. Para parar la reaccion, se agreg6 a cada tubo 100 pL de acido citrico
2M. Los blancos utilizados contenian la misma mezcla pero el citrato se afiadi6 antes
que la enzima. En el control se sustituy6 el inhibidor por agua bi destilada.

La extraccion del producto formado se realiz6 agregando a cada tubo 4 mL de
una solucién de tolueno/acetato de etilo 1:1 (v/v) con 0.6% de PPO (reactivo de
centelleo). Los tubos se agitaron para mezclar bien las fases organica y acuosa, después
de lo cual fueron congelados durante aproximadamente 30 minutos a -80 °C. La fase
organica se separd por decantacion y se mididé su radioactividad en un contador
Beckman LS 8000.

Para el ensayo a t = 30 min se utilizo:

160 pL de tampon fosfato de potasio, 50 mM, pH 7.2

20 pL de inhibidor a distintas concentraciones

20 pL de suspension mitocondrial (200pg)

Esta mezcla se preincub6 durante 30 minutos en ambos casos (5-HT* y PEA*) a
37 °C. Después de este tiempo se agregd 20 pL de sustrato ('*C) y se incubd por 30
minutos en el caso de 5-HT y 4 minutos en el caso de PEA a 37 °C. Para parar la
reaccion, se agreg6 a cada tubo 100 pL de acido citrico 2M. Los blancos utilizados
contenian la misma mezcla pero el citrato se anadid antes que el sustrato. En el control
se sustituyo el inhibidor por agua bi destilada.

En todos los casos cada punto se realizé por duplicado y cada curva se repiti6 al
menos en tres ocasiones y en cada caso la actividad se expres6 como porcentaje de

actividad remanente respecto al control.
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Calculo de la actividad especifica:

La actividad especifica en este trabajo se expresa generalmente en pmol/min mg
de proteina. Para calcularla a partir de las cpm obtenidas en las mediciones de

radioctividad se utilizé la siguiente ecuacion:

cpmxlOOXY 1 1 ><IOOO,uL

X — X
X t(min) S.M. P

Ecuacion 4: Ecuacion utilizada para calcular la actividad especifica.

Donde X es el coeficiente de extraccion de los productos de la reaccion en la fase
organica (Tabla XXIII), Y es el factor de conversion de cpm en el pool de producto y P

la concentracion de proteina en la suspension mitocondrial en mg/mL.

Tabla 0. Factores de conversion y coeficientes de extraccién de los sustratos®’ serotonina,
feniletilamina y bencilamina. Los valores de Y varian en funcion de la actividad del sustrato

Sustrato Y (pmol/cpm) X (% extraccion)R
5-HT 0.9 74.4
FEA 0.18 92.5
Bz 0.045 86.8

Obtencion de la suspension mitocondrial:

Se utiliz6 como fuente de enzima una suspension mitocondrial obtenida de
higado de ratas Sprague-Dawley (200 a 250 grs) en ayunas por 24 horas. El
homogeneizado de higado fue preparado en 10 vol (p/v) de buffer de fosfato (50mM, pH

7.2) usando un homogeneizador Dounce. La fraccion mitocondrial fue preparada por un
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método de centrifugacion estandar®™. El pellet fue resuspendido en el mismo buffer y
las alicuotas fueron congeladas a -80 °C para su almacenamiento.
La concentracién de proteina fue determinada por el método de Bradford con

seroalbumina de bovina (BSA) como estandar.

Método espectrofotométrico para la determinacion de actividades de MAQO-A,

MAO-B y SSAO.

Se utilizo el método acoplado espectrofotométrico (H,0,) de Holt®” para la
determinacion de las actividades de las amino oxidasas. Este método se basa en la
medicidn continua espectrofotométrica de la produccion de H,O, en homogeneizados de
tejidos. Se utilizod un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 2 UV/Vis.

Los reactivos utilizados para la preparacion de la mezcla cromogénica se detallan
a continuacion:

10 mM 4cido vainillico (Sigma V 2250),

10 mM 4-aminoantipirina (Sigma A 4382)

40 U/mL peroxidasa (Sigma P 8250)

Las soluciones de cada uno de los reactivos anteriores se prepararon en buffer de
fosfato de potasio 0.2 M, pH 7.6.

La mezcla cromogénica se prepard fresca, mezclando 1 mL de la solucion
anterior de acido vainillico, 0.5 mL de la soluciéon de 4-aminoantipirina, 1 mL de la

solucién de peroxidasa y 2.5 mL de buffer de fosfato de potasio 0.2 M, pH 7.6.
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RESULTADOS Y DISCUSION

QUIMICA

Familia 2,4,5

La mayor cantidad de las moléculas sintetizadas fueron aquellas con un patron de
sustitucion llamado 2,4,5. Se les llamo6 de esta forma como una manera de resumir los
nombres, generalmente muy largos, de los compuestos que presentan una gran variedad
de distintos sustituyentes, pero siempre en las posiciones 2,4,5 del anillo aromatico.

Dentro de esta familia se sintetiz6 una vasta serie de compuestos (Tablas I, II, II1,
IV, V, VI), la mayoria de ellos nuevos, es decir, compuestos no descritos en la literatura
cientifica. Los resultados de los ensayos como IMAQ’s de algunos de estos compuestos
nos permitieron corroborar parte de la hipotesis planteada en un comienzo de la
investigacion, asi como también nos proporcionaron respuestas inesperadas con respecto
a analisis cualitativos y cuantitativos de las relaciones entre estructura quimica y
actividad inhibitoria de MAO. Los efectos del largo y volumen del sustituyente unido al
azufre, la presencia o ausencia de un grupo metilo o etilo en el carbono a de la cadena
lateral y la monometilacion del grupo amino, fueron algunos de los factores estudiados
en esta familia de moléculas. Los grupos alquilos unidos al azufre fueron elegidos como
una manera de explorar la interaccion de éstos con el sitio activo de la enzima, asi como
también los efectos sobre la lipofilia, que tiene relacion con la capacidad de estas
moléculas para atravesar membranas lipidicas.

Dentro de este marco se presentardn los resultados en grupos de compuestos.
Esta division se llevara a cabo con respecto al sustituyente unido al azufre. Los grupos
en la posicion para fueron entonces: metiltio, etiltio, n-propiltio, i-propiltio, n-butiltio,

n-pentiltio y 2-feniletiltio.
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NH,*HCI
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OMe
Figura 8: Estructura quimica de los derivados
del Grupo I
OMe
NHMe*HCI
RS
OMe
Figura 9: Estructura quimica de los derivados
del Grupo I1
OMe
NH,*HCI
CH
RS °
OMe
Figura 10: Estructura quimica de los derivados
del Grupo I1I
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Tabla L. Patron de sustitucion de los compuestos
correspondientes al grupo .

Grupo I R
MeSFEA CH;

EtSFEA CH;CH;
n-PrSFEA CH;CH,CH,
I-PrSFEA (CH3).CH
n-BuSFEA CH3(CH»)3
n-PnSFEA CH3(CH,)4

Tabla II. Patron de sustitucion de los compuestos
correspondientes al grupo II.

Grupo I1 R
MeSFEANMe CH;
EtSFEANMe CH;CH;
n-PrSFEANMe CH;CH,CH;

Tabla III. Patron de sustitucion de los compuestos
correspondientes al grupo III.

Grupo II1 R
MeSANF CH;
EtSANF CH;CH;
n-PrSANF CH;CH,CH,
n-BuSANF CH;3(CHy)s
n-PnSANF CH;3(CHa)4
I-PrSANF (CH3),CH
FeEtSANF CsHs(CH>),
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NHMe*HCI
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Figura 11: Estructura quimica de los derivados
del Grupo IV
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Figura 12: Estructura quimica de los derivados
del Grupo V
OMe
NHMe*HCI
RS CHj
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Figura 13: Estructura quimica de los derivados
del Grupo VI
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Tabla IV. Patron de sustitucion de los compuestos

correspondientes al grupo IV.

Grupo IV R
MeSANFNMe CH;
EtSANFNMe CH3CH;
n-PrSANFNMe CH;CH,CH;

Tabla V. Patron de sustitucion de los compuestos

correspondientes al grupo V.

Grupo V R
MeSaEt CH;
EtSaEt CH;CH;

n-PrSoEt CH;CH,CH;

Tabla VI. Patron de sustitucion de los compuestos

correspondientes al grupo V1.

Grupo VI R
MeSaEtNMe CH;
EtSaEtNMe CH;CH,

n-PrSaEtNMe CH;CH,CH;
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Ruta sintética para la obtencion de derivados 2,4,5

Los compuestos finales (grupos I, II, III, IV, V y VI), obtenidos como

clorhidratos fueron sintetizados como se muestra a continuacion en la figura 14:

OMe OMe OMe OMe O
I i
I, i Iv H v
HS R'S R's
OMe OMe OMe OMe
OMe OMe
N0 o NH,*HCI
) Vi, Vil )
R
R'S R'S R
OMe OMe
OMe H OMe
N H *
viii \”/ Vi, vii NHMe*HCI
2 g5 - R2
R
R'S R's
OMe OMe

Figura 14: Resumen de la ruta sintética utilizada para la obtencion

de los compuestos de la Tablas I, II, III, IV, Vy VL

Reactivos y condiciones i) HOSO,CI/CH,Cl,; ii) Zn/HCI1 30%v/v (~60 °C);
iii) KOH/R'X (~60 °C); iv) POClsy/N-metilformanilida (40-50 °C);

V) R2N02/Base/Reﬂuj0; vi) LiAlH,/THF/Reflujo; vii) HCI;

viii) HCO,Et/Reflujo.
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La reaccion que da inicio a esta ruta sintética corresponde a la sulfonacion del
1,4-dimetoxibenceno utilizando exceso de 4cido clorosulfénico en CH,Cl,. La posterior
reduccion de este grupo dio Optimos rendimientos cercanos al 100% cuando se utilizé
zinc en polvo y HCl al 30 % v/v. Es necesario destacar que el rendimiento informado en
la literatura cientifica® no sobrepasaba el 45%, utilizando zinc en polvo y H,SO4 25%
(V/v).

Los distintos S-alquilderivados fueron obtenidos, con muy buen rendimiento (70
a 90%), en reacciones de sustitucion, utilizando los correspondientes halogenuros de
alquilo e hidroxido de potasio como base, salvo en el caso de los metiltio derivados en
cuya preparacion, ademas de MeBr se probd también sulfato de metilo como agente
alquilante. En la comparacion de estos dos métodos se encontrd una diferencia en
rendimiento favorable a este ultimo de 40%, diferencia que puede ser atribuida a la
volatilidad del MeBr.

En la mayoria de los casos se utiliz6 la reaccion de formilacion de Vilsmeier, con
muy buenos resultados, para la obtencion de los aldehidos®. En aquellos casos en los
cuales no se obtuvo rendimientos satisfactorios se empled un método alternativo,
utilizando diclorometil metil éter como agente formilante®’. Se observé siempre en el
espectro de "H-RMN de los productos, el pico alrededor de ~10.40 ppm, caracteristico
del proton del grupo aldehido.

Se utilizo la reaccion de condensacion de Knoevenagel entre los aldehidos y los
distintos nitroalcanos para la obtencion de los arilnitroalquenos deseados, en general
como productos de color naranja en forma de agujas con un rendimiento variable entre
60y 99%.

Las condiciones para las reacciones de condensacién que generaron como
productos los 1-aril-2-nitrobutenos fueron distintas a las utilizadas para obtener el resto
de los arilnitroalquenos. El catalizador de acetato de amonio no fue satisfactorio, por lo
que fue reemplazado por N,N-dimetiletilendiamina (DMEDA). Ademas se utilizd
tolueno como solvente, lo que permitidé eliminar el agua producida en la reaccion,

alcanzéndose rendimientos maximos entre 45 y 50%.
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Después de la reduccion de los arilnitroalquenos con LiAlH4 se obtuvo cada

amina libre correspondiente, la cual se utilizd6 inmediatamente para la formacion del
clorhidrato como producto final. Una porcion de cada clorhidrato fue neutralizada con
base acuosa y extraida la amina libre con CH,Cl,. La amina libre se mantuvo a reflujo
con formiato de etilo durante aproximadamente 24 h, luego de lo cual se aislaron las
correspondientes N-formamidas, que al ser reducidas con LiAlH4 generaron los N-metil
derivados deseados. Los productos N-metilados finales fueron obtenidos como

clorhidratos, después de neutralizar cada amina libre con HCI concentrado.

5-MeSFEA y 5-MeSANF.

Como veremos mas adelante (figura 22), la ruta que originalmente se habia
propuesto para la sintesis de los compuestos con patron 2,4,6 no generd el intermediario
que necesitdbamos, pero si nos condujo inesperadamente al 2,4-dimetoxitioanisol (b).
Con este material de partida emprendimos la sintesis de un nuevo grupo de moléculas.

Es necesario destacar que la decision de proseguir con la sintesis de estos
compuestos no fue aleatoria sino mas bien implicada dentro del marco teérico de nuestra
hipotesis, debido a que el patron de sustitucion en el anillo aromatico de estas moléculas
se ajusta perfectamente a este marco. Por ultimo contribuy6 de manera inesperada a la

discusion farmacologica que se esperaba realizar.

Tabla VII. Patron de sustitucion de los compuestos
correspondientes al grupo VII.

OMe
N NHz*HCI Grupo VII R
|
Meo” R 5-MeSFEA H
SMe
5-MeSANF CH;

Figura 15: Estructura quimica de los
derivados del Grupo VII
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Ruta sintética para la obtencion de 5-MeSFEA y 5-MeSANF.

Se tenfan ciertos antecedentes® que nos hacian pensar que la reaccién entre
1,3-dimetoxi-5-clorobenceno y dimetilsulfuro conduciria a la formacién de
1,3-dimetoxi-5-metiltiobenceno. No obstante esta informacion, el producto obtenido en
reiterados intentos con un rendimiento en torno al 80% fue el 1,3-dimetoxi-4-
metiltiobenceno (b) como se muestra en la figura 16. Gracias a ello se busco y se
encontrd un nuevo camino no descrito anteriormente en la literatura para la sintesis en
un paso del compuesto (b), utilizando Me,S como agente dador del grupo metiltio y
LDA como base responsable de la formacioén de un intermediario bencino. Existe en la

literatura® una metodologia utilizando 5 pasos para la obtencion del compuesto (b).

OMe OMe OMe
i i CHO
MeO Cl MeO MeO
a b ¢
SMe SMe
OMe OMe
NO *
pm X 5 v NH,*HCI
R R
MeO MeO
d SMe SMe e

Figura 16: Resumen de la ruta sintética para la obtencion de los compuestos
del grupo VII.

Reactivos y condiciones i) Me,S/LDA (-10 °C); ii) POCl;/n-metilformanilida;
iii) RNO,/Base/Reflujo; iv) LiAlH,/THF/Reflujo; v) HCI

La primera reaccion en nuestra ruta sintética corresponde a la formacion clésica
de un bencino como se muestra en la figura 17, en donde la eliminacién del cloro es

mediada a través de la sustraccion de un proton del anillo aromatico por LDA.
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MeO OMe MeO OMe J\
£ — , + Mo

Figura 17: mecanismo de formacion del bencino con LDA

Con el objeto de intentar una prediccion de la regioquimica de la reaccidn, se
realizaron célculos mecano cuanticos al nivel B3LYP/6-31G* utilizando el programa
Gaussian98. El analisis de la estructura electronica reveld que el carbono 1 posee un
menor caracter electronegativo respecto del carbono 2. Maés aln, un analisis topoldgico
de  localizacion de la  densidad  electronica  realizado  sobre el
1,3-dimetoxi-5-clorobenceno muestra que la posicion 2 concentra una alta densidad de
carga, representada por la region azul oscura en torno a este sitio (figura 18). Por lo
tanto, se puede deducir que el carbono 1 deberia ser mas susceptible a un ataque

nucleofilico por el Me;S.

oy e

Figura 18: izquierda, densidad electronica calculada con B3LYP/6-31G*;
derecha, bencino demostrativo

Sin embargo, los resultados experimentales mostraron lo contrario. Esto quiere
decir que la adicion del nucle6filo Me,S se realiz6 en la posicion 2. Para explicar este
inesperado fendmeno se ha propuesto el siguiente mecanismo que toma en cuenta la

distribucion de cargas del intermediario:
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MeO\/\/OMe

L
Z SCH;4

Figura 19: mecanismo propuesto para la formacion del 2,4-dimetoxitioanisol

Se ha propuesto que el Me,S ataca en la posicion orto porque el intermediario

formado estd mas favorecido en términos de estabilizacion de carga. Esta estabilizacion

de carga es debida a la habilidad de los grupos metoxilos para transferir densidad

electronica a las posiciones orto y para, estabilizando asi la carga positiva en el azufre

(figura 19, molécula mas favorecida) y desestabilizando una posible carga formal

negativa sobre el anillo aromatico en esta misma posicion (figura 19, molécula menos

favorecida).

Aunque no se han estudiado en detalle los productos laterales de esta

reaccion, parece congruente que el desplazamiento de uno de los grupos metilo en el

azufre se produce por el ataque de una molécula de agua formando metanol.

Las subsecuentes reacciones para la formacion de los productos finales siguieron

rutas ya descritas con anteriorida

d.
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Familia 2,4,6

La proxima serie corresponde a los compuestos con variados sustituyentes en las
posiciones 2,4,6 del anillo aromatico, principalmente con cloro, metiltio, etiltio y
metoxilo. Uno de los compuestos mds interesantes desde el punto de vista bioquimico

fue el 1-(2-cloro-4,6-dimetoxifenil)-2-aminopropano (2-cloro).

Tabla VIII. Patrén de sustitucion de los compuestos
correspondientes al grupo VIII.

Grupo VIII Ry R, R;

2,4,6-MeSFEA SCH3 OCH3 H

OMe 2,4,6-EtSFEA SC,Hs OCHj3 H
NH™HCI 1 5 46-MeSANF | SCH; | OCH; | CH;
R R, 13 2,4,6-EtSANF | SCHs | OCH; | CH;

1 2
2,4,6-MeO OCHj3; OCHj3 CH;
Figura 20: Estructura quimica de los

derivados del Grupo VIII 2-cloro OCH; Cl CH;

6-MeSFEA OCHj3; SCH; H
6-MeSANF OCHj3 SCH; CH;

Ruta sintética para la obtencion de derivados 2,4,6

Esta serie nos planted un acertijo quimico que, con mucha dificultad, y después
de largo tiempo fue resuelto con éxito. Las rutas fallidas, que se mostrardn mas
adelante, nos demuestran un aspecto de la quimica de mucho interés, como lo es la
regioselectividad de algunas reacciones, asi como también la dudosa credibilidad de

algunas bibliografias.



34
Al comenzar este trabajo de tesis se tenian ciertos antecedentes’ que nos
hicieron pensar que la obtencion de los productos finales con patron de sustitucion 2,4,6

podria haber procedido como se muestra a continuacion (figura 21).

CHO
MeO OMe MeO OMe MeO OMe

% _— > - .

Cl SR SR,

Figura 21: Ruta fallida propuesta inicialmente para la sintesis de los compuestos del Grupo VIII

Sin embargo, debido a que la reaccion de sustitucion inicial propuesta, que se
muestra en la figura 21, no generd el producto deseado, sino mas bien se obtuvieron los
productos del Grupo VII, fue necesario buscar rutas sintéticas alternativas para la
preparacion de los correspondientes intermediarios. Se barajaron varias alternativas
hasta que finalmente después de muchos esfuerzos sintéticos se logrod llegar a los
5-alquiltio-1,3-dimetoxibencenos (F), de acuerdo a la ruta descrita en la primera parte de
la figura 22.

Se comenzé esta sintesis con la metilacion del floroglucinol (A) disuelto en
MeOH vy tratado con H,SOs, con lo cual se obtuvo los tres productos de alquilacion
esperados. Una vez separados éstos, se pudo demostrar que el producto mayoritario fue
el dialquilado deseado (B).

Esta reaccion podria pasar desapercibida, ya que a primera vista no reviste
ninguna singularidad. No obstante, al inicio de la sintesis se contaba con al menos 3
referencias® * dando cuenta de rendimientos cercanos al 100% utilizando floroglucinol,
base y Me,SO4 como agente alquilante, lo cual pareceria obvio si pensamos que el
alcohol podria facilmente ser desprotonado con base y posteriormente alquilado.
Después de varios intentos sin obtener ningun resultado positivo, se decidi6 cambiar el

plan de accion, trabajando esta etapa sintética en medio acido en vez de un medio
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basico, gracias a lo cual se pudieron obtener rendimientos de alrededor de 50% para el

compuesto dialquilado.(B)

HO OH MeO OMe p MeO OMe .
\©/ ¥/
A O B C o_s
N(CHj3),
MeO OMe  MeO OMe MeO OMe
v 1 %4 ,
_— vi
S_O 1
D T E sH F SR
N(CHs),
NO, NH2*HCI
H__O )
~ "R
MeO OMe MeO OMe
vii ViiI, Ix
> e
1
G SR H SR!

Figura 22: Resumen de la ruta sintética para la obtencion de los compuestos de la Tabla VIII.
Reactivos y condiciones: i) MeOH/H,SO4/Reflujo; ii) NaH/(CH;),NC(S)CI (~60 °C);

iii) ~300 °C/6-8 horas; iv) KOH/MeOH/Reflujo; v) R'X/KOH (~60 °C);

vi) n-BuLi/TMEDA/DMF; vii) R2N02/Base/Reﬂujo; viii) LiAlH,/THF/Reflujo; ix) HCI

Este resultado puede ser explicado tomando en cuenta la considerable evidencia
que muestra que el floroglucinol reacciona en muchos casos como un ceto-tautomero™*.
El hecho de que el mono y el di éter se formen en la reaccion de alcoholes con
floroglucinol en presencia de acido clorhidrico, indica que es la forma ceto la especie

que reacciona en este caso particular. Esto podria ser la explicacion de nuestro
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infructuoso primer intento tratando floroglucinol en solucion alcalina caliente.
Todavia no queda claro como algunos autores, como los mencionados anteriormente,
pudieron obtener rendimientos cercanos al 100% utilizando estas condiciones. Se

propone que la reaccion procede a través del intermediario hemiacetal de acuerdo a la

figura 23:
HO OH 0) 0 O oH
ROH OR
—_—
A H
OH o) O
HO OH MeO OH MeO OMe
- s + +

B

~15% OMe ~50% OMe OMe ~5%

Figura 23: Mecanismo de reaccion para la formacion de 3,5-dimetoxifenol

La formacion del correspondiente fendxido de sodio con NaH y posterior adicion
de cloruro de dimetiltiocarbamoilo en DMF gener6 como producto el

O-(3,5-dimetoxifenil)-dimetiltiocarbamato (C)*.

MeO OMe
MeO OMe S \©/
—~ -
Cl N/ 50%

O'Na” \ O\'TS C

PN

Figura 24: Formacion de O-(3,5-dimetoxifenil)-dimetiltiocarbamato

El paso clave siguiente fue el rearreglo térmico de Newman-Kwart'®™*’ del
compuesto anterior para dar el isdbmero S-(3,5-dimetoxifenil)-dimetiltiocarbamato (D).
Se observo que el espectro de 'H-RMN para el compuesto reaccionante muestra dos

singuletes cuya integracion corresponde a 3H para cada uno, muy bien resueltos, que se
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asignan a los grupos N-metilos, mientras que el producto muestra este mismo grupo
como un Unico pico agudo que integra a 6H, corrido a campos mas altos que el doblete
inicial. Esto se atribuiria a la diferencia en la barrera de energia de rotacion del grupo
N,N-dimetilo, la cual es més alta en el caso del reactante, donde este grupo esta
impedido estéricamente, implicando asi una inequivalencia quimica de los grupos
metilos. Este fendmeno nos proporciond un método relativamente simple para distinguir

ambos compuestos.

285°C

~50%

0._S S._0O
g e
/N\ RN

Figura 25: Formacion de S-(3,5-dimetoxifenil)-dimetiltiocarbamato

El compuesto (D) fue posteriormente hidrolizado a reflujo con KOH en MeOH,
obteniéndose finalmente el tiol deseado (E) como producto en un 95 % de rendimiento.
Las subsecuentes alquilaciones fueron llevadas a cabo con los correspondientes
halogenuros de alquilo y base para generar los 5-alquiltio-1,3-dimetoxibencenos (F)
deseados, compuestos singularmente dificiles de obtener ya que tienen un patrén de
sustitucion aromatico poco usual.

Después de haber logrado la sintesis de (F) se pensd que el dilema estaba
resuelto y que el siguiente paso, la formilacion en la posicion deseada, vale decir entre
los grupos metoxilos, no revestiria mayor problema. Al respecto se pensé que el azufre
seria mejor director para en este caso, debido al mayor efecto estérico producido por ser
el &tomo mas voluminoso.

Sin embargo, en esta etapa nuevamente se presentd un desafio quimico
importante, debido a que todas las reacciones de formilacion practicadas a esta
molécula: de Vilsmeier (con N-metilformanilida y POCls); con CILCHOMe y SnCly; con

n-BuLi/DMF, generaban tinica o mayoritariamente el producto no deseado, es decir, con



38
el grupo aldehido en la posicion incorrecta, entre uno de los grupos metoxilo y el

grupo alquiltio, como se muestra a continuacién en la figura 26.

Vilsmeier
MeO AN OMe /\ MeO OMe
_ n-BuLi/DMF . o
\ (Mezcla) \
SR \\/ SR H
Cl,CHOMe/SnCly

Figura 26: Rutas emprendidas en la formilacion de 1,3-dimetoxi-5-alquiltiobenceno

Finalmente este problema fue resuelto utilizando una reaccién de litiacion
regioselectiva (n-BuLi) en presencia del catalizador TMEDA y posterior formilacion
con DMF, como se muestra en la figura 27, alcanzandose rendimientos de hasta un 80%
en el caso del 2,6-dimetoxi-4-etiltiobenzaldehido. Luego se utilizd nuevamente la
condensacion de Knoevenagel para obtener los arilnitroalquenos deseados (H), los que
fueron reducidos con LiAlH4 e inmediatamente utilizados para la formacion de sus

clorhidratos (I).

H ’? MeO OMe

SR
60-80%

Figura 27: Formilacion del 3,5-dimetoxi-alquiltiobenceno
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Otros compuestos del patron 2,4,6

La sintesis de los compuestos restantes del Grupo VIII que se muestran en la
figura 28, comenz6 con la formilacidn clésica utilizando la reaccion de Vilsmeier de los
correspondientes sustratos: 1,3-dimetoxi-5-clorobenceno, 1,3,5-trimetoxibenceno y
1,3-dimetoxi-5-metiltiobenceno. La condensacion de estos sustratos con el nitroalcano
correspondiente y posterior reduccion con LiAlH, generaron las aminas, las que fueron
inmediatamente convertidas en sus respectivos clorhidratos para ser almacenadas y para

los ensayos bioquimicos. Un resumen de la ruta sintética empleada se muestra en la

figura 28.
OMe OMe O OMe
i H ir
MeO R’ MeO R’ MeO
OMe
. 1_ . 2_
i, iv NH,*HCI 2-cloro R1 Cl R2 CH;
—_— R2 2,4,6-MeO R'=OMe; R™= CHjy
1

MeO R 6-MeS  R'=SMe; R’= CH,

Figura 28: Ruta sintética para obtenener los compuestos 2-cloro, 2,4,6-MeO y 6-MeS
Reactivos y condiciones: i) Vilsmeier; ii) RZCHZNOZ/Base/Reﬂujo; iii) LiAlH4/Et,O/Reflujo; iv) HCVEt,O
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4-metiltiofenilpropilamina (PrNH,)

La figura 29 muestra la ruta utilizada para preparar el compuesto PrNH,,
comenzando desde 4-metiltiobenzaldehido. La reaccion de condensacion fue una
variacién de un método publicado®, para la sintesis de 4-metoxicinamonitrilo (1). La
condensacion entre el aldehido y el acetonitrilo catalizada por KOH en polvo,
proporcion6 una mezcla en la proporcion 4:1 de tranms:cis del compuesto
4-metiltiocinamonitrilo, el cual fue utilizado sin previa separacion de los isémeros.
Aunque existen un par de referencias para la sintesis del intermediario (1) por otras

. 49:50
metodologias™

, la simplicidad y el bajo costo del método elegido prevalecid
finalmente sobre las otras rutas. No se obtuvo el producto (2) directamente de la
reduccion del compuesto 1 por LiAlHy y por lo tanto se debid usar una secuencia de dos
pasos utilizando NaBH,4 y LiAlHs sucesivamente, obteniéndose el compuesto PrNH;

(via 2) con muy buen rendimiento global.

=
MeS MeS

N

N
W — WNHZ*HCI
MeS 2) MeS PrNH,

Figura 29: Ruta sintética para obtenener el 4-metiltiofenilpropilamina (PrNH,)
Reactivos y condiciones: (i) KOH, MeCN, reflujo; (ii) NaBH,, MeOH, py, reflujo;
(iii) a. LiAlH,4, THF, reflujo; b. HCI, IPA, Et,0.
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Familia 2,4,5

Gracias a la sintesis y evaluacion de algunos de estos compuestos, se logrd
obtener una preciada serie sistemdtica que nos entrego6 valiosa informacion, con respecto

a la relacion entre la estructura quimica y su actividad como inhibidores de la MAO (A y

B).

correspondientes a los compuestos del Grupo III, cuyo esqueleto representa el patron de

anfetamina, que como ya vimos en la figura 5, se diferencia de la feniletilamina por la

En la tabla siguiente se muestran los resultados de los ensayos bioquimicos

adicion de un grupo metilo en el carbono alfa (C-a metilo)

Tabla IX. Valores de IC5y de MAO A y B para los compuestos del grupo II1.
Las cifras en paréntesis son datos de literatura®, NE= sin efecto

Grupo Il | ICsy (MAO-A), pM | ICs) (MAO-B), pM
MeSANF 5.25 +0.80 (5.13) NE(NE)
EtSANF 3.83 020 (3.23) NE(NE)
n-PrSANF 2.45 +0.50 >100
n-BuSANF 2.94 + 0.60 >100
n-PnSANF 14.35 £ 0.54 >100
EFPrSANF 2729+ 1.20 NE
FeEtSANF 108.56 £ 10.35 >100
0.5-
0.4
=
:Qf 0.3
S
= 0.21
0.1
0o [ ]

Me

Et n-Pr n-Bu
Largo de cadena

n-Pn

Figura 30: Influencia del largo de la cadena lineal de carbonos unida
al azufre en para sobre la inhibicion de la MAO-A..
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Como se observa en la figura 30, las relaciones estructura actividad de los
compuestos del grupo III, que contienen el esqueleto de anfetamina, muestran que a
medida que aumenta el largo lineal de la cadena de carbonos unida al azufre en posicion
para, también se produce un aumento en la actividad como inhibidores de la MAO-A.
Este aumento en la actividad como inhibidores de la MAO-A se ve representado por la
disminucioén en los valores de ICsy (mientras menor es el valor de ICsy de un compuesto,
este es considerado un IMAO-A mas “potente”)

Por otro lado, el largo ideal de esta cadena alquilica correspondié finalmente al
n-propilo y al n-butilo. No obstante la inexistencia de datos cristalograficos de la
enzima, este resultado podria ser explicado en términos del aumento en la lipofilia del
sustituyente unido al azufre y/o por una mejor interaccion “estérica” entre estos
compuestos y el sitio de unidén con la enzima. Sustituyentes con cadenas de carbono
lineales mas largas producen una disminucién en la actividad inhibidora de la MAO-A.
Esto muestra por qué no fue necesario seguir sintetizando compuestos con cadenas
lineales més largas.

En la tabla IX se muestran también los resultados de ICsy para los compuestos
con los sustituyentes iso-propilo y 2-feniletilo. Los bajos valores de inhibicion (altos
valores de ICsg) arrojados por estos compuestos podrian ser explicados principalmente
por el gran efecto estérico de los sustituyentes en para. Es interesante notar, que la
enzima puede acomodar sustituyentes tan largos como n-butilo (lineal) sin que
disminuya apreciablemente la potencia. Esto sugiere, que la enzima tiene una baja
tolerancia hacia sustituyentes ramificados.

Por ultimo, ninguna de estas moléculas actué como inhibidor de la MAO-B (NE
= sin efecto), al menos en un rango de concentraciones que las haga interesantes como

potenciales farmacos (<100uM).

El aumento lineal del tamaiio de la cadena alquiltio en posicion para de los
derivados de anfetamina incrementa la actividad inhibitoria de las moléculas
sobre Ia MAO-A.

El efecto maximo se logra cuando el sustituyente es n-propiltio
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Como se observa en la tabla X, al aumentar el volumen de la cadena lateral
amina, en otras palabras al sustituir el grupo metilo en el carbono alfa de la anfetamina
por un etilo (C-a etilo), la actividad como inhibidores de la MAO-A disminuy6 en
comparacion de sus contrapartes anfetaminas (tabla I1X).

Este efecto de perdida de potencia se observo en todos los casos, especialmente
al comparar el compuesto MeSaEt con un ICsy de 30.90 uM (menos potente) versus el
compuesto MeSANF con un ICsy de 5.25 pM (mas potente), la actividad IMAO-A
disminuy6 6 veces. De igual forma que en la tabla IX los valores de ICsy disminuyeron
(lo que implica un aumento en la potencia) en relacion al largo del sustituyente alquiltio
en posicion para, con n-propilo siendo nuevamente el mas potente. Estos compuestos

tampoco mostraron efecto como inhibidores de la MAO-B.

Tabla X. Valores de ICso de MAO A y B para los compuestos del grupo V.

Grupo V IC50 (MAO-A), pM | IC50 (MAO-B), pM

MeSaEt 30.90+£1.70 NE
EtSaEt 11.79 £2.13 NE
n-PrSaEt 7.65+1.24 >100

El aumento en el volumen del sustituyente sobre el carbono o de Ia
cadena lateral, induce una disminucion en la actividad inhibitoria de
Ias moléculas sobre Ia MAO-A.

En la tabla XI, se muestran los valores de ICsy de los compuestos
correspondientes a los grupos IV y VI. Los resultados indican que para el caso de estos
compuestos la metilacion del grupo amina terminal induce un incremento de la potencia
como IMAO-A. En el caso de los compuestos de grupo IV, la actividad inhibitoria

aument6 hasta 7 veces, en comparacion con sus contrapartes no N-metiladas (n-PrANF =
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245 uM, n-PrANFNMe = 0.36 uM). De la misma forma, la actividad de los
compuestos del grupo VI, aumentd en el mismo rango en comparacioén con aquellos del
grupo IV (n-PrSaEt = 7.65 uM, n-PrSaEtNMe = 1.40 uM).
Estos resultados son muy interesantes ya que representan una tendencia opuesta a
la que se ha observado en los valores de IMAO-A, respecto de la N-sustitucion en otros

. . 337071
derivados de anfetaminas™™""".

Por ejemplo, como se observa en la figura 31, el
compuesto NMMTA (N-metil-4-metiltiofenilisopropilamina) tiene un ICsy de 0.86 pM
lo que refleja una disminucién apreciable de la potencia en comparacion con su analogo
no N-metilado MTA, con un ICsy de 0.25 uM (Reyes-Parada, M.; comunicacion
personal).

Otra diferencia notable se observa al comparar la pareja MDA (3,4-metilendioxi-
anfetamina) con un ICsop de 9.3 uM versus MDMA (N-metil-3,4-metilenedioxi-

anfetamina) con un ICsy de 30 pM(*>).

CHy
CH
MeS CHa MeS 3

MTA NMMTA
IC 50 = 0.25 l,lM 1C 50 = 0.86 HM
CHs
0 NH; 0 NH
SO SO
MDA MDMA
IC 50 = 9.3 HM IC 50 = 30 MM

Figura 31: Comparacion de valores de ICs, para moléculas con distintos
patrones de sustitucion.

No se tiene evidencia de por qué se observa esta diferencia entre los compuestos
de la familia 2,4,5 y aquellos con otros patrones de sustitucion en el anillo aromatico,

pero podria sugerirse que la forma de unién de los compuestos “mds sustituidos” se
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produce de una manera distinta. Estos grupos de moléculas (IV y VI) tampoco

mostraron una actividad interesante en cuanto a la inhibicion de MAO-B.

Tabla XI. Valores de ICs, de MAO A y B para los compuestos del grupo V.

Grupos IVy VI |ICsy (MAO-A), pM | IC59 (MAO-B), pM
MeSANFNMe 1.86 £ 0.24 NE
EtSANFNMe 1.44 £ 0.07 NE

n-PrSANFNMe 0.36 £ 0.03 >100
MeSoEtNMe 15.55+1.39 NE

EtSoEtNMe 4.5+£0.90 NE
n-PrSaEtNMe 1.40 £ 0.08 >100

En los compuestos con patron de sustitucion 2,4,5 Ia N-metilacion
aumenta Ia actividad IMAO-A.
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Familia 2,4,6

En la tabla XII se muestran los resultados correspondientes a algunos de los
compuestos del grupo VIII. En este grupo aparecieron los mas potentes inhibidores

encontrados en este trabajo.

Tabla XII. Valores de ICso de MAO A y B para algunos de los compuestos
del grupo VIII.

Grupo VIII IC5 (MAO-A), pM | IC5y (MAO-B), pM
2,4,6-MeSANF 0.32 £ 0.045 >100
2,4,6-EtSANF 0.082 + 0.002 NE

2,4,6-MeO 0.46 £ 0.08 >100

2-cloro 0.071 £0.013 NE

La primera consecuencia después de mirar los datos de la tabla XII es que
definitivamente el patrén de sustitucion aromadtica 2,4,6 juega un rol esencial en la
diferencia entre los valores de ICsy correspondiente a este grupo, comparado con los
compuestos con patron de sustitucion 2,4,5 (tabla IX).

Otro factor a considerar es que al parecer el grupo 2,4,6 sigue la misma tendencia
del 2,4,5 con respecto a la sustitucion en para, esto es, cadenas lineales mas largas que
un carbono son mejores inhibidores. En este grupo VIII el compuesto con el grupo en
para 4-etiltio es 4 veces mas potente que el 4-metiltio y se podria esperar, por lo tanto,
que la potencia del compuesto 4-n-propiltio fuera atin mayor. Un trabajo futuro
definitivamente contemplaria la sintesis de andlogos con el grupo n-propiltio en posicion

para, un sustituyente cloro en orto y probablemente un grupo N-metilo.

FEl patron de sustitucion 2,4,6 aumenta en forma importante Ia potencia IMAO-A
en comparacion a la familia 2,4,5.
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En la figura siguiente se muestran algunos valores de ICsy correspondientes a

compuestos sintetizados en este trabajo y se incluye el valore de ICsy del compuesto

TMA-2 obtenido de literatura™.

OMe OMe
NH2 ‘ NH2
MeO MeS
OMe OMe
TMA-2 MeSANF
IC 5p=N.E. IC 5p=5.25+1.01 uM
OMe OMe
‘ ‘\ NH, NH,
MeO™ ™ “OMe MeS OMe
2,4,6-MeO 2,4,6-MeSANF

IC 50=10.46 = 0.02 upM IC 50=0.32+0.04 uyM

Figura 32: Comparacion de valores de 1Cs, para moléculas con distintos
patrones de sustitucion. N.E.= sin efecto

De la figura 32 lo primero que podemos observar es que la potencia IMAO-A
aumenta al cambiar un 4tomo de oxigeno unido al anillo aromatico en posicion para,
con un atomo de azufre. Esta diferencia es atin mas dréstica en compuestos de la familia
2,4,5. Un muy buen ejemplo lo constituyen la dupla entre TMA-2 y MeSANF, en el
caso del primer compuesto no hay inhibicién de la MAO-A, en cambio al sustituir el
metoxilo por un metiltio en para el valor de 1Csy aparece en el rango micromolar (ICsy =
5.25 uM). Lo segundo que se observa de la figura 32 es que el patron de sustitucion
2,4,6 es mucho mejor en términos de actividad inhibitoria de la MAO-A en comparacion
del patron de sustitucion 2,4,5 encontrandose valores de ICsy en el rango nanomolar
inclusive.

Estos resultados estan de acuerdo con estudios que han indicado que la potencia

como IMAO-A disminuye cuando existen sustituyentes en posiciones adyacentes al
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sustituyente en posicion para™. No obstante, este trabajo demuestra que sustituciones
en posiciones mas alejadas del grupo en para no disminuyen la potencia.

Ademas, si agregamos al andlisis anterior datos de relacion estructura actividad
de algunos de los compuestos anteriores (figura 32) con la molécula para
monosustituida MTA (figura 31) podemos observar que al agregar grupos metoxilos en
posicion 2,5 (MeSANF) sobre el anillo aromético la potencia disminuye 20 veces, no asi
si estos mismos grupos metoxilos estan ubicados en posiciones mas alejadas del
sustituyente en para (2,4,6-MeS) donde la potencia se mantiene.

Estos resultados abren todo un espectro de nuevas posibilidades desde el punto
de vista de modificaciones estructurales (en posiciones 2 y 6) orientadas a aumentar la
potencia y/o selectividad de nuevos compuestos. Asi por ejemplo el compuesto 2-cloro-
4,6-dimetoxi-anfetamina (2-cloro) resultd ser el mas potente de los inhibidores
evaluados, siendo ademas el mas potente inhibidor selectivo y reversible de MAO-A que

se registra hasta ahora la literatura cientifica.

OMe Cl
NH» NH,
MeO OMe MeO OMe

2,4,6-MeO: 2-cloro:

IC50=0.46 £ 0.025 uM IC5,=0.07£0.01 uM
c=-0.27 c=0.23

T =-0.02 T=0.71

Es=-0.55 Es=-0.97

Figura 33: Comparacion de los valores experimentales ICs, parametros ¢ de Hammett,
7 de Hansch y Es de Taft para las moléculas 2,4,6-MeO y 2-cloro
Este importante aumento en la potencia de la molécula 2-cloro se trata de
explicar haciendo una comparacion de sus propiedades fisicoquimicas con respecto a su
analogo no halogenado 2,4,6-MeO. Como se muestra en la figura 33 y segun los valores
del parametro o de Hammett, que corresponde al efecto electrénico del sustituyente (c >
0 = atractor; o < 0 = dador) y el pardmetro m de Hansch, que corresponde a la lipofilia

del sustituyente (n > 0 = hidrofobico; < 0 = hidrofilico). El 4tomo de cloro es entonces
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un sustituyente atractor de electrones y bastante hidrofébico en comparaciéon con el
grupo metoxilo, que segin estos parametros es un dador de electrones e hidrofilico.
Ademas si comparamos los volumenes de ambos sustituyentes segin el parametro de
volumen de Taft (£s) el sustituyente cloro es mas voluminoso que el metoxilo. Todos
estos pardmetros estan referidos al hidrégeno como cero en todos los casos.

Estas son algunas de las caracteristicas del atomo de cloro que podrian favorecer
la interaccion de este compuesto con el sitio activo de la enzima, dado que el compuesto

2-cloro es casi 7 veces mas potente que el 2,4,6-MeO.

La potencia IMAO-A entre los compuestos con patron de sustitucion 2,4,6
es equivalente a sus anilogos monosustituidos en posicion para, pero Ila
potencia disminuye en comparacion a la familia 2,4,5.

Compuesto PrNH;

En la tabla XXIV se muestran los resultados correspondientes a los experimentos

de inhibicion del compuesto PrNH, con MAO-A y MAO-B.

Tabla XXIV. Valores de ICsq de MAO (A y B) para el compuesto PrNH,.
ICsy (MAO-A), pM | ICsy (MAO-B), pM

PrNH, 1.80 £ 0.30 >100

La buena capacidad inhibidora de MAO-A mostrada por este compuesto deja de
manifiesto la capacidad para acomodar cadenas laterales aminicas mas largas de lo
normal, en comparacion con la feniletilamina que solo cuenta con dos carbonos entre el
anillo aromatico y el grupo amina terminal. Una vez mas sorprende la versatilidad del

sitio de unidn de la enzima.
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Determinacion de la reversibilidad en la inhibicion de la enzima.

La tabla XIII muestra los resultados de reversibilidad en la inhibicion de la
MAO-A para algunas moléculas representativas. La inhibicién de MAO-A después de
preincubar 10 minutos con los compuestos fue en todos los casos revertida
completamente después de tres lavados de la preparacion. Esto significa que las familias
de compuestos utilizados corresponderian al tipo de inhibidor reversible. El efecto de la

clorgilina (IIMAO-A) seguia presente después de al menos 3 o 4 lavados.

Tabla XII I. Resultados de reversibilidad de algunos compuestos representativos.

Compuesto [M] ANTES DE LAV(Z)RI NHIB?}%SEUE’S DE LAVAR
Clorgilina [107] 100 % 100 %
MTA [107] 48 % 0 %
2,4,6-EtSANF  [107] 30 % 0 %
m-PrSANF  [107] 20 % 0 %
2-cloro [107] 58 % 0 %
PrNH, [107] 75 % 0 %

Efecto de la preincubacion de la enzima con el inhibidor.

La tabla XIV muestra los efectos de la preincubacion entre la MAO-A y algunos
inhibidores a 0 y 30 minutos. Todos los compuestos inhibieron la actividad enzimaética
independientemente del tiempo, ya que el grado de inhibicion se mantuvo relativamente
constante incluso después de 30 minutos. Este resultado indica que la inhibicion de
MAO-A por estos compuestos no es dependiente del tiempo, corroborando asi, que los
compuestos aqui probados son inhibidores reversibles de MAO-A. En el caso de la

clorgilina como se esperaba para un inhibidor irreversible, la inhibicion observada
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después de 30 minutos de incubacion fue significativamente mayor que aquella

observada sin preincubacion.

Tabla XIV. Resultados de experimentos de preincubacion para algunos compuestos representativos

% DE INHIBICION MAO-A
Compuesto TIEMPO DE PREINCUBACION (min)
0 30
Clorgilina [107] 17.9+0.2 75.0 + 4.0
MTA [107] 422+83 66.1+5.1
2,4,6-EtSANF  [107] 23.7+52 33.0+3.2
m-PrSANF  [107] 15.7+52 20.0+3.8

Adicionalmente estos resultados mostraron que la inhibicién no se debid a una
competencia de sustratos, ya que los inhibidores no fueron metabolizados por la enzima,
sino que los resultados fueron el fruto de una verdadera inhibicion de la actividad
enzimdtica. Este resultado fue corroborado utilizando el método espectrofotométrico
para algunos compuestos representativos de todos los grupos (resultados no mostrados),
Se realizaron ensayos utilizando una concentracion de cada compuesto que correspondia
a concentraciones representativas de los sustratos para cada isoforma de la MAO (A y
B). En el caso de MAO-A se utilizé una concentracion de 100 uM de cada compuesto
(K, de serotonina = 100 uM) y en el caso de MAO-B se utilizé una concentracion de
300 uM (K,, de bencilamina = 300 pM). Los resultados mostraron que a estas
concentraciones los compuestos estudiados no eran sustratos de la MAO a excepcion de

la PrNH, como veremos mas adelante.
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Resultados de los ensayos de afinidad utilizando radioligandos en receptores

5-HT1A, 5-HT2A Yy 5-HTzc.

Se ha reportado que algunos de los mejores candidatos como farmacos
antidepresivos (ademds de las IMAO-A), también serian los agonistas o agonistas
parciales del receptor 5-HT;a. Por otro lado, se ha medido con prometedores resultados
que modificaciones en la funcion de los receptores 5-HT,4 y 5-HT,¢ producirian efectos
como antidepresivos de largo plazo, reguladores de la temperatura, reguladores de las
funciones sexuales y del suefio. Mas aln, se ha evaluado su accion contra los
desérdenes obsesivos—compulsivos, y como antibulimicos®’.

Las tablas siguientes muestran los resultados de los ensayos de radioligandos

aplicados a algunas de las moléculas estudiadas.

Tabla XV. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C de los compuestos del
grupo L.

Grupo I K;5-HT 14, nM K;5-HT;A, nM K;5-HT;c, nM
MeSFEA 379 £36 73.6 £5.8 88.0+5.5

EtSFEA 396 + 63 18.7+3.0 15.1+1.9
n-PrSFEA 465+ 12 12.8+£2.2 8.1+0.8
n-BuSFEA 556+ 7.5 11.5+£2.1 11.8£0.7
n-PnSFEA 664 + 82 2.1£0.2 5.8+0.4
FPrSFEA 529 + 35 67.8+7.1 28.5+£3.6

Tabla XVI. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C de los compuestos
del grupo II.

Grupo II Ki5-HT 4, 1M K;5-HT24, nM K;5-HT,c, nM
MeSFEANMe 463 £ 22 400.6 £ 57.1 352.1+£52.1
EtSFEANMe 226+ 5 187.6 £ 22.5 60.3 +£3.8

n-PrSFEANMe 334 £35 98.4+£10.8 36.7+5.6




Tabla XVII. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C de los compuestos

del grupo I
Grupo 111 K;5-HT s, nM K;5-HT,,, nM K;5-HT,c, nM
MeSANF 5762 + 738 221.6 £28.7 97.5+7.2

EtSANF 3956 + 174 342+34 242 +4.6
n-PrSANF 5235 £ 627 204 +34 91+1.5
n-BuSANF 5767 + 848 10.3+1.7 182 +2.8
n-PnSANF 6570 + 637 1.2+0.2 65+0.3
FPrSANF 5844 + 658 52.3+6.8 62.5+5.5
FeEtSANF 5691 £ 973 0.6+0.1 3.6+0.7

Tabla XVIII. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C de los compuestos

del grupo IV.

Grupo IV K;5-HT 14, nM K;5-HT4, nM K;5-HT¢c, nM
MeSANFNMe 6376+ 371 772.9 + 84.6 564.5+94
EtSANFNMe 2256 £ 115 171.6 £ 18.0 1709+ 9.4
n-PrSANFNMe 3997 + 126 149.2 £ 19.5 104.0 £ 14.5

Tabla XIX. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C de los compuestos del

grupo V.
Grupo V K;5-HT;,, nM K;5-HT24, nM K;5-HT,c, nM
MeSoEt 5414 + 489 492.7 + 63.7 640.6 = 82.2

EtSoEt 3344 +£33.8 115.8+12.8 109.0 £ 8.7
n-PrSoEt 3535+ 550 69.3+8.3 40.6 + 6.0




Tabla XX. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C de los compuestos

del grupo VL.

Grupo VI K;5-HT s, nM K;5-HT,,, nM K;5-HT,c, nM
MeSoEtNMe 2560 £+ 156 573.8+£37.0 1730+ 70.3
EtSoEtNMe 1321 £ 69 225.6+14.0 782.3+104.2

n-PrSoEtNMe 1326 +£ 67 137.6 £ 16.9 343.6 +£30.8

Tabla XXI. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C de los compuestos del

grupo VIL.
Grupo VII K;5-HT 4, nM K;5-HT;,,, nM K;5-HT,c, nM
5-MeFEA 679.3£93.3 59.7+6.6 945+11.5
5-MeANF 6562.6 = 790.8 84.0+10.4 97.4+10.9

Tabla XXII. Resultados de afinidad sobre los receptores de serotonina 1A, 2A y 2C para algunos de los

compuestos del grupo VIIL

Grupo VIII K;5-HT15, nM K;5-HT2x, nM K;5-HT2c, nM
2,4,6-MeSFEA 38.1+5.8 84.2+ 14 86.4 +4.1
2,4,6-EtSFEA 73.7+3.0 32.0+2.9 24.0+ 1.4
2,4,6-MeSANF 1514 + 160 74.3 + 12.0 186.3 +31.7
2,4,6-EtSANF 1430 + 98 359422 472477

6-MeSFEA 1243 +10.8 332.0 +45.1 357.6+ 44.5

Como se puede apreciar en las tablas anteriores, la afinidad de estos compuestos
resultd ser bastante buena por estos receptores, estando todas ellas en el rango
nanomolar y micromolar. Estos resultados estdn de acuerdo con algunos estudios que
demuestran que derivados de feniletilaminas con similares patrones de sustitucion son

ligandos de estos receptores’ %
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Las afinidades por el receptor 5-HT;s son marcadamente mayores en las
feniletilaminas con respecto a las fenilisopropilaminas y fenilisobutilaminas. Este
aumento se observd especialmente en el patron de sustitucion 2,4,6. De acuerdo a lo
observado, el grupo alquiltio preferentemente debe posicionarse en para, ya que al
cambiar este sustituyente a orto, la afinidad disminuy6 3 veces (2,4,6-MeSFEA versus
6-MeSFEA).

Al observar los efectos sobre el receptor 5-HT;s las feniletilaminas vy
anfetaminas con patron de sustitucion 2,4,5 mostraron que al agregar un N-metilo las
afinidades no disminuyeron mucho en comparacion a sus analogos no metilados, e
incluso mejoraron en algunos casos. Sin embargo, la N-metilacion de las
fenilisobutilaminas (C a-etil) aumenté la afinidad en todos los casos (tabla XIX versus
tabla XX).

Con respecto a los receptores 5-HT,n y 5-HT,c no se encontré la misma
diferencia tan clara entre los valores de afinidad para los patrones de sustitucion 2,4,5 y
2,4,6. Muy por el contrario, se observaron diferencias radicales. Las afinidades por
estos receptores de las feniletilaminas fueron tan buenas como en el caso de las
fenilisopropilaminas.

Otra diferencia clara consistiéo en que la N-metilacion disminuyé marcadamente
la afinidad de todos los compuestos por los receptores 5-HTys y 5-HT,c. Ademas la
afinidad disminuy¢ al alargar la cadena lateral (a-etilo).

Un punto interesante a considerar, es que existe una tendencia contraria entre los
resultados correspondientes a la inhibicion de MAO-A y la afinidad de 5-HT.a y
5-HTyc. En el caso de los receptores la afinidad disminuye con la N-metilacion y en el
caso de la inhibicidon enzimatica la actividad aumenta. Este resultado nos favorece, ya
que las moléculas con mejores ICsp en MAO-A tendrian menor afinidad por estos
receptores y por lo tanto tendrian menor tendencia a producir efectos secundarios

relacionados con su interaccion con los receptores 5-HT,.



56
Resultados de los ensayos de inhibicion utilizando un método radioquimico para

MAO-A, MAO-B y SSAO.

Como se menciond anteriormente existen otras técnicas para medir la inhibicion
de la enzima MAO, entre ellas se encuentra la metodologia que utiliza sustratos
radioactivos. A pesar de que ésta es una de las metodologias mas utilizadas
internacionalmente para la obtencién de valores de actividad IMAO, su alto costo y
riesgo fueron las razones por las cuales finalmente se decidi6 a trabajar con la
metodologia HPLC-DE. Sin embargo, se consideré importante aprender la técnica
implicada en estos ensayos de inhibicién radioquimicos. Es por esta razén, que se
realizaron algunos experimentos de inhibicion utilizando como ejemplo el compuesto

PrNH,.

Tabla XXIII. Resultados de actividad sobre MAO-A, MAO-B y SSAO del compuesto PrNH,.

t=0 min IC50 (MAO-A) pM | 1Cs9 (MAO-B) pM | 1Cs9 (SSAO) pM

PrNH; 5.75+0.45 > 100 > 100

Este compuesto tiene un comportamiento similar, en términos de inhibicion en
las isoenzimas MAO-A y B, pertenecientes a higado de rata con respecto a aquellas

pertenecientes a cerebro de rata.

Resultados de la determinacion de actividades de MAO-A, MAO-B y SSAO

utilizando un método espectrofotométrico.

MAO-A: Se utilizo suspension mitocondrial de higado de rata (10 mg/mL) previamente
incubada por 30 minutos a 37 °C con [-deprenil (10° M) para evitar posibles
interacciones con MAO-B.

Los resultados del analisis de las pendientes de las curvas obtenidas mostraron la

incapacidad de la MAO-A para metabolizar el compuesto PrNH,. En otras palabras,
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este compuesto no es un sustrato de la MAO-A. Se realizaron al menos tres
experimentos con concentraciones de droga que variaba entre 10 uM y 500 puM sin

obtener ningun resultado positivo.

MAQO-B: Se utiliz6 suspension mitocondrial de higado de rata (10 mg/mL) previamente
incubada por 30 minutos a 37 °C con clorgilina (10° M) para evitar posibles
interacciones con MAO-A.

Los resultados del analisis de las pendientes de las curvas obtenidas demostraron
que la PrNH; es sustrato relativamente afin de la MAO-B, como lo demuestra la figura
34 en la que se puede observar una K, cercana a los 100 uM, cabe recordar, que la

bencilamina tiene una K, cercana a los 300 uM para esta enzima.

MAO-B: PrNH,

2000+

10004 .

Vi, pmol/min

Kn=915+13.1 uM
Viax= 1742 £ 92 pmol/min

T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
[PrNH,], uM

Figura 34: Representacion grafica de la actividad enzimatica a distintas
concentraciones de sustrato PrNH, en MAO-B

SSAO: Como se menciond al inicio de este trabajo, estudios pioneros en la
oxidacioén de tiramina o bencilamina sobre tejidos adiposos revelaron la presencia de
MAO vy otra amino-oxidasa resistente al bloqueo por los inhibidores clasicos de MAO.
Esta enzima era inhibida por semicarbazida, por lo cual fue llamada amino-oxidasa
sensible a semicarbazida (SSAO). Recientemente se ha estudiado el aumento de la

actividad de SSAO plasmatica en pacientes con arteriosclerosis, insuficiencia cardiaca al
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corazon, infarto cerebral y diabetes. Especial interés tiene este ultimo punto ya que se
ha reportado que sustratos de la enzima SSAO en combinacion con muy bajas
concentraciones de vanadato imitan los efectos “tipo insulina” en ratas. Esto quiere
decir que aumenta considerablemente el transporte de glucosa. Por lo tanto, se ha
postulado que sustratos de la SSAO podrian considerarse como potenciales drogas
antidiabéticas.

En los experimentos realizados se utilizo suspension mitocondrial de microsomas
de pulmon bovino (10 mg/mL). El ensayo se realizd6 en las mismas condiciones
descritas anteriormente y los resultados del analisis de las pendientes de las curvas
obtenidas demostraron que la PrNH; es un excelente sustrato de la SSAO, con una K,

calculada de 8.3 uM.

SSAO: PrNH,

2500+
c 2000+
£
o 1500+
£
o
= 1000
> Kp=83t1.1uM

500 % Viax= 2669 £ 245 pmol/min
0 T T T 1
0 10 20 30 40

[PrNH,], pM

Figura 35: Representacion grafica de la actividad enzimatica a distintas
concentraciones de sustrato PrNH, en SSAO

Este resultado no deja de sorprender al considerar que el mejor sustrato conocido
hasta ahora para la SSAO es la bencilamina que tiene una K,, de 50 uM en estas mismas
condiciones. Estos resultados abren insospechadas posibilidades de proyectos a futuro,
principalmente sintesis de derivados de PrNH,, para establecer relaciones estructura-
actividad sobre SSAO, con el fin de encontrar mejores sustratos de la SSAO y posibles

nuevas drogas antidiabéticas entre otros.
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CONCLUSIONES GENERALES

Mediante la metodologia descrita en este trabajo se logr6 disefiar una ruta para la
sintesis de la familia 2,4,6. Estos compuestos contienen un patrén de sustitucion
sobre el anillo aromatico muy inusual y dificil de obtener.

Se materializd la sintesis del compuesto 2,4-dimetoxi-metiltiobenceno en un
paso utilizando el bencino. La sintesis de este compuesto en literatura es
desarrollada a través de por lo menos cinco pasos intermedios.

Ninguno de los compuestos estudiados presentd actividad interesante como
IMAO-B. Muchos de ellos definitivamente no tuvieron actividad hacia esta
isoforma y en aquellos compuestos que si presentaron algin grado de inhibicion,
la concentracion necesaria para producir esta inhibicion era demasiado elevada
como para proponerlos como potenciales firmacos IMAO-B.

Varios de los compuestos sintetizados son inhibidores potentes y selectivos de la
MAO-A, como por ejemplo en la familia 2,4,5 se destacé el n-PrSANF
alcanzando valores micromolares de ICsp y en la familia 2,4,6 los compuestos
2,4,6-MeSANF y 2-cloro con valores de ICsj en el rango nanomolar.

En aquellos inhibidores que presentan sustituyentes alquiltio en posicion 4 (los
mas potentes en comparacion a los alquiloxi), la potencia IMAO-A es méaxima
cuando el sustituyente es n-propiltio.

Sustituyentes con un numero mayor o menor de atomos de carbono, o con
cadenas ramificadas en posicion para, disminuyen la potencia como IMAO-A.

El patron de substitucion 2,4,5 induce una disminucion de la potencia como
IMAO-A con respecto a fenilisopropilaminas monosustituidas en 4 (MTA). Sin
embargo, el patrén de substitucion 2,4,6 no modifica la potencia con respecto a
MTA.

Por ende, moléculas con patron de substitucion 2,4,6 son mas potentes IMAO-A

que aquellas con un patron de substitucion 2.,4,5.
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En los compuestos estudiados pertenecientes a la familia 2,4,5 la metilacion
del grupo amino induce un incremento en la potencia IMAO-A, alcanzandose
rangos nanomolares en el caso del compuesto n-PrSANFNMe (ICsp= 0.36 + 0.03
uM).
El aumento del volumen de la cadena amina, debido al alargamiento de un
carbono sobre el C a, pasando de metilo en el patron de anfetamina a C a-etilo,
induce una disminucion de la potencia IMAO-A.
Las moléculas ensayadas son inhibidores reversibles de MAO-A.
En ninguno de los compuestos estudiados, ademés de la PrNH,, se presento
actividad como substrato de MAO-A y/o MAO-B.
La inhibicion no fue dependiente del tiempo de interaccion enzima-substrato en
los casos estudiados.
Los compuestos derivados de feniletilamina evaluados tuvieron alta afinidad por
los receptores de serotonina 5-HT 4, 5-HT24 y 5-HT»(, llegando en la mayoria de
los casos a rangos nanomolares.
La afinidad por los receptores 5-HT;s disminuyd 10 veces al agregar un grupo
metilo en el carbono o de la cadena lateral amina (anfetaminas).
El compuesto PrNH, present6é una alta actividad como sustrato de la enzima
SSAOQ, ademas de una actividad considerable como sustrato hacia la MAO-B y

ninguna actividad como sustrato hacia la MAO-A.
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ANEXO 1

QUIMICA, PROCEDIMIENTO GENERAL. Los espectros de 'H-RMN fueron
obtenidos en un espectréometro Bruker AMX 300 o DRX 500. Los corrimientos
quimicos son expresados en partes por millon (ppm) con referencia a MesSi. Los datos
de 'H RMN son mostrados en orden de multiplicidad (s, singlete; d, doblete; t, triplete;
¢, cuadruplete; q, quintuplete; s, sextuplete; m multiplete); los nimeros de protones y las
constantes de acoplamiento aproximadas en Hertz (Hz). Analisis elemental (C, H, N, S,
Cl) fueron llevadas a cabo usando un instrumento Perkin-Elmer 240 B o 240 C y los
resultados estan entre +0.4% de los valores tedricos. Los datos de espectroscopia de
masa fueron obtenidos con un espectrometro de masas de ionizacion quimica Finnigan
4000, usando metano como gas de transporte. Cromatografia de capa fina (CCF) fue
realizada en condiciones estandar usando placas de silica gel 60-F;s4, 0.2 mm ancho

(Merck).

SINTESIS DE LA FAMILIA 2,4,5

Cloruro de 2,5-Dimetoxibencensulfonilo (1)

De acuerdo al método descrito por Shulgin®® 1,4-dimetoxibenceno (100.0 g, 0.72 mol)
fue disuelto en CH,Cl, (500 mL) con agitacién a temperatura ambiente. Después de
agregar gota a gota acido clorosulfonico (200 mL, 3.0 mol) y cuando la mezcla de
reaccion se estabilizo, al cesar el desprendimiento vigoroso de HCI, se agreg6 1 L de
agua, al principio muy lentamente. Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con
CH,CI; (3 x 100 mL), los extractos se reunieron con la fase organica original, se secaron
(NazSOg4 anhidro) y se concentraron. El resultado fue un polvo amarillo que no necesitéd
mayor purificacion (116.1 g, 68.3%), con un punto de fusion de 110-113 °C (lit. 109-112
°C*. "H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.47 (d, 1H, J = 3.1 Hz, ArH), 7.22-7.27 (dd, 1H,
J=6.0 Hz, J’ = 3.0 Hz, ArH), 7.08 (d, 1H, J = 10 Hz, ArH), 4.02 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s,
3H, OCHs)
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2,5-Dimetoxibencenotiol (2)

A una solucion de 600 mL de HCI al 30% v/v en un vaso de precipitado de 3 L, con
agitacion, se adicion6 el compuesto 1 (120.0 g, 0.51 mol). Se calent6 la mezcla
heterogénea lentamente hasta alcanzar los 35°C y se adiciond lentamente y en pequefias
porciones Zn en polvo (180.0 g, 2.75 mol), cuidando que la temperatura no sobrepasara
los 60-70 °C. Después de una hora de agitacion manteniendo la temperatura en 60 °C se
retorné la mezcla de reaccion a temperatura ambiente, se filtrd y los residuos metalicos
se lavaron con CH,Cl,. Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con CH,Cl, (3
x 100 mL), se agregaron 2 L de agua a la fase acuosa y se extrajeron nuevamente con
CH)CI, (3 x 100 mL), los extractos organicos se reunieron y se secaron (NaySOy
anhidro). Después de concentrar, el tiol fue obtenido por destilacion (75 — 80 °C / 0.1
Torr) como un aceite incoloro (86.0 g, 100%)*. "H RMN (300 MHz, CDCls): & 6.85 (d,
1H, J = 3.0 Hz, ArH), 6.78 (d, 1H, J = 9.0 Hz, ArH), 6.65 (dd, 1H, J =9.0 Hz, J’ = 3.0
Hz, ArH), 3.92 (s, 1H, SH), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.75 (s, 3H, OCH3)

Procedimiento general parala preparacion de 2-alquiltiol,4.dimetoxibencenos (3A-G)
En un balén de 500 mL provisto de agitacion magnética, embudo de adicidn,
condensador y bajo flujo de N, se adicion6 lentamente 2 (10 mmol) sobre KOH (20
mmol) disuelto en 30 mL de MeOH vy se dejo agitar la mezcla de reaccion por una hora.
Luego se adicion6 lentamente 20 mmol del halogenuro de alquilo apropiado, cuidando
de mantener la temperatura de la reaccion en aproximadamente 60°C. Después que la
adicion se completd, se dejo agitar la mezcla de reaccion hasta que retorn6 a temperatura
ambiente. Se agregd 200 mL de agua y se extrajo la fase acuosa con CH,Cl, (3 x 50
mL), se seco la fase organica con Na,SO4 anhidro, se filtro y se evapord el solvente. El
producto se destil6 obteniéndose en la mayoria de los casos un aceite incoloro. En
aquellos casos en donde el producto es un solido, éste fue recristalizado en EtOH. Un
método alternativo usando 20 mmol de Me,SO4 como agente alquilante se utilizo para la

preparacion del 2,5-dimetoxitioanisol (10 mmol) bajo las condiciones ya descritas.
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1,4-Dimetoxi-2-metiltiobenceno (3A)
Este compuesto fue obtenido de 2 como un aceite incoloro que una vez destilado a 80—
85 °C / 0.1 Torr, cristalizo: p.f. 33-34 °C (lit. 33-34 °C*"). Usando MeBr como agente
alquilante se obtuvo 89% de rendimiento y usando como agente alquilante Me,SO4 se
obtuvo 100% de rendimiento. 'H RMN (300 MHz, CDCl3): & 6.76 (d, 1H, J = 9.0 Hz,
ArH), 6.75 (d, 1H, J =3.0 Hz, ArH), 6.64 (dd, 1H, ] = 6.0 Hz, J’ = 3.0 Hz, ArH), 3.85 (s,
3H, OCHs), 3.78 (s, 3H, OCHs), 2.43 (s, 3H, CH3S)

1,4-Dimetoxi-2-etiltiobenceno (3B)

Este compuesto fue obtenido de 2 como un aceite incoloro. Se usé bromuro de etilo
como agente alquilante y se obtuvo 100% de rendimiento’’. 'H RMN (300 MHz,
CDCl3): 6 6.83 (d, 1H, J =3.0 Hz, ArH), 6.77 (d, 1H, J = 9.0 Hz, ArH), 6.67 (dd, 1H, J =
6.0 Hz, J’ = 3.0 Hz, ArH), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.77 (s, 3H, OCH3), 2.91 (¢, 2H, J = 7.0
Hz, CH3CH»S), 1.33 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S)

1,4-Dimetoxi-2- n-propiltiobenceno (3C)

Este compuesto fue obtenido de 2 como un aceite incoloro. Se us6 1-bromopropano
como agente alquilante y se obtuvo 100% de rendimiento. 'H RMN (300 MHz, CDCl;):
6 6.80 (d, 1H, J =3.0 Hz, ArH), 6.73 (d, 1H, J = 9.0 Hz, ArH), 6.63 (dd, 1H, J = 6.0 Hz,
J’ = 3.0 Hz, ArH), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.73 (s, 3H, OCHj3), 2.84 (t, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,S), 1.67 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S), 1.02 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,S,)

1,4-Dimetoxi-2-~propiltiobenceno (3D)

Este compuesto fue obtenido de 2 como un aceite incoloro. Se utilizdé 2-yodopropano
como agente alquilante y se obtuvo 100% de rendimiento, destila a 75-80 °C / 0.05 Torr.
'H RMN (500 MHz, CDCls): & 6.93 (d, 1H, J = 3.0 Hz, ArH), 6.81 (d, 1H, J = 9.0 Hz,
ArH), 6.75 (dd, 1H, J = 6.0 Hz, J’ = 3.0 Hz, ArH), 3.86 (s, 3H, OCH3), 3.78 (s, 3H,
OCH3), 3.50 (m, 1H, (CH3),CHS), 1.32 (d, 6H, J = 7.0 Hz, (CH3),CHS)




64

2-n-Butiltio-1,4-dimetoxibenceno (3E)

Este compuesto fue obtenido de 2 como un aceite incoloro que una vez destilado, 105-
110 °C / 0.1 Torr, cristalizé como polvo blanco p.f. 36-37 °C°". Se utilizé 1-yodobutano
como agente alquilante y se obtuvo 96% de rendimiento. 'H RMN (500 MHz, CDCl5):
8 6.83 (d, 1H, J =3.0 Hz, ArH), 6.77 (d, 1H, J = 9.0 Hz, ArH), 6.67 (dd, 1H, J = 6.0 Hz,
J’ = 3.0 Hz, ArH), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.78 (s, 3H, OCH3), 2.89 (t, 2H, J = 7.0 Hz,
CH3(CH,),CH»S), 1.67 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,CH,S), 1.48 (sext, 2H, J = 7.0
Hz, CH;CH»(CH,),S), 0.93 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,)3S)

1,4-Dimetoxi-2- n-pentiltiobenceno (3F)

Este compuesto fue obtenido de 2 como un aceite incoloro que una vez destilado, 105-
110 °C / 0.1 Torr, cristalizé como polvo blanco p.f. 38-39 °C (lit. 38-39 °C™?). Se utilizd
1-bromopentano como agente alquilante y se obtuvo 100% de rendimiento. 'H RMN
(500 MHz, CDCls): 6 6.82 (d, 1H, J = 3.0 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J = 9.0 Hz, ArH), 6.66
(dd, 1H, J = 6.0 Hz, J = 3.0 Hz, ArH), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.77 (s, 3H, OCHs), 2.88 (t,
2H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,);CH»S), 1.68 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,),CH,>CH,S), 1.43
(g, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH, (CH),S), 1.35 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,(CH,);S),
0.91 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH>)4S)

1,4-Dimetoxi-2-feniletiltiobenceno (3G)

Este compuesto fue obtenido de 2 como un aceite incoloro. Se utilizé 1-bromo-2-fenil-
etano como agente alquilante y se obtuvo 98% de rendimiento, destila a 95-100 °C / 0.1
Torr. "H RMN (300 MHz, CDCl3): & 7.40 (m, 3H, Ar(1)H), 7.30 (m, 5H, Ar(2)H), 3.90
(s, 3H, OCH3), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.30 (t, 2H, J = 7.0 Hz, Ar(2)CH,CH>»S), 3.05 (t, 2H,
J=17.0 Hz, Ar(2)CH,CH,S). CIMS 275 (MH")
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Procedimiento general para la preparacion de benzaldehidos (4A-G)
Se utiliz6 la reaccion de formilacion de Vilsmeier (método-1) para la obtencion de la
mayoria de los aldehidos. En un matraz de Erlenmeyer de 100 mL con agitacién manual
se calent6 por 5—10 minutos a 40—50 °C una mezcla de 60 mmol de POCl; y 60 mmol de
N-metilformanilida. Una vez que se visualizd un cambio de color en la mezcla, se
agregd 20 mmol del correspondiente alquiltiobenceno 3 (A-G). La mezcla anterior se
calenté por 15 minutos a no mas de 70 °C, se retird del calor y rdpidamente se agregd
100 g de hielo picado y se dejo agitar por 1 hora. Se filtraron los solidos, se lavaron con

agua fria, y se recristalizo el producto en EtOH.

Se utiliz6 un método alternativo (método-2) para aquellas reacciones de
formilacion que dieron bajos rendimientos usando la reaccion de Vilsmeier. Se enfrid
en un bano de hielo, con agitacién y bajo atmosfera de N,, una solucion de 30.0 mmol
del correspondiente alquiltiobenceno 3 (A) en 40 mL de CH,Cl, seco. Se agregd gota a
gota en el curso de aproximadamente 2 minutos 50.0 mmol de SnCly (la soluciéon se
torn6 opaca) y después de una hora de agitacion se agreg6d gota a gota en el curso de
aproximadamente 5 minutos 30 mmol de CL,CHOMe y se retorn6 la mezcla de reaccion
a temperatura ambiente agitando por una hora adicional. La mezcla de reaccion se
vertio sobre 15.0 g de hielo picado y después de agitar por una hora la fase acuosa se
extrajo con CH,Cl; (3 x 50 mL), la fase organica se sec6 (Na,SO, anhidro) y se evapord

el solvente. El producto se purificéd por recristalizacion en MeOH.

2,5-Dimetoxi-4-metiltiobenzaldehido (4A)

Este compuesto fue obtenido de 3A como un polvo amarillo en 73% de rendimiento
usando el método-1 y en 89% de rendimiento usando el método-2: p.f. 98-100 °C**.
'H RMN (300 MHz, CDCl3): & 10.36 (s, 1H, CHO), 7.26 (s, 1H, ArH), 6.71 (s, 1H,

ArH), 3.93 (s, 3H, OCHz), 3.90 (s, 3H, OCHs), 2.49 (s, 3H, CH;S)
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2,5-Dimetoxi-4-etiltiobenzaldehido (4B)
Este compuesto fue obtenido de 3B como cristales gruesos de color ambar en un 88% de
rendimiento usando el método-1: p.f. 87-88 °C (lit. 86-88 °C*®). 'H RMN (300 MHz,
CDCl3): & 10.34 (s, 1H, CHO), 7.21 (s, 1H, ArH), 6.74 (s, 1H, ArH), 3.88 (s, 3H,
OCH3), 3.86 (s, 3H, OCH3), 2.98 (c, 2H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,S), 1.39 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CH:CH,)

2,5-Dimetoxi-4- n-propiltiobenzaldehido (4C)

Este compuesto fue obtenido de 3C como polvo amarillo en un 99% de rendimiento
usando el método-1: p.f. 78-79 °C (lit. 76-77 °C**). 'H RMN (500 MHz, CDCls): &
10.42 (s, 1H, CHO), 7.31 (s, 1H, ArH), 6.83 (s, 1H, ArH), 3.98 (s, 3H, OCH3), 3.95 (s,
3H, OCHs), 3.00 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S), 1.85 (sext, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,S), 1.17 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CH,S)

2,5-Dimetoxi-4-~propiltiobenzaldehido (4D)

Este compuesto fue obtenido de 3D como polvo amarillo en un 78% de rendimiento
usando el método-1: p.f. 89-90°C. "H RMN (500 MHz, CDCls): & 10.38 (s, 1H, CHO),
7.27 (s, 1H, ArH), 6.88 (s, 1H, ArH), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCH3), 3.61 (m,
1H, (CH3),CHS), 1.41 (d, 6H, J = 7.0 Hz, (CH3),CHS)

4-n-Butiltio-2,5-dimetoxibenzaldehido (4E)

Este compuesto fue obtenido de 3E como polvo amarillo en un 86% de rendimiento
usando el método-1: p.f. 72-73°C. 'H RMN (500 MHz, CDCl3): & 10.37 (s, 1H, CHO),
7.27 (s, 1H, ArH), 6.78 (s, 1H, ArH), 3.93 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCHj3), 2.97 (t,
2H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,),CH>S), 1.75 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH;CH,CH,CH,S), 1.54
(sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH»(CH>),S), 0.98 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH>)3S)
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2,5-Dimetoxi-4-n-pentiltiobenzaldehido (4F)
Este compuesto fue obtenido de 3F como polvo amarillo en un 100% de rendimiento
usando el método-1: p.f. 104-105°C. 'H RMN (500 MHz, CDCls): & 10.36 (s, 1H,
CHO), 7.25 (s, 1H, ArH), 6.77 (s, 1H, ArH), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCH3),
296 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CHs3(CHy);CH,S), 1.76 (q, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;3(CH»),CH,CH,»S), 1.49 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH»(CH,),S), 1.38 (sext, 2H, J =
7.0 Hz, CH3CH»(CH;)3S), 0.98 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH)4S)

1,4-Dimetoxi-2-feniletiltiobenzaldehido (4G)

Este compuesto fue obtenido de 3J como un polvo amarillo palido en un 90% de
rendimiento, p.f. 102-105 °C. "H RMN (300 MHz, CDCls): § 10.42 (s, 1H, CHO), 7.40
(m, 2H, Ar(1)H), 7.32 (m, SH, Ar(2)H), 3.95 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.29 (t, 2H, ] = 7.0 Hz,
Ar(2)CH,CH,S), 3.09 (t, 2H, J = 7.0 Hz, Ar(2)CH,CH,S). CIMS 303 (MH")

Procedimiento general para la preparacion de los arilnitroetenos (5A-G)

Una solucion de 10.0 mmol del correspondiente aldehido en 50 mL de nitrometano se
calent6 hasta aproximadamente 60 °C, luego de lo cual se agregaron 6.0 mmol de
NH4OAc anhidro y se mantuvo a reflujo por 2 horas (se comprobd el término de la
reaccion por CCF). Después de retornar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente
se evaporo la mitad del solvente/reactivo y se dejo cristalizar. Se recristaliz6 en EtOH

caliente.

1-(2,5-Dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-nitroeteno (5A)

Este compuesto fue obtenido de 4A como cristales de color naranja intenso en forma de
agujas en un 97% de rendimiento: p.f. 160-164 °C (lit. 165-166 °C*’). "H RMN (300
MHz, CDCl): ¢ 8.13 (d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCH), 7.83 (d, 1H, J = 13.5 Hz, CHNO,),
6.83 (s, 1H, ArH), 6.71 (s, 1H, ArH), 3.95 (s, 3H, OCH3), 3.89 (s, 3H, OCH3), 2.50 (s,
3H, SCH3)
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1-(2,5-Dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-nitroeteno (5B)
Este compuesto fue obtenido de 4B como cristales de color naranja intenso en forma de
agujas en un 86% de rendimiento: p.f. 153-154 °C (lit. 151-154 °C**). 'H RMN (300
MHz, CDCls): 6 8.05 (d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCH), 7.76 (d, 1H, J = 13.5 Hz, CHNO»),
6.76 (s, 1H, ArH), 6.71 (s, 1H, ArH), 3.86 (s, 3H, OCH3), 3.81 (s, 3H, OCHz), 2.92 (c,
2H, J =7.0 Hz, CH3sCH>S), 1.33 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,S)

1-(2,5-Dimetoxi-4- n-propiltiofenil)-2-nitroeteno (5C)

Este compuesto fue obtenido de 4C como cristales de color naranja intenso en forma de
agujas en un 98% de rendimiento: p.f. 121-123°C (lit. 120-121°C**). "H RMN (300
MHz, CDCls): & 8.04 (d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCH), 7.75 (d, 1H, J = 13.5 Hz, CHNO,),
6.75 (s, 1H, ArH), 6.69 (s, 1H, ArH), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.80 (s, 3H, OCH3), 2.85 (t,
2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S), 1.70 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH;CH,CH>S), 1.01 (t, 3H, J
= 7.0 Hz, CH3CH,CH,S)

1-(2,5-Dimetoxi-4-~propiltiofenil)-2-nitroeteno (5D)

Este compuesto fue obtenido de 4D como cristales de color naranja en forma de escamas
en un 89% de rendimiento: p.f.123-125 °C. 'H RMN (500 MHz, CDCls): & 8.13 (d, 1H,
J =13.5 Hz, ArCH), 7.87 (d, 1H, J = 13.5 Hz, CHNO,), 6.89 (s, 1H, ArH), 6.86 (s, 1H,
ArH), 3.94 (s, 3H, OCH3), 3.90 (s, 3H, OCH3), 3.62 (m, 1H, (CH3),CHS), 1.39 (d, 6H, J
=7.0 Hz, (CHs),CHS)

1-(4- n-Butiltio-2,5-dimetoxifenil)-2-nitroeteno (5E)

Este compuesto fue obtenido de 4E como cristales de color naranja en un 91% de
rendimiento: p.f. 130-131 °C. "H RMN (500 MHz, CDCl5): 6 8.13 (d, 1H, J = 13.5 Hz,
ArCH), 7.84 (d, 1H, J = 13.5 Hz, CHNO,), 6.84 (s, 1H, ArH), 6.78 (s, 1H, ArH), 3.94 (s,
3H, OCH3), 3.89 (s, 3H, OCH3), 2.97 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,),CH»S), 1.74 (q, 2H,
J = 7.0 Hz, CH;CH,CH,CH,S), 1.53 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH»(CH),S), 0.98 (t,
3H, J =7.0 Hz, CH3(CH>)3S)
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1-(2,5-Dimetoxi-4- n-pentiltiofenil)-2-nitroeteno (5F)
Este compuesto fue obtenido de 4F como cristales de color naranja en un 83% de
rendimiento: p.f. 128-129 °C. 'H RMN (500 MHz, CDCl3): & 8.13 (d, 1H, J = 13.5 Hz,
ArCH), 7.84 (d, 1H, J = 13.5 Hz, CHNO,), 6.84 (s, 1H, ArH), 6.78 (s, 1H, ArH), 3.94 (s,
3H, OCH3), 3.89 (s, 3H, OCHj3), 2.96 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,);CH>»S), 1.74 (q, 2H,
J =7.0 Hz, CH3(CH;),CH,CH,S), 1.48 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH»(CH>),S), 1.38
(sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH»(CH,)3S), 0.93 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,)4S)

1-(2,5-Dimetoxi-4-feniletiltio)-2-nitroeteno (5G)

Este compuesto fue obtenido de 3J como un polvo amarillo palido en un 78% de
rendimiento, p.f. 153-155 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCl;): & 8.18 (d, 1H, J = 13.5 Hz,
ArCH), 7.90 (d, 1H, J = 13.5 Hz, CHNO»), 7.39 (m, 2H, Ar(2)H), 7.31 (m, 3H, Ar(2)H),
6.91 (s, 1H, Ar(1)H), 6.85 (s, 1H, Ar(1), 3.99 (s, 3H, OCHs), 3.97 (s, 3H, OCH3), 3.27
(t,2H, J = 7.0 Hz, Ar(2)CH,CH,S), 3.07 (t, 2H, J = 7.0 Hz, Ar(2)CH,CH,S)

Procedimiento general para la preparacion de arilnitropropenos (6A-G)

Una solucion de 10.0 mmol del correspondiente aldehido (4A-G) en 50 mL de
nitroetano se calent6 hasta aproximadamente 60 °C, luego de lo cual se agregaron 6.0
mmol de NH4OAc anhidro y se mantuvo a reflujo por 3-5 horas (se comprob6 el término
de la reaccion por CCF). Después de retornar la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente se evaporo la mitad del solvente/reactivo y se dejo cristalizar. Se recristalizo

en EtOH caliente.

1-(2,5-Dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (6A)

Este compuesto fue obtenido de 4A como cristales de color naranja intenso en forma de
agujas en un 73% de rendimiento: p.f. 134-136 °C (lit. 137-138 °C*’). "H RMN (300
MHz, CDCl;): & 8.28 (s, 1H, ArCH), 6.78 (s, 1H, ArH), 6.73 (s, 1H, ArH), 3.87 (s, 3H,
OCHa), 3.88 (s, 3H, OCH3), 2.50 (s, 3H, SCH3), 2.42 (s, 3H, CH3CNO»)
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1-(2,5-Dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (6B)

Este compuesto fue obtenido de 4B como cristales de color naranja intenso en forma de
agujas en un 85% de rendimiento: p.f. 110-111 °C (lit. 110-112 °C**). "H RMN (300
MHz, CDCls): 6 8.20 (s, 1H, ArCH), 6.74 (s, 1H, ArH), 6.71 (s, 1H, ArH), 3.79 (s, 6H, 2
x OCH3), 2.91 (c, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S), 2.35 (s, 3H, CH3CNOy), 1.31 (t, 3H, J =
7.0 Hz, CH3CH,S)

1-(2,5-Dimetoxi-4- n-propiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (6C)

Este compuesto fue obtenido de 4C como cristales de color naranja en forma de agujas
en un 69% de rendimiento: p.f. 83-85 °C (lit. 83-84 °C**). 'H RMN (300 MHz, CDCls):
0 8.19 (s, 1H, ArCH), 6.73 (s, 1H, ArH), 6.71 (s, 1H, ArH), 3.79 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.86
(t, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH.S), 2.34 (s, 3H, CH3CNO,), 1.68 (sext, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH»S), 1.01 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CH,S)

1-(2,5-Dimetoxi-4- ~propiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (6D)

Este compuesto fue obtenido de 4D como cristales de color naranja en forma de agujas
en un 85% de rendimiento: p.f. 99-100 °C. 'H RMN (500 MHz, CDCls): & 8.27 (s, 1H,
ArCH), 6.92 (s, 1H, ArH), 6.80 (s, 1H, ArH), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 3H, OCH3),
3.59 (m, 1H, (CH3),CHS), 2.43 (s, 3H, CH3CNO), 1.37 (d, 6H, J = 7.0 Hz, (CH3),CHS)

1-(4- n-Butiltio-2,5-dimetoxifenil)-2-nitro-1-propeno (6E)

Este compuesto fue obtenido de 4E como cristales de color naranja en un 90% de
rendimiento: p.f. 64-65 °C. "H RMN (500 MHz, CDCls): 6 8.28 (s, 1H, ArCH), 6.81 (s,
1H, ArH), 6.78 (s, 1H, ArH), 3.87 (s, 6H, 2 x OCHzs), 2.96 (t, 2H, J = 7.0 Hz,
CH3(CH,),CH>»S), 2.43 (s, 3H, CH3CNO»), 1.70 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,CH>S),
1.52 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,(CH>),S), 0.97 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH>);S)
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1-(2,5-Dimetoxi-4- n-pentiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (6F)
Este compuesto fue obtenido de 4F como cristales de color amarillo en un 71% de
rendimiento: p.f. 63-65 °C. "H RMN (500 MHz, CDCls): 6 8.28 (s, 1H, ArCH), 6.81 (s,
1H, ArH), 6.79 (s, 1H, ArH), 3.87 (s, 6H, 2 x OCHj3), 2.95 (t, 2H, J = 7.0 Hz,
CH3(CH);CHLS), 243 (s, 3H, CHi;CNO,), 1.73 (g, 2H, J = 7.0 Hz
CH3(CH»),CH,CH,»S), 1.47 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH»(CH,),S), 1.37 (sext, 2H, J =
7.0 Hz, CH3CH,(CH>)sS), 0.93 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH>)4S)

1-(2,5-Dimetoxi-4-feniletiltio)-2-nitro 1-propeno (6G)

Este compuesto fue obtenido de 3J como un polvo amarillo palido en un 85% de
rendimiento, p.f. 112-114 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCls): & 8.33 (s, 1H, ArCH), 7.38
(m, 2H, Ar(2)H), 7.31 (m, 3H, Ar(2)H), 6.89 (s, 1H, Ar(1)H), 6.85 (s, 1H, Ar(1)H), 3.94
(s, 3H, OCHs), 3.91 (s, 3H, OCH3), 3.25(t, 2H, J = 7.0 Hz, Ar(2)CH,CH,S), 3.08 (t, 2H,
J=7.0 Hz, Ar(2)CH,CH»S), 2.47 (s, 3H, CH3;CHNO,)

Procedimiento general para la preparacion de los arilnitrobutenos (7A-C)

Se disolvidé 10.0 mmol del correspondiente aldehido (4A-C) en 100 mL de tolueno, se
agregaron 16.0 mmol de nitropropano y 2.9 mmol de DMEDA y se mantuvo a reflujo
bajo una trampa de Dean-Stark por 48 horas. Se evapord la mitad del solvente y se dejo

cristalizar. Se recristalizo en EtOH caliente

1-(2,5-Dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-nitro-1-buteno (7A)

Este compuesto fue obtenido de 4A como cristales naranja algodonosos en un 50 % de
rendimiento: p.f. 98-100 °C>*). "H RMN (300 MHz, CDCls): & 8.24 (s, 1H, ArCH),
6.91 (s, 1H, ArH), 6.79 (s, 1H, ArH), 3.88 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.86 (c, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CNOy), 2.49 (s, 3H, CH3S), 1.29 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CNO»)
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1-(2,5-Dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-nitro-1-buteno (7B)
Este compuesto fue obtenido de 4B como cristales naranja claro en un 54 % de
rendimiento: p.f. 75-78 °C. "H RMN (300 MHz, CDCls): 6 8.23 (s, 1H, ArCH), 6.81 (s,
1H, ArH), 6.80 (s, 1H, ArH), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 3H, OCHs), 2.98 (c, 2H, J =
7.0 Hz, CH5CH»S), 2.86 (c, 2H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CNO), 1.38 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CH;CH»S), 1.29 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CNO,)

1-(2,5-Dimetoxi-4- n-propiltiofenil)-2-nitro-1-buteno (7C)

Este compuesto fue obtenido de 4C como cristales naranja algodonoso en un 55 % de
rendimiento: p.f. 55-56 °C. "H RMN (300 MHz, CDCl3): 6 8.23 (s, 1H, ArCH), 6.80 (s,
1H, ArH), 6.79 (s, 1H, ArH), 3.87 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 3H, OCHj3), 2.93 (t, 2H, J =
7.0 Hz, CH3CH,CH>S), 2.85 (¢, 2H, J = 7.0 Hz, CH;CH,CNO,), 1.82-1.69 (m, 2H,
CH;CH,CH,S), 1.29 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S), 1.08 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CNO»)

Procedimiento general para la preparacion de las aminas

En un baldén de tres bocas de 1 L, provisto de agitador magnético, embudo de adicion,
condensador y bajo atmosfera de N», se agreg6 lentamente 50.0 mmol de LiAlH4 sobre
200 mL de THF seco y con muy buena agitacion. Se calento el sistema anterior en un
bafo de silicona hasta alcanzar aproximadamente 60 °C y se agregd gota a gota 10.0
mmol del correspondiente arilnitroalqueno (5A-F), (6A-G), (7A-C) disuelto en 50 mL
de THF seco. Se mantuvo la reaccion a reflujo con adecuada agitacion por 36 horas,
después de lo cual se retorné a temperatura ambiente y se continu6 la agitacién por 24
horas. Se destruyo el exceso de hidruro agregando gota a gota con mucha precaucion
1.9 mL de agua diluida en 50 mL de THF, seguida de 1.9 mL de NaOH al 15% y
finalmente 5.7 mL de agua. Cuando la mezcla de reaccion retornd a temperatura
ambiente se filtro el solido blanco de sales de aluminio y se lavé con THF, se seco con
MgSO, anhidro y se evapord el solvente al vacio. En todos los casos la amina obtenida

se purificd por destilacion al vacio. El aceite destilado fue disuelto en una minima
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cantidad de 2-propanol, neutralizando gota a gota con HCI concentrado disuelto en 2-
propanol hasta que se llegd a un pH aproximado de 5.5-6.0. Se diluy6 con Et,O seco y

se dejo cristalizar el clorhidrato.

Clorhidrato de 1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-etilamina (MeSFEA)

Este compuesto fue obtenido de SA como un fino polvo blanco con un 52 % de
rendimiento: p.f. 238-240 °C (lit. 240-241 °C*"). 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.94 (s,
2H, ArH), 3.86 (s, 3H, OCH3), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.22 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,),
2.96 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH>»), 2.47 (s, 3H, CH3S). Analisis Elemental (CHNSCI).
Teorico (C 50.10%; H 7.00%; N 5.30%; S 12.15%; CI 13.40%); Experimental (C
50.25%; H 6.81%; N 5.44%; S 12.50%; C1 13.20%)

Clorhidrato de 1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-etilamina (EtSFEA)

Este compuesto fue obtenido de 5B como un fino polvo blanco con un 55 % de
rendimiento: p.f. 208-209 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.97 (s, 1H, ArH), 6.90 (s,
1H, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.17 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,), 2.93-2.87 (m, 4H,
CH;CH.S y ArCH»), 1.19 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S). Anadlisis Elemental (CHNS).
Tedrico (C 51.88%; H 7.26%; N 5.04%; S 11.54%); Experimental (C 51.83%; H 7.12%;
N 5.32%; S 11.92%)

Clorhidrato de 1-(2,5-dimetoxi-4- n-propiltiofenil)-etilamina (7-PrSFEA)

Este compuesto fue obtenido de 5C como un fino polvo blanco con un 55 % de
rendimiento: p.f. 186-189 °C. "H RMN (300 MHz, D,0): § 6.91 (s, 1H, ArH), 6.83 (s,
1H, ArH), 3.72 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.09 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,), 2.86-2.78 (m, 4H,
CH;CH,CH,S y ArCHb), 1.49 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CH,S), 0.84 (t, 3H, J = 7.0
Hz, CH3;CH,CH,S). Andlisis Elemental (CHNS). Teodrico (C 53.13%; H 8.23%; N
4.77%; S 10.91%); Experimental (C 53.35%; H 7.58%; N 5.00%; S 9.93%)



74
Clorhidrato de 1-(2,5-dimetoxi-4-~propiltiofenil)-etilamina (~FPrSFEA)
Este compuesto fue obtenido de SD como un fino polvo blanco con un 80 % de
rendimiento: p.f. 194-195 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 7.05 (s, 1H, ArH), 6.93 (s,
1H, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCHj3), 3.46 (m, 1H, (CH3),CHS), 3.18 (t, 2H, J = 7.0 Hz,
CHoNH»), 2.93 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH»), 1.18 (d, 6H, J = 7.0 Hz, (CH3),CHS).
Analisis Elemental (CHNSCI). Tedrico (C 53.50%; H 7.60%; N 4.80%; S 10.99%:; Cl
12.15%); Experimental (C 53.58%; H 7.77%; N 4.74%; S 11.12%; C1 12.09%)

Clorhidrato de 1-(4-n-butiltio-2,5-dimetoxifenil)-etilamina (7-BuSFEA)

Este compuesto fue obtenido de SE como un fino polvo blanco con un 83 % de
rendimiento: p.f. 180-181 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.94 (s, 1H, ArH), 6.88 (s,
1H, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.17 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH>), 2.90 (t, 2H, J = 7.0
Hz, CH;CH,CH,CH,S), 2.88 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH>), 1.52 (q, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,CH»S), 1.35 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH;CH,CH,CH,S), 0.82 (t, 3H, ] = 7.0
Hz, CH;CH,CH,CH,S). Analisis Elemental (CHNSCI). Teorico (C 54.98%; H 7.91%;
N 4.58%; S 10.48%; Cl 11.59%); Experimental (C 54.98%; H 8.10%; N 4.52%; S
10.49%; CI1 11.45%)

Clorhidrato de 1-(2,5-dimetoxi-4- n-pentiltiofenil)-etilamina (7-PnSFEA)

Este compuesto fue obtenido de SF como un fino polvo blanco con un 82 % de
rendimiento: p.f. 176-178 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): & 6.97 (s, 1H, ArH), 6.91 (s,
1H, ArH), 3.80 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.18 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,), 2.92 (t, 2H, J = 7.0
Hz, CH;3(CH;);CH»S), 2.90 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH»), 1.55 (q, 2H, J = 7.0 Hz,
CH3(CH»),CH>CH,»S), 1.38-1.20 (m, 4H, CH3CH»(CH>)3S y CH3CH,CH,(CH»),S), 0.79
(t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH»)4S). Anadlisis Elemental (CHNSCI). Teorico (C 56.32%; H
8.19%; N 4.38%; S 10.02%; Cl 11.08%); Experimental (C 56.27%; H 8.41%; N 4.31%;
S 10.27%; C1 10.92%)
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Clorhidrato de ()-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-aminopropano (MeSANF)
Este compuesto fue obtenido de 6A como un fino polvo blanco con un 78% de
rendimiento: p.f. 200-202 °C (lit. 204-205 °C*’). 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.93 (s,
1H, ArH), 6.91 (s, 1H, ArH), 3.84 (s, 6H, 2 x OCH3;), 3.63 (sext, 1H, J = 7.0 Hz,
CH;CHNH>»), 2.92 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCHy), 2.47 (s, 3H, CH3S), 1.28 (d, 3H, J = 7.0
Hz, CH;CHNH,). Analisis Elemental (CHNSCI). Teérico (C 51.90%; H 7.26%; N
5.04%; S 11.50%; CI 12.80%); Experimental (C 52.11%; H 7.23%; N 5.14%; S 11.90%;
Cl1 12.50%)

Clorhidrato de (£)-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-aminopropano (EtSANF)

Este compuesto fue obtenido de 6B como un fino polvo blanco con un 71% de
rendimiento: p.f. 127-129 °C (lit. 128-130 °C**). 'H RMN (300 MHz, D,0): § 7.05 (s,
1H, ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 3.87 (s, 6H, 2 x OCHj3), 3.66 (sext, 1H, J = 7.0 Hz,
CH;CHNH,), 3.00 (c, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH»S), 2.94 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH,), 1.31
(d, 3H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH,), 1.28 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S). Analisis Elemental
(CHNS). Tedrico (C 53.50%; H 7.60%; N 4.80%; S 10.99%); Experimental (C 53.42%;
H 7.60%; N 5.11%; S 10.38%)

Clorhidrato de (+)-1-(2,5-dimetoxi-4- n-propiltiofenil)-2-aminopropano (7-PrSANF)
Este compuesto fue obtenido de 6C como un fino polvo blanco con un 69% de
rendimiento: p.f. 135-142 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.84 (s, 1H, ArH), 6.80 (s,
1H, ArH), 3.75 (s, 3H, 2 x OCHs), 3.57 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH>), 2.83-2.71
(m, 4H, CH3CH,CH,S y ArCH,), 1.55 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S), 1.22 (d,
3H, J = 7.0 Hz, CH3;CHNH,), 0.90 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CH,S). Analisis
Elemental (CHNS). Teorico (C 54.98%; H 7.91%; N 4.58%; S 10.48%); Experimental
(C 54.51%; H 8.12%; N 5.01%; S 10.06%)



76
Clorhidrato de (+)-1-(2,5-dimetoxi-4-~propiltiofenil)-2-aminopropano (~PrSANF)
Este compuesto fue obtenido de 6D como un fino polvo blanco con un 76% de
rendimiento: p.f. 143-145 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): & 7.05 (s, 1H, ArH), 6.90 (s,
1H, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.60 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH,), 3.46 (m, 1H,
(CH3),CHS), 2.88 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH,), 1.25 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH,),
1.18 (d, 6H, J = 7.0 Hz, (CH;3),CHS). Analisis Elemental (CHNSCI). Teérico (C
54.98%; H 7.91%; N 4.58%; S 10.48%; Cl 11.59%); Experimental (C 54.82%; H
7.97%; N 4.48%; S 10.67%; Cl 11.43)

Clorhidrato de (£)-1-(4-n-butiltio-2,5-dimetoxifenil)-2-aminopropano (7-BuSANF)
Este compuesto fue obtenido de 6E como un fino polvo blanco con un 62% de
rendimiento: p.f. 117-118 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.96 (s, 1H, ArH), 6.86 (s,
1H, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.57 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH>), 2.90 (t, 2H,
J=7.0 Hz, CH3;CH,CH,CH-S), 2.86 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH,), 1.52 (q, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,CH»S), 1.35 (sext, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,CH,S), 1.22 (d, 3H, J = 7.0
Hz, CH;CHNH,), 0.82 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,CH,S). Analisis Elemental
(CHNSCI). Tedrico (C 56.32%; H 8.19%; N 4.38%; S 10.02%; CI 11.08%);
Experimental (C 56.34%; H 8.43%; N 4.32%; S 10.04%; CI 10.90%)

Clorhidrato de (£)-1-(2,5-dimetoxi-4- n-pentiltiofenil)-2-aminopropano (7-PnSANF)
Este compuesto fue obtenido de 6F como un fino polvo blanco con un 68% de
rendimiento: p.f. 115-116 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): 8 6.92 (s, 1H, ArH), 6.86 (s,
1H, ArH), 3.77 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.59 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH)), 2.87 (t, 2H,
J =7.0 Hz, CH3(CH;);CH>S), 2.86 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH,), 1.53 (q, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;3(CH»),CH>CH,S), 1.36-1.17 (m, 4H, CH3CH»(CH>);S y CH3CH,CH»(CH,)3S), 1.23
(d, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CHNH,), 0.78 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3(CH,)4S). Analisis
Elemental (CHNSCI). Teorico (C 57.55%; H 8.45%; N 4.19%; S 9.60%; Cl 10.62%);
Experimental (C 57.17%; H 8.64%; N 4.08%; S 9.79%; C1 10.40%)
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Clorhidrato de (+)-1.(2,5-dimetoxi-4-feniletiltiofenil)-2-aminopropano (FeEtSANF)
Este compuesto fue obtenido de 6J como un fino polvo blanco con un 30% de
rendimiento: p.f. 134-136 °C. "H RMN (300 MHz, D,0): § 7.34 (m, 2H, Ar(2)H), 7.25
(m, 3H, Ar(2)H), 6.95 (s, 1H, Ar(1)H), 6.89 (s, 1H, Ar(1)H), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.82
(s, 3H, OCH3), 3.64 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CH3;CHNH;), 3.25 (t, 2H, J = 7.0 Hz,
Ar(2)CH,CH,S), 2.96-2.88 (m, 4H, Ar(2)CH,CH,S y Ar(1)CH»), 1.30 (d, 3H, J = 7.0
Hz, CH3;CHNH,). Anadlisis Elemental (CHNS). Teorico (C 62.02%; H 7.12%; N 3.81%;
S 8.72%); Experimental (C 61.81%; H 9.12%; N 3.68%; S 8.94%)

Clorhidrato de (£)-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-aminobutano (MeSaEt)

Este compuesto fue obtenido de 7A como un fino polvo blanco con un 60% de
rendimiento: p.f. 223-224 °C. 'H RMN (500 MHz, D,0): & 6.94 (s, 1H, ArH), 6.91 (s,
1H, ArH), 3.84 (s, 3H, 2 x OCH3), 3.46 (m, 1H, CH;CH,CHNH,), 3.03-2.84 (dd, dd,
2H, J = 7.0 Hz, ArCH,), 2.47 (s, 3H, CH3S), 1.66 (m, 2H, CH;CH,CHNH,), 1.01 (t, 3H,
J = 7.0 Hz, CH3;CH,CHNH;). Anadlisis Elemental (CHNSCI). Teorico (C 53.50%; H
7.60%; N 4.80%; S 10.90%; CI 12.15%); Experimental (C 53.73%; H 7.60%; N 4.85%;
S 11.24%; C1 11.94%)

Clorhidrato de (¥)-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-aminobutano (EtSaEt)

Este compuesto fue obtenido de 7B como un fino polvo blanco con un 63% de
rendimiento: p.f. 177-182 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.87 (s, 1H, ArH), 6.80 (s,
1H, ArH), 3.75 (s, 6H, 2 x OCHs), 3.38 (m, 1H, CH;CH,CHNH,), 2.92-2.72 (m, 4H,
CH;CH»S y ArCH,), 1.59 (m, 2H, CH3;CH,CHNH,), 1.17 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S),
0.94 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CHNH,). Analisis Elemental (CHNS). Teorico (C
54.98%; H 7.91%; N 4.58%; S 10.48%); Experimental (C 54.62%; H 8.20%; N 5.04%;
S 10.11%)
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Clorhidrato de (1)-1-(2,5-dimetoxi-4- n-propiltiofenil)-2-aminobutano (7-PrSaEt)
Este compuesto fue obtenido de 7C como un fino polvo blanco con un 60% de
rendimiento: p.f. 174-177 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.99 (s, 1H, ArH), 6.89 (s,
1H, ArH), 3.80 (s, 3H, 2 x OCHs), 3.42 (m, 1H, CH;CH,CHNH,), 3.00-2.79 (m, 4H,
ArCH, y CH3CH,CH,S), 1.691.54 (m, 4H, CH3;CH,CHNH, y CH3CH,CH,S), 0.97 (t,
3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S), 0.93 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CHNH,). Andlisis
Elemental (CHNS). Teorico (C 55.97%; H 8.77%; N 4.35%; S 9.96%); Experimental (C
56.30%; H 8.17%; N 4.61%; S 10.01%)

Procedimiento general para la obtencion de los derivados /N-formilos

Se disolvio 10 mmol del correspondiente clorhidrato en 100 mL de NaOH 30% y se
extrajo con 3x50 mL de CH,Cl,, se secd6 con MgSO,4 anhidro y se evapor6 el solvente.
La amina libre extraida se mantuvo a reflujo por 24 horas con 15 mL de formiato de
etilo. Se retornd la reaccidon a temperatura ambiente, se evapord el reactivo/solvente y se

recristalizo el producto en MeOH.

N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-etilamina (8A)

Este compuesto fue obtenido de 1a como un fino polvo blanco con un 80% de
rendimiento: p.f. 123-124 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCl): & 8.13 (s, 1H, N-CHO),
6.77 (s, 1H, ArH), 6.67 (s, 1H, ArH), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.55 (t,
2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,), 2.83 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH), 2.45 (s, 3H, SCH3)

N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-etilamina (8B)

Este compuesto fue obtenido de 1b como un fino polvo blanco con un 97% de
rendimiento: p.f. 115-113 °C. "H RMN (300 MHz, CDCls): 6 8.10 (s, 1H, N-CHO),
6.78 (s, 1H, ArH), 6.70 (s, 1H, ArH), 3.80 (s, 3H, OCH3), 3.78 (s, 3H, OCH3), 2.92 (c,
2H, J =7.0 Hz, CH3CH,S), 1.33 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S)



79
N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4- -propiltiofenil)-etilamina (8C)
Este compuesto fue obtenido de 1¢ como un fino polvo blanco con un 86% de
rendimiento: p.f. 108-105 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCls): & 8.06 (s, 1H, N-CHO),
6.78 (s, 1H, ArH), 6.60 (s, 1H, ArH), 3.77 (s, 3H, OCH3), 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.46 (m,
2H, CH;NH,), 2.82-2.70 (m, 4H, CH3CH,CH,S y ArCHy), 1.59 (sext, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH;S), 0.96 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S)

(£)-N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-aminopropano (9A)

Este compuesto fue obtenido de 2a como un fino polvo blanco con un 84% de
rendimiento: p.f. 142-144 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCL): & 8.05 (s, 1H, N-CHO),
6.78 (s, 1H, ArH), 6.65 (s, 1H, ArH), 4.27 (m, 1H, CH;CHNH»), 3.83 (s, 3H, 2 x OCH3),
2.75 (d, 2H, J = 7.0, ArCH>), 2.45 (s, 3H, CH3S), 1.20 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH>)

(£)-N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-aminopropano (9B)

Este compuesto fue obtenido de 2b como un fino polvo blanco con un 77% de
rendimiento: p.f. 130-134 °C; "H RMN (300 MHz, CDCls): & 8.00 (s, 1H, N-CHO), 6.76
(s, 1H, ArH), 6.68 (s, 1H, ArH), 4.22 (m, 1H, CH;CHNH,), 3.80 (s, 3H, 2 x OCH3),
2.78-2.64 (m, 4H, CH;CH,S y ArCH,), 1.34 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CHNH,), 1.30 (t,
3H, J = 7.0 Hz, CH;CH,S)

(£)-V-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4- n-propiltiofenil)-2-aminopropano (9C)

Este compuesto fue obtenido de 2¢ como un fino polvo blanco con un 86% de
rendimiento: p.f. 120-123 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCl;): & 7.98 (s, 1H, N-CHO),
6.78 (s, 1H, ArH), 6.59 (s, 1H, ArH), 4.19 (m, 1H, CH3;CHNH,), 3.75 (s, 3H, OCH3),
3.77 (s, 3H, OCH3), 2.80-2.60 (m, 4H, CH3CH,CH,S y ArCH), 1.60 (sext, 2H, J = 7.0
Hz, CH;CH,CH,S), 1.14 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CHNH,), 0.96 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,S)



80
(1)-N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-aminobutano (10A)
Este compuesto fue obtenido de 3a como un fino polvo blanco con un 75% de
rendimiento: p.f. 147-148 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCl;): & 8.09 (s, 1H, N-CHO),
6.76 (s, 1H, ArH), 6.66 (s, 1H, ArH), 4.14 (m, 1H, CH3;CHNH,), 3.85 (s, 3H, OCH3),
3.83 (s, 3H, OCHs), 2.82-2.76 (m, 2H, ArCH3), 2.44 (s, 3H, SCHj3), 1.59 (m, 2H,
CH;CH,>CHNH»), 0.98 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CHNH,)

(3)- N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-aminobutano (10B)

Este compuesto fue obtenido de 3b como un fino polvo blanco con un 86% de
rendimiento: p.f. 128-132 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCl;): & 8.01 (s, 1H, N-CHO),
6.77 (s, 1H, ArH), 6.61 (s, 1H, ArH), 4.09 (m, 1H, CH3CH,CHNH,), 3.76 (s, 3H,
OCH»), 3.73 (s, 3H, OCH3), 2.84 (cuad, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S), 2.77-2.57 (m, 2H,
ArCH,), 1.51 (m, 2H, CH;CH,CHNH,), 1.22 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,S), 0.90 (t, 3H,
J=7.0 Hz, CH3;CH,CHNH,)

(£)-N-Formil-1-(2,5-dimetoxi-4-n-propiltiofenil)-2-aminobutano (10C)

Este compuesto fue obtenido de 3¢ como un fino polvo blanco con un 91% de
rendimiento: p.f. 117-119 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCls): & 8.04 (s, 1H, N-CHO),
6.79 (s, 1H, ArH), 6.64 (s, 1H, ArH), 4.10 (m, 1H, CH3CH,CHNH,), 3.80 (s, 3H,
OCH3), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.00-2.79 (m, 4H, ArCH, y CH3CH,CH>S), 1.68-1.58 (m,
4H, CH;CH,CHNH, y CH;CH,CH,S), 0.98-0.92 (m, 6H, CH;CH,CH,S vy
CH;CH,CHNH,;)

Procedimiento general para la reduccion de las N-Formamidas

De la misma manera y utilizando las mismas proporciones molares que en la reduccion
de los arilnitroalquenos a aminas se realizé la reduccién de 10 mmol de los derivados
N-formilo a las correspondientes aminas secundarias. Sus respectivos clorhidratos se

obtuvieron de la misma manera que con las aminas primarias.
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Clorhidrato de N-metil-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-etilamina (MeSFEANMe)
Este compuesto fue obtenido de 8A como un fino polvo blanco con un 83% de
rendimiento: p.f. 170-172 °C. 'H RMN (500 MHz, D,0):  6.91 (s, 1H, ArH), 6.90 (s,
1H, ArH), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.25 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,),
298 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH»), 2.70 (s, 3H, NCH3), 2.46 (s, 3H, SCH3). Analisis
Elemental (CHNSCI). Teorico (C 51.90%; H 7.26%; N 5.00%; S 11.50%; Cl1 12.80%);
Experimental (C 51.56%; H 7.24%; N 5.04%; S 11.74%; C1 12.59%)

Clorhidrato de MN-metil-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-etilamina (EtSFEANMe)

Este compuesto fue obtenido de 8B como un fino polvo blanco con un 88% de
rendimiento: p.f. 145-147 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): & 6.88 (s, 1H, ArH), 6.84 (s,
1H, ArH), 3.76 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.18 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,), 2.92-2.82 (m, 4H,
ArCH, y CH3CH»S), 2.64 (s, 3H, NCH3), 1.17 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S). Analisis
Elemental (CHNS). Teorico (C 53.50%; H 7.60%; N 4.80%; S 10.99%); Experimental
(C 53.13%; H 7.86%; N 5.17%; S 10.72%)

Clorhidrato de Nmetil-1-(2,5-dimetoxi-4-n-propiltiofenil)-etilamina (2PrSFEANMe)

Este compuesto fue obtenido de 8C como un fino polvo blanco con un 67% de
rendimiento: p.f. 145-149 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): 8 6.93 (s, 1H, ArH), 6.87 (s,
1H, ArH), 3.76 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.19 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH>), 2.91 (t, 2H, J = 7.0
Hz, CH3;CH,CH>S), 2.85 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH>), 2.63 (s, 3H, NCH3), 1.55 (sext, 2H,
J =7.0 Hz, CH;CH,CH,S), 0.91 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CH,S). Analisis Elemental
(CHNS). Teorico (C 54.98%; H 7.91%; N 4.58%; S 10.48%); Experimental (C
554.67%; H 8.15%; N 4.89%; S 10.19%)
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Clorhidrato de (3)-V-metil-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-aminopropano
(MeSANFNMe)
Este compuesto fue obtenido de 9A como un fino polvo blanco con un 77% de
rendimiento: p.f. 130-131 °C. 'H RMN (500 MHz, D,0): & 6.93 (s, 1H, ArH), 6.91 (s,
1H, ArH), 3.84 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.52 (m, 1H, CH;CHNH,), 3.03-2.87 (dd, dd, 2H, J =
7.0 Hz, ArCH,), 2.68 (s, 3H, NCH3), 2.46 (s, 3H, CH3S), 1.24 (d, 3H, J = 7.0 Hz,
CH;CHNH;). Analisis Elemental (CHNSCI). Teorico (C 53.50%; H 7.60%; N 4.80%; S
10.90%; Cl 12.15%); Experimental (C 52.64%; H 7.75%; N 4.81%; S 11.02%; Cl
11.99%)

Clorhidrato de (£)- -metil-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-aminopropano
(EtSANFNMe)

Este compuesto fue obtenido de 9b como un fino polvo blanco con un 88% de
rendimiento: p.f. 130-134 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): & 6.96 (s, 1H, ArH), 6.87 (s,
1H, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.48 (m, 1H, CH;CHNH,), 3.00-2.79 (m, 4H, ArCH,
y CH3CH>»S), 2.64 (s, 3H, NCH3), 1.21-1.17 (m, 6H, CH;CHNH, y CH3CH,S). Analisis
Elemental (CHNS). Teorico (C 54.98%; H 7.91%; N 4.58%; S 10.48%); Experimental
(C 54.76%; H 7.86%; N 4.84%; S 9.91%)

Clorhidrato de (¥)-MN-metil-1-(2,5-dimetoxi-4-7-propiltiofenil)-2-aminopropano
(n-PrSANFNMe)

Este compuesto fue obtenido de 9¢ como un fino polvo blanco con un 67% de
rendimiento: p.f. 124-125 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.88 (s, |H, ArH), 6.82 (s,
1H, ArH), 3.76 (s, H, 2 x OCH3), 3.47 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CH;CHNH), 2.97-2.74 (m,
4H, ArCH, y CH;CH,CH,S), 2.63 (s, 3H, NCHj), 1.54 (sext, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,S), 1.17 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CHNH,), 0.90 (t, 3H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,CH,S). Analisis Elemental (CHNS). Tedrico (C 56.32%; H 8.19%; N 4.38%; S
10.02%); Experimental (C 55.90%; H 8.09%; N 4.64%; S 10.19%)
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Clorhidrato de (£)- N-metil-1-(2,5-dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-aminobutano
(MeSoEtNMe)
Este compuesto fue obtenido de 10a como un fino polvo blanco con un 71% de
rendimiento: p.f. 152154 °C. 'H RMN (500 MHz, D,0): & 6.93 (s, 1H, ArH), 6.91 (s,
1H, ArH), 3.84 (s, 3H, 2 x OCH3), 3.40 (m, 1H, CH3;CH,CHNH,), 2.98 (d, 2H, J = 7.0
Hz, ArCH>), 2.68 (s, 3H, NCHs), 2.46 (s, 3H, CHsS), 1.67 (m, 2H, CH;CH>CHNH,),
0.99 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH;CH,CHNH,;). Analisis Elemental (CHNSCI). Teorico (C
54.98%; H 7.90%; N 4.60%; S 10.48%; Cl 11.60%); Experimental (C 55.30%; H
7.76%; N 4.76%; S 10.11%; C1 11.79%)

Clorhidrato de (£)-V-metil-1-(2,5-dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-aminobutano
(EtSaEtNMe)

Este compuesto fue obtenido de 10b como un fino polvo blanco con un 92% de
rendimiento: p.f. 137-139 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): & 7.10 (s, 1H, ArH), 7.04 (s,
1H, ArH), 3.95 (s, 6H, 2 x OCHj3), 3.52 (m, 1H, CH3;CH,CHNH>), 3.10 (m, 4H,
CH3;CH»S y ArCHa), 2.82 (s, 3H, NCH3), 1.79 (m, 2H, CH3;CH,CHNH,), 1.36 (t, 3H, J =
7.0 Hz, CH5;CH,S), 1.10 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,CHNH,). Analisis Elemental
(CHNS). Tedrico (C 56.32%; H 8.19%; N 4.38%; S 10.02%); Experimental (C 55.92%;
H 8.45%; N 4.80%:; S 9.93%)

Clorhidrato de  (*)-MV-metil-1-(2,5-dimetoxi-4-n-propiltiofenil)-2-aminobutano
(m-PrSoEtNMe)

Este compuesto fue obtenido de 10¢ como un fino polvo blanco con un 84% de
rendimiento: p.f. 134-137 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): & 6.94 (s, 1H, ArH), 6.85 (s,
1H, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.36 (q, IH, J = 7.0 Hz, CH3;CH,CHNH,), 2.92-2.85
(m, 4H, ArCH, y CH3;CH,CH,S), 2.65 (s, 3H, NCHj;), 1.66-1.53 (m, 4H,
CH;CH,CHNH, y CH3;CH,CH,S), 0.94 (m, 6H, CH;CH,CH,S y CH3;CH,CHNH,).
Andlisis Elemental (CHNS). Tedrico (C 57.55%; H 8.45%; N 4.19%; S 9.60%);
Experimental (C 57.04%; H 8.06%; N 3.83%; S 9.15%)
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SINTESIS DE 5-MeSFEA Y 5-MeSANF

2,4-Dimetoxitioanisol (19)

Con muy buena agitacion, en un bafio de hielo (—10 °C) y bajo atmodsfera de N, se
agregaron 48.0 mmol de 1,3-dimetoxi-5-clorobenceno disuelto en 30 mL de Et,O
anhidro, sobre 61.0 mmol de Me,S en 100 mL de Et,O anhidro. La mezcla anterior se
dej6 agitando por 30 min después de lo cual se adicion6 lentamente 0.51 mol de LDA.
Se permiti6 a la mezcla de reaccion retornar a temperatura ambiente y se dejo agitando
por otros 30 min. La suspension amarilla se vertié sobre 100 mL de H,SO4 10% v/v, se
separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con 3 x 75 mL CH,Cl,, se secd con NaSO,
anhidro, se evaporo el solvente y el producto se destilé a presion reducida (80-85 °C /
0.08 Torr). Se obtuvo un aceite incoloro que solidifico en un 76 % de rendimiento. Una
muestra analitica se obtuvo al recristalizar el sélido en Et,0 a —78 °C, punto de fusion:
31-33 °C (lit. 35-37 °C**). 'H NMR (500 MHz, CDCL): & 6.77 (d, 1H, J = 9.0 Hz,
ArH), 6.76 (d, 1H, J = 3.0 Hz, ArH), 6.65 (dd, 1H, J =9.0 Hz, J’ = 3.0 Hz, ArH), 3.86
(s, 3H, OCH3), 3.79 (s, 3H, OCH3), 2.43 (s, 3H, CH3S)

2,4-Dimetoxi-5-metiltiobenzaldehido (20)

Se utilizé la reaccion de Vilsmeier cldsica en la formilacion de 19 (descrita con
anterioridad). El producto fue obtenido después de recristalizar en EtOH en un 99% de
rendimiento como un polvo amarillo, con punto de fusion 91-94 °C. "H RMN (500
MHz, CDCl;): 6 10.36 (s, 1H, CHO), 7.25 (s, 1H, ArH), 6.71 (s, 1H, ArH), 3.94 (s, 3H,
OCH3), 3.90 (s, 3H, OCH3), 2.50 (s, 3H, CH3S)

1-(2,4-Dimetoxi-S-metiltiofenil)-2-nitroeteno (21)
Este compuesto fue obtenido de 20, siguiendo el mismo procedimiento ya descrito. El
producto fue obtenido como microcristales naranja en un 93% de rendimiento: p.f. 161-

162 °C. 'H RMN (500 MHz, CDCLs): & 8.14 (d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCHCHNO,), 7.80
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(d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCHCHNO,), 6.71 (s, 1H, ArH), 6.83 (s, IH, ArH), 3.96 (s, 3H,
OCHj3), 3.90 (s, 3H, OCHj), 2.50 (s, 3H, CH;S)

1-(2,4-Dimetoxi-5-metiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (22)

Este compuesto fue obtenido de 20 como cristales naranja en un 82% de rendimiento:
p.f. 133-134 °C (lit. 112-113 °C**). 'H RMN (500 MHz, CDCl;): & 8.29 (s, 1H,
ArCHCNO»), 6.79 (s, 1H, ArH), 6.74 (s, 1H, ArH), 3.89 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.50 (s, 3H,
CH3S), 2.44 (s, 3H, CH3;CNO»)

Clorhidrato de 1-(2,4-dimetoxi-5-metiltiofenil)-etilamina (5-MeSFEA)

Este compuesto fue obtenido de 21 utilizando el procedimiento general para reduccion
de arilnitroalquenos descrito anteriormente. El producto se obtuvo como un fino polvo
blanco con un 70% de rendimiento: p.f. 239-240 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): 8 6.90
(s, 2H, ArH), 3.81 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.18 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,), 2.92 (t, 2H, ] =
7.0 Hz, ArCH,), 2.43 (s, 3H, CHs3S). Analisis Elemental (CHNSCI). Teoérico (C
50.09%; H 6.88%; N 5.31%, S 12.15%, CI 13.44); Experimental (C 49.89%; H 6.97%,
N 5.25%; S 12.10%, CI 13.30%).

Clorhidrato de (£)-1-(2,4-dimetoxi-5-metiltiofenil)-2-aminopropano (5-MeSANF)
Este compuesto fue obtenido de 22 como un fino polvo blanco con un 67% de
rendimiento: p.f. 197-199 °C (lit. 140.5-142 °C*®). '"H RMN (300 MHz, D,0): & 6.89 (s,
1H, ArH), 6.87 (s, 1H, ArH), 3.81 (s, 6H, 2 x OCHj3), 3.59 (sext, 1H, J = 7.0 Hz,
ArCH,CHNH,), 2.87 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH>), 2.43 (s, 3H, CH3S), 1.24 (d, 3H, J =
7.0 Hz, CH;CHNH,). Analisis Elemental (CHNSCI). Teérico (C 51.88%; H 7.26%; N
5.04%, S 11.54%, Cl1 12.76); Experimental (C 52.03%; H 7.40%, N 4.96%; S 11.56%,
Cl1 12.66%).
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SINTESIS DE LA FAMILIA 2,4,6

3,5-Dimetoxifenol (11)

Se agreg6 0.41 mol de H,SO4 concentrado gota a gota a una solucién de 0.32 mol de
floroglucinol en 200 mL de MeOH, sin que la temperatura excediera de los 80 °C
aproximadamente. Cuando la adicién terminé se calentd a reflujo por 24 horas, se
regres6 la reaccidbn a temperatura ambiente y se evapord el exceso de MeOH
obteniéndose un residuo aceitoso negro que destildo a (120-130 °C / 0.1 Torr). Se
recuperd un aceite incoloro que consistia en una mezcla de los tres O-alquilados. La
separacion de los tri- y di-O-metilado se realiz6 basificando con K,COs; 10% y
extrayendo la fase acuosa con 3 x 75 mL de tolueno en donde se encontraban. Para
recuperar el material de partida junto con el producto mono-O-metilado, después de la
extraccion con tolueno se extrajo la fase acuosa con Et,O o CH,Cl,, acidificando la fase
acuosa con HCI 10% hasta pH ~5.5 extrayendo nuevamente con CH,Cl,.

La separacion del dimetoxifenol se realizd pasando el primer extracto por
columna cromatografica (gel de silice 60 G Merck, hexano / acetato de etilo 4:1 como
eluyente). EIl producto se obtuvo como un aceite incoloro, que solidificé a baja
temperatura, en un 47% de rendimiento, punto de fusion de 38-40 °C; (lit. 32-34 °C54).
'H NMR (300 MHz, CDCls): & 6.08 (t, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.03 (d, 2H, J = 2.0 Hz,
ArH), 5.53 (s.a., 1H, ArOH), 3.74 (s, 6H, 2 x OCH3)

O-(3,5-Dimetoxifenil)-dimetiltiocarbamato (12)

Se agregd en pequeiias porciones 0.60 mol de NaH a una solucion bien agitada a —10 °C
de 0.50 mol de 11 en 200 mL de DMF seco. Una vez que la evolucion de gas (Hz) ceso
se agregd de una sola vez el cloruro de N,N-dimetilcarbamoilo disuelto en 100 mL de
DMF seco. Después que la adicion se completé se calento la reaccidon a no mas de 60 °C
durante 6 horas (se controld la formacion del producto por CCF). Se retorné la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente y se basificd con 500 mL de KOH 5%. La solucion
se saturd con salmuera y se extrajo con 3 x 75 mL CH,Cl,. Se evapor6 el solvente y el

residuo se lavo con 3 x 500 mL de agua para eliminar el resto de DMF. Se destilo el
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producto (140-160°C/ 0.02 Torr) y se obtuvo un aceite amarillo que cristaliz en
EtOH frio como un polvo blanco en un 47% de rendimiento, punto de fusion de 76-77
°C*. '"H RMN (300 MHz, CDCLs): & 6.36 (t, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.25 (d, 2H, J = 2.0
Hz, ArH), 3.77 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.45 (s, 3H, CH;3N), 3.32 (s, 3H, CH3N)

5-(3,5-Dimetoxifenil)-dimetiltiocarbamato (13)

Se calento a reflujo en bafio de silicona a 285 °C por 8 horas 0.15 mol de 12, después de
lo cual se regreso la reaccion a temperatura ambiente. El producto se obtuvo por
destilacion (115-120 °C / 0.02 Torr) como un aceite incoloro que cristalizé en un 88% de
rendimiento, punto de fusion 36-38 °C. 'H RMN (300 MHz, CDCLs): § 6.67 (d, 2H, J =
2.0 Hz, ArH), 6.48 (t, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 3.78 (s, 6H, 2 x OCHs), 3.05 (s, 6H,
(CH;)2N)

3,5-Dimetoxibencenotiol (14)

Bajo atmosfera de N, y con buena agitacion se disolvieron 10.0 mmol de 13 en 30 mL
de MeOH, se agregaron 60.0 mmol de KOH y se calent6 a reflujo por una hora
(controlando el avance de la reaccion por CCF). Se regresé la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente, se acidificé con HCI 20% hasta llegar aproximadamente a pH ~ 1
a 2, se extrajo la fase acuosa con 3 x 50 mL CH,Cl,, se sec6 con Na,SO, anhidro y se
evaporo el solvente. Se purifico el residuo destilando a presion reducida (80-85°C / 0.1
Torr). El producto se obtuvo como un aceite incoloro en un 100% de rendimiento. 'H
RMN (300 MHz, CDCls): 6 6.43 (d, 2H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.27 (t, 1H, J = 2.0 Hz, ArH),
3.76 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.50 (s, 1H, SH)

1,3-Dimetoxi-5-metiltiobenceno (15A)
Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente, este compuesto fue obtenido
como un aceite incoloro que destilo a (80-85 °C / 0.03 Torr). Con Me,SO4 como agente

alquilante se obtuvo 98% de rendimiento y con yoduro de metilo como agente alquilante
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se obtuvo 80% de rendimiento®. 'H RMN (300 MHz, CDCl3): & 6.40 (d, 2H, J =2.0
Hz, ArH), 6.23 (t, 1H, ] = 2.0 Hz, ArH), 3.76 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.45 (s, 3H, CH;S)

1,3-Dimetoxi-5-etiltiobenceno (15B)

Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente, este compuesto fue obtenido
como un aceite incoloro que destilé a (80-85 °C / 0.1 Torr). Se utilizé bromuro de etilo
como agente alquilante y se obtuvo 80 % de rendimiento. 'H RMN (500 MHz, CDCl5):
0 6.48 (d, 2H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.28 (t, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 3.79 (s, 6H, 2 x OCH3),
2.95 (c, 2H, J =7.0 Hz, CH3sCH»S), 1.34 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CH,YS)

Procedimiento general para la preparacion de los aldehidos (16A, 16B)

A una solucion, bien agitada en bafio de acetona / hielo seco (78 °C) y bajo atmodsfera
de N,, de 10.0 mmol de TMEDA y 10.0 mmol del correspondiente alquiltiobenceno
(15A-B) disuelto en 30 mL de Et;O seco, se agregd6 muy lentamente 600 mmol de
n-BuLi en 2.5 M hexano y se sigui6 agitando por 1 hora mientras se retorno la reaccion
a temperatura ambiente. Se agregé muy lentamente 20.0 mmol de DMF seco y se dejo
agitar por 1 hora adicional. La mezcla se vertid sobre H,SO4 5 % v/v, se separd la fase
organica y la fase acuosa se extrajo con 3 x 75 mL de Et,O, se combinaron las fases
organicas y se seco con Na,SO4 anhidro, se evaporo el solvente y el producto se purificd

por destilacion al vacio y en el caso de 16A se recristalizo en MeOH.

2,6-Dimetoxi-4-metiltiobenzaldehido (16A)

Este compuesto fue obtenido de 15A como un aceite amarillo que destil6 a (145-150 °C /
0.04 Torr) y que luego solidifico con un punto de fusion 81-82 °C. El producto se
obtuvo después de recristalizar en MeOH en un 60% de rendimiento. 'H RMN (500
MHz, CDCls): 8 10.40 (s, 1H, CHO), 6.40 (s, 2H, ArH), 3.90 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.54 (s,
3H, CH3S). Analisis Elemental (CHS). Teorico (C 56.59%; H 5.70%; S 15.10%);
Experimental (C 55.91%; H 5.77%; S 14.83%). ESIMS 213 (MH")
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2,6-Dimetoxi-4-etiltiobenzaldehido (16B)
Este compuesto fue obtenido de 15B como un aceite amarillo que solidificé con un
punto de fusién 85-86 °C en un 87% de rendimiento. 'H RMN (500 MHz, CDCls): &
10.40 (s, 1H, CHO), 6.43 (s, 2H, ArH), 3.89 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.05 (c, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,S), 1.40 (t, 3H, ] = 7.0 Hz, CH3CH,S). ESIMS 227 (MH")

1-(2,6-Dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-nitroeteno (17A)

Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la condensacidon con
nitrometano, este compuesto fue obtenido de 16A como cristales de color amarillo
brillante en forma de agujas en un 94% de rendimiento: p.f. 155-156 °C. 'H RMN (500
MHz, CDCl;): 6 8.50 (d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCHCHNO), 8.02 (d, 1H, J = 13.5 Hz,
ArCHCHNO), 6.43 (s, 2H, ArH), 3.94 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.55 (s, 3H, CH3S)

1-(2,6-Dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-nitroeteno (17B)

Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la condensacidon con
nitrometano, este compuesto fue obtenido de 16B como microcristales de color naranja
fuerte en un 97% de rendimiento: p.f. 116-117 °C. 'H RMN (500 MHz, CDCl5): & 8.50
(d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCHCHNO,), 8.02 (d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCHCHNO,), 6.47 (s,
2H, ArH), 3.93 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.04 (c, 2H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S), 1.41 (t, 3H, J =
7.0 Hz, CH3CH,S)

1-(2,6-Dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (18A)

Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la condensacidon con
nitroetano, este compuesto fue obtenido de 16A como cristales algodonosos en un 80%
de rendimiento p.f. 147-149 °C. '"H RMN (500 MHz, CDCl;): 6 7.99 (s, 1H,
ArCHCNO»), 6.52 (s, 2H, ArH), 3.90 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.60 (s, 3H, CH3S), 2.15 (s,
3H, CH3CNOy)
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1-(2,6-Dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (18B)
Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la condensacidon con
nitroetano, este compuesto fue obtenido de 16B como cristales algodonosos de color
naranja en un 82% de rendimiento: p.f. 77-78 °C. 'H RMN (500 MHz, CDCls): & 7.92
(s, 1H, ArCHCNO»), 6.52 (s, 2H, ArH), 3.84 (s, 6H, 2 x OCH3), 3.01 (c, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH-»S), 2.10 (s, 3H, CH3CNO»), 1.39 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH.,S)

Clorhidrato de 1-(2,6-dimetoxi-4-metiltiofenil)-etilamina (2,4,6-MeSFEA)
Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la obtencion de las aminas
con LiALH4, este compuesto fue obtenido de 7A como un fino polvo blanco con un 62%
de rendimiento: p.f. 242-243 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.62 (s, 2H, ArH), 3.80
(s, 6H, 2 x OCH3), 3.08 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH,), 2.91 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH»),
2.49 (s, 3H, CH3S). Analisis Elemental (CHNSCI). Teorico (C 50.09%; H 6.88%; N
5.31%; S 12.15%; CI 13.44%); Experimental (C 50.44%; H 6.98%; N 5.35; S 11.97%;
CI 13.38%)

Clorhidrato de 1-(2,6-dimetoxi-4-etiltiofenil)-etilamina (2,4,6-EtSFEA)

Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la obtencion de las aminas
con LiALHy4, este compuesto fue obtenido de 7B como un fino polvo blanco con un 55%
de rendimiento: p.f. 215-216 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.66 (s, 2H, ArH) 3.79
(s, 6H, 2 x OCHs), 3.07 (t, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NH»), 2.98 (¢, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH,S), 2.91 (t, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH»), 1.23 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH;CH,S).
Andlisis Elemental (CHNS). Teorico (C 51.88%; H 7.26%; N 5.04%; S 11.54%);
Experimental (C 51.73%; H 7.49%; N 5.35%; S 11.20%)

Clorhidrato de (+)-1-(2,6-dimetoxi-4-metiltiofenil)-2-aminopropano (2,4,6-MeSANF)
Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la obtencion de las aminas
con LiALHy4, este compuesto fue obtenido de 8A como un fino polvo blanco con un 58%

de rendimiento: p.f. 248-246 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): § 6.62 (s, 2H, ArH), 3.80
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(s, 6H, 2 x OCH3), 3.50 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CHNH,), 2.85 (d, 2H, J = 7.0 Hz,
ArCH,), 2.50 (s, 3H, CH3S), 1.22 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH3;CHNH,). Analisis Elemental
(CHNS). Tedrico (C 51.88%; H 7.26%; N 5.04%; S 11.54%); Experimental (C 51.70%;
H 7.42%; N 5.38%; S 11.28%)

Clorhidrato de ()-1-(2,6-dimetoxi-4-etiltiofenil)-2-aminopropano (2,4,6-EtSANF)

Utilizando el procedimiento ya descrito anteriormente para la obtencion de las aminas
con LiALHy4, este compuesto fue obtenido de 6B como un fino polvo blanco con un 48%
de rendimiento: p.f. 165-166 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): & 6.65 (s, 2H, ArH), 3.77
(s, 6H, 2 x OCHj3), 3.49 (sext, 1H, J = 7.0 Hz, CHNH>»), 2.98 (c, 2H, J = 7.0 Hz,
CH;CH-»S), 2.84 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH>»), 1.23 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CH,S), 1.22 (d,
3H, J = 7.0 Hz, CH3CHNH;). Analisis Elemental (CHNS). Teorico (C 53.50%; H
7.60%; N 4.80%; S 10.99%); Experimental (C 53.43%; H 7.78%; N 5.17%; S 10.74%)

SINTESIS DE 2-Cloro-(4,6-dimetoxifenil)-isopropilamina (2-cloro)

2 Cloro-4,6-dimetoxibenzaldehido (40)

Se utilizd6 la reaccion de Vilsmeier clasica en la formilaciéon de 1,3-dimetoxi-5-
clorobenceno (descrita con anterioridad). El producto fue obtenido después de
recristalizar en MeOH en un 78% de rendimiento como un polvo amarillo, con punto de
fusion 75-80 °C (lit. 75-80°C°**%). 'H RMN (300 MHz, CDCls): & 10.40 (s, 1H, CHO),
6.60 (s, 1H, ArH), 6.40 (s, 1H, ArH), 3.90 (s, 3H, OCH3), 3.85 (s, 3H, OCHj3)

2-Cloro-4,6-dimetoxifenil-2-nitro-1-propeno (41)

Utilizando la reaccion de condensacion anteriormente descrita, este compuesto fue
obtenido de 40 como cristales naranja en un 82% de rendimiento: p.f. 121-124 °C. 'H
RMN (300 MHz, CDCl3): 6 7.85 (s, 1H, ArCH), 6.61 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.40 (d,
1H, J =2.0 Hz, ArH), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.82 (s, 3H, OCH3), 2.10 (s, 3H, CH;CNO>)
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Clorhidrato de (£)-2-cloro-4,6-dimetoxifenil-2-aminopropano (2-cloro)
Utilizando la reaccion de reduccion anteriormente descrita, este compuesto fue obtenido
de 41 como microcristales blancos en un 45% de rendimiento: p.f. 190-193 °C. 'H
RMN (300 MHz, D,0): 6 6.70 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.52 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH),
3.80 (s, 3H, OCH3), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.57 (sex, 1H, CH3;CHNH,), 2.98 (d, 2H, J =
7.0 Hz, ArCH>), 1.30 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH3CNH;). Analisis Elemental (CHNS).
Tedrico (C 49.64%; H 6.44%; N 5.26%); Experimental (C 49.89%; H 6.70%; N 5.29%)

SINTESIS DE 2,4,6-trimetoxifenilisopropilamina (2,4,6-MeQO)

2.,4,6-trimetoxibenzaldehido (70)

Se utilizé la reaccion de Vilsmeier clasica en la formilacion de 1,3,5-trimetoxibenceno
(descrita con anterioridad). El producto fue obtenido después de recristalizar en MeOH
en un 85% de rendimiento como un polvo amarillo, con punto de fusiéon 119-121 °C. 'H
RMN (300 MHz, CDCI3): 6 10.40 (s, 1H, CHO), 6.60 (s, 2H, ArH), 3.90 (s, 6H, 2 x
OCH3), 3.85 (s, 3H, OCH3)

2,4,6-trimetoxifenil-2-nitro-1-propeno (71)

Utilizando la reacciéon de condensacién anteriormente descrita, este compuesto fue
obtenido de 70 como cristales naranja en un 82% de rendimiento: p.f. 144-147 °C. 'H
RMN (300 MHz, CDCl3): 6 7.95 (s, 1H, ArCH), 6.15 (s, 2H, ArH), 3.85 (s, 3H, OCH3),
3.80 (s, 6H, 2 x OCH3), 2.10 (s, 3H, CH3;CNO»)

Clorhidrato de (1)-2,4,6-trimetoxifenil-2-aminopropano (2,4,6-MeO)

Utilizando la reaccion de reduccion anteriormente descrita, este compuesto fue obtenido
de 71 como microcristales blancos en un 45% de rendimiento: p.f. 208-212 °C. 'H
RMN (300 MHz, D,0): § 6.30 (s, 2H, ArH), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.75 (s, 6H, 2 x
OCH3), 3.49 (sex, 1H, CH3CHNH,), 2.80 (d, 2H, J = 7.0 Hz, ArCH>), 1.20 (d, 3H, J =
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7.0 Hz, CH;CHNH;). Analisis Elemental (CHNS). Teoérico (C 55.06%; H 7.70%; N
5.25%); Experimental (C 54.73%; H 7.84%; N 5.58%)

SINTESIS DE 6-MeSFEA Y 6-MeSANF

2,4-Dimetoxi-6-metiltiobenzaldehido (50)

Se utilizé la reaccion de Vilsmeier cldsica en la formilacion de 15A (descrita con
anterioridad). El producto fue obtenido después de recristalizar en EtOH en un 90% de
rendimiento como un polvo amarillo, con punto de fusion 120-123 °C. "H RMN (500
MHz, CDCl3): 6 10.45 (s, 1H, CHO), 6.40 (s, 1H, ArH), 6.25 (s, 1H, ArH), 3.90 (s, 6H,
2 x OCH3), 2.40 (s, 3H, CH3S). ESIMS 213 (MH")

1-(2,4-Dimetoxi-6-metiltiofenil)-2-nitroeteno (51)

Este compuesto fue obtenido de 50, siguiendo el mismo procedimiento ya descrito. El
producto fue obtenido como agujas amarillas en un 83% de rendimiento: p.f. 142-143
°C. 'H RMN (300 MHz, CDCl3): & 8.58 (d, 1H, J = 13.5 Hz, ArCHCHNO,), 7.99 (d,
1H, J = 13.5 Hz, ArCHCHNO,), 6.50 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 6.30 (d, IH, J = 2.0 Hz,
ArH), 3.95 (s, 3H, OCH3), 3.85 (s, 3H, OCH3), 2.50 (s, 3H, CH3S)

1-(2,4-Dimetoxi-6-metiltiofenil)-2-nitro-1-propeno (52)

Este compuesto fue obtenido de 50 como cristales naranja en un 82% de rendimiento:
p.f. 143-148 °C. '"H RMN (300 MHz, CDCl;): § 7.90 (s, 1H, ArCH), 6.43 (d, 1H, J =
2.0 Hz, ArH), 6.31 (d, 1H, J = 2.0 Hz, ArH), 3.85 (s, 3H, OCH3), 2.80 (s, 3H, CH;0),
2.45 (s, 3H, CH3S), 2.07 (s, 3H, CH3CNO,)

Clorhidrato de 1-(2,4-dimetoxi-6-metiltiofenil)-etilamina (6-MeSFEA)
Este compuesto fue obtenido de 51 utilizando el procedimiento general para reduccion

de arilnitroalquenos descrito anteriormente. El producto se obtuvo como un fino polvo
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blanco con un 62% de rendimiento: p.f. 228-229 °C. 'H RMN (300 MHz, D,0): &
6.39 (d, 1H, J = 2 Hz, ArH), 6.28 (d, 1H, J = 2 Hz, ArH), 3.81 (s, 3H, OCHj3), 3.75 (s,
3H, OCHs), 2.83 (m, 4H, CH,NH, y ArCH,), 2.43 (s, 3H, CH3S). Andlisis Elemental
(CHNSCI). Tedrico (C 50.09%; H 6.88%; N 5.31%, S 12.15%, Cl 13.44%);
Experimental (C 50.15%; H 6.97%; N 5.28%, S 12.20%, CI 13.36%)).

Clorhidrato de (1)-1-(2,4-dimetoxi-6-metiltiofenil)-2-aminopropano (6-MeSANF)
Este compuesto fue obtenido de 52 como un fino polvo blanco con un 52% de
rendimiento: p.f. 195-200 °C. '"H RMN (300 MHz, D,0): & 6.50 (s, 1H, ArH), 6.45 (s,
1H, ArH), 3.81 (s, 3H, OCHs), 3.78 (s, 3H, OCHs), 3.55 (sext, 1H, J = 7.0 Hz,
ArCH,CHNH,), 2.94 (m, 2H, ArCH,), 2.45 (s, 3H, CH3S), 1.27 (d, 3H, J = 7.0 Hz,
CH;CHNH,). Analisis Elemental (CHNS). Teorico (C 51.88%; H 7.26%; N 5.04%; S
11.54%); Experimental (C 51.68%; H 7.47%; N 5.28%; S 11.07%)

SINTESIS DE 4-metiltiofenilpropilamina (PrNH,)

3-(4-Metiltiofenil)-acrilonitrilo (100)

A una suspension de KOH (1.5 g, 26.7 mmol; como polvo fino) en 20 mL de acetonitrilo
se agregd 4-metiltiobenzaldeido (4.0 g, 26.0 mmol). La mezcla de reaccion se calentod
15 min a reflujo con agitacion magnética, después de lo cual fue vertida sobre 50 g de
hielo picado. La fase organica fue separada y lavada con agua. Se evapor¢ el solvente a
presion reducida resultando en un aceite amarillo grueso, que fue purificado con
destilacion (145-150 °C/ 0.02 Torr) para dar 3.4 g (75% rendimiento) de una mezcla E/Z
en proporcion 4:1 (por analisis de "H RMN). "H NMR (E, CDCl;): & 7.40 (d, J = 8.4
Hz, 2H, Ar-3-H, Ar-5-H), 7.30 (d, J = 12.6 Hz, 1H, ArCHCHCN), 7.20 (d, J = 8.4 Hz,
2H, Ar-2-H, Ar-6-H), 5.80 (d, J = 12.6 Hz, 1H, ArCHCHCN), 2.50 (s, 3H, CHsS).
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3-(4-Metiltiofenil)-propionitrilo (101)
A una solucion bien agitada de 100 (1.0 g, 5.7 mmol) en 10 mL de piridina y 3 mL de
MeOH, se agregd en porciones NaBHy (0.22 g, 5.7 mmol). La mezcla de reaccion fue
calentada a reflujo por 3 h. Después de enfriar se vertié sobre 100 mL de 10% v/v HCI1
en agua con hielo. La solucion fue extraida con 2 x 50mL de CH,Cl,, la fase organica
fue separada y el solvente removido bajo presion reducida obteniéndose un aceite
incoloro, €l cual fue purificado usando destilacion (123-125 °C/ 0.02 Torr) para dar 700
mg (70% rendimiento). 'H RMN (CDCls): § 7.24 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-3-H, Ar-5-H),
7.15 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-2-H, Ar-6-H), 2.91 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArCH,CH,CN), 2.60
(t, J=17.6 Hz, 2H, ArCH,CH,CN), 2.47 (s, 3H, CH3S). Analisis Elemental (C;oH;;NS):
Tedrico: (C, 67.76%; H, 6.25%; N, 7.90%; S, 18.09%). Experimental (C 68.05%; H
6.11%; N, 7.84%; S, 18.16%).

Clorhidrato de 3-(4-Metiltiofenil)-propilamina (PrNH,)

Una solucién de 101 (1.0 g, 5.6 mmol) en 5 mL de THF fue agregada gota a gota a una
suspension de LiAlH4 (0.5 g, 13.0 mmol) en 10 mL de THF recién destilado. La mezcla
de reaccion fue calentada a reflujo por 6 h. El exceso de LiAlH, fue descompuesto por
adicion de 0.5 mL de agua destilada, 0.5 mL 15% p/v NaOH y 1.5 mL de agua destilada
sucesivamente. El solido fue filtrado y lavado con 3 x 10mL de THF. EIl solvente fue
removido al vacid y el residuo fue purificado por destilacion a presion reducida (110-
115 °C/ 0.02 Torr). El aceite resultante fue cristalizado como clorhidrato, usando HCI
en IPA/Et,O para dar 300 mg de microcristales blancos (61% rendimiento). 'H RMN
(D,0): 67.29 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-3-H, Ar-5-H), 7.21 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar-2-H, Ar-
6-H), 295 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArCH,CH,CH,NH,), 2.65 (t, J = 7.6 Hz, 2H,
ArCH,CH,CH,NH,), 2.45 (s, 3H, CH3S), 1.88-1.90 (m, 4H, ArCH,CH,CH,;NH,).
Analisis Elemental (CoH;sNS.HCI): Teoérico (C, 55.16%; H, 7.41%; N, 6.43%,; S,
14.73%); Experimental: (C 55.15%; H 7.39%; N, 6.48%:; S, 14.81%)
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ANEXO 2

Espectros de "H-RMN para los productos finales, como sales clorhidratos, de los

compuestos de la tabla I
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Espectros de "H-RMN para los productos finales, como sales clorhidratos, de los

compuestos de la tabla I1
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Espectros de "H-RMN para los productos finales, como sales clorhidratos, de los

compuestos de la tabla IV
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Espectros de "H-RMN para los productos finales, como sales clorhidratos, de los
compuestos de la tabla V
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Espectros de "H-RMN para los productos finales, como sales clorhidratos, de los

compuestos de la tabla VI
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Espectros de "H-RMN para los productos finales, como sales clorhidratos, de los

compuestos de la tabla VII
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SMe
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Espectros de "H-RMN para los productos finales, como sales clorhidratos, de los

compuestos de la tabla VIII

OMe

MeS OMe
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Espectros de "H-RMN para el compuesto PrNH;
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ANEXO 3

Curvas de inhibicion de MAQO-A para los compuestos del grupo II1

MeSANF
100+
c 75+
6
‘S
2
£ 50
£
X
257 IC5p=5.25+1.51 uM
0 T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Log [Droga], M
EtSANF
100+
c 754
i)
9
o]
£ 50+
£
X
259 ICso=3.83 £0.20 uM
O T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Log [Droga], M
n-PrSANF
100
S 75-
‘S
2
E 50+
£
= 25
= 1C5=2.45+0.50 uM
0
T T T T 1

-9 -8 -7 6 -5 -4 -3
Log [Droga], M
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%lInhibicion

%lInhibicion

100+

75

50

254

n-BuSANF

ICs=2.94 +0.60 uM

254

T
-6 -5 -4 -3

¥ T

-8 -7
Log [Droga], M

FFPrSANF

IC5p=2729 %121 uM

-8 -7 I6 I5 -4 -3
Log [Droga], M

%Inhibicion

-3
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n-PnSANF
100+
754
50
254
ICso=14.35 £0.54 uM
0 * T T T !
-8 -7 -6 -5 -4
Log [Droga], M
FeEtSANF
100+
S 754 ICs5p=>100pM
©
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£ 50
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X
7 25
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-7 -6 -5 -4
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Curvas de inhibicion de MAO-A para los compuestos del grupo IV

1004

754

50

%lInhibicion

254

MeSANFNMe

ICso=1.86 £0.24 uM

%lInhibicion
3

254

T T T
8 7 6 5 -4 3

Log [Droga], M

EtSANFNMe

ICso=1.44 +0.07 uM

%Inhibicion
3

'

A
'

w

8 7 6 -5
Log [Droga], M

n-PrSANFNMe

IC5o=0.37+0.14 uM

-9 -8 7 -6 -5 -4
Log [Droga], M
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Curvas de inhibicion de MAO-A para los compuestos del grupo V

%Inhibicion

%Inhibicion

% Inhibicion

100+

754

50

MeSo Et

ICso=30.90 + 1.70 uM

100

754

50

-8 -7 -6 -5 -4 -3
Log [Droga], M

EtSo Et

ICso=11.79 +2.13 uM

100+

\‘
T

25

9 8 7 6 5 4
Log [Droga], M

n-PrSo Et

i IC50: 7.65+1.25 MM

T T

-7 -6 5 -4 -3
Log [Droga], M
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Curvas de inhibicion de MAO-A para los compuestos del grupo VI

MeSo EtNMe
100
5 75
‘©
2
‘= 50-
£
2 IC5p=15.55+1.40 uM
> 25 50 p
0_
9 8 7 6 5 -4 3
Log [Droga], M
EtSa EtNMe
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%Inhibicion
3

ICSO =45+09 HM

25+
04 [
T T T T T T 1
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T 50
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Curvas de inhibicion de MAO-A para los compuestos del grupo VIII

%Inhibicion

%lInhibicion

%Inhibicion

100+

754

2,4,6-MeSANF

IC5o=0.33 £0.05 uM

9 -8 7 6 5 4 3
Log [Droga], M
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100+
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50

9 8 7 6 5 4 3
Log [Droga], M
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9 8 7 6 5 4 3
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2-Cloro

100+

S 754
S
o]

‘= 50
£
S

° 254

ICs=0.073 £ 0.022 uM
0_
T T T T T T 1

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Log [Droga], M

Curva de inhibicion de MAO-A para el compuesto PrNH,;
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100 .
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Log [Droga], M



122

Ejemplos de curvas concentracion-desplazamiento del antagonista SOH-DPAT

en el receptor SHT A

Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo I:

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

7500

50004

25004

0

MeSFEA
K;=343 nM

T
-10 -9 -8 -7 -6

log [drug], M

e

4000
3000
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0 T T T T T
0009 -8 -7 -6 - -4
log [drug], M
10000
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5000
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0 T T T T T
-9 -8 -7 -6 -5 -4

log [drug], M

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm
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5000
2007 EiSFEA
K;=400 nM
0 T T T T T T 1
0 09 8 -7 -6 -5 4 3
log [drug], M
4000
2000
n-BuSFEA
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0 T T T T T 1
9 8 7 -6 5 4 3
log [drug], M

3000
g
g .
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£ 2000
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g
m
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=
g 10009 iPrSFEA
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0 T T T T T T
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Se muestran a continuacion algunas de las curvas de afinidad obtenidas por

los compuestos del Grupo 1I:

5000+ 75004
£ £ .
5 4000 5
o b
£ £ 50004
E 3000 'g
[aa] m
2 2000 =2
'E’ :5: 2500
& 10004 MeSFEANMe & EtSFEANMe
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0 9 -8 7 -6 -5 43 10 9 -8 7 6 5 4 3
log [drug], M log [drug], M

10000+

7500+

5000+

25001 PFEANMe

Specific Binding, cpm

T
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log [drug], M

Se muestran a continuacion algunas de las curvas de afinidad obtenidas por los

compuestos del Grupo IV:

4000
00—
5000 .
g . )
5 4000-| = 3000
b =
g £
S 3000 2
= M 2000
o (23
I:E) 2000 £
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log [drug], M log [drug], M
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log [drug], M



Se muestran a continuacion algunas de las curvas de afinidad obtenidas por

los compuestos del Grupo III:
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w
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=
g
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E x
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Q
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.8 20004
=
£
m
2
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5 10009 E(SANF
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0 T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 5 -4 -3
log [drug], M
£ 40004
=
o
o
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g
£
.CS 20004
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v
0 T T T T T 1
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log [drug], M
4000
g 1
Q
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=]
£
£
/M 20004
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o
5]
0 T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 5 -4 -3

log [drug], M

124



125
Se muestran a continuacion algunas de las curvas de afinidad obtenidas por

los compuestos del Grupo V:

7500 4000
g g
5 > 3000
o % 30001
£ 5000 E
B k]
M /| 2000
2 o
3= 3=}
5 25004 b=
g 5 o0l FEtSoEt
2 & K;=3312 nM
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log [drug], M
100004
7500 i
5000-]

Specific Binding, cpm

25009 ;-PrSoEt
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log [drug], M

Se muestran a continuacion algunas de las curvas de afinidad obtenidas por los

compuestos del Grupo VI:
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g s
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Se muestran a continuacion algunas de las curvas de afinidad obtenidas por

los compuestos del Grupo VII:

Specific Binding, cpm

10000+

7500

5000+

25007 5_MeSFEA
K;= 603 nM

0 T T T T T : 1
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log [drug], M
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Se muestran a continuacion algunas de las curvas de afinidad obtenidas por los

compuestos del Grupo VIII:

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

7500+
i
5000+
25009 24 6-MeSFEA
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log [drug], M
7500
50004
25004
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150004
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Ejemplos de curvas concentracion-desplazamiento del antagonista ketanserina

en el receptor SHT;5

Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo I:

75004

5000+

2500

Specific Binding, cpm

MeSFEA
K;=71.17 M
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Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo II:

8000+ 5000-
: £
|5 © 4000
o 6000 o)
g £
E 'S 3000
@ 4000 o
= © 2000
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% 20001 MeSFEANMe S EtSFEANMe
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Se muestran a continuacidén como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo IV:

75004 5000+ [
£

£
S & .
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log[drug], M



obtenidas por los compuestos del Grupo I1I:

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

7500

5000
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7500

50004

2500

n-PrSANF
K=18.59 nM
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T
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log [drug], M
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Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo V:

7500+
75004

5000
5000+

2500
2500 EtSaEt

K=93.87 nM

Specific Binding, cpm
Specific Binding, cpm

T T
10 -9 -8 7 6 -5 -4 3 0 — T T T T T 1
log[drug], M

12 -1 10 -9 -8 -7 6 -5 -4
log[drug], M

5000+
40004

3000+

2000
n-PrSaEt
10004 K=65.6 nM

Specific Binding, cpm

0 T T T T T
12 11 10 9 -8 -7 -6 -5 -4

log[drug], M

Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo VI:

6000
10000 £
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Qo -~
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0 11—
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Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo VII:

4000 5000
g E =]
a )
5 S 40004
%B 30004 EB
E 'g 3000
/A 20004 o
% 2 20004
g 10004 ‘g
& 5-MeSFEA Z o] SMeSANF
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0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -10 9 -8 -7 -6 -5 -4
log [drug], M log [drug], M

Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo VIII:

4000 40001
g g
& &
o5 3000 o5 3000
=] =]
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/@ 2000 @ 2000
2 2
G G
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log [drug], M log [drug], M
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Ejemplos de curvas concentracion-desplazamiento del antagonista mesulergina

en el receptor SHT,c

132

Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo I:

7500+
£
Qo
o
&
£ 5000
k]
£
m
2
!‘5 2500+
8 MeSFEA
& K=102.2 1M
0 T T T T T

-2 11 10 -9 -8 -7

log[drog], M
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Specific Binding, cpm

log[drog], M

100004

75004
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2500+

Specific Binding, cpm

log [drug], M
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Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm
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EtSFEA
K=16.76 nM
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5000
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T T T T T
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log[drug], M
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20000
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log [drug], M

log [drug], M
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Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo II:

75004 20000+

1 £

g . g

=] =]

£ 5000 £

T

£ £

@ & 10000

o g

& 2500 5 EtSFEANMe

8 MeSFEANMe g K{=56.7 nM
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0 T T T T T T T 1 0 T T ! T T T T 1
41 10 -9 8 -7 6 -5 -4 3 1 -0 9 -8 -7 6 -5 -4 -3

log[drug], M log[drug], M
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*= 5000

S n-PrSFEANMe
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0 T T T T T 1

T T
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log[drug], M

Se muestran a continuacion como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo IV:

7500+ 7500+ :

£ £

o o

o =)

£ 5000 £ 5000

k-] T
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o o
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log[drug], M log[drug], M
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o
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obtenidas por los compuestos del Grupo I1I:

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm
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Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

10000+
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5000
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10000+

50004

log [drug], M
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log[drug], M
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log [drug], M

FeEtANF
K;=5.85nM

log [drug], M

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm

Specific Binding, cpm
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5000

2500

EtSANF
K=33.4 M
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5000
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T T T 1
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log [drug], M

i-PrSANF
K;=47.8 .M
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Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del Grupo V:

7500+ 10000
£ £
© &
9 o 75004 . .,
£ 5000 £
e S
= £
o @ 5000
o L
5 25001 MeSaEt 5
2 K=577.8 nM g 25004  EtSaEt
n n K=125.8 nM
0 T T T T T T . . 0 T T T T T T T |
11 10 -9 -8 -7 6 -5 -4 -3 12 11 10 9 -8 -7 -6 -5 -4
log[drug], M log[drug], M
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£
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o
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T
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Se muestran a continuacién como ejemplos algunas de las curvas de afinidad

obtenidas por los compuestos del GrupoVII:
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Curvas de inhibicion utilizando un método radioquimico para MAO-A, MAO-B
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