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RESUMEN

El transportador de serotonina (SERT) se encuentra ampliamente distribuido tanto en el
sistema nervioso central (SNC) como en el sistema nervioso periférico (SNP). Debido a su amplia
distribucion y relacién con trastornos mentales y gastrointestinales es que ha sido centro de estudio

desde hace ya varias décadas.

Los estudios realizados en este transportador en busca de tratamientos paliativos han
revelado caracteristicas estructurales, tipo de interacciones y funcionamiento tanto del mismo
transportador como de moléculas que logran una efectiva unién con este. Dicha informacién ha
permitido la creacién y optimizacién de drogas que actiian inhibiendo SERT y por lo tanto son

potenciales farmacos para el tratamiento de los trastornos derivados de su mal funcionamiento.

En el presente trabajo se propone investigar los diversos efectos que generan una serie de

aminas (DFTs) y ésteres (DFTSs) derivados de triptamina sobre el transportador de serotonina, SERT.

Se sabe que algunas caracterfsticas estructurales de las moléculas, tales como el aumento de
la riqueza de electrones de los anillos aromaticos, el tamario global y los sustituyentes que componen

estas moléculas, podrfan mejorar o disminuir su potencia como inhibidor de SERT.

Se determinara la afinidad por SERT generada por esta serie de DFTs y DFTSs, y se buscaran
relaciones estructura afinidad por el transportador. Esta evaluacin guiard en el disefio racional y la
bisqueda de futuros ligandos, que estructuralmente cumplan con los requisitos que determinan la

unién selectiva o no selectiva por SERT.
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SUMMARY

The serotonin transporter (SERT) is widely distributed in both the central nervous system
(CNS) and the peripheral nervous system (PNS). Due to it is wide distribution and relation with

mental and gastrointestinal disorders that has been the focus of study for decades.

The studies performed on this transporter for the search of palliative treatments have
revealed structural characteristics, types of interactions and functioning of both the transporter and
molecules that achieve an effective junction with it. Such information has enabled the creation and
optimization in the synthesis of drugs that act by inhibiting the serotonin transporter and therefore

are potential drugs for the treatment of disorders derivated from malfunctioning.

The proposal of this job is to investigate the different effects that are produced by a series of

amines (DFTs) and esters (DFTSs) derivated from tryptamine on the serotonin transporter (SERT)

It is known that some structural characteristics of the molecules, such as increasing the
richness of electrons in aromatic rings, the global size and the substituents that compose this

molecules, could improve or diminish it is SERT inhibition potential,

The affinity for the serotonin transporter generated by this series of DFTs and DFTSs will be
determinate, and structure-affinity relations for the transporter will be searched. This evaluation will
guide the rational design and the search for future ligands that can structurally fulfill the

requirements that determinate the selective or non-selective union for the serotonin transporter.
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1. INTRODUCCION

Desde los primeros trabajos de Langley y Ehrlich, hace mas de un siglo, se ha demostrado que
los neurotransmisores en general, y en particular los monoaminérgicos, ejercen sus acciones
mediante la interaccién con varios receptores y/o protefnas transportadoras presentes en las células

(Maehle et al, 2002}.

A pesar de que los receptores monoaminérgicos, sus enzimas catabdlicas y proteinas
transportadoras pertenecen a diferentes familias, con diversa funcionalidad, origen, genética y
estructura, se pueden considerar, en conjunto, como receptores diana de neurotransmisores

monoaminérgicos.

La interaccién de las monoaminas con los receptores y transportadores diana se basa
principaimente en la forma y complementariedad electrénica entre el ligando(s) y el(los) sitio(s) de
unién(es) del receptor(es). Por lo tanto, parece razonable suponer que aquellas moléculas que
estructuralmente sean semejantes, debieran tener ciertas similitudes, o al menos algo en comtn, en

cuanto a respuesta por parte del receptor o transportador respectivo.

1.1.Transportadores de monoaminas: aspectos generales, puntos de vista estructurales y

funcionales.

Los transportadores de monoaminas (MATS), son estructuras proteicas que funcionan como
transportadores integrales de la membrana plasmitica para regular las concentraciones de
neurotransmisores monoaminérgicos, estos tltimos son neurotransmisores y neuromoduladores
que contienen un grupo amino y que derivan de los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y

triptéfanae,

Existen tres clases principales de MATs: SERT, DAT y NET, y son los responsables de la
recaptacion de sus neurotransmisores monoaminérgicos correspondientes: serotonina, dopamina y

norepinefrina respectivamente. Los MATs estin ubicados justo fuera de la hendidura sindptica (peri-




sinapticamente) transportando el exceso de neurotransmisores monoaminérgicos desde la
hendidura siniptica devuelta hacia el citoplasma de la neurona presindptica (Torres et al, 2003}, La
regulacion de los MATs ocurre generalmente a través de fosforilaciébn y modificacién

postransduccional {Remamoorthy et al, 1993).

Los efectos sindpticos de muchos aminoécidos y neurotransmisores monoaminérgicos, incluida

la serotonina, son terminados por [a unién de estas moléculas a proteinas especificas de transporte.

En las paginas siguientes, se presenta una revision de la literatura que da apoyo a los estados
antes mencionados tanto desde puntos de vista tedrico como experimental. La propuesta y el
correspondiente andlisis de la literatura se centran en esta oportunidad en el transportador de

serotonina, SERT.
1.2.Serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT).

1.2.1. Estructura quimica.

La Serotonina es un neurotransmisor, especificamente una amina aromdtica, perteneciente a la
familia de las indolaminas que esta compuesta de un anillo indol hidroxilado en la posicién 5 y una
cadena lateral etilaminica, como muestra la figura 1, que comenzd a ser apreciada a mediados de 1930
y caracterizada en 1955 por Page y sus colaboradores {Bumpus and Page, 1955; Gershon et al, 1965;

Gershon and Ross, 1966).

Figura 1: Estructura molecular de serotonina.




Se distribuye ampliamente entre plantas y animales, incluido el hombre y es liberada como
consecuencia de diversos estimulos nerviosos, quimicos y mecanicos (Vazquez et al, 2002).

En los mamiferos se localiza en mastocitos, células enterocromafinas y en plaquetas. En estas
ultimas es almacenada desde el plasma mediante un mecanismo de transporte activo {Lorenzo
Ferndndez et al, 2008), Se sintetiza basicamente en dos zZonas: a nivel central en los nicleos
localizados en el tronco encefilico, y a nivel periférico en el sistema gastrointestinal {Furness and

Costa, 1982; Martel, 2006).

1.2.2. Actividad de la 5-HT.

La 5-HT es un mediador clave en la sefializacidn del sistema nervioso central (SNC) {Raybould et
al, 2003) donde su papel interviene en la regulacién de la vigilia, en ¢l proceso activo del suefio
(Martel, 2006}, en los procesos motivacicnales, regula la actividad sexual, el apetito, los ritmos
circadianos, las funciones neuroendocrinas, la temperatura corporal, el dolor, la actividad motora,
las funciones cognitivas, y desarrolla un rol importante en la regulacién de los estados de &nimo que
desencadenan la depresion{Griebel, 1995; Jurgensen, 2007). Este Gltimo punto se desarroll6 a partir
de las hipdtesis de Van Praag en que “La disminucion indolaminica seria responsable de la
sintomatologfa depresiva”{Van Praag, 1982, 1987). Actualmente hay evidencias de que las conductas
impulsivas se asocian a una disfuncién del sistema serotoninérgico central{Qquendo and Mann, 2000;
Carver and Miller, 2006), especificamente a una disminucion generalizada de la actividad
serotoninérgica (Rees et al, 1997).

Por otro lado la 5-HT en el tracto gastrointestinal ha sido el centro de interés de intensas
investigaciones durante varias décadas, desde Vialli ¥ Erspamer que en 1937 mostraron que el
intestino es una importante fuente de 5-HT alcanzando mas del 90% del total presente en el cuerpo
(Vialli and Erspamer, 1937; Erspamer and Asero, 1952).

A nivel intestinal la 5-HT funciona como un neurotransmisor y una molécula de sefializacién

paracrina. Desarrolla un papel importante regulando la proliferacién de células epiteliales e




inhibiendo la absorcién intestinal de monosacaridos y aminoacidos {Arruebo et dI., 1989; Salvador et
al, 1997), Se cree que la 5-HT estd implicada ademds en patologias infecciosas e inflamatorias
crénicas entre las cuales las mas estudiadas han sido el sindrome del colon irritable (Irritable Bowel
Syndrome, IBS) y la enfermedad intestinal inflamatoria crénica (Inflammatory Bowel Disease,

IBD)(Beattie and Smith, 2008).

1.2.3. Biosintesisy metabolismo de 5-HT.

En cuanto a su sintesis, descrita en la figura 2, la 5-HT es sintetizada mediante una ruta metabdlica
en la que intervienen dos enzimas: la tript6fano-hidroxilasa, que cata]iz.a la conversién del triptofano
en 5-hidroxitriptofano (1); y la DOPA-descarboxilasa, que convierte el compuesto anterior en
serotonina, La 5-HT puede almacenarse en vesiculas (2) y/o liberarse (3). Una vez liberada, puede
ocupar receptores postsinapticos (4), recaptarse (5), ocupar autorreceptores (6) o metabolizarse por
la MAO mitocondrial (7), este tiltimo paso es la ruta catabélica principal para 5-HT y consiste en una
desaminacidn oxidativa por la enzima monoaminooxidasa (MAQ). La MAO convierte la serotonina en
el intermediario 5-hidroxi indoleacetaldehido, el cual es oxidado por una aldehido deshidrogenasa
dependiente de NAD’; para formar Acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) que es exeretado
mayormente en la orina, Cabe mencionar que cuando este sistema se satura, el producto intermedio
sereduce en el higado, produciendo 5-hidroxitriptofol, asimismo, en el sistema digestivo la serotonina
también puede ser catabolizada por la glucoronil transferasa y otras enzimas intracelulares, al igual

que la MAO y la aldehido-deshidrogenasa (Fuller and Wong, 1977; Gershon and Tack, 2007).
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Figura 2: Metabolismo de serotonina en células nerviosas.

Un paso importante en la ruta metaboélica dela 5-HT descrita anteriormente es su “recaptacién”,
esto porque uno de los problemas que enfrenta la transmisién neuronal es que se consumen altas
cantidades de neurotransmisores que a las neuronas les cuesta fabricar. Es por ello que para hacer el
proceso un poco mas viable, una vez que la 5-HT es liberada al espacio intersinaptico y ha ejercido su
papel como neurotransmisor, es captada por otras proteinas de la sinapsis para su transporte a la

neurona de la que fue liberada, que vuelve asi a almacenarla (Laborda, 2006).

La recaptacién es el mecanismo mas importante para la finalizacién de la accién de la 5-HT y es |
realizada mediante un transportador de alta afinidad por 5-HT, conocido como transportador de
serotonina (SERT). El papel de este transportador resulta de gran importancia para la finalizacion del
metabolismo serotoninérgico pues la 5-HT al poseer una carga de disociacién de 4cido igual a 10, ésta
se encuentra altamente cargada a pH fisiolégico y no cruza las membranas plasmaticas sin la ayuda

de este transportador (Gershon, 2003).




1.3.El transportador de serotonina, SERT.
1.3.1. Estructuray caracteristicas generales.
Como ya se menciond, la accién de la serotonina finaliza con la recaptaciéon del
neurotransmisor hacia la neurona serotoninérgica por medio de SERT mostrado en la figura 3

(Gershon et al., 1990).

Figura 3: Transportador de serotonina, SERT.

Este transportador es una proteina de transmembrana localizada, entre otros, en la

membrana neuronal presinaptica, en células del epitelio intestinal (Wade et al, 1996; Bellini, 2003).

El conocimiento més detallado de este transportador se logrd, en parte, gracias a la clonacién
de SERT que se realizé mediante el empleo de oligonucleétidos degenerados correspondientes a
zonas de elevada similitud entre los transportadores de noradrenalina y GABA (Blakely et al., 1991,
1994; Hoffman et al, 1991). Las clonaciones realizadas permitieron establecer que los
transportadores de dopanima (DAT), norepinefrina (NET) y SERT poseen 12 dominios
transmembranas, visualizados en la figura 4, con 20 a 24 residuos hidrofébicos. Ademas contiene
cinco bucles intracelulares y 6 extracelulares cortos (Hoffman etal, 1991; Pacholczyk et al, 1991), que

es dependiente de Na*, CI- y K* para el transporte de 5-HT al interior celular y ademds posee grupos




amino y carboxi-terminal intracelulares. Uno de los trabajos mas importantes fue el desarrollado por
Rammamoorthy y sus colaboradores en 1993, cuyos resultados han conducido a la clonacion,

expresion, y localizacién cromosémica de SERT humano.
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Figura 4: Informacién molecular y estructural de DAT, NET y SERT humanos. a) secuencia de aminoacidos de
los transportadores. En rojo se indican los residuos conservados y en naranja los similares. b) Topologia
propuesta para los transportadores de monoaminas mostrando los 12 dominios transmembrana conectados por

bucles intra y extracelulares. Tomado de Torres etal., 2003.

El gen humano para SERT (SLC6A4) da lugar a una proteina de 630 aminoécidos (Iceta Echave,
2008) y presenta una homologia del 92% con la de rata (Lesch et al, 1994). Es debido a este alto
porcentaje de homologia que se han desarrollado diversos trabajos investigativos con ratas. Estos
estudios en los cuales a las ratas se les ha manipulado genéticamente para que no expresen SERT

(ratas knockouts) han permitido establecer la gran importancia que tiene SERT en el metabolismo de




5-HT, pues se ha observado que estas ratas muestran una elevacién extracelular de 5-HT de hasta seis
veces y una disminucion marcada (60-80%}) del contenido tisular de 5-HT en diversas regiones del
cerebro (Heils et al,, 1998). Estas notorias alteraciones indican que SERT es crucial en la homeostasis
presinaptica y que la recaptacién dependera en parte de la cantidad de transportadores presentes. Si
hay muchas, estos captaran mucha 5-HT y la eliminaran rdapidamente de la sinapsis. Si hay pocos,

dejaran més tiempo para que la 5-HT actie.

1.3.2. Localizacién de SERT.

Lalocalizacién de SERT se ha demostrado a nivel central como periférico. En el SNC lo podemos
encontrar en la corteza cerebral, cuerpos celulares, dendritas y a lo largo de los axones neuronales,
concentrado en los botones terminales del niicleo del rafé mediano y dorsal, talamo e hipocampo
{Ramamoorthy et al, 1993; Zhou et al, 1998; Torres et al, 2003). En el SNP éste se encuentra en
plaguetas, endotelio pulmonar, mastocitos, linfocitos y tracto gastrointestinal {Balkovetz et al, 1989).
Ademas diversos estudios que han tratado de determinar la localizacién y funcionalidad de SERT han
dado como resultado su localizacién en diversos tejidos de diferentes especies animales,
detectandose por ejemplo en cerebro de ratén (Chang et al, 1996} y de mono{Miller et al, 2001}, en
placenta (Ramamoorthy et al, 1993) y en células cromafines adrenales humanas {Wade et al,, 1996).
Por otro lado, en bdvidos los resultados han mostrado que SERT se expresa ademds de la placenta y
el cerebro, en médula Gsea, rifién, corazon, higado, glindula paratiroidea, intestino delgado, y

pancreas (Mortensen et al, 1999).

Como se observa la expresién de SERT presenta una amplia distribucién, sin embargo, su
actividad ha sido estudiada fundamentalmente en el sistema nervioso central y el tracto

gastrointestinal.




1.3.3. Regulacion farmacolégica de SERT.

1.3.3.1. Inhibidor o bloqueador de transportadores,

Uninhibidor de recaptacion (1R), también conocido como bloqueador de transportadores, es
una molécula que achia inhibiendo la recaptacién mediada por transportadores plasmiticos de un
neurotransmisor, desde la sinapsis hacia la neurona presiniptica, llevando a un incremento de
concentraciones extracelulares del neurotransmisor y por lo tanto un aumento en la

neurotransmision.

Muchos firmacos utilizan la inhibicién de la recaptacion para ejercer sus efectos psicolégicos
y fisioldgicos, incluyende varios antidepresivos, ansioliticos, estimulantes y anorexigenos, entre
otros. La mayorfa de los inhibidores de la recaptacién, afectan a los neurotransmisores
monoaminérgicos serotonina, norepinefrina y dopamina, sin embargo, también hay un niimero de
medicamentos y moléculas de investigacidn que actilan come inhibidores de la recaptacion para otros
neurotransmisores, tales como adenosina, GABA, glutamato y los endocannabinoides {Beissard and

Gribkoff, 1993; West and Galloway, 1997; Pollack et al, 2005; Costa et al, 2006; Iversen, 2006).

1.3.3.2. Mecanismo de accion.
Se cree que los IR estdndares actiian simplemente como un sustrato competitivo que funciona
ligdndose directamente al transportador plasmatico del neurotransmisor en cuestion (Blakely et al,

1994; Ravna et al, 2003; Apparsundaram et al, 2008).

Estos inhibidores ocupan el transportador en lugar del neurotransmisor respectivo, vy lo
bloquean competitivamente de ser transportado desde el terminal nervioso o sinapsis, hacia la
neurona presinaptica. Con dosis suficientemente altas de inhibidor, la ocupacidn del transportador
alcanza incluso entre el 80-90%, A este nivel de inhibicién, el transportador sera considerablemente
menos eficiente removiendo el exceso de neurotransmisores de las sinapsis, y esto causaria un
incremento sustancial en las concentraciones extracelulares del neurotransmisor, y por lo tanto, un

aumento en la neurotransmisién total. Alternativamente, algunos inhibidores de la recaptacién se




ligan al sitio alostérico e inhiben la recaptacion indirectamente y no competitivamente al ejercer su
inhibicién mediante la unién a sitios alostéricos vagamente caracterizados atin en los transportadores

de monoaminas. Esta unién causarfa cambios conformacionales en la proteina transportadora que

modularia la afinidad de los sustratos por el sitio activo{Chen et al, 2005).

1.3.4. Inhibidores selectiw;s de la recaptura de serotonina, SSRIs.
Los SSRIs (por sus siglas en inglés, selective serotonin reuptake inhibitors) fueron descubiertos
en los afies 70 y aparecieron por primera vez en el mercado farmacéutico a mediados de los 80
{Lorenzo Ferndndez et al, 2008). Fueron la primera clase de farmacos psicotropicos disefiados de
manera programada, de origen sintéticoy los antidepresivos mas usados en el mundo, estando dentro

de los farmacos més prescritos para enfermedades neuropsiquiatricas (Murphy and Moya, 2011).

Los SSRIs ejercen su accién bloqueando SERT, lo que aumenta la concentracién de 5-HT en el
espacio sindptico. Esto llevaria a un aumento del tono serotoninérgico y a una regulacion hacia abajo
de los receptores serotoninérgicos post-sinapticos, que estarfan relacionados al efecto terapéutico de
estos fadrmacos ampliamente utilizades en el tratamiento de los pacientes con trastorno de
personalidad [Silva I et al, 2010). Multiples estudios sugieren que la prescripcién de este tipo de
firmacos puede ser una estrategia efectiva para mejorar los sintomas de este trastorne {Bellino et al,
2008; Diaz-Marsd et al, 2008}, Por tal motivo han sido propﬁestos como medicamentos de primera
linea para el control de la ansiedad, la labilidad animica, la agresividad impulsiva y las conductas de

automutilacién, entre otros trastornos ligados al sistema serotoninérgico (Soloff, 2000).

Entre los SSRIs mas conocidos, la fluoxetina observada en la figura 5 fue €l primer SSRI
comercializado y es el prototipo del subgrupo de los inhibidores selectivos de la recaptacién de 5-HT
(Liillmann et al, 2010) y junto con el escitalopram, figura 6, parecen ser inhibidores alostéricos de Ia
recaptacidn de serotonina, se ligarfan al sitio alostérico, causando cambios conformacionalt;s enla
proteina transportadora, modulando asf la afinidad de los sustratos por el sitio activo(Chen et al,

2005; Mansari etal, 2007).
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Figura 5: Estructura molecular de fluoxetina. Figura 6: Estructura molecular de escitalopram.

La aparicidon de la fluoxetina dio paso al desarrollo de muchos otros psicofirmacos que hasta
la actualidad siguen siendo ampliamente recetados para el tratamiento tanto de los trastornos

psicoldgicos como gastrointestinales, entre estos podemos encontrar la paroxetina, sertralina,

fluvoxamina, trazodona, imipramina, entre otros, los cuales se pueden cbservar en la figura 7,

Cabe mencionar ademés que la cocafna y las anfetaminas son drogas psicoactivas que también

inhiben a SERT (Nestler E, Hyman S, 2001},
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Figura 7: Algunos inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina, S5Ris.

1.3.4.1. Unién ligando-transportador.

El reconocimiento molecular por parte del transportador hacia el ligando (inhibidores) es un

evento clave en la recaptacién celular. La idea de que compuestos similares deben mostrar




actividades similares frente a cierto tipo de transportadores, se basa en la relacién estructura-
actividad, que asume que esta similitud radica en caracteristicas no solo estructurales de las
moléculas, sino también caracteristicas estéricas (forma) y electrénicas (densidad de carga) lo cual
claramente es crucial, pero no necesariamente suficiente, para garantizar las interacciones
moleculares 6ptimas con un transportador diana especifico y desencadenar asi una respuesta

biolégica (Giiner, 2000).

Para determinar la actividad de las moléculas potencialmente inhibidoras o bloqueadoras
frente a SERT se realizan ensayos de desplazamiento de radioligando, mediante los cuales se

determina la afinidad de una molécula especifica por SERT, ensayo que se detalla 2 continuacién.

1.4. Ensayo de actividad biolégica frente a SERT.

1.4.1. Ensayos de afinidad por desplazamientoe de un radioligando, “Binding”.

La técnica de desplazamiento de radioligando es una herramienta muy utilizada para la
obtencién de informacién de un receptor y evaluar el efecto que provocan diversos agentes
inhibidores y/o blogueadores cuando estos impiden la interaccién de un radioligando (RL) con el
receptor. El RL es una droga marcada radioactivamente que er enlaza con el receptor de interés,
representado en esta ocasion por SERT.

Los ensayos de desplazamiento de un RL se realizan para determinar la afinidad de un ligande
(inhibidor) no marcado por un receptor, La afinidad es definida como la habilidad del ligando en
estudio para competir con un ligando radioactivo conocido por la unién con un receptor, y de esta
forma inhibir la unién de éste (ltimo. En estos experimentos, conocidos también como ensayos
competitivos, la concentracion del RL es fija, mientras la concentracién del ligando no marcado es
variada para evaluar la competencia por el sitio de unidn del receptor. El pardmetro de enlace
obtenido a partir de este experimento es la concentracién del ligando no marcado que desplaza el 50
% del enlace de RL, lo que se denomina como el valor de ICso. La ICso es influenciada por la

concentracidn y la afinidad del radicligando por el receptor. Si la concentracién del RL es muy alta, se




necesitaran concentraciones masaltas del ligando no marcado para competir con él. Al mismo tiempo,
la concentracién ne puede ser muy baja ya que los datos obtenidos podrian no ser suficientes para
obtener datos confiables. El valor de ICso puede ser convertido a Ki usando Ja ecuacidn de Cheng y

Prusoff; ver ecuacion 1, que es otra forma de evaluar el grado de inhibicién.

Ki=1Cso / (1 +[RL]/ KD}

Ecuacién 1. Ecuacidn de Cheng y Prusoff donde ICso es la concentracién del ligando no marcado gue inhibe el
50% de la unién del radioligando, [RL] es la concentracion del radioligando usado y KD es la afinidad del
radioligando por el receptor.

Donde el valor de Ki es definido como la constante de equilibrio de la disociacién para un
inhibidor competitivo del receptor. En otras palabras, el valor de Ki para un ligando no marcado
deberfa ser el mismo que el valor de KD obtenido usando la misma droga marcada. Si el valor de Ki es

bajo, 1a afinidad del receptor por el ligando es alta {Yung-Chi and Prusoff, 1973).

1.4.2. Modelamiento molecular de SERT, “Docking”.

El modelamiento molecular o Docking es un métedo computacional mediante el cual se predice
la conformacién que puede adquirir una molécula al unirse a otra para formar un complejo méas
estable. E] conocimiento de la orientacion preferida a su vez puede ser usada para predecir la fuerza
de la asociacion o la afinidad de enlace entre las moléculas (Lengauer and Rarey, 1996).

Para el desarrollo de un modelamiento molecular en una protefna se necesita conocer la
estructura cristalina de esta, Lamentablemente, y a pesar que los estudios en los MATs se vienen
realizande hace ya varios afios, la estructura cristalina de SERT atin no ha podido ser cristalizada, es
por esta razén que los estudios se han llevado a cabo utilizando una estructura cristalina de alta
homologfa como lo es la estructura del transportador de Leucina, LEUT (Jarorczyk et al, 2012).

Gracias a estos estudios se ha conocido por ejemplo que la cavidad de SERT presenta dos modelos




conformacionales, el primero (figura 8a) cuando el transportador esta cerrado en ambos sitios de la

membrana (conformacion ocluida) y un segundo de conformacion abierta (figura 8b).

Figura 8: Modelo de SERT basado en la estructura de rayos-X de complejo LEUT con leucina (a) y triptéfano (b)
(PDB-id: 2A65, PDB-id: 3F3A). (a) Conformacién ocluida, (b) conformacidn abierta. Imagen tomada de Jaronczyk.

Metal, 2012.

Los modelos generados han permitido varios estudios de acomodamiento y dinidmica
molecular que han facilitado el desarrollo de nuevos ligandos para SERT con mayor selectividad por
este transportador, asi como también han permitido de cierta forma determinar con anterioridad qué
tipos de interacciones serian las mas probables al momento de interactuar el ligando con
transportador.

Un ensayo complementario a los ensayos de desplazamiento de radioligando y modelamiento
molecular, es el realizado para determinar la toxicidad de moléculas. Este tipo de ensayo se realiza
para determinar la toxicidad de cada una de las moléculas que a su vez servird para visualizar la
ventana de trabajo (concentraciones) que tendrian cada una al momento de trabajar con ellas. Este
bioensayo se desarrolla a partir de quistes de Artemia salina, pequeno crusticeo que habita y
conforma el plancton de aguas salobres e hipersalinas de todo el mundo y que se visualiza en la

imagen 1.

14




Imagen 1: Artemia salina, imagen tomada desde www.sciencesediment.com.

1.4.3. Bioensayo de letalidad en Artemia Salina.

Este tipo de bioensayo fue desarrollado en 1982 por Meyer y col. Consiste en exponer a
cierto nimero de larvas de Artemia salina a determinados compuestos “activos” para determinar asi
valores de concentracién letal media, concentracion que provoca la muerte del 50% de las Artemias

salinas (CLso).

Si bien estos valores son indicadores de toxicidad a nivel celular y pueden orientar
investigaciones mas especificas, no advierten una actividad fisiolégica o biolégica en particular

(Sanchez y Neira., 2005).

Una de las ventajas de este tipo de ensayos es la facilidad de adquisicién y manipulacién de
larvas de Artemia salina, ademas de ser aplicable a compuestos de variadas estructuras y actividades

diversas, lo que le otorga la caracteristica de ser de amplio espectro (Sdnchez y Neira., 2005).
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Hasta aqui se ha descrito la importancia que tienen los SSRIs y el cémeo actiian estos sobre
SERT, asi como también la importancia que tienen sobre el sistema serotoninérgico y sus trastornos
en general, por lo cual se esta en condiciones de entender el porqué del interés actual en desarrollar
nuevas drogas que permitan el control de estas patologias.

Es por lo anterior que en el presente trabajo se propone establecer qué tipo de respuestas
inhibitorias frente a SERT generardn un grupo de moléculas constituido por aminas (DFTs) y ésteres
(DFTSs) derivados de triptamina, y a partir de estos resultados guiar el disefio racional de sintesis de
futuras moléculas gue generen mejores resultados. Esperamos que este andlisis pueda revelar
caracteristicas fisico-quimicas de las moléculas, que serfan necesarias al momento de decidir cual
resultaria ser un mejor inhibidor de SERT.

Como primer paso para el desarrollo de estos objetivos, se sintetizaran 6 moléculas de las
cuales 3 seran aminas y 3 seran ésteres, estas moléculas descritas en lafigura 9 se diferenciaran entre
sf en el largo de la cadena alquilica que separa los anillos arométicos y en el largo de la cadena que las
une a la triptamina y que hipotéticamente actuarfan como inhibidores. Posteriormente se realizaran
estudios basados en la respuesta de SERT frente a concentraciones variadas de estos inhibidores y se
determinar4 asf los ICsp, que finalmente llevara a identificar si efectivamente estdn actuando como

inhibidores y si es asi cnal es el mejor inhibidor.
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1.5. Hipétesis del trabajo.
Las aminas y los ésteres sintetizados se comportarin como inhibidores frente a SERT y mostrardn
variados valores de ICso. Las similitudes o diferencias en estos valores tendran su explicacién en el

tamafio, largo y la densidad electrdnica que poseen estas moléculas.

1.6, Objetivos.
1.6.1. Objetivo general
Sintetizar 6 moléculas, 3 aminasy 3 ésteres, de los cuales se espera obtener buenos rendimientos

y pureza, y posteriormente realizar ensayos in vitro que permitan comparar su potencia como

inhibidores de SERT, respecto a valores de ICso medidos para cada una de ellas,

Se espera que las moléculas que contengan mayor densidad electrénica debido a miltiples anillos

arométicos, cadenas carbonadas y grupos funcionales, generen mejores respuestas inhibitorias.

1.6.2. Objetivos especificos
- Realizar una metodologia de sintesis que permita obtener las moléculas con un alto grado de

rendimiento y pureza. |

- Alargarla cadena de las aminas (DFTs) para formar ésteres (DFTSs).

- Establecer si se producen diferencias en el grado de reconocimiento por parte de SERT y su

inhibicién entre DFTs y DFTSs.

- Establecer qué tipo de estructuras generan un mejor reconocimiento por parte de SERT.

- Realizar ensayos de desplazamiento de radioligando (binding).

- Realizar modelamientos moleculares (docking).

- Afinar el analisis tedrico original y establecer posibles futuras nuevas estructuras que generen un

mejor reconocimiento por parte de SERT.
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2. SECCION EXPERIMENTAL

Las aminas y los ésteres se sintetizaron a partir de 4 moléculas base; benzofenona, 1,3-difenil-2-

propaneona, benzaldehido y triptamina. Todas adquiridas comercialmente en Merck.

Ademas se utilizaron los siguientes solventes: diclorometano, etanol, metanol, acetato de etilo,

acetona, hexano y tetrahidrofurano, adquirides en Merck.

Entre los reactivos usados se encuentran: anhidrido succinico, carbodiimidazol, carbono/paladio,
4-dimetilaminopiridina, Acido clorhidrico 97%, hidréxido de sedio, trietilamina, piridina, clorure de
sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, 3[H]-paroxetina, fluoxetina, polietilenimina, borohidruro

de sodio y cianoborohidruro de sodio.

Las reacciones y las mezclas de productos fueron rutinariamente monitoreadas por
cromatografia en capa fina (CCF) de gel de sflice 60-Fa254 Merck y fueron visualizadas con luz
ultravioleta y reactivo de Dragendorff. Los valores de punto de fusidén fueron obtenidos con un
aparato con platina de Kofler.

Los espectros de NMR-1H fuercn registrados usando espectrometro Bruker AMX 400 a 400 MHz,
y los de NMR-13C en el mismo equipo a 100 MHz, usando TMS como patrén interno.

La espectrometria de masa (MS, por sus siglas en inglés) se realiz6 en un espectrémetro de masa
de tipo electrospray-trampa i6nica ESI-IT Esquire 4000 (Bruker Daltonik GmbH, Alemania). El control
del espectrémetro se realizd a través del programa esquire Conirol 5.2 (Bruker Daltonik GmbH,

Alemania}.

2.1. Metodologias seguidas para las sintesis.
2.1.1. Sintesis de Aminas, serie DFT.
La obtencién de las aminas 1,1-DFT, 1,3-DFTy 1,5-DFT de la figura 9 se realizé a partir de cetonas

y probando dos metodologfas, las cuales son descritas a continuacion.
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2.1.1.1. Método I: Aminacién reductiva.

La aminacién reductiva es con frecuencia el método mas utilizado para la sintesis de aminas
a partir de aldehidos y cetonas. Los agentes reductores utilizados con méas frecuencia para este tipo
de reacciones son los donantes de hidruro, generalmente borchidruro y cianoborohidruro de sodio
(NaBH4, NaBH3CN). Se realizaron aminaciones reductivas de cetonas utilizando NaBH3CN junto con
cloruro de titanio IV (TiCls). En una sintesis convencional, Ja aminacién reductiva de cetonas usando
TiCls y NaBH3CN requiere 2 equivalentes de amina. La aminacién se llevd a cabo en dos pasos
(esquema 1). Primero se afiadié el TiCls y triptamina a la cetona a 0°C, dejando reaccionar unos
minutos bajo agitacién y hasta que alcanzd la temperatura ambiente, posteriormente se afiadio
NaBH3CN en etanol v se dejé reaccionar bajo reflujo por unos minutos mas siguiendo la reaccion

mediante CCF{Rahman et al, 2004).

i + . NH 1. TICl,, agitacidn. R

Y
=

H 2. NaBH4LCN , EtOH

Esquema 1: Aminacién reductiva de cetonas, R= benceno, alquilbenceno.

2.1.1.2. Método II: Reaccion libre de solvente.

Esta metodologfa consiste en llevar a su punto de fusién al reactivo que mayor lo tenga entre
la cetona y la triptamina, para esto se hace uso de un sistema que genere el calor necesario y a medida
que se alcanza el punto de fusién se afiade lentamente el segundo reactivo, se genera asf el ion iminio
el cual da origen a la amina mediante la reduccién con NaBH4. Con todas las cetonas el reactive que
se fusiond fue la triptamina y las cetonas, algunas en estado sélido y las otras en estado liquido, se
anadieron lentamente y bajo constante agitacién. Luego de transcurridas 2 horas se afiadié NaBHa

disuelto en un minimo de etanol (esquema 2).

La reaccion es segnida por CCF y finaliza luego de unos minutos.
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2, 2L

1. 113°C, agitacion

)L +

R R

Y
-4
ol

NH, 2. NaBH, P

Esqueina 2: Sistema libre de solvente. R= bencene, alguiibenceno.

2,1.2, Sintesis de ésteres, serie DFTS,
La sintesis de los ésteres 1,1-DFTS, 1,3-DFTS y 1,5-DFTS de la figura 9 se realiza a partir de
alcoholes y mediante dos metodologfas, la cuales consisten en que a partir del alcohol (obtenido dela
reduccidn de las cetonas) y anhidrido succinico se obtiene un acide carboxilico que al reaccionar con

la triptamina dara los ésteres correspondientes.

2.1.2.1, Método I Utilizando piridina como solvente,

Esta metodologia consiste en hacer reaccionar el alcohol con el anhidrido succinico disueltos
en piridina y adicionar una cierta cantidad de 4-dimetilaminopiridina (4-DMAP), dejando la solucién
en reposo durante 2 dias (esquema 3). Luego de este periodo se destila el solvente y el producto se
recoge en acetato de etilo, se lava con una solucién de bicarbonato de sodio, luego con salmuera y se
seca con sulfato de sodio NazS04, se filtra y el solvente se evapora bajo presién reducida hasta

sequedad {Miyano et al,, 1988),

anhldrido
P
succlhico )\

reposo 48hrs.

Esguema 3: Sintesis de 4cido, con piridina como solvente. R = bencenag, alquilbenceno.
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2.1.2,2, Método II; Utilizando trietilamina y acetato de etilo como solvente.

Esta metodologia consiste en.disolver el alcohol en acetato de etilo seco, luego agitando
vigorosamente se le afiade el anhidrido succinico, la trietilamina y la 4-DMAP. Este sistema se coloca
bajo reflujo utilizando un refrigerante con valvula de CaClz, y se mantiene bajo estas condiciones
durante unas pocas horas hasta que la reaccién se completa (esquema 4). Una vez terminada la
reaccidn esta se enfrfa a temperatura ambiente y se lava la solucién obtenida con una solucién diluida
de acido clorhidrico, se separan las fases y la fase organica se lava con agua, se seca con sulfato de

sodio NazS0y, se filtra y es evaporada bajo presidn reducida hasta sequedad (Puricelli, 1999).

HO (0]
OH Osx 0 4-DMAP , N(CH,CH;),
A, o+ =0 -
R R AcOEt o} 0
anhidrido agitacién 3hrs.
succinico RJ\R

Esquema 4; Sintesis de dcido, con trietilamina y acetato de etilo como solvente. R = benceno, alquilbenceno.

Una vez obtenido el 4cido carboxilico, se procede a la obtencidn del éster final mediante la reaccion

con triptamina, Esta reaccion se lleva a cabo mediante la siguiente metodologfa.
Ruta con carbodiimidazol, CDI.

La amidacién del acido se inicia mediante la reaccién con 1,1-carbodiimidazol en THF secoy
a temperatura ambiente durante 1 hora, la imidazolida intermedia formada se hace reaccionar luego
con la triptamina por 24 hrs para dar los ésteres requeridos (esquema 5) los cuales son extraidos al

lavar la solucién con agua y acetato de etilo, Ia fase organica es secada con NaSOs y el solvente es

evaporado bajo presion reducida (Bu et al, 2001).




n NH
N,:\ ) &
HO._.0 Q\/ MO
THF, 1h, Tamb NH, it o
—_—

0

24hrs.
0T o N/f“'NJLN’\\N 0% o
PN WY Py
carbodiimidazol R R Q /(l)\
R R

Esquema 5: Sintesis de ésteres mediante ruta con CDI. R="benceno, alquilbenceno.
2.2. Ensayos de afinidad por desplazamiento de un radioligando (Binding).

2.2.1. Preparacién de membranas desde corteza cerebral de ratas,
En estos experimentos fueron utilizadas ratas Sprangue Dawley de alrededor de 2 meses de

edad, de ambos sexos, obtenidas desde el bioterio de la Pontifica Universidad Catélica de Chile,

Los estudios se llevaron a cabo de acuerdo con la declaracién de Helsinki y con la guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio adoptada y promulgada por los Institutos Nacionales de

Salud, de la Universidad de Chile y de la Universidad de Santiago de Chile.

Las ratas se sacrificaron por decapitacion con guillotina sin anestesia, método aprobado por el

comité de la Universidad de Emory para el uso y cuidado de animales.

Una vez decapitadas las ratas sus cortezas se diseccionaron rapidamente y se homogeneizaron
en 10 mL de sacarosa 0,32 M fria, pH 7,4, en un homogeneizador de tejidos Potter-Elvejhem de teflén-
vidrio. Los homogeneizados de corteza se centrifugaron a 1000 g (3500 rpm, rotor Ja-21 de
centrifugadora Beckman J2-21) durante 20 min a 4°C obteniendo asf el pellet p1. El sobrenadante
obtenido se vuelve a centrifugar a 12000 g durante 20 min para producir el pellet sinaptosomal crudo
p2 (Gray and Whittaker, 1961). A continuacion las membranas sinaptosomales fueron repartidas
quedando muestras con 100 mg cada una las cuales se almacenaron a -80°C hasta su uso en los

experimentos de unién,
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2.2.2. Ensayo de union en SERT.

Para realizar los ensayos de desplazamiento de radioligando se utilizaron los pellets p2, los
cuales una vez descongelados fueron resuspendidos en 10 mL del siguiente buffer: NaCl 120 mM, KCI
5 mM y Tris-HCI 50 mM, pH 7,4.

En una placa Elisa de 96 pocillos se distribuyeron por triplicado las muestras de total de RL
(3[H]-paroxetina 1 nM), las de RL mas droga inespecifica (Fluoxetina 0,5x10-3M) y las drogas
sintetizadas a diferentes concentraciones (2,5x10-19 - 2,5x10-5 M). Para el total (T) de RL se utilizaron
100 pL de membrana, 100 pL de buffer y 50 pL de RL. Para la unidn inespecifica se utilizaron 100 uL
de membrana, 100 pL de Fluoxetina y 50 pL de RL. Para las drogas sintetizadas se utilizaron 100 puL
de membrana, 100 pL de las diferentes concentraciones de drogas y 50 pL de RL, una vez completa la
placa Elisa esta fue llevada a incubacién a 27°C por 60 min.

Terminada la incubacién, las muestras fueron traspasadas a una nueva placa con filtros de fibra
de vidrio GF/C previamente empapados con 200 pL de polietilenimina 1%, fueron filtradas al vacio y
lavadas de 7 a 9 veces con 200 uL de buffer frio. Una vez secos los filtros, estos fueron extraidos y la
radioactividad retenida en las membranas es medida en un contador de centelleo Beckmann con 150
1L de liquido de centelleo.

Los datos obtenidos se representan como logaritmo de la concentracion vs al porcentaje de
union especifica y son analizados con GraphPad Prism {GraphPad Software, Inc.) versién 5.0, Los
valores de ICsp se calculan a partir de cada uno de los experimentos de competicién de las muestras
por triplicado, utilizando 6 concentraciones diferentes de medicamentos disueltos y diluidos en el

buffer de ensayo.

2.3. Estudios de modelamiento molecular de los compuestos sintetizados en SERT
(Docking).
Los atomos de hidrdgeno de la protefna transportadora SERT fueron introducidos en los
modelos usando Autodocktools y las estructuras de las 6 moléculas sintetizadas fueron dibujadas,

optimizadas y cargadas en el programa Spartan10. Los mapas de grilla fueron calculados usando la
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opcién autogrid4 y fueron centradas en el sitio de union del transportador. Los voliimenes escogidos
para los mapas de grilla fueron construidos de 40 x 40 x 40 puntos con un espaciamiento de 0,375 &,
Para realizar los estudios de modelamiento molecular se utilizo el programa Autodock 4.0 usando el
Algoritmo Genético Lamarckiano. La visualizacién de las moléculas acopladas se realizé en el

programa PyMOL 1.2.

2.4.Bioensayo de letalidad en Artemia Salina.
2.4.1. Eclosién de los quistes,

La eclosién de las larvas de Artemia saling se realizé preparando un medio de cultivo a base de sal
de mar artificial (sal Instant Ocean®) 30 g de sal/L de agua, al cual posteriormente se agregaron los
huevos de Artemia salina. Este medio se dejé bajo constante burbujeo de oxigeno, a una temperatura
controlada de 2543 °C y bajo un perfodo de luz/oscuridad controlada utilizando una fuente de Iuz
artificial programada.

La eclosion de las larvas se observo luego de 72 horas después de las cuales se procedi6é a su

utilizaci6n en los bioensayos de toxicidad.

2.4.2, Pruebas de toxicidad.

Las pruebas de toxicidad se realizaron en placas multipocillo (Multiwell®), consistiendo cada
prueba en ¢l ensayo de seis concentraciones crecientes (1x10-3-1x10-8) de la familia de DFTS y dos
grupo control, une solo con agua salina y otro con DMSO, realizando cada ensayo por triplicado.

Cada pocillo contenia un volumen total de 1 mL, consistente en agua marina artificial (Instant

Ocean®) y DMSQ, en el caso de los grupos control, y una solucion de 950 gL de agua marina més 50
!

1L de droga, para cada una de las concentraciones ensayadas. Para la determinacién de la CLso se

utilizaron 11 larvas de Artemia salina por pocillo. El tiempo de exposicion fue de 24 h. Culminado este,

se contaron las larvas vivas y muertas y se procedid a determinar las concentraciones letales CLso

correspondiente a cada droga utilizando el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.)

version 5.0.




3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis y datos espectroscopicos de los compuestos.
Las metodologias de sfntesis descritas a continuacién son las que presentaron mayor
rendimiento, sin embargo, més adelante se detalla a modo de resumen todos los rendimientos

obtenidos tanto para DFTs y DFTSs por ambas metodologfas.
3.2.Sintesis de Aminas.

3.2.1. 1,1-DFT.

NH

Se colocan 100 mg (5,5x10-*mol) de benzofenona (182,217 g/mol) y 150 mg (9,4x10-* mol)
de triptamina (160,2157 g/mol) en un via), el sistema se calientan hasta los 113-114 °C con la ayuda
deun bafio de vaselina y se deja bajo constante agitacién mediante un agitador magnético por 3 horas,
durante las cuales la reaccién es seguida mediante CCF.

Al término de la reaccién se obtiene un aceite denso el cual fue disuelto en un minimo volumen de
EtOH (2 mL) y al cual se le afiadieron poco a poco 20,8 mg de NaBH4 (37,83 g/mol) hasta total
disolucién dejando reaccionar un par de horas mas y siguiendo la reaccién mediante CCF.

Las placas cromatograficas se eluyen con DCM/MeOH 2,5% y se corrobora la presencia de
aminas con reactivo de Dragendorff.

La 1,1-DFT se aisla mediante cromatograffa en columna de silica gel utilizando como sistema
eluyente DCM/ MeOH 2,5%, obteniendo como producto un aceite levemente amarillo de olor dulce
con un rendimiento promedio de 51,43%. El producto es caracterizado mediante NMR-1H y NMR-13C

(adjunto en anexo I) obteniendo las siguientes seiiales.
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81 (400 MHz, CDCL): 1.724 (s, 1H), 2.906 (m, 211), 2.974 (m, 2H), 4.189 (s, 1H), 6.875 (s, 1H), 7.070-
7.352 (m, 13H), 7.559 (d, 1H, ]=7,9Hz), 7.93 (s,1H).
8c (100 MHz, CDCls): 26.34, 48.63, 67.91, 111,67, 114.38, 119.42, 119.67, 122.42, 122.48, 127.46,

127,83, 128.02, 128.98, 136.91, 144.75.

3.2.2. 1,3-DFT.

g
e
~ G

PM: 354,49

Esta molécula si bien fue sintetizada en miiltiples ocasiones mediante el método [ y con
aparentemente un buen rendimiento ~45%, no fue posible aislarla mediante columna
cromatografica. Al momento de desarrollar la cromatografia el compuesto se perdia, es decir, existe
probablemente una descomposicién de este con la silica usada como fase estacionaria. Mediante la
metodologia Il y luego de varias horas, tampoco se observé cambio alguno, no hubo formacién de
producto.

Para la obtencién de la dltima DFT, la 1,5-DFT, es necesario primero sintetizar 1,5-difenil-3-
pentanona a partir de dibenzalacetona, esta tiltima se obtiene a partir de una condensacién alddlica

entre acetona y benzaldehido en exceso (Esguema 6).

0 0
0 ©/\LH NaOH ‘/W\‘
A - ®
EtOH

Acetona Benzaldehido Dibenzalacetona
PM: 58,08 PM: 106,12 PM: 234,29
d: 0,79g/mL d:1,04 g/mL

Esquema 6: Sfntesis de dibenzalacetona.




Para esto se disuelven 12 g de NaOH (39,997 g/mol) en 120 mL de agua y 90 mL de etanol.
Por otro lado se mezclan 12,11 mL (0,12mol) de benzaldehido y 4,56 mL (0,06;1101) de acetona y se
agitan hasta obtener una solucion homogénea. Se afiade la mitad de Ia solucién de benzaldehido a la
solucién de NaOH con agitacién constante. Se agita por 10 minutos y se afiade la otra mitad del
benzaldehido agitando por 30 minutos mads. Se filtra el precipitado amarillo y se lava con una mezcla
fria de EtOH/Hz0. La recristalizacion se realiza en EtOH 95% (Lopardi. L et al, 2012},

La dibenzalacetona obtenida es insoluble en agua y se presenta como cristales amarillos en
forma de agujas, con un rendimiento del 95% y un punto de fusién de 110-111°C. Una vez obtenida

se procede a su hidrogenacidn catalitica,

Hidrogenacion catalitica de dibenzalacetona, obtencién de 1,5-difenil-3-pentanona y 1,5-

difenil-3-pentanol.

0 OH
1,5-difenil-3-pentanona 1,5-difenil-3-pentanal
PM: 238,32 PM: 240,34

Se diluye 1 g (0,00427 mol) de dibenzalacetona en 80 mL de EtOH y se agregan 30 mg de
C/Pd. La solucién se-hidrogena durante 24 h a 70 psi en un hidrogenador catalitico de Parr. El
catalizador se elimina por filtracién al vacio con celite, y la solucién resultante es evaporada a
sequedad bajo presion reducida. El producto se purifica por cromatografia en columna de silica gel
usando como eluyente un sistema hexano/AcOEt 15%.

De la hidrogenacién catalitica se obtienen dos productes, la 1,5-difenil-3-pentanona que
como ya se menciono se utilizara para obtener la 1,5-DFT, y el 1,5-difenil-3-pentanol que se usara

para la sintesis de 1,5-DFTS, ambos alcanzando un 50% de rendimiento. La 1,5-difenil-3-pentanona

28



se obtiene como un aceite traslicido y el 1,5-difenil-3-pentanol como cristales traslucidos en forma
de agujas.

Ambos productos fueron caracterizadoes por NMR-1H (adjuntos en anexo II) obteniendo las
siguientes sefiales:
1,5-difenil-3-pentanona &n (400 MHz, CDCls): 2.609 (t, 2H), 2.827 (t, 2H), 7.107 (c, 3H), 7.212 (t, 2H).
1,5-difenil-3-pentanol 81 (400 MHz, CDCls): 1.771 (m, 4H}), 2.652 (m, 2H}, 2.760 (m2H), 3.620 (g, 1H),

7.166 (d, 6H), 7.245 (&, 4H).

3.2.3. 1,5-DFT.

NH

HN

PM: 382,54

Se colocan 270 mg (1,7 x 104 mol) de triptamina {160,2157 g/mol) y 0,2 mL (8,2 x 10-* mol)
de 1,5-difenil-3-pentanona en un vial, el sistema se calienta hasta los 113-114 °C con la ayuda de un
bafio de vaselina y se deja bajo constante agitacién mediante un agitador magnético por 3 horas,
durante las cuales [a reaccion es seguida mediante CCF.

Altérmino de la reaccién se obtiene un aceite denso el cual se disuelve en un mfnimo volumen
de MeOH (2 mL) y al cual se le afiaden poco a paco 6,43 mg (1,7 x 10-* mol} de NaBH4 hasta total
disolucion, dejando reaccionar un par de horas mds y siguiendo la reaccién mediante CCF.

Las placas cromatograficas se eluyen con DCM/MeOH 2,5% y se corrobora la presencia de aminas con
reactivo de Dragendorff.

La 1,5-DFT se aisla mediante cromatograffa en columna de silica gel utilizando como sistema
eluyente DCM/ MeOH 5%, luego una segunda columna en donde el eluyente es acetona y finalmente

cromatograffa en placa preparativa utilizando un sistema eluyente DCM/MeOH 2,5%. El producto
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obtenido es un aceite levemente amarillo y se obtiene con un rendimiento del 73,67 %. El producto
es caracterizado mediante NMR-1H y NMR-13C (adjunto en anexo I} obteniendo las signientes sefiales,
61 (400 MHz, CDCls): 1.725 (m, 4H), 1.85 (s, 1H), 2.53 (m, 5H), 2.94 (m, 4H), 7.00-7.24 (m, 13H), 7.33
(d, 1H, }=8,2Hz), 7.62 (d, 1H, ]= 9,9Hz), 8.078 (s, 1H). 8c (100 MHz, DMS0); 25.86, 31.26, 35.40, 46.67,

55.40,111.33,112.65,118.10, 118,28, 120.80, 122.65, 125.44, 127.27, 128.15, 128.21, 136.29, 142.49.

3.3.Sintesis de ésteres.

3.3.1. 1,1-DFTS.

O NH
o)
H

P 426,51

Etapa [: sintesis de acido 4-(bencidriloxi)-4-oxobutanoico a partir de bencidrol.

El bencidrol se obtiene mediante la reduccién de benzofenona con NaBH: bajo reflujo y
metanol como solvente.

Una vez obtenido el bencidrol se disuelve 1 g (5,4x10-3mol) de este en 100 mL de AcOEE, luego
se agrega 1mL de trietilamina, 42 mg de 4-DMAPy 1,08 g (0,01 mol) de anhidrido succinico. Este
sistema se pone bajo reflujo utilizando una trampa de CaClz y se mantiene bajo agitacién constante a
una temperatura de 80 °C hasta que la reaccion se complete, lo cual se sigue por CCF y ocurre luego

de 3 hrs.
Una vez finalizada ]a reaccién, la solucién se enfrfa a temperatura ambiente y se lava con una

solucion de HClal 2% y luego con 100 mL de agua, la fase orgénica se seca con sulfato de sedio anhidro

¥ es evaporada a sequedad bajo presién reducida.
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El 4cido se obtiene con un rendimiento del 95% y es aislado por cromatografia en columna

silica gel utilizando DCM como eluyente.
Etapa [I: Sintesis de 1,1-DFTS a partir de 4cido 4-(bencidriloxi)-4-oxobutanoico.

Se disuelven 95mg (3,3 x 10-3 mol) de 4cido 4-(bencidriloxi)-4-oxobutanoico y 599 mg (3,7 x
10-3 mol) de carbodiimidazol et: 10 mL de THF seco, la solucién se deja bajo agitacién y a temperatura
ambiente durante 2h luego de las cuales se agregan 560 mg (3,5 x 10-3 mol) de triptamina, y se deja
reaccionar en iguales condiciones por 24 hrs. Finalizada la reaccién se agregan 50 mL de agua y se
extrae con AcOEt, Ia fase organica es secada con sulfato de sodio anhidro y el solvente es evaporado
bajo presién reducida.

Ambas etapas son descritas en el esquema 7.

carERe el

PM: 184,23 acido 4-(bencidriloxi)-4-oxabutanoico
PM: 284,31
1 l

HN

X /’/’ :
o] N /

o tH I
(8] [#]

I: EGN, 4-DMAP, AcOEt, reflujo, 3h. 95% IL:CDI, THF,,,, , 1h. III: Triptamina, 24h.

Esquema 7: Sintesis de 1,1-DFTS,

31



La 1,1-DFTS es aislada por cromatografia en columna de silica gel utilizando un sistema
eluyente de DCM/MeQOH 5% con un rendimiento del 75% y se obtiene un aceite denso de color
amarillo. El producto es caracterizado mediante NMR-1H y NMR-13C (adjunto en anexo I) obteniendo
las siguientes sefiales. 81 (400 MHz, CDClz): 2.26 {m, 2H), 2.65 (t, 2H, J= 6,9Hz), 2.77 (t, 2H, ]= 6,8Hz]},
3.41 (q, 2H, |= 6,6Hz), 5.80 (t, 1H, ]=5,6Hz), 6.73 (s, 1H), 6.79 (s, 1H), 7.00 (%, 1H, ]= 7,2Hz), 7.01 (t,
1H, ]=7,4Hz), 7.44(d, 1H,]= 8,3Hz), 8.53 (5, 1H). 8¢ (100 MHz, CDCls}: 25.69, 30.39, 31.36, 40.50, 77.42,
111.97, 112.99, 119.09, 119.75, 122.44, 122.88, 127,56, 127.88, 128.48, 129.06, 137.00, 140.62,

171.87, 172.58. Se adjunta ademas su espectro de masas en anexo IL

3.3.2. 1,3-DFTS.

PM: 454,56

Etapa I: sintesis de écido 4-((1,3-difenilpropan-2-il)oxi)-4-oxobutanoico a partir de 1,3-difenil-2-
propanol.

Se disuelven 500 mg (2,4 x 10-3 mol) de 1,3-difenil-2-propanol en 50 mL de AcOEt seco, luego
se agregan 0,67 mL de trietilamina, 21 mg de 4-DMAP y 0,50 g (5,0 x 10-3 mol) de anhidrido succinico.
Este sistema se pone bajo reflujo utilizando una trampa de CaClz y se mantiene bajo agitacion
constante a una temperatura de 80 °C hasta que la reaccién se complete, lo cual se sigue por CCF y

ocurre luego de 3 hrs.

Una vez finalizada la reaccidn, la solucién se enfrfa a temperatura ambiente y se lava con una
solucién de HCl al 2%y luego con 100 mL de agua, la fase orgénica se seca con sulfato de sodio anhidro

y es evaporada a sequedad bajo presion reducida.
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El 4cido se obtiene con un rendimiento del 87,5% y es aislado por cromatografia en columna

silica gel utilizando DCM como eluyente.
Etapa I1: sintesis de 1,3-DFTS a partir de dcido 4-((1,3-difenilpropan-2-il)oxi)-4-oxobutanoico.

Se disuelven 430 mg (1,4 x 10-3 mol) de 4cido 4-((1,3-difenilpropan-2-il)oxi)-4-oxobutaneico
¥ 227 mg (1,4 x 10-* mol) de carbodiimidazol en 10 mL de THF seco, la solucién se deja bajo agitacién
y a temperatura ambiente durante 2h luego de las cuales se agregan 225mg (1,4 x 103 mol) de
triptamina y se deja reaccionar en iguales condiciones por 24 hrs. Finalizada la reaccién se agregan
50 mL de agua y se extrae con AcOEt , La fase orgénica es secada con sulfato de sodio anhidro y el

solvente es evaporado bajo presion reducida. Ambas etapas son descritas en el esquema 8.

OH O%-© I
O ——

1,3-difenill-2-propanol
PM: 212,29

PM: 312,36
-~

1,3-DFTS
Peso molecular: 454,56

I: Et;N , 4-DMAP, AcOEt, reflujo 3h, 87,5%. II: CD1, THFseco, 2h, T Triptamina, 24h.

Esquema 8: Sintesis de 1,3-DFTS.
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La 1,3-DFTS es aislada por cromatograffa en columna de silica gel utilizando un sistema
eluyente DCM/MeOH 5% y posteriormente con una nueva cromatografia en placa preparativa

utilizando DCM/MeOH 2,5% como eluyente.

El preducto se obtiene como un aceite denso amarillo que solidifica después de unas horas,
se obtiene con un rendimiento final del 85,2%, es caracterizado por NMR-1H y NMR-13C (adjunto en
anexo 1} obteniendo las siguientes sefiales, §u (400 MHz, CDCL3): 2.17 (t, 2H, J= 7,1Hz), 2.49 {t, 2H, J=
7,1Hz), 2.82 (m, 4H), 2.86 (m, 2H), 3.48 (m,2H, ]= 6,7Hz), 5.26 (g, 1H), 5.62 (t, 1H, ]= 5,6Hz}, 6.89 (s,
1H), 7.54 (d, 1H, ]= 7,9Hz), 8.37 (s, 1H), 7.05-7.31 (m, 13H). &¢ (100 MHz, CDCL3): 25.29, 29.91, 31.12,
40,00, 53.49, 75.72,111.41, 112.79, 118.68, 119.41, 122.11, 122.24, 126,60, 127.43, 128.44, 129.50,

136.52,137.48, 171.42, 172.36. Se adjunta ademas su espectro de masas en anexo Il.

3.3.3. 1,5-DFTS.

PM: 482,61

Etapa 1: sintesis de 4cido 4-((1,5-difenilpentan-3-il)oxi)-4-oxobutanoico a partir del 1,5-difenil-3-
pentanol.

En un balén se disuelve 500 mg (2,1x10-3mol) de 1,5-difenil-3-pentanol en 50mL de AcOEt
seco, luego se agregan 1 mL de trietilamina, 21mg de 4-DMAP y 0,45g (4,5 x10-3mol) de anhidrido
succinico. Este sistema se pone bajo reflujo utilizando una trampa de CaClz y se mantiene bajo
agitacién constante a una temperatura de 80°C hasta que la reaccién se complete, lo cual se sigue por

CCF y ocurre luego de 3 hrs,
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Una vez finalizada la reaccidn, la solucién se enfria a temperatura ambiente y se lava con una
solucién de HCl al 2% y luego con 100 mL de agua, la fase orgénica se seca con sulfato de sodio anhidro

y es evaporada a sequedad bajo presion reducida.

El 4cido se obtiene con un rendimiento del 96% y es aislado por cromatografia en columna

silica gel utilizando DCM como eluyente.

Etapa Ii: sintesis de 1,5-DFTS a partir de 4cido 4-{(1,5-difenilpentan-3-ilJoxi)-4-oxobutanoico.

Se disuelven 450 mg (1,3 x 10 -*mol) de dcido 4-((1,5-difenilpentan-3-il)oxi}-4-oxobutanoico
¥ 210 mg (1,3x10-*mol) de carbodiimidazol en 10 mL de THF seco, la solucién se deja bajo agitacién
y a temperatura ambiente durante 2h luego de las cuales se agregan 208 mg (1,3x10-3mol) de
triptamina y se deja reaccionar en iguales condiciones por 24 hrs, Finalizada la reaccién se agregan
50 mL de agua y se extrae con AcOEt. La fase orgénica es secada con sulfato de sodio anhidro y el

solvente es evaporado bajo presion reducida. Ambas etapas son descritas en el esquema 9.
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S

1,5-difenil-3-pentanol dcido 4-((1,5-difenilpentan-3-ifoxi)-4-
PM: 240,34 oxobutanoico
PM: 340,41
n
NH
o

1,5-DFTS
PM: 482,61

It EtyN , 4-DMAP, AcOEt, refiujo 3h, 96%. II: CDI, THFseco, 2h, III: Triptamina, 24h.

Esquema 9: Sintesis de 1,5-DFTS.

El 1,5-DFTS es aislado por cromatografia en columna de silica gel utilizando un sistema
eluyente DCM/MeOH 5% y posteriormente con una nueva cromatograffa en placa preparativa

utilizando DCM/MeOH 2,5% como eluyente.

El producto se obtiene como un aceite amarillo que solidifica con el tiempo y se obtiene con
un rendimiento final del 86,3%. El producto es caracterizado mediante NMR-1H y NMR-13C (adjunto
enanexo I} obteniendo las siguientes sefiales. 81 (400 MHz, CDCls): 1.88 (m, 4H), 2.37 (1, 2H, ]= 6,9Hz),
2.61 (m, 6H), 2.95 (&, 2H, J= 6,7Hz), 3.58 (c, 2H, J= 6,6Hz), 4.97 (q, 1H, ]= 5,0Hz), 5.67 (t, 1H), 7.003 (s,
1H), 7.09-7.27 (m, 12H), 7.35 (d, 1H, ]= 8,1Hz), 7.58 (d, 1H, ]= 8,0Hz), 8.059 (s, 1H). 5¢c (100 MHz,
CDCls): 25.68,30.17, 31.58, 32,05, 36,22, 40.21, 74.27, 111.65, 113.36, 119,12, 119.90, 122,51, 122.60,
126.34, 127.75, 128.76, 128.83, 136.81, 141.94, 171.67, 173.16. Se adjunta ademis el espectro de

masas en anexo II,
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A contifiuacién se resumen en las tablas 1 y 2 los rendimientos obtenidos para todas las

sintesis.

Tabla 1: rendimientos obtenidos para sintesis de DFTs. Método I y I1.

. Rendimiento [%]. | Rendimiento [%].
DFT Sustituyentes Método I Método IT

1,1-DFT

R= -CeHs 13,33 51,43
HN 1,3-DFT

— R=-CHz-CeHs ~ 45" 0

NH 1,5-DFT

)\ R=-CHz-CHz-CeHs 56,32 73,67

R” "R

*rendimiento estimado (por Cromatografia preparativa en placa).

Las sintesis de las DFTs mediante el método I, resulta ser muy poco eficiente sobre todo para

la 1,1-DFT, la aparicién de producto se observa luego de transcurridas 8 horas y ademas se observa

la presencia de productos secundarios. En cuanto a la utilizacion de NaBH3CN y NaBHs a pesar de que

el primero es un reductor mas suave y selectivo no se presentaron diferencias notorias entre ambos,

por lo tanto se favorecié la utilizacién del segundo por su bajo costo y mayor disponibilidad.

En cuanto a la metodolog{a II se obtienen mayores rendimientos, el tiempo de reaccion es

menor al de la metodologfa I (solo 4 horas) y se reduce la cantidad de productos secundarios.
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Tabla 2: rendimientos obtenidos para sintesis de DFTSs. Método I y IL.

. Rendimiento [%]. | Rendimiento [%].
DFTS. Sustituyentes Método L Método IL
H 1,1-DFTS
N R=-CsHs 2 75
/
1,3-DFTS
R=-CHz-CsHs 5 85,2
0
HN
1,5-DFTS
R=-CH3z-CH2-CsHs 9 86,3
O (0]
R)\ R

La sintesis de las DFTSs mediante el método [ se obtiene con rendimientos muy bajos respecto a
la metodologia II, lo que da sefiales de que tanto la temperatura como la buena homogenizacion de

los reactivos mediante agitacién constante son sumamente determinantes.

3.4.Afinidad de los compuestos sintetizados frente a SERT, Binding.

En los ensayos de afinidad por desplazamiento de radioligando se obtuvieron los siguientes

resultados:

3.4.1. Valores de ICso obtenidos.

Tabla 3: valores de ICso obtenidos para cada derivado en ensayos de binding.

Molécula ICs0
1,1-DFT ND*
1,3-DFT ND*

1,5-DFT | 83 £2,1pM
1,1-DFTS | 0,98 + 1,9 pM
1,3-DFTS | 98,34 3,1 nM
1,5-DFTS | 12,1 1,3 nM

*no determinada.
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3.4.2. Curvadosis respuesta en SERT de DFTs y DFTSs sintetizadas.

Desplazamiento de [3H]-Paroxetina
binding para SERT

£

= 1004

§ oo - 1,1-DFTS IC50= 0.98 + 1,9 uM
g = 1,3-DFTS IC50= 98.3 + 3,1 "M
= 60+ —— 1,6-DFTS IC50= 12.1 £ 1,3 nM
™

3 40- 1,5-DFT  1C50= 8.3+ 2,1 uM
£

£ 20-

11]

X 0 ‘ .

-12 -10 -8 -6 -4 -2

LogC

Figura 10: curva dosis respuesta en SERT de DFTs y DFTSs sintetizadas.

La comparacion de los resultados de la tabla 3 y figura 10 obtenidos entre las aminas y los
ésteres, indican que la presencia del espaciador de succinato en las moléculas aumenta la afinidad de
estas por SERT respecto de aquellas moléculas sin espaciador. Es decir, el ICso de los derivados con

este espaciador se alcanza con una menor concentracion de droga en comparacion a las aminas.

Por otro lado las moléculas DFTS con los anillos aromaticos separados por 3 y 5 dtomos de

carbono (1,3-DFTS y 1,5-DFTS) efectivamente presentan mejor afinidad que la con un solo 4tomo de

carbono (1,1-DFTS).

Resultando entonces que la molécula que logra un mejor desplazamiento es la de mayor tamairio,

la 1,5-DFTS.
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3.5.Modelamiento molecular, Docking.

3.5.1. Comparacion entre DFTs y DFTSs.

Los analisis de modelamiento molecular indican en primera instancia, que aquellas moléculas
que contienen al espaciador succinato se unen mejor y en el mismo sitio que los bloqueadores de
SERT tal como lo es la paroxetina (figura 11), localizando el anillo indélico de la triptamina en la
cavidad de entrada del transportador, sitio de reconocimiento molecular de la serotonina (Jaroriczyk

etal, 2012).

Figura 11: A- Modo de unién de paroxetina en la cavidad de entrada para SERT, B.- Modo de unién de 1,5-DFTS

en la cavidad de entrada para SERT.

Por otro lado al comparar la serie de aminas (1,1-DFT, 1,3-DFT y 1,5-DFT) se observa que de
acuerdo a los valores de energia I obtenidos mostrados en la tabla 4, la molécula que mejor se une a
SERT esla 1,5-DFT, sin embargo, se puede observar también que quizas no es estrictamente necesario
que exista una correlacién entre el largo de la cadena y una mejor unién al transportador ya que 1,3-
DFT mostro6 un valor de energia mayor que 1,1-DFT. Debido a esta diferencia energética se realiz6 un

segundo docking cuya tinica diferencia respecto al primero fueron las dimensiones del mapa de grilla
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que esti vez se aumentaron a 120 x 100 x 80, permitiendo que las moléculas se movieran con mayor

libertad en SERT, y no estrictamente en el sitio activo como en el primer docking, lo cual resulté en

energias que si correlacionan con los datos obtenidos del binding.

Tabla 4: resultados energéticos y residuos aminoacidicos involucrados en los Docking.

Energial Energia Il . .
Molécula. [kcal /mol] keal/mol] RemduosD e[?l!azados a Remduo]s) ;g!sazados a
DFT DFTS DFT DFTS
1,1 -5,61 -6,88 -5,1 -5,69 | Leu-485, Tyr-490, Asn-491 | Asp- 322, Lys-412, Val-319
1,3 -531 -5,38 -5,82 -6,01 Asp-322, Val-319 Asp-322, Val-319
1,5 -6,19 -7,69 -6,65 -7,0 Leu-485, Tyr-490, Asn-491 | Asp-322, Lys-412, Gly-407

Ahora bien, al comparar la serie de ésteres (1,1-DFTS, 1,3-DFTS y 1,5-DFTS) se observa la
misma situacién, 1,1-DFTS y 1,5-DFTS resultan ser los derivados de menor energfa y por ende los de
mayor estabilidad segtin el primer docking. De acuerdo a lo expuesto, la molécula que se une mejor
a SERT es 1,5-DFTS lo que concuerda con los resultados del binding. Ahora a modo de entender los
valores de la tabla IV se veran los docking I obtenidos para cada molécula detalladamente, finalizando

con una tabla resumen de distancias y energias involucradas en cada sistema.
Docking 1,1-DFT.

El modelamiento molecular de 1,1-DFT en SERT (figura 12) muestra que este compuesto se
orienta sobre SERT de tal forma que se establecen interacciones del tipo puentes de hidrégeno, entre
los hidrégenos aminicos de la molécula y los oxigenos de los residuos aminoacidicos de SERT. Los
hidrégenos aminicos de la cadena interaccionan a una distancia de 2.1 Ay 2.2 A respectivamente con
el oxigeno carbonilico del residuo Leu-485 y el oxigeno del grupo hidroxilo del residuo Tyr-490 de
SERT, ademas del mismo tipo de interaccion entre el hidrogeno del anillo inddlico con el oxigeno

carbonilico del residuo Asn-491 que se encuentra a una distancia de 2.2 A.
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Figura 12: modelamiento molecular de 1,1-DFT (verde) en SERT,

Docking 1,1-DFTS.

Los resultados para el compuesto 1,1-DFTS (figura 13) no son muy distintos en cuanto al
nimero y el tipo de interacciones observadas. Se establecen nuevamente tres puentes de hidrogeno
entre el compuesto y SERT, sin embargo, los residuos aminoacidicos involucrados cambian y esta vez
los puentes de hidrogenos se forman entre el oxigeno del grupo carbonilo, cercano a los anillos
bencilicos de la molécula, con el hidrégeno del residuo Lys-412 a una distancia de 2.1 A, entre el
hidrégeno aminico de la cadena y el oxigeno carbonilico del residuo Asp-322 a una distancia de 1.9 A

y entre el hidrégeno inddlico y el oxigeno carbonilico del residuo Val-319 con una distancia de 1.9 A.

Vemos que la incorporacién del grupo succinato ademas de permitir la formacién de otro
puente de hidrogeno, facilita la proximidad entre el compuesto y otros residuos aminoacidicos de
SERT debido a la flexibilidad que experimenta la molécula al alargar la cadena, lo cual conlleva ademas
a la disminucion de las distancias de los puentes de hidrégenos formados y la molécula se estabiliza

aun mas disminuyendo su energia total.
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Figura 13: modelamiento molecular de 1,1-DFTS (verde) en SERT.

Docking 1,3-DFT.

En el modelamiento de 1,3-DFT (figura 14) se observa un resultado no esperado, la molécula
al ser mas larga y por ende mas flexible, en comparacién con 1,1-DFT, deberia presentar una energia
total atin méas pequena lo cual no ocurre. Si observamos detenidamente la figura 14 vemos que el tipo
de interaccion formada siguen siendo los puentes de hidrogeno, pero esta vez se forman tan solo dos,
uno con el residuo Asp-322 y otro con Val-319 los cuales participaron en la interaccién con 1,1-DFTS
pero no en 1,1-DFT. Respecto a esta tiltima comparacion se observa que las distancias que involucran
los mismos residuos que 1,1-DFT son muy elevadas, 9.8 Ay 10.9 A, lo cual hace imposible la formacién

de puentes de hidrogeno.
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Figura 14: modelamiento molecular de 1,3-DFT (verde) en SERT.

Docking 1,3-DFTS.

Al igual que para 1,3-DFT se esperaba que el modelamiento de 1,3-DFTS diera una energia

total menor que para 1,1-DFTS, lo que no sucedié.

En el modelamiento de 1,3-DFTS de la figura 15 se observa la formacién de dos puentes de
hidrogeno con los mismos residuos Asp-322 y Val-319 y a distancias similares 1.94 y 2.04, sin
embargo, el puente entre el oxigeno del grupo carbonilo y el residuo Lys-412 observado en 1,1-DFTS
aqui en 1,3-DFTS desaparece, la distancia entre el oxigeno e hidrogeno se triplica pasando de 2.1 A a
6.9 A. El alargamiento de la cadena en este caso no implica mayores cambios, pues 1,3-DFT y 1,3-DFTS

presentan energia e interacciones muy similares.
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Asp-322

Val-319

Figura 15: modelamiento molecular de 1,3-DFTS (verde) en SERT.

Docking 1,5-DFT.

Analizando ahora el modelamiento obtenido para 1,5-DFT (figura 16) se observa que
nuevamente se establecen los tres puentes de hidrogeno formados en 1,1-DFT con los residuos Leu-
485, Tyr-490 y Asn-491, sin embargo, su energia total disminuye. Para tratar de dar explicacion a esta
disminucion energética promedio podemos pensar que al tratarse de una molécula de mayor longitud
y mayor flexibilidad quizas se establezcan otro tipo de interacciones transitorias entre el anillo
bencilico de la molécula con el anillo de la prolina 482 de SERT, lo cual serfa una posibilidad pues se

observa que la distancia entre ellos disminuye a 3.4 A respecto a los 4.5 A observados en 1,1-DFT.
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| Asa-d91

Figura 16: modelamiento molecular de 1,5-DFT (verde) en SERT.

Docking 1,5-DFTS.

Por tltimo el analisis del modelamiento para 1,5-DFTS (figura 17) indica que nuevamente se
establecen tres puentes de hidrogeno entre la molécula y SERT. Las interacciones con Asp-322 y Lys-
412 son muy similares al comparar con 1,1-DFTS con distancias de 2.0 A y 1.8 A, sin embargo, la
notable diferencia energética estaria dada por la interaccién del anillo indélico con el residuo Gly-407
a una distancia de 2.1 A en vez de Val-319, que esta vez se encuentra bastante alejada al anillo indol
pues la molécula al ser la mas larga de todas, es la que tiene mayor flexibilidad y mayor niimero de

conformaciones.
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Figura 17: modelamiento molecular de 1,5-DFTS (verde) en SERT.

Val-31%

Como se observa, en todos los compuestos el tipo de interacciéon predominante es la por
puentes de hidrégeno, es por esta razén que en la tabla siguiente (tabla 5) se resumen los valores de
las longitudes de enlace y energias de las interacciones para cada una de las moléculas analizadas,
para luego ser comparadas con los valores establecidos por Desiraju y Steiner descritos en la tabla 6.
Estos valores sirven de guifa (mas no para hacer divisiones absolutas) sobre la clasificacién de un
puente de hidrégeno “fuerte” o “débil”. Donde A y B representan los dtomos participantes en los

puentes de hidrégenos de la molécula y los residuos aminoacidicos respectivamente.
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Tabla 5: Tabla resumen de las energias y longitudes de enlace determinadas para cada molécula
mediante docking.

Energia total Longitud Energfa de
Molécula estimada del | de enlace Puente de o)
sistema H---B hidrégeno formado. [keal/mel
[-kcal/mol] [A] cal/mol]
2.1 C=0:-- H-N 1,46
1,1-DFT 51 2.2 H-O--- H-N 0,36
2.2 C=0--- H-N (Indol) 0,76
1.9 =0 - H-N (Indol) 0,60
1,1-DFTS 5,69 1.9 C=0--- H-N 0,47
2.1 N-H --- 0=C 1,62
2.1 =0 --- H-N (Indol) 0,38
" - 1.8 C=0--H-N 0,51
2.0 C=0 - H-N (Indol) 0,29
La-DETE 6,01 1.9 C=0--- H-N 1,66
2.1 C=0--- H-N 1,85
1,5-DFT 6,65 2.2 H-0 - H-N 0,65
2.2 C=0 --- H-N (Indol) 0,19
21 C=0 --- H-N (Indol) 0,01
1,5-DFTS 7,00 1.8 C=0--- H-N 1,51
2.0 C=0--- H-N 4,76

Tabla 6: Clasificacién de los puentes de hidrégeno de acuerdo a algunas de sus propiedades. Tabla
modificada desde: The Weak Hydrogen Bond. In Structural Chemistry and Biology (Gautam R.
Desiraju and Thomas Steiner 1999).

Muy fuerte | Fuertes. Débiles.
Energia de enlace (-kcal/mol). 15-40 4-15 <4

Ejemplo. [F---H--F]- | O-H---0=C C-H---0

Longitudes de enlace. H---B=A-H | H:--B>A-H | H:--B>>A-H
Longitudes (A-H) (A) 0.05-0.2 | 0.01-0.05 <0.01

D (A---B)(A) 2.2-2.5 2.5-3.2 3.0-4.0

d (H---B)(A) 1.2-1.5 1.5-2.2 2.0-3.0

© (A-H:--B) (%) 175-180 130-180 90-180

De la tabla 5 y haciendo referencia a las distancias de los puentes de hidrégenos formados
entre aminoacidos y moléculas, se puede observar que estas comprenden un rango que va desde 1.8

a 2.2 A, distancia que segun la tabla VI corresponde a puentes de hidrégeno fuertes. Por otro lado al
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analizar las energias involucradas en estos mismos enlaces esta vez entrarian en la clasificacién de
puentes de hidrégenos débiles, sin embargo, hay que recordar que existe una energia total que

involucra a cada una de las interacciones establecidas en el sistema,

Al analizar las energias més detalladamente, se puede observar que las energias mas bajas
las alcanzan las intera’ccicmes del protén inddlico de las moléculas sintetizadas, lo que concuerda si
se analiza que este protdn se encuentra estabilizado naturalmente por la nube electrénica del anillo
indélico por resonancia, por lo cual su tendencia a formar nuevos enlaces es poco o nada probable.
Ademds la 1,5-DFTS que resulta ser la molécula més estable seguin la energfa total estimada para el

sistema, es justamente la que presenta la menor energia en este protén indélico.
3.6. Bioensayo de letalidad en Artemia salina.

En la tabla 7 se puede observar que de las tres moléculas analizadas (familia DFTS) la que
permite trabajar a mayores concentraciones causando menor mortalidad resulta ser 1a 1,1-DFTS, que
presenta un valor de CLso de 574,4 £ 5,1 uM. Luego le sigue la 1,3-DFTS con un valor de 141,1 + 17,6

uM y finalmente la 1,5:DFTS con un valor de 43,73 + 9,6 pM.

Tabla 7: valores de CLso para familia de DFTSs.

CLso
[uM]
1,1-DFTS | 574,451
1,3-DFTS | 141,1+ 17,6
1,5-DFTS | 43,7329,6

Molécula

Los resultado obtenidos contrastan con los obtenidos en el binding pues la 1,5-DFTS que
resultd ser la de mejor [Cso esta vez es la que provoca la mortalidad de las Artemias salinas a menores
concentraciones, sin embargo, las tres moléculas permiten una ventana de trabajo con un alto % de

sobrevida >50% desde concentraciones 1x10-5 a 1x10-8 M.
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4. CONCLUSIONES

Se han logrado sintetizar con éxito las 6 moléculas totales, sin embargo, queda pendiente la

purificacién de la 1,3-DFT y por ende sus estudios de binding.

La sintesis de las DFTs y en particular de la 1,1-DFT no se puede realizar eficientemente por
medio de la primera ruta sintética propuesta. La posible explicacién para estos resultados se
relacionan con el gran impedimento estérico que presenta esta molécula debido a los anillos
aromaticos, que impiden el ataque nucleofilico por parte de la triptamina hacia el carbonilo (aun
estando activado con TiCls). Los productos secundarios observados derivan probablemente del
ataque nucleofilico por parte del EtO- y del agua presente en el sistema, problema que se ve resuelto,
en parte, por el no uso de solvente en la metodologia II, metodologia que resulta ser la mas adecuada
tanto por el rendimiento promedio alcanzado de 62,49% como por la pureza del producto final

obtenido.

La sintesis de los ésteres tampoco se realiza eficientemente mediante la primera ruta sintética,
sin embargo, la segunda metodologia tiene un rendimiento promedio significativamente alto
(82,17%), de lo cual se concluye que tanto la temperatura como la buena homogenizacién mediante

agitacion son determinantes.

En cuanto a los ensayos de binding, tanto con las aminas como con los ésteres se logran
desplazamientos de radioligando en SERT, aunque son estos iltimos los que muestran mayores
desplazamientos. Esto en principio tiene su explicacion respecto a la mayor cantidad de interacciones
entre moléculas y transportador, como también a la mayor flexibilidad de las moléculas, lo cual

conlleva un mejor ajuste de estas en el sitio de unién del transportador,

Tanto en las aminas como en los ésteres la potencia inhibitoria aumenta al incrementar el niimero
de dtomos de carbano entre los anillos bencilicos como en la cadena unida a la triptamina siendo el

orden creciente de capacidad inhibitoria el siguiente: 1,5-DFT, 1,1-DFTS, 1,3-DFTS, 1,5-DFTS.
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De acuerdo a esto se comprueba nuevamente que si bien la afinidad tiende a aumentar con el
largo de la cadena y su flexibilidad, es sumamente importante el tipo de interaccién formada, su
estructura quimica y los residuos aminoacidicos de SERT participantes. De hecho el sitio activo o canal
de SERT podria aibergar incluso un grupo mds voluminoso que 1,5-DFTS, sin embrago, hay que tener
presente que si el volumen de los sustituyentes es muy grande se podria provocar una disminucién
en la actividad debido a impedimentos estéricos entre las moléculas y algiin residuo aminoacidico de

la proteina transportadora.

De los estudios de binding se concluye entonces que el derivado mds potente es 1,5-DFTS,
molécula que presenta el mayor tamafio global v mayor densidad de carga debida a grupos

funcionales, y posee un valor de ICso en el rango nanomolar, ICso =12 £ 1,3 nM.

Conlos estudios de docking se complementar los resultados obtenidos en el binding, las menores

energias obtenidas efectivamente fueron para el modelamiento realizado a 1,5-DFTS,

Finalmente y mediante ambos estudios se puede concluir que la unién a SERT se ve favorecida a
mayor tamafio molecular y mayor variedad de grupos funcionales, ya que estos permiten establecer
interacciones ya sean del tipo puente de hidrogeno, 1i-, entre otras, con los residuos aminoaci{dicos
que conforman SERT lo que disminuye Ja energfa global del sistema y que sistemas rigidos favorecen
poco o nada a la actividad bloqueadora-inhibitoria hacia SERT. Si bien el modelamiento molecular da
sefiales del comportamiento de un grupo de moléculas frente a un receptor, son los ensayos de

binding los que realmente determinan los buencs o malos inhibidores.

51




Recursos materiales y financiamiento.

Materiales; La investigacién se realiza en el lahoratorio de Qufmica Biedindmica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile, el cual posee una superficie de aproximadamente 210 m2, Esta
area se divide en un lugar de trabajo experimental de alrededor de 90 m?, una sala de estudio y
reuniones de 21 m2 La superficie restante se divide en dos oficinas, una sala de computadores y una
sala de instrumentos. Se dispone de equipos para sintesis en pequefia escala que incluyen tres
evaporadores rotatorios, dos bombas de vacio, equipo para destilacién bulbo a bulbo, columnas
abiertas para cromatografia, un colector de fracciones, un cromatégrafo de mediana presién y un
aparato de hidrogenacion catalitica de Parr. El laboratorio también posee una balanza analftica, un
aparato para determinar puntos de fusién con platina de Kofler, un pH-metro, ldmparas UV para
visualizar placas de cromatografia en capa fina, un polarimetro electrénico, un espectrémetro UV-Vis,

tres computadores, una impresora ldser y una de inyeccién de tinta, conectadas en linea.

'

Financiamiento: El financiamiento de esta tesis es otorgado gracias al proyecto Fondecyt 1100542,
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7. ANEXOII

Espectrometria de masa.
I. Preparacion de muestras:

Se prepararon soluciones de stock de 1,1-DFTS en acetona, 1,3-DFTS y 1,5-DTFS en etanol, a
partir de las cuales se prepararon las soluciones de trabajo 1y 2 segln las siguientes cantidades: 1
mg/mL de cada compuesto (en acetona o etanol segiin corresponda) y acido férmico 0,1% v/v
(preparacién 1), y 1 mg/mL de cada compuesto en acetona o etanol 80% v/v, agua 20% v/v y acido |

formico 0,1% v/v (preparacion 2). ;

Espectro de masas: 1,1-DFTS (modo positivo, preparacion 1).

427.0

[
807

—a52 1
J———=_741

3
é‘%—‘:l 1

miz

Para la preparacion 1 del compuesto 1,1-DFTS (féormula Cz27H26N202; masa nominal 426
g/mol) se observé en modo positivo mayoritariamente las sefiales m/z 427, m/z 449, m/z852ym/z
874 que corresponderian a la forma protonada (especie [M+H]*), forma sddica (especie [M+Na]+),

dimero protonado (especie [2M+H]+) y dimero sddico (especie [2M+Na]*) respectivamente.
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Espectro de masas: 1,3-DFTS (modo positivo, preparacion 1).
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Para la preparacion 1 del compuesto 1,3-DFTS (férmula C29H30N203; masa nominal 454
g/mol) se observé en modo positivo las sefiales m/z 455, m/z 477 y m/z 493 correspondientes a las

especies protonada ([M+H]*), aducto sddico ([M+Na]+) y potasico ([M+K]*).
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Espectro de masas: 1,5-DFTS (modo positivo, preparacion 2).
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Para la preparaciéon 2 del compuesto 1,5-DFTS (formula C31H34N203; masa nominal 482
g/mol) se observé en modo positivo la sefial m/z 483 correspondiente a la especie protonada
([M+H]*) las otras sefiales observadas no corresponderian a aductos, lo que sugiere la presencia de

contaminantes.
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8. ANEXO III

I. RMN-H de 1,5-Difenil-3-pentanona.
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