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1. ABSTRACT

The serotonin transporter (SERT) is the target for many antidepressant drugs used
today; such is the case of fluoxetine, one of the first selective inhibitors of serotonin
reuptake (SSRIs). Inhibition of SERT prevents the reuptake of serotonin (5-HT) into
presynaptic terminals, regulating the 5-HT levels and potentiating the synaptic
function of 5-HT. It forms the full or partial basis for the mechanism of action of
many antidepressants (SSRIs). Although many clinically useful SSRIs have been
discovered, the development of compounds with higher affinity and target

selectivity is still an area of interest.

Therefore, the present work describes the synthesis of a series of
homotryptamines 1-4, analogues to 5-HT, modulated by (1) the nature of the
electron-donating or electron-withdrawing group on the aromatic ring, (2)
substitution on the indolic nitrogen atom, (3) insertion of an additional methylene
group into the side chain, and (4) replacing the basic amino group of the side chain
by an imidazoline ring, in order to be tested as SSRIs.

NHCOMe N//\l
NH, NHCOMe NH
R R R R
N o o N
N N N N
\ \ 1 \
R, R, R, R,

1 2 3 4

The synthetic approach to homotryptamine derivatives 1-4 was based on the
suitably substituted 3-acetonitrylindole, as substrates. This versatile template was
usefully exploited in a variety of spiroannlation, reduction, oxidation, alkylation and
reductive-amination-acetylation reactions.



Through the synthetic studies on 2-oxohomotryptamines 2 and their spiro
analogues 3 it was postulated that hydrogenolysis of the cyclopropane ring of the
spirooxindoles 10 involves an intermediate carbon-centered free radical |I.
Experimental and theoretical studies indicated that the relative stability of
intermediate | influences the distribution of the formed products 2 and 3.

10a-10i R2

Hy
Ni-Raney

CN CN

L]
R1 M R1
o + o]
N N
R, R
liai Basi

NHAc

Ry

2a-2i "
Compounds 1a, 1b, 4a and 4b were evaluated for their ability to inhibit the uptake
of 5-HT by SERT in frontal cortex synaptosome of male rats. The results of the
serotonin reuptake inhibition assays, determined and expressed here as SERT
ICso values, show that all the synthesized compounds were able to inhibit 5-HT
uptake by SERT in a concentration dependent manner.



1a: R, =H, Clgg=44.8nM

1b: R, = Pre, Clsy = 1.87 uM

R, NH

4a: R, =F, Clsy =936 nM

4b: R, =H, Clsy=4.85uM



1.1 RESUMEN

El transportador de serotonina (SERT) es la diana para muchos de los farmacos
antidepresivos utilizados en la actualidad. Tal es el caso de la fluoxetina, uno de
los primeros inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (SSRIS). La
inhibicion del SERT impide la recapture de serotonina (5-HT) en la terminal
presinaptica, regulando los niveles de 5-HT y potenciando su funcién sinaptica.
Esto constituye la base total o parcial para el mecanismo de accion de muchos
farmacos antidepresivos (SSRIs). Aunque se han descubierto muchos SSRIs
utiles clinicamente, el desarrollo de compuestos con mayor afinidad y selectividad

por el SERT sigue siendo un area de gran interés.

Por lo anterior, en el presente trabajo se describe la sintesis de una serie de
homotriptaminas 1-4, analogas de la 5-HT, moduladas por (1) la naturaleza del
grupo electroatractor o electrodonador en el anillo aromatico, (2) la sustitucion en
el atomo de nitrégeno inddlico, (3) la insercion de un grupo metileno en la cadena
lateral, y (4) la sustitucion del grupo amino en la cadena lateral por un anillo de

imidazolina; con el fin de ser evaluadas como SSRIs.

N
NH, NHCOMe NHCOMe NH
R Ry Ry R
\ o o \
N‘ N N‘ N
Rz R; R; Rz
1 2 3 4

El enfoque sintético a los derivados homotriptamina 1-4, se baso en el uso del
sustrato 3-acetonitrilindol sustituido adecuadamente. Esta plantilla versétil fue
explotada de forma util en una variedad de reacciones de alquilacidn, oxidacion,

espirociclizacion y de aminacion reductiva-acetilacion.



A través de estudios sintéticos sobre las 2-oxohomotriptaminas 2 y sus analogos
espiranicos 3 se postuld que la hidrogendlisis del anillo de ciclopropano de los
espirooxindoles 10 involucra un radical libre intermediario centrado en un atomo
de carbono I. Los estudios tedricos y experimentales indican que la estabilidad
relativa de los intermediarios | influyen en la distribucion de los productos
formados 2y 3.

1
. R
10a-10i 2
H,
Ni-Raney
CN CN
(]
Ry . R
o + o
N N
Rz R2
lai bai

NHAc

Se evaluo la capacidad de los compuestos 1a, 1b, 4a 'y 4b para inhibir la recaptura
de 5-HT por SERT en sinaptosomas de la corteza frontal de ratas macho. Los
resultados de los ensayos de inhibicion de la recaptura de serotonina,
determinados y expresados como Clsg, muestran que todos los compuestos
sintetizados fueron capaces de inhibir la absorcion de 5-HT por SERT de una

manera dependiente de la concentracion.



1a: R, =H, Clgg=44.8nM

1b: R, = Pre, Clsy = 1.87 uM

R, NH

4a: R, =F, Clsy =936 nM

4b: R, =H, Clsy=4.85uM



2. INTRODUCCION

2.1 Depresion

La depresion, una de las enfermedades psiquiatricas mas prevalentes, es un
trastorno comun que ocurre en todos los géneros, edades y estratos sociales [1].
Su origen es multifactorial, aunque hay que destacar factores desencadenantes
tales como el estrés, el abuso de alcohol o de otras sustancias toxicas y factores
de predisposicidén genéticos [2]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé
gue si contindan las tendencias demograficas actuales, la depresion sera la mayor

fuente de discapacidad en el mundo para el afio 2030 (Figura 1) [3].

Este trastorno mental se ha implicado en la instalacion y/o progresion de
enfermedades como el cancer [4], enfermedades cardiovasculares [5] vy
enddcrinas [6]. Ademas, la depresion se considera un factor de riesgo importante
para el desarrollo de la enfermedad arterial coronaria [7] y el derrame cerebral [8].

2994 Y total Intervalo Intervalo Y total 2%0
Enfermedad o lesion del DALY? del DALY?  Enfermedad o lesion
Infecciones respiratorias bajas 6.2 1 1 6.2 Trastornos depresivos unipolares
Enfermedades diarréicas 438 2 2 55 Cardiopatia isquémica
Trastornos depresivos unipolares 43 3 3 49 Accidentes de trafico
Cardiopatia isquémica 41 4 4 43 Enfermedad cerebrovascular
VIH/SIDA 3.8 5 5 38 EPOC?
Enfermedad cerebrovascular 3.1 6 6 3.2 Infecciones respiratorias bajas
Prematuridad y bajo peso al nacer 29 7 7 2.9 Pérdida de audicién en el adulto
Asfixia y trauma en el nacimiento 2.7 8 8 2.7 Errores de refraccion oculares
Accidentes de trafico 2.7 9 9 25 VIH/SIDA
Infecciones neonatales y otros 2.7 10 10 2.3 Diabetes mellitus
EPOCP 2.0 13 1" 1.9 Infecciones neonatales y otros
Errores de refraccién oculares 1.8 14 12 1.9 Prematuridad y bajo peso al nacer
Pérdida de audicion en el adulto 1.8 15 15 19 Asfixia y trauma en el nacimiento
Diabetes mellitus 13 19 18 1.6 Enfermedades diarréicas

2 DALY: de sus siglas en inglés <disability-adjusted life year>
b EPQC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

Figura 1. Principales causas de morbilidad a nivel mundial en 2004 y 2030.



2.1.1 Clasificacion

El trastorno depresivo se caracteriza por un estado de abatimiento o pérdida de
interés o satisfaccion en todas las actividades cercanas tales como falta de
reacciones emocionales, trastornos del suefio, pérdida del apetito, retraso motor,
pérdida de la libido y disminucion de la energia durante al menos dos semanas
consecutivas [9]. En el trastorno depresivo mayor la persona experimenta
sintomas adicionales en los procesos vegetativos y psicoldégicos como por ejemplo
dificultad en concentrarse o tomar decisiones, sentimientos de inutilidad y culpa,
ademas de pensamientos suicidadas, que conducen a un deterioro social y

ocupacional [10].

Existe una gran variedad de medicamentos antidepresivos y psicoterapias que se
utilizan para tratar los trastornos depresivos. La psicoterapia sola es efectiva en
algunas personas con formas leves 0 moderadas de depresion. Sin embargo, las
personas con depresion severa obtienen, en la mayoria de los casos, un resultado

Optimo con un tratamiento combinado de farmacoterapia y psicoterapia.

2.1.2 Epidemiologia

Dentro de los diversos estudios epidemiologicos realizados para determinar la
prevalencia del trastorno depresivo en la poblacion general, destaca una encuesta
llevada a cabo a gran escala en los Estados Unidos de América en 2001. En dicha
encuesta se determind que el trastorno depresivo en la poblacién fue de 6.6%
para una prevalencia de 12 meses y de 16.2% para una prevalencia de toda la
vida [9]. A nivel mundial la OMS demostré que los trastornos depresivos son una

de las principales causas de enfermedad en todo el mundo.

Actualmente la prevalencia de episodios depresivos a nivel mundial es de
16/100.000 varones y 25/100.000 mujeres al afio [11]. La edad pico de aparicion

de los trastornos depresivos se encuentran entre los 15 y 29 afios. Aunado a lo



anterior, los estudios epidemioldgicos han puesto en relieve que existe una
tendencia en la que los episodios depresivos se inician a mas temprana edad y

estan combinados con una mayor prevalencia [9].

2.1.2.1 Depresion en México

En México ocupa el primer lugar de discapacidad para las mujeres y el noveno
para los hombres. Los resultados de la Encuesta Nacional de Epidemiologia
Psiquiatrica (ENEP) sefialan que 9.2% de los mexicanos sufrieron un trastorno
afectivo en algin momento de su vida y 4.8% en los doce meses previos al
estudio. La depresidén ocurre con mayor frecuencia entre las mujeres (10.4%) que
entre los hombres (5.4%) [12].

Los trastornos depresivos producen importantes niveles de discapacidad, afectan
las funciones fisicas, mentales y sociales y se asocian con mayor riesgo de muerte
prematura. Los analisis recientes realizados en México muestran que la depresion
produce mayor discapacidad que otras condiciones cronicas como la diabetes, los
trastornos respiratorios, las enfermedades cardiacas o la artritis. Por ejemplo, las
personas con depresion pierden hasta 2.7 dias mas de trabajo que aquellas con

otro tipo de enfermedades cronicas [13].

2.1.3 Costo de la depresion

Los datos arrojados por las encuestas de prevalencia claramente identifican a la
depresién como un problema de salud publica [14]. La depresién tiene un costo
enorme en el individuo y sus circunstancias personales, lo cual contribuye a una
enorme pérdida para la sociedad. La carga econdmica aumenta debido a los
costos indirectos de la depresion y la morbilidad asociada, como son: pérdidas en
la calidad de vida, ausentismo, disminucion de la productividad y deterioro
funcional en muchas otras areas personales e interpersonales de la vida [15].



2.1.4 Etiologia de la depresion

Debido a la complejidad del desorden depresivo (0 depresion), existen varias
teorias para explicar la etiologia de esta enfermedad. La teoria monoaminérgica
de la depresion sugiere que los trastornos en los sistemas serotoninérgico y
noradrenérgico producen sintomas depresivos [16]. Un apoyo adicional a la
hipotesis quimica de la depresion proviene de datos clinicos, en donde los efectos
colaterales de la reserpina como agente antihipertensivo, sugirieron que la
disminucion de monaminas biogénicas (serotonina, noradrenalina, adrenalina,
dopamina, histamina) en el cerebro ocasionaron efectos negativos en el estado de
animo de los pacientes [17]. Sumado a lo anterior, se descubrié que un tipo
especifico de compuestos con esqueleto quimico de imidazolinilindol, son utiles
como antidepresivos por su accién antagonica de la depresion inducida por

reserpina en ratones [18].

Es por ello que una gran cantidad de farmacos antidepresivos en uso centran su
accion en aumentar los niveles de neurotransmisores monoaminérgicos [19],
incluyendo los antidepresivos triciclicos (TCAs) (imipramina, clomipramina,
amitriptilina), inhibidores de la recaptura de serotonina (SSRIs) (fluoxetina,
fluvoxamina, sertralina), e inhibidores de la monoaminooxidasa (MAOIS)

(tranilcipromina, fenelzina, moclobemida) [8, 20].

2.2 Serotonina (5-HT)

La serotonina (Figura 2), también conocida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), es
una molécula con diversos efectos tanto en el Sistema Nervioso Central (SNC)
como en la periferia. Actia como una hormona o un neurotransmisor, se sintetiza
en las neuronas serotoninérgicas del SNC y en las células enterocromafines del
tracto gastrointestinal. El aislamiento de la 5-HT ocurrié después de décadas de
investigacion enfocada a la caracterizacion de una sustancia vasoconstrictora que

se sospechaba estaba contenida en las plaquetas. Esta sustancia fue llamada

10



serotonina por su presencia en el suero (latin serum) y sus propiedades

vasoactivas (griego tonic) [21].

NH,

HO
\

N
1
H

Figura 2. Serotonina (5-HT)

La 5-HT esta presente en muchos tejidos, incluyendo cerebro, pulmones, rifion,
plaguetas y el tracto gastrointestinal. El sistema serotoninérgico esta involucrado
en muchas funciones fisioldgicas importantes como el control de la presion arterial,
temperatura corporal, apetito, liberacion de prolactina y otras hormonas, la
percepcion del dolor y comportamiento emocional. Por consiguiente, el sistema
serotoninérgico también desempefa un papel en la patogénesis de enfermedades
en el que estas funciones son perturbadas, por ejemplo, hipertensién, disfuncion

hormonal, depresion y ansiedad [22].

2.2.1 Sintesis, almacenamiento y liberacion de la5 -HT

La serotonina (5-HT) se produce en 2 pasos: el aminoacido esencial triptéfano es
hidroxilado a 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) por la tript6fano hidroxilasa y en un
segundo paso, el 5-HTP es descarboxilado para formar la 5-hidroxitriptamina (5-
HT) (Figura 3). La triptéfano hidroxilasa se considera la enzima del paso limitante
[23].
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COOH COOH NH,
NH, HO NH, HO
N\ . \ R \
N triptéfano hidroxilasa N L- aminoacido aromatico N
Ill |!| descarboxilasa Ill
L-triptéfano 5-hidroxitriptofano 5-hidroxitriptamina

Figura 3. Conversion de triptéfano a serotonina.

La sintesis de 5-HT fuera del SNC esta limitada a células enterocromafines que se
encuentran en el tracto gastrointestinal y en menor grado a las plaquetas. La 5-HT
liberada dentro de la circulacion por las células enterocromafines, es capturada
rapidamente por las plaquetas y almacenada en granulos densos de plaquetas, lo

gue constituye casi el total de la 5-HT circulando por la sangre.

Dentro del SNC, la 5-HT se sintetiza y almacena en vesiculas en las neuronas
serotoninérgicas presinapticas del nucleo de rafe dorsal y medial. La
despolarizacion de las terminales serotoninérgicas provoca un flujo de iones de
calcio y por consiguiente la fusion de las vesiculas, que contienen 5-HT, con la
membrana de la neurona. La serotonina se libera y se difunde a través del espacio
sinaptico, donde interactla con receptores situados en la membrana postsinaptica
0 autoreceptors presinapticos que pueden regular la sintesis y liberacion dentro de

la terminal presinaptica (Figura 4) [24-27].

El transportador de 5-HT altamente selectivo (SERT) localizado en la membrana
presinaptica es responsable de remover la 5-HT del espacio sinaptico. Una vez
transportada dentro de la neurona presinaptica, la 5-HT puede ser almacenada de
nuevo en vesiculas presinapticas donde es protegida del metabolismo o puede ser
metabolizada por la monoamino oxidasa (MAO) en la mitocondria de la neurona
(Figura 4) [25].
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Figura 4. Descripcion de la sinapsis serotoninérgica y manejo de la 5-HT desde

sintesis, almacenaje, liberacién, recaptura via SERT y metabolismo.

2.2.2 Metabolismo de la 5-HT por la monoamino oxida sa A

La via metabdlica primaria para la serotonina (5-HT) es la MAO, enzima que existe
en 2 formas: MAO-A y MAO-B. La 5-HT es principalmente inactivada por la MAO-
A y en las plaguetas la forma predominante de MAO es MAO-B. EIl principal
metabolito de la 5-HT por la MAO es el acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA)

(Figura 5), que se excreta principalmente en la orina [28,29].

5-hidroxitriptamina (5-HT)
monoamino oxidasa
5-hidroxiindolacetaldehido

aldehido deshidrogenasa

acido 5-hidroxiindolacetico

Figura 5. Metabolismo de la 5-HT por MAO.
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2.2.2.1 Inhibidores de la monoamino oxidasa A

Los inhibidores de la MAO-A (MAOQIs) son farmacos antidepresivos que centran su
accion en bloquear el metabolismo de la 5-HT catalizado por la MAO-A, con lo que
aumentan los niveles de 5-HT en el espacio sinaptico. Los MAOQIs se clasifican en
base a si son selectivos 0 no selectivos a cada subtipo de MAO (MAO-A o IMAO-

B) y si su efecto es reversible [28].

Inhibidores no selectivos de la MAO: Fenelzina y Tranilcipromina
Inhibidores selectivos de la MAO: Clorgilina para MAO-A y Selegilina para MAO-B
Inhibidores reversibles de la MAO: Moclobemida

2.2.3 Recaptura de 5-HT via el transportador de 5-H T (SERT)

El SERT pertenece a la familia de proteinas symporter sodio/neurotransmisoras
(SNF), que actuan como co-transportadores de iones sodio, iones cloro, iones
potasio y moléculas transmisoras [28]. Las proteinas SNF pertenecen a un grupo
grande de trasportadores secundarios, que estructuralmente se compone de 12
alfa hélices transmembrana (TMHSs), en las que las terminales amino y carboxilo

se localizan intracelularmente (Figura 6) [30-32].

Extracellular

TMs

Intracellular

Figura 6. Proteina SERT con sus 12 segmentos transmembranales, lazos

extracelulares y extremos amino- y carboxilo-terminales intracelulares.
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El SERT es responsable de la captura de 5-HT desde el espacio extrasinaptico
hacia el interior de las terminales presinépticas para su posterior almacenamiento
0 metabolismo. En el mecanismo regulatorio de los neurotransmisores, el SERT
usa un ion gradiente como fuente de energia para la translocacion de una
molécula de 5-HT contra un gradiente de concentracion [33]. El SERT sirve como
un symporter, co-transporta en la misma direccién los iones Na*, K* y CI', que
sirven como fuerza motriz para el transporte de la 5-HT (Figura 7). El SERT es el
blanco para muchos de los farmacos antidepresivos utilizados en la actualidad,

incluyendo los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (SSRIs) [34].

Open-to-out

high Na*

+ NONCOMP
INHIB

—

"Locked occluded”

Open-to-in

Figura 7. Esquema del transporte y la inhibicion en el transportador de Leucina
(LeuT), homdlogo del SERT.

2.2.3.1 Inhibidores selectivos de larecapturade 5 -HT (SSRIs)

El SERT es la diana para muchos de los farmacos antidepresivos utilizados en la
actualidad. Tal es el caso de la fluoxetina, uno de los primeros inhibidores

selectivos, no competitivos de la recaptura de serotonina (SSRIs) [35,36]
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aprobados para el tratamiento de la depresidn, que ofrece una alternativa mas
segura que los inhibidores de la MAO (MAOISs) y que los antidepresivos triciclicos
(TCAS). A diferencia de los TCAs, la fluoxetina es altamente selectiva por el SERT.
Actualmente los SSRIs se encuentran entre los medicamentos antidepresivos mas

ampliamente prescritos [37,38].

Los SSRIs se unen al sitio de alta afinidad (Figura 8) del SERT para inhibir su
funcion de captura, conduciendo de este modo a un incremento en los niveles de
5-HT. Los antidepresivos tradicionales, incluyendo a los SSRIs (fluoxetina,
fluvoxamina), requieren de al menos 2 o mas semanas para demostrar sus efectos
terapéuticos. El retraso en el inicio del efecto terapéutico antidepresivo sugiere
gue son necesarios cambios adaptativos neuronales en el cerebro, que incluyen
desensibilizacion del transportador y receptores, cambios a nivel de transduccion

de sefial, activacion de neurotrofinas y neurogénesis, aunado al incremento de los

niveles de 5-HT extracelulares, para tratar la depresién [39-41].

LeuBAT

Figura 8. Interaccion de la fluoxetina con los residuos de aminoéacidos en el sitio

de union del transportador de leucina (LeuT).

2.2.4 Proyecciones serotoninérgicas en el SNC

Las proyecciones de las neuronas serotoninérgicas estan ampliamente

distribuidas en el SNC, conforman la mas extensa y compleja red neuroquimica
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después del glutamato, e inervan el tAlamo, hipotalamo, todas las areas corticales
y la formacién hipocampal, el cerebelo y la médula espinal (Figura 9) [42]. Las
proyecciones serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafe inervan muchas regiones
incluyendo la corteza frontal, amigdala, hipocampo ventral y estriado [43]. A través
de estas mdultiples proyecciones, la neurotransmision serotoninérgica participa en
una gran variedad de procesos fisiolégicos [44]. Esta notable versatilidad
fisiologica de la transmision serotoninérgica estd mediada a través de una gran
familia de receptores especificos.

Neocortex
Corpus callosum

Cingulate gyrus Thalamus

) ,ﬁ
Amygdala * ‘.
Hippocampus” pans %ﬁ\\ "™ Cerebellum

Raphe nuclei >~

Figura 9. Inervacion serotoninérgica en el cerebro

2.2.4.1 La inervacion serotoninérgica de la corteza  cerebral

La corteza cerebral, incluyendo la corteza prefrontal, recibe una robusta inervacion
serotoninérgica que se cree que contribuye a la regulacion subcortical de las
funciones corticales. Las neuronas de la corteza cerebral se pueden dividir en dos
tipos principales: células “excitatorias” que secretan glutamato, principalmente
pero no exclusivamente del tipo de células piramidales, e interneuronas

"inhibitorias" que secretan acido y-aminobutirico (GABA). Las células piramidales
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son el tipo de células mas abundantes en la corteza y se organizan en bandas de

densidad celular variable que definen las capas celulares corticales [45].

La corteza prefrontal esta altamente enriquecida con receptores 5-HT1a Y 5-HToa.
Los receptores 5-HT;5 generalmente son considerados inhibitorios, mientras los
receptores 5-HT,a son excitatorios. En la rata, el 60% de las neuronas piramidales
en la corteza prefrontal expresan receptores 5-HT314 0 5-HT,a. Resulta interesante

gue el 80% de estas neuronas coexpresan ambos receptores [46].

2.2.5 Receptores serotoninérgicos

En los vertebrados se han identificado dieciocho genes del receptor 5-HT [47], que
se han clasificado en 7 familias (5-HT;, a 5-HT7), con base en su mecanismo de
sefalizacion (Figura 10) [25,48]. Los receptores 5-HT; (A,B,D,E y F) se acoplan a
las proteinas G inhibitorias (Gj,) que inhiben la cascada de sefializacion adenilato
ciclasa (AC)/ proteina cinasa A (PKA). Los receptores 5-HT; (A, B, C) se acoplan a
las proteinas G4 que estimulan la cascada de sefializacion fosfolipasa C (PLC)/
proteina cinasa C (PKC) y aumenta la sefializacion del calcio intracelular. Los
receptores 5-HT3 (A, B, C,) son unicos entre los receptores 5-HT, ya que son
canales ionicos activados por ligando. Los receptores 5-HT,4, 5-HTs y 5-HT; se
acoplan a las proteinas G estimulatorias (Gs) y activan la cascada de sefializacion
adenilato ciclasa (AC)/ proteina cinasa A (PKA). La sefializacion de los receptores
5-HTs es menos clara, pero la evidencia sugiere que podrian estar acoplados a
proteinas Gy, € inhibirian la via adenilato ciclasa (AC)/ proteina cinasa A (PKA). La
activacion de estos receptores 5-HT permite modular una variedad de actividades

neuronales [24].

18



|
o ‘ ATP
es - cAMPL
' 5-HToa
- ——— [PC]
2C
© PIPy

5-HTg %—% Laws IP3 + DAGT
° 6
i ATm

L g oAMPT
\\7-7_/- /

Figura 10. Receptores serotoninérgicos
2.2.6 Sindrome serotoninérgico

El uso de farmacos en la clinica como son los SSRIs, MAQOIs, o antidepresivos
triciclicos son benéficos en el tratamiento de enfermedades como la depresion.
Estos farmacos aumentan los niveles de 5-HT, sin embargo un exceso de 5-HT
puede conducir a una condicién potencial que amenace la vida, descrita como el
sindrome serotoninérgico o toxicidad serotoninérgica. Este sindrome pude
presentar algunos sintomas como son: hiperreflexia, tremor, euforia, etc. La parte
mas importante de la terapia para la toxicidad serotoninérgica es dejar de

administrar los medicamentos ofensivos [34].
2.3 Bioisosterismo

El concepto de isosteria quimica (Langmuir-1919) define a dos moléculas como
isésteras cuando presentan el mismo numero de atomos y la misma distribucion
electronica; observandose para ellos propiedades fisicoquimicas semejantes
(densidad, constante dieléctrica, solubilidad, etc.). Este concepto es mucho méas
importante desde el punto de vista biol6gico que desde el punto de vista fisico o

fisicoquimico.
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2.3.1 Ley del desplazamiento de los hidruros de Gri  mm

Una extension del concepto de isésteros se dio en 1925 con la ley del
desplazamiento de hidruros de Grimm [49]. Esta ley establece “los &tomos
colocados cuatro lugares por delante de un gas noble, en el sistema periddico,
cambian sus propiedades por su unién a uno, dos, tres o cuatro atomos de
hidrégeno, comportandose como pseudoatomos, los cuales son similares a los
elementos que se localizan uno, dos, tres o cuatro lugares a su derecha

respectivamente” (Figura 11).

C\ N 0 F Ne
\ “u ~ A
cH| ~[NH[_  |oH]| FH
™ Y “u
CH, NH, OH,
“{cHs| | NH;
*| cH,

Figura 11. Ley del desplazamiento de hidruros de Grimm.

Erlenmeyer [50] amplid la clasificacion de Grimm y redefinié los isésteros como
atomos, iones y moléculas en las cuales la capa periférica de electrones puede ser
considerada idéntica. La extensa aplicacion del concepto de isosterismo para

modificar la actividad biolégica ha dado el surgimiento al término bioisosterismo.
Burger definié [50] a los bioisésteros como “compuestos 0 grupos que poseen

volumen y forma molecular cercana o igual, aproximadamente la misma
distribucién de electrones y exhiben propiedades fisicas similares”.
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2.3.2 Clasificacion del bioisésteros

Los bioisosteros se clasifican en clasicos y no clasicos: La ley del desplazamiento
de hidruros de Grimm [49] y la definicibn de Erlenmeyer de isésteros trazan una

serie de reemplazamientos que han sido referidos como bioisésteros clasicos.

Los bioisésteros clasicos se dividen en distintas categorias: (a) &tomos o grupos
monovalentes; (b) atomos o grupos divalentes; (c) atomos o grupos trivalentes; (d)
atomos tetrasubstituidos y (e) anillos equivalentes. Este puede ser dividido en los
siguientes grupos: (a) reemplazamiento de hidrogeno por flaor; (b) intercambio
amino-hidroxilo; (c) intercambio tiol-hidroxilo; (d) intercambio de grupos hidroxilo,
amino, metilo y fldor (ley del desplazamiento de hidruros de Grimm); (e)

intercambio de grupos hidroxilo, tiol, cloro y bromo [50].

Los isOsteros no clasicos no obedecen la definicion electrénica y estérica de los
isésteros clasicos y pueden ser divididos en (a) estructuras no ciclicas vs anillos y
(b) grupos intercambiables [49,50].

2.3.3 Consecuencias del reemplazamiento bioisostéri  co

El reemplazamiento bioisostérico puede afectar diversos parametros como el
tamafo, la conformacion, efectos mesomeéricos e inductivos, capacidad de formar
puentes de hidrégeno, pKa, solubilidad, hidrofobicidad, estabilidad y reactividad.
Ademas puede conducir a disminuir los efectos secundarios, mayor selectividad,

disminucion de la toxicidad y mejoramiento de la farmacocinética (Figura 12).
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SR141716A en el desarrollo de farmacos
IC5,=16.6 nM IC5p=4.0nM

Figura 12. Estrategia bioisostérica en el desarrollo de farmacos.

2.3.4 El Bioisosterismo en la quimica medicinal

Un compuesto con una actividad farmacoldgica deseada puede estar asociado
con efectos colaterales no deseados, caracteristica que limita su biodisponibilidad
0 caracteristicas estructurales que influencian de manera adversa su metabolismo
y excrecion del cuerpo. El bioisosterismo representa una herramienta usada en la
qguimica medicinal para la modificacion racional de compuestos a fin de obtener

agentes clinicamente mas efectivos y seguros [50].

2.4 El Flbor en la Quimica Medicinal

El fldor es el elemento mas electronegativo, tiene aplicaciones en diversas areas
como la quimica medicinal, la farmacologia, el descubrimiento de medicamentos,
asi como aplicaciones diagnosticas y terapéuticas que contienen fllor. Entre las
caracteristicas especiales que hacen tan atractivo al flior se encuentran: radio
atomico pequefio, alta electronegatividad, spin nuclear de 1/2 y la baja
polarizabilidad del enlace C-F. Algunas propiedades asociadas a la sustitucion
del enlace C-H o C-O por un enlace C-F en compuestos biolégicamente activos
son: mayor estabilidad metabdlica, incremento en la unién a moléculas blanco,

aumento en la lipofilicidad y permeabilidad de la membrana [51].
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El fldor es frecuentemente usado en la industria farmacéutica; actualmente entre
20 y 25% de todos los farmacos contienen al menos un atomo de fldor. Estos
incluyen algunos “éxitos de taquilla”, por ejemplo, Prozac (fluoxetine, depresion),
Celebrex (celecoxib, artritis), Arcoxia (etoricoxib, artritis), Sustiva (efavirenz, anti-
VIH), Januvia (sitagliptina, diabetes) y Lipitor (atorvastatina, dislipidemia) [52].

Los farmacos fluorados constituyen aproximadamente el 5-15% del namero total
de farmacos lanzados al mercado a nivel mundial durante los dltimos 50 afios, con
un notable incremento los ultimos 5 afos (Figura 13) [53].

B # Total de farmacos lanzados
M # Total de farmacos con fltior
W Farmacos con fluor / farmacos totales (%)

D
Q

504

—
(]
1

Numero de farmacos (total y con flior) o porcentaje (%)

# de farmacos con fldor / # total de farmacos.
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Figura 13. Farmacos lanzados al mercado conteniendo flior de 1957-2006.
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3. JUSTIFICACION

A pesar de los avances en el tratamiento de la depresién adn existen muchos
inconvenientes clinicos respecto a la eficacia y los efectos secundarios de los
farmacos antidepresivos. La eficacia de la farmacoterapia antidepresiva,
independientemente del tipo usado, se estima porque mas de una tercera parte de
los casos no responde al tratamiento y sélo en aproximadamente la mitad de los
casos tratados se observa una mejora del 50% en los sintomas depresivos.
Aunado a lo anterior, se estima que existe una respuesta tardia en la aparicion de
la respuesta farmacologica de entre 4 a 6 semanas. Es por ello, que existe una

necesidad continua para el desarrollo de farmacos antidepresivos.

3.1 HIPOTESIS

Las modificaciones sistematicas realizadas al modelo 5-HT, que incluyen la
elongacién de la cadena en C-3 en un metileno, la funcionalizacion y restriccion
conformacional de la cadena 3-aminopropil, la 5-deshidroxilacion, la sustitucion en
C-5 por fluor (bioiséstero), metoxilo o metilo y en el nitrégeno indélico por grupos
metilo, bencilo o prenilo conducira a nuevos inhibidores selectivos de la recaptura

de serotonina (SSRISs).

4. OBJETIVO

Sintetizar una serie de analogos de la serotonina y evaluar su efecto inhibitorio

sobre el transportador de serotonina (SERT)

4.1 Objetivos especificos

1) Sintetizar series de homotriptaminas 1, 2-oxohomotriptaminas 2,

espiroacetamidas 3 e imidazolinilindoles 4 analogas de la 5-HT y caracterizar sus
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intermediarios de sintesis y productos finales por RMN de *H, *3C y difraccién de

rayos-X.
N7
NH, NHCOMe NHCOMe NH
Ry R R R

\ o o \

N N N N

A \ \ \

R2 R2 R2 R2

homotriptaminas 2-oxohomotriptaminas espiroacetamidas imidazolinilindoles

1 2 3 4

2) Estudiar el mecanismo de hidrogenaciéon catalitica heterogénea de los
espirociclopropiloxindoles 10, precursores de las 2-oxohomotriptaminas 2 y de las

espiroacetamidas 3.

3) Realizar estudios de competencia por el trasportador SERT de las

homotriptaminas 1 e imidazolinilindoles 4.
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5. RESULTADOS QUIMICOS Y DISCUSION

5.1 Sintesis de homotriptaminas 1 y sus derivados 2 -4, analogos
de la 5-HT

Con la finalidad de descubrir nuevos compuestos para el tratamiento
farmacologico de la depresion, a continuacion se describe la sintesis de un grupo
de homotriptaminas 1 y homotriptaminas funcionalizadas con grupos acetamida 2,
espiroacetamida 3 e imidazolina 4, a partir del 5-metilindol (5a) o 5-fluoroindol
(5b).

N
NH, NHCOMe NHCOMe NH
Ry R R R

\ o o \

N N N N

\ \ \ \

R2 Rz RZ R2

homotriptaminas 2-oxohomotriptaminas espiroacetamidas imidazolinilindoles

1 2 3 4

5.1.1 Sintesis de 2-oxohomotriptaminas 2 y espiroac  etamidas 3

La sintesis de las 2-oxohomotriptaminas 2 y espiroacetamidas 3 se llevo a cabo

usando una metodologia general desarrollada en nuestro grupo de trabajo [54].

5.1.1.1 Sintesis de los 3-acetonitrilindoles-  N-alquilados 8a-8d

Los substratos iniciales para la preparacion de los 3-acetonitrilindoles-N-alquilados
8a-8d fueron el 5-metilindol 5a y el 5-fluoroindol 5b, a través de una secuencia de
2 reacciones, formilacion-aminacion para dar 6a y 6b, seguida de una sustitucion
generd 7ay 7b. La alquilacién del atomo de nitrogeno inddlico de 7a 'y 7b se llevo

al cabo empleando el halogenuro de alquilo correspondiente, ya sea Mel, BnBr o
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pMeOBNnCl para obtener los 3-acetonitrilindoles N-alquilados 8a-8d
correspondientes, en rendimientos globales de 75-80% (Esquema 1). La difraccion
de rayos-X de un monocristal permitié asignar inequivocamente la estructura 8d

(Figura 14)

N(CzHs),
Ry Ayl R
> \, NH(CzHs); | HCOH__ A
6 ~N AcOH N
7 @ H H R2 %
6a M
5a:Ry=Me a Me 90
5b: Ry =F 6b F 95
1. Mel / THF | 2. KCN,,
CN CN
R1 R1
N\ JNaOH 15%, CH,Cly, RX A
N [CH3(CH,)3]4NHSO, / HCOH N
R, H
R X
Ri Ry % Me | R, %
8a Me Me 93 Bn Br 7a Me 90
8 F  Me 89 pMeOBn Cl 7b F 92

8c F Bn 92
8d F pMeOBn 90

Esquema 1. Sintesis de los 3-acetonitrilindoles N-alquilados 8a-8d.
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Figura 14. Estructura molecular del 5-fluoro-3-acetonitrilindol 8d obtenida por

difracciéon de rayos-X.

5.1.1.2 Preparacion de los espirociclopropiloxindoles diasteroméricos
(R',R/R’,S)-10a-10d

La oxidacion en la posicion C2 de los 3-acetonitrilindoles N-alquilados 8a-8d se
llevd a cabo por reaccion con dimetilsulféxido (DMSO) y HCI al 37% para formar
los oxindoles 9a-9d correspondientes (Esquema 2). A continuacion, la
espirociclizacion de 9a-9d se efectud por doble alquilacidn [55]. Asi, los oxindoles
9a-9d disueltos en dimetilformamida (DMF) anhidra se trataron con 1.3 eq de
dibromometano y 2.5 eq de NaH a temperatura ambiente durante 4 h para dar los
espirociclopropiloxindoles 10a-10d como mezclas diasteroméricas R,R/R’,S

(Esquema 2), en rendimientos de 80-90%. Estas mezclas distereoméricas,
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resultantes de la formacidén de dos estereocentros contiguos en C3 y C9, fueron

separadas por cromatografia flash (CF).

CN CN
R1 R1
A\ DMSO o
N HCI 37% N
\
R2 R2 R1 R2 %‘)
Ri Ry 9a Me Me 90
8a Me Me 9b F Me 87
8b F Me 9¢c F Bn 55
8 F Bn CH,Br,, NaH 9d F pMeOBn 53
8d F pMeOBn DMF

Ry R, %
10a Me Me 90
10b F Me 89
10c F Bn 80
10d F pMeOBn 85

Esquema 2. Sintesis de espirooxindoles diasteroméricos 10a-10d.
5.1.1.2.1 Asignacion de la estereoquimica relativa R ,R o R’,S’

La asignacion de la estereoquimica relativa de los diasteromeros anti y syn 10a-
10d se basé en los efectos anisotrdpicos de los grupos carbonilo y nitrilo sobre los
despazamientos quimicos en RMN *H de H4 y H9, junto con la determinacién de
la proximidad espacial de H4, H8s, H8a y H9 por medio de estudios NOE
(<<nuclear Overhauser effect>>); permitiendo asignar la estereoquimica relativa
3R*, 9R*, a los diasterdmeros donde el grupo ciano se encuentra anti respecto al
carboxilo en C2, que resultaron ser los menos polares (Rf mayor) y mas

abundantes. Por consiguiente la estereoquimica relativa 3R*, 9S* (syn) se atribuyo
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a los diasterdmeros mas polares (minoritarios). La relacion diasteromérica (rd)
3R*,9R*/3R*,9S* vario entre 2:1 y 5:1 (Tabla 1).

Tabla 1. Sintesis de espirociclopropiloxindoles 10a-10d

Oxindol rd? Rendimiento 10°
9 Ry R, anti/syn 10 (%)
1 a Me Me 2:1 90
2 b Me 4:1 89
3 Cc Bn 3:1 80
4 d pMeOBn 5:1 85

2Determinado por CG/EM y/o RMN *H del crudo de reaccién.
PRendimiento total de la mezcla de anti/syn-10.

5.1.1.3 Sintesis de 2-oxohomotriptaminas 2a-d y de espiroacetamidas anti-
3a-d

La estrategia de sintesis de las 2-oxohomotriptaminas 2, involucré la
hidrogenacion de 10 en presencia de Ni-Raney usando Ac,O como disolvente
(Esquema 3). Esta transformacion ocurre en tres pasos que consisten en la
apertura regioselectiva del anillo de ciclopropano, concomitante con la aminacion-
reductiva-acetilacion del grupo nitrilo. Junto con 2 puede formarse Ila

espiroacetamida 3, resultante de la reduccion-acetilacion del grupo nitrilo.
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5.1.1.3.1 Mecanismo de hidrogenacion catalitica via  radicales libres

Desde un punto de vista mecanistico, es concebible que la formaciéon de las 2-
oxohomotriptaminas 2, por hidrogendlisis del enlace relativamente débil C3-C9,
involucre un intermediario radical libre centrado en un atomo de carbono, que
posteriormente es reducido por el atomo de H en la superficie del catalizador para
dar 2 (Esquema 3). Los estudios teoricos y experimentales indican que los efectos
electrénicos del grupo ciano, junto con los efectos geométricos son decisivos para

explicar la quimio y regioselectividad de la reaccion.

Ho
Ni-Raney
NHAc NHAC
R4
o +
N
\
R2

Esquema 3. Formacion 2-oxohomotriptaminas 2 y espiroacetamidas 3

Para entender mejor la influencia de la estabilidad relativa del posible intermediario
radical libre derivado de la espirolactama 10 en la distribucién de los productos
formados, se sintetizaron las espirolactamas 10a-10i (Esquema 4) que fueron

tratadas con hidrogeno bajo condiciones de catalisis heterogénea.

31



10a-10k

aRi= Ry=Me g: R = OMe, R, = Me

b: Ry=F, R, =Me h: Ry = OMe, R, =Bn
¢c.Ry=F,Ry;=Bn i: R1 = OMe, R, = pOMeBn
d: Ry =F, R, = pOMeBn j:R1=NMey, R, = Me
e:Rs=H,Ry,=Me k: R4 =NO,, R, = Me
f.Ri1=H,R,=Bn

Esquema 4. Espirolactamas 10 examinadas tedrica y/o experimentalmente

Los resultados mostraron que la hidrogenacion de las espirolactamas 10a-10i dio
mezclas de 2-oxohomotriptaminas 2a-2i y espiroacetamidas 3a, 3e-3i en la
composicion mostrada en la Tabla 2, que fueron determinadas por analisis de
GC/MS y RMN de *H del crudo de reaccion. De las mezclas 2/3 se obtuvieron
muestras puras por CF, excepto en el caso de la mezcla 2a/3a que no fue posible
separar. La difraccion de rayos X de un monocristal permitié asignar la estructura
(3R*,9R*)-anti 3e (Figura 15).
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Figura 15. Estructura molecular de la espiroacetamida anti-3e obtenida por

difraccion de rayos-X.

En la Tabla 2 se muestra el efecto del sustituyente en la posicion C5 en el nucleo
de oxindol de 10a-10i en la distribucion de los componentes individuales en la
mezcla. Se observa que el sustituyente electroatractor flior en 10b-10d ejercié un
quimiocontrol sobre la reaccion de hidrogenacion catalitica, produciendo 2b-2d
como productos Unicos (entradas 2-4). Cuando el grupo electroatractor es
reemplazado por un grupo electrodonador, como en 10a (R; = Me), se obtuvo la 2-
oxohomotriptamina 2a y la ciclopropilacetamida 3a en relacion 6:1 (entrada 1). Se
puede asumir que la presencia del grupo 5-Me desacelera la ruptura del enlace
C3-C9. La sustitucion por el grupo OMe en C5 disminuyo ligeramente la relacion
del rendimiento de las espiroacetamidas 3g-3i con respecto a las 2-
oxohomotriptaminas 2g-2-i (entradas 7-9). Por lo tanto, la relacion resultante de
2:3 es indicativa de la reactividad relativa de la apertura reductiva del enlace C3-

C9 con respecto a la reduccion del grupo nitrilo de los espirooxindoles 10a-10i.
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Como se esperaba, a partir de consideraciones de estabilidad de radicales libres
[56], los grupos electrodonadores fueron menos eficientes que los grupos
electroatractores en promover la ruptura del enlace C3-C9 de las espirolactamas
10. También es evidente en la Tabla 2 que el curso de la reaccién es
independiente del sustituyente presente en el atomo de nitrdgeno del ndcleo
oxindolico, ya que no se detectd ninguna influencia en la quimioselectividad de
2/3.

Tabla 2. Productos y rendimientos® de la reduccion catalitica de 10.

Relacion® Rendimiento

Entrada 10 R R> 2/3 global
(%0)°
1 a Me Me 6:1 90
2 b F Me 2 (>96)¢ 93
3 c F Bn 2 (>96)¢ 97
4 d F p-OMeBn 2 (>96)° 92
5 e® H Me 6:1 85
6 fe H Bn 7:1 87
7 g° OMe Me 8:1 87
8 h® OMe Bn 7:1 90
9 i OMe p-OMeBn 8:1 82

& H,, Ni-Raney W2 (sustrato 30 mg/mL, 200% en peso del catalizador), Ac,O, 45
psi, t. a., 6 h.

P Determinado por CG/EM y RMN de *H de la mezcla en el crudo de reaccién.

¢ El rendimiento se refiere a la mezcla pura de 2/3 después de la cromatografia
flash.

9 La espiroacetamida 3 no fue detectada.

® Compuestos descritos en la Ref. 67.



5.1.1.3.2 Formacion de 2-oxohomotriptaminas 2 via u  n intermediario radical

libre

Los productos de hidrogendlisis 2a-2i se pueden interpretar como derivados de
radicales libres de las benzolactamas Ilia-l1j, que son estabilizados por una
deslocalizacion eficiente del electron a través del ndcleo oxindolico. Sin embargo,
dependiendo del sitio de adicion del &tomo de hidrogeno, también es posible la
generacion de radicales del tipo sec l,4-lIoi que presentan cierto caracter de doble
enlace en el enlace C-C(N), debido a la deslocalizacion por resonancia del
electron no apareado en el aomo de nitrdgeno del grupo ciano [57]. La
hidrogenacién intermolecular de los intermediarios | parece ser de gran

importancia, ya que no se detectaron compuestos diméricos (Esquema 5).

NC,
';9
R4 W3
o
N
R
10a-10i >
H»
Ni-Raney
CN CN
L]
R . R
o + o
N N
\ A}
R; Ry
I1::1—i I2::1—i
NHAc
R
(o]
N
A\
R
2a-2i

Esquema 5. Mecanismo de formacién del producto de hidrogendlisis 2.
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De acuerdo a célculos realizados por la teoria de funcionales de la densidad, los
radicales benzolactamicos I, son mas estables que los radicales sec I, en un
orden de 12-13 kcal/mol, lo que indica que los radicales sec I, no son importantes

como intermediarios en la hidrogendlisis de 10.

Como en el caso de las benzolactonas, el anillo de cinco miembros del oxindol
proporciona planaridad forzada a los radicales libres derivados de benzolactamas
I, se favorece la deslocalizacion del electron en la estructura del oxindol. En
contraste, se espera que el grupo carbonilo de lactama en I; sea un estabilizador
pobre de radicales libres debido a la deslocalizacion por resonancia del par de

electrones del nitrogeno en el grupo carbonilo.

5.1.1.3.3 Analisis de los orbitales moleculares SOM O

Las propiedades quimicas mas importantes de las moléculas estan determinadas
por sus orbitales frontera, particularmente por el HOMO, el LUMO y el SOMO.
Estas siglas corresponden en inglés, a “orbital ocupado de mas alta energia”,
“orbital vacio de mas baja energia” y “orbital molecular ocupado por un solo
electron”, respectivamente. EI SOMO estd presente entre otras especies

moleculares en los radicales libres y es importante para explicar su estabilidad.

En un intento por predecir la influencia de sustituyentes en la posicion C5 del anillo
de ciclopropiloxindoles 10 sobre los rendimientos de las 2-oxohomotriptaminas 2 y
las correspondientes consecuencias en las propiedades electronicas Yy
termoquimicas de los radicales |;, la estabilidad relativa de los radicales 1I; se
analiz6 mediante el uso de los niveles de energia del orbital molecular SOMO. En
aras de la simplicidad, se usaron como modelos los ciclopropiloxindoles N-metil
sustituidos 10a, 10b, 10e y 10g (R> = Me). Los calculos también incluyeron los
compuestos modelo 10j (R1 = NMe;, R, = Me) y 1k (R; = NO3, R, = Me) (Tabla 3).
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Una comparacion tedrica del radical 115 (R1 = H) con el radical I1, (R1 = F) muestra
gue la sustitucion en meta por un atomo de fldor estd acompafada por un
incremento en la estabilidad relativa del orbital molecular SOMO (entradas 1y 2).
Ademas, la funcionalizacion m-NO, mostr6 un efecto estabilizador mas grande
sobre el radical benzolactama Ik (entrada 6). Mientras que la sustitucion m-NMe;
resulta en un efecto desestabilizador mas grande en el radical bencilo Iy; (entrada
5). Estos resultados sugieren que los radicales benzolactama I, sustituidos en
meta con grupos electroatractores son mas estables que los sustituidos con

grupos electrodonadores.

Tabla 3. Energias de SOMO para radicales I, y constantes de Hammett o,

Esomo™ Om
Entrada 10 R; lh Hammett®
1 a Me -812.99 -0.07
2 b F -843.16 0.34
3 e H -821.86 0.00
4 g OMe -807.74 0.12
5 j  NMe, -781.11 -0.16
6 k NO, -883.80 0.71

2 Dado en kJ/mol
b Método CBS-4m

¢ Referencia 16

5.1.1.3.4 Correlacién entre las energias SOMO vy las constantes o, de

Hammett.

El desarrollo de las relaciones lineales de energia libre en forma de constantes del

sustituyente tipo Hammett es uno de los principales logros de la quimica organica
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fisica [58]. En contraste con el comportamiento no-Hammett de los sistemas de
radicales bencilicos, los efectos electronicos de sustituyentes donadores y
aceptores en los radicales benzolactama |, estimados a través del orbital
molecular SOMO, son lo suficientemente dominantes como para producir una
correlacion razonable con las constantes de Hammett oy, [59]. Por lo tanto, se
analizé la relacion lineal de energia libre. La correlacion entre la energia de orbital
molecular calculada para SOMO con las constantes de Hammett o, se muestra en
la Figura 16. Los valores de energia del electron desapareado, indicado por los
resultados SOMO, correlacionan razonablemente bien (coeficiente de correlacion
lineal de 0.9 y error estandar de 12.35, Figura 16) con on,. Estos célculos predicen
que la regioquimica en la hidrogendlisis de 10 aumenta a favor de 2 conforme lo

hace la o, de Hammett.

-900 : . : . - . : .

-850+

Esomo ! kJ mol™

-800

-0.2 0.0 02 04 0.6 0.8
Om Hammett

Figura 16. Correlacion entre las energias SOMO y las constantes o, de Hammett.
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5.1.2 Sintesis de homotriptaminas 1 e imidazolinili  ndoles 4

La sintesis de homotriptaminas 1 y de homotriptaminas en donde el grupo amino
puede estar integrado al sistema de imidazolina tal como en 4 se llevé a cabo a

partir de 3-propionitrilindoles 13a y 13b.
5.1.2.1 Sintesis de los 3-propionitrilindoles (13)

La sintesis del 5-fluoro-3-propionitrilindol 13a y del 3-propionitrilindol 13b se realizo
usando como substrato el 5-fluoro-3-acetonitrilindol 7a o el 3-acetonitrilindol 7b. La
hidrdlisis del grupo ciano de los acetonitrilindoles 7a 'y 7b se llevé a cabo en medio
basico usando KOH 20% acuoso bajo condiciones de reflujo, para formar los
acidos carboxilicos correspondientes 1la y 11b. La reduccién de los acidos
carboxilicos 11ay 11b con LiAlH, dio los alcoholes 12a y 12b. La tosilacién de los
alcoholes 12a y 12b con TsCI/NEts, seguida de la sustitucion del grupo tosilo por
un grupo nitrilo en presencia de KCN/DMSO genero6 los 3-propionitrilindoles 13a y

13b, en rendimientos globales de 57-60% (Esquema 6).

CN COOH
R, R,
KOH 20% = A\
reflujo o N

\
N
H H Ry %
7a:Ry1=F 11a F 96
7b:R4=H 1b H 95
LiAIH, / THF lreflujo
CN OH
Ri A\ 1. TsCl/ TEA / CH,CIl, / 0 °C Ry O\
N ‘2. KCN /DMSO / 100 °C N
H H
13a F 70 12a F 90
13b H 65 12b H 92

Esquema 6 . Sintesis de los 3-propionitrilindoles 13a,13b.
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5.1.2.2 Preparacion de homotriptaminas la-1c e imid  azolinilindoles 4a, 4b

La N-prenilacion de los 3-propionitrilindoles 13a y 13b se realizé con bromuro de
prenilo (PreBr) para dar 14a y 14b. La reduccién del 3-propionitrilindol 13a y de los
derivados N-prenilados 14a, 14b con KBH,4 Ni-Raney/EtOH condujo a las
homotriptaminas 1a-1c. Los imidazolinilindoles 4a, 4b se obtuvieron a partir de 7a
y 7b por reaccion con etilendiamina y azufre (Esquema 7).

R CN Ry CN

W PreBr/KOH,go, _ w .
PRzt CHCl 122 F 78
130 R, =H | 14b H 73
etilendiamina | Azufre/

reflujo

N
NH

R4 R4
\ Ri % \ Ri R, %

N° 4a F g9 N 1aF H o
H 4 H 84 R 1b F Pre 89
1c H Pre 86

Esquema 7 . Sintesis de las homotriptaminas 1la-1c e imidazolinilindoles 4a, 4b



6. RESULTADOS BIOLOGICOS Y DISCUSION
6.1 Homotriptaminas 1 e imidazolinilindoles 4 posib les SSRIs

Dado el papel del transportador 5-HT (SERT) en la regulacion de la concentracion
extracelular de 5-HT, se evalud la posible competencia de las homotriptaminas l1a
y 1b y de los imidazolinilindoles 4a y 4b por el SERT (Figura 17). En tal caso,
dichos compuestos actuarian como inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT
(SSRIs) y consecuentemente elevarian la concentracion de 5-HT en la hendidura

sinaptica.

F. NH, R4
\

N
I
R

N\’}
NH
\
N
|
H

2

1a: R2=H 4a: R1=F

1b:Ry= /= (Pre) 4b: R, =H

Figura 17 Estructuras de los compuestos blanco 1a, 1b, 4ay 4c.
6.1.1 Estudios de competencia por el transportador de serotonina (SERT)

Los efectos potenciales de los compuestos 1 y 4 en la captura de 5-HT se
evaluaron usando un modelo basado en preparaciones sinaptosomales. La
metodologia incluye (1) preparacion de sinaptosomas, (2) determinacion del
tiempo Optimo de captura de 5-HT, (3) evaluacion de la funcionalidad del SERT,
(4) determinacion de la inhibicion de la captura de 5-HT por fluoxetina (SSRI), y (5)
determinacion de la inhibicion de la captura de 5-HT por homotriptaminas 1 e

imidazolilindoles 4.
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6.1.1.1 Preparacion de sinaptosomas

El uso de los sinaptosomas de cerebro de rata, desde su descubrimiento [60], ha
ido en aumento como un modelo vesicular para el estudio de fendmenos
biolégicos en la regidn sinaptica. Particularmente, este modelo ha resultado
exitoso en el estudio de procesos de transporte implicados en la captura
sinaptosomal de aminas biogénicas [61]. En este estudio, los sinaptosomas se
obtuvieron de la corteza prefrontal de cerebro de rata a través de una
centrifugacion diferencial usando gradientes de sacarosa, como se describe en la

seccion de Materiales y Métodos.
6.1.1.2 Determinacion del tiempo Optimo de captura  de 5-HT

Para evaluar los posibles efectos de las homotriptaminas 1 e imidazolilindoles 4 y
sobre la inhibicion de la captura de la 5-HT se determind previamente el tiempo
Optimo de captura, es decir, el momento en el que la 5-HT se encuentra en niveles
altos dentro del sinaptosoma. Las mediciones se llevaron a cabo a diferentes
tiempos (1, 2, 4, 5, 10 y 15 min) por triplicado (n = 4), como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos. Se utiliz6 como marcador a la serotonina tritiada
([*H]5-HT), que a través de un contador de centelleo permitié evaluar la captura
del neurotransmisor en los sinaptosomas. La grafica obtenida se muestra en la
Figura 18. De ella se determiné que el tiempo éptimo de captura de [°H]5-HT en

los sinaptosomas es de 7 minutos (~90% de respuesta).
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Figura 18. Captura de [°H]5-HT en sinaptosomas de cerebro de rata a diferentes
tiempos. Los puntos representan el promedio de 3 experimentos independientes +
EE (n = 3), repetidos a intervalos de 1, 2, 4, 5, 10 y 15 min. La curva tiempo-
respuesta se obtuvo utilizando GraphPad Prism, version 5.00 para Windows

(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com).

Tabla 4. Tiempo de captura de la [*H]5-HT

% Captura de 5-HT 2

1 min 2 min 4 min 5 min 10 min 15 min

59.3+18 669+12 758+18 819+13 96.6+15 100.0+1.9

% Los datos son el promedio de tres experimentos independientes + EE (n = 3).



6.1.1.3 Evaluacién de la funcionalidad del SERT

Un requisito esencial en la investigacion de procesos de transporte celulares es la
certeza de la viabilidad funcional de los sinaptosomas. Los experimentos control
para evaluar si el proceso de transporte de 5-HT se encuentra funcional en las
preparaciones sinaptosomales se llevaron a cabo en ensayos paralelos, como se
describe en la seccion de Materiales y Métodos y fueron: (a) incubacion de las
preparaciones sinaptosomales con fluoxetina 100 nM, un antidepresivo SSRI, (b)
incubacién de las preparaciones sinaptosomales a temperatura baja, a la cual se
considera que los transportadores de monoaminas son inactivos (4 °C £ 1) y (c)
incubacion de las preparaciones sinaptosomales en un medio libre de Na*, o sea
en ausencia de requerimientos i6nicos. Los experimentos se controlaron por los
efectos del vehiculo (DMSO).

En la Figura 19 se presenta la grafica resultante de la evaluacion de la
funcionalidad del SERT. Los resultados fueron consistentes y se caracterizaron
por la disminucién de la captura de [°H]5-HT inducida por la inhibicién de la
actividad del SERT en las condiciones analizadas. Estas fueron incubacién de
sinaptosomas en soluciones buffer Krebs-HEPES a 4 °C 6 con fluoxetina 100 nM a
37 °C e incubacion en soluciones buffer Krebs-HEPES-CholCl a 37 °C en medio
liore de Na®, por lo cual se concluye que el SERT se encuentra funcional en los

sinaptosomas para realizar estudios de captura.
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Figura 19. Evaluacion de la funcionalidad del SERT en sinaptosomas. La
funcionalidad del SERT se determiné por incubacion de las preparaciones
sinaptosomales en soluciones buffer Krebs-HEPES a 4 + 1 °C, 0 con fluoxetina
100 nM a 37 °C por 7 min, y por incubacion de dichas preparaciones en soluciones
buffer Krebs-HEPES-CholCl a 37 °C en medio libre de iones Na* por 7 min. Los
experimentos fueron controlados por ensayos paralelos incubando los
sinaptosomas en soluciénes buffer Krebs-HEPES a 37 °C por 7 min en ausencia
(Control, captura maxima) 6 presencia del vehiculo (DMSO). La captura de [*H]5-
HT se determind como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Los
datos representan la media + EE de determinaciones de 3 experimentos
independientes (n = 4). Los asteriscos indican cambios significativos en la captura
de [*H]5-HT comparada con el vehiculo control. Coeficiente de kurtosis >0.05.
Andlisis de datos ANOVA. Prueba post hoc (de Bonferroni) ***p<0.001 con

respecto al control.



6.1.1.4 Determinacién de la inhibicién de la captur a especifica de 5-HT por

fluoxetina

La capacidad de un compuesto, en este caso la fluoxetina, para inhibir la recaptura
de serotonina por el SERT, cuando se adiciona a la mezcla de incubacion de
sinaptosomas, se determiné valorando la concentracion final de serotonina
marcada con tritio ([*H]5-HT) capturada por los sinaptosomas. Para ello se incuban
homogenados de sinaptosomas con 15 nM [*H]5-HT. La serotonina marcada
presente en los sinaptosomas del homogenado, actia como sustrato especifico
del SERT. El compuesto disminuye la cantidad de marca radioactiva cuando
inhibe la recaptura de [*H]5-HT. La cantidad de [°H]5-HT capturada por los
sinaptosomas se cuantifica por centelleo liquido. Los resultados se determinan en
términos de Clso, i.e., la concentracidon requerida del compuesto para reducir en un
50% la recaptura de [°H]5-HT por el SERT.

La fluoxetina, (RS)-N-metil-3-fenil-3-(4-trifluorometilfenoxi)propilamina, es un
miembro de la clase de inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (SSRI). Es
un potente antidepresivo SSRI usado comunmente en clinica, que se ha empleado

como estandar (control positivo) en estudios bioquimicos [62].

Fluoxetina
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En este estudio se uso la fluoxetina como control positivo para validar el método.
La concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de la fluoxetina (actividad SSRI) se determiné
de la curva dosis-respuesta a cinco concentraciones (1nM, 10nM, 100 nM, 1uM vy
10 uM) por tripilicado, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos,
Tabla 5.

Tabla 5. Inhibicion de la captura de 5-HT por la fluoxetina (flx)

% Captura 5-HT 2

1 nM 10nM  100nM 1 pM 10 pM ICs0”

flx 86.9 + 72.7 + 41.4 220+ 208+ 41.7nM=z=0.1
2.3 1.3 15 0.6 0.6

% Los datos son el promedio de tres experimentos independientes + EE (n = 3).
®os valores ICsp (valores de mejor ajuste + EE) se determinaron por andlisis de

regresion no lineal de los datos concentracion-respuesta mostrados en la Fig. 20.

Como se observa en la Tabla 5, la fluoxetina inhibe la captura de 5-HT de manera
dosis-dependiente con diferencias estadisticamente significativas aun a la
concentracion mas baja evaluada (1 nM) (***p>0.001). De la grafica dosis-
respuesta de la fluoxetina, en la Figura 20, se obtiene el valor Clso de 41.7 nM. En
este sentido, es interesante notar que los resultados obtenidos en este estudio
para el compuesto de referencia, la fluoxetina, estan acorde con aquellos

previamente descritos usando condiciones experimentales similares [62].
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Figura 20. Determinacion de la Clso de la fluoxetina. Los sinaptosomas fueron
preincubados a diferentes concentraciones de fluoxetina (1 nM, 10 nM, 100 nM,
1pM, 10 pM) durante 15 min. La captura fue iniciada por la adicion de [*H]5-HT y
posterior incubacién a 37 °C durante 7 min. Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes £ EE (n = 3). Los puntos representan la captura de
5-HT como porcentaje del control no tratado. La curva de inhibicion se ajusté a la
ecuacion logistica de cuatro parametros utilizando GraphPad Prism, version 5.00
para Windows (GraphPad Software, San Diego, California USA,
www.graphpad.com). Y = Min + (Max-Min) / (1 + 10" ((X-log Clsp))), donde X es el
logaritmo de la concentracion, Y es la respuesta (% de captura de 5-HT).



6.1.1.5 Determinacion de la inhibicibn de la captur a de 5-HT por

homotriptaminas 1 e imidazolinilindoles 4

La concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de las homotriptaminas 1 e
imidazolinilindoles 4 sobre la captura de 5-HT en sinaptosomas de la corteza
prefrontal de rata se determin0 de la curva dosis-respuesta a cuatro
concentraciones (10nM, 100 nM, 1uM y 10 uM) por tripicado, como se describe en

la seccion de Materiales y Métodos,

Tabla 6. Inhibicion de la captura de 5-HT por 1a, 1b, 4a, 4b y la fluoxetina (fix)

% Captura 5-HT 2

Comp 1nM 10nM  100nM 1 pM 10 pM ICs0”

la 909+ 47.8% 243+ 230% 448nMz16
3.4 2.2 0.6 0.8

1b 99.4+ 935+ 77.9+ 480+ 187uM 0.1
0.7 3.2 1.3 3.0

4a 100+ 91.8+ 599+ 282+  936nM0.1
1.4 1.9 3.1 2.2

4b 99.9+ 975+ 855+ 434+  485uM+0.1
1.4 1.5 1.2 1.0

fIx 86.9 72.7 + 41.4 + 220+ 20.8% 41.7nM £0.1
2.3 1.3 1.5 0.6 0.6

% Los datos son el promedio de tres experimentos independientes + EE (n = 3).
PLos valores ICsp (valores de mejor ajuste + EE) se determinaron por andlisis de

regresion no lineal de los datos concentracion-respuesta mostrados en la Fig. 21.
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Como se observa en la Tabla 6 los cuatro compuestos analizados 1a, 1b, 4ay 4b
inhiben la captura de 5-HT de manera dosis-dependiente, aunque son menos
potentes que el farmaco de referencia, excepto el compuesto 1la. La
homotriptamina 1a inhibié la [*H]5-HT entre un 12% y 77% en el intervalo de las
concentraciones analizadas, con una Clsy de 44.8 nM comparable a la obtenida

para la fluoxetina Clso 41.0 nM.

Las graficas de los datos experimentales, en la Figura 21, muestran la media y el
error estandar (EE). En todos los casos se observo una distribucion normal con un
coeficiente de kurtosis >0.05. Las Clsp se calcularon usando la regresion

logaritmica de las curvas dosis-respuesta (Figura 22).
Estos resultados indican que la homotriptamina 1a podria ser un modelo quimico

original para el disefio y subsecuente desarrollo de nuevos medicamentos,

potencialmente Utiles para mejorar el tratamiento farmacologico de la depresion.
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Figura 21. Influencia de la concentracion sobre la Inhibicion de la captura de 5-HT
por homotriptaminas 1a, 1b e imidazolilindoles 4a, 4b en sinaptosomas. La
captura de [*H]5-HT se determiné como se describe en la seccién de Materiales y
Métodos. Los datos representan la media + E.E de determinaciones de 3
experimentos independientes (n = 3). Los asteriscos indican cambios significativos
en la captura de [°H]5-HT comparada con el vehiculo control. Coeficiente de
kurtosis >0.05. Analisis de datos ANOVA. Prueba post hoc (de Bonferroni)
***n<0.001 con respecto al control.
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Figura 22. Inhibicion de la captura de 5-HT por homotriptaminas la, 1b e
imidazolilindoles 4a, 4b. Los sinaptosomas fueron preincubados a diferentes
concentraciones de 1a, 1b, 4a 6 4b (1, 10, 100 nM y 1, 10 uM) durante 15 min. La
captura fue iniciada por la adicién de [°H]5-HT y posterior incubacién a 37 °C
durante 7 min. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes *
EE (n = 3). Los puntos representan la captura de 5-HT como porcentaje del control
no tratado. La curva de inhibicion se ajusté a la ecuacion logistica de cuatro
parametros utilizando GraphPad Prism, versién 5.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). Y = Min + (Max-Min) /
(2 + 10" ((X-log Clsp))), donde X es el logaritmo de la concentracion, Y es la
respuesta (% de captura de 5-HT).
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7. CONCLUSIONES

En la busqueda de nuevos farmacos como inhibidores de la recaptura de
serotonina (5-HT), se realiz6 la sintesis de una serie de homotriptaminas
sustituidas en el anillo aromatico por un atomo de fldor, metoxilo o metilo y
funcionalizadas en la cadena 3-propilamino por grupos acetamido (2),

espiroacetamido (3) e imidazolina (4).

7
NHCOMe N
NH, NHCOMe NH

Rl Rl Rl Rl

\ o o \

N N N N

\ \ \ \Y

R2 R2 R> R

homotriptaminas 2-oxchomotriptaminas espiroacetamidas imidazolinilindoles
1 2 3 4

Se estudi6 el mecanismo de hidrogenacion catalitica heterogénea de los
espirociclopropiloxindoles 10, precursores de las 2-oxohomotriptaminas 2 vy
espiroacetamidas 3. Los calculos tedricos y resultados experimentales
demostraron que la estabilidad de los intermedios radicales libres es sensible a los
efectos inductivos del sustituyente en el anillo aroméatico. Se encontré que existe
una correlacion entre la energia libre de Hammett (gn) y la energia de los orbitales

moleculares ocupados por un electron (SOMO de sus siglas en inglés).

o)
=
%
w8007 u OMe
_750 NMez L) " L) " I 4 I 4 I
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
G, Hammett
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Se realizaron estudios de competencia por el trasportador SERT de cuatro
homotriptaminas en un modelo de preparaciones sinaptosomales y se determino

la concentracion inhibitoria 50 (Clsp).

El analisis de los resultados demostré que las cuatro homotriptaminas estudiadas
inhiben la captura de 5-HT de manera dosis-dependiente. EI compuesto 1a es el
gue muestra la mayor actividad inhibitoria Clsp = 44.8 nM comparable a la
fluoxetina Clsg = 41.7 nM.

N
NH

F NH H
o L
\ \
CF

\ ) 3

R, H
1a: R, =H, Clgg=44.8nM 4a: R, =F, Clsp =936 nM Fluoxetina Clsy = 41.7 nM
1b: R, = Pre, Clgg = 1.87 uM 4b: R, =H, Clsy =4.85 M



8. PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA

8.1 Procedimientos Generales

Todas las materias primas fueron adquiridas de Sigma-Aldrich Chemical Co. y
utilizadas sin purificacion adicional. Los disolventes usados fueron grado reactivo y
en el caso de la DMF y DMSO, estos fueron secados de acuerdo a procedimientos
ya establecidos. La cromatografia en capa fina se llevd a cabo en placas
precoladas con silica gel 60 F254 con indicador fluorescente (Merck Chem. Co.) y
los productos se visualizaron con luz ultravioleta a 254 nm. Los productos se
purificaron en columna cromatografica flash utilizando silica gel 60 (230-400
mallas, Merck Chem. Co.). Los disolventes fueron purificados de acuerdo a
procedimientos estandar. Los puntos de fusion se midieron en un aparato Fisher-

Johns y no estan corregidos.

Mediciones por GC/EM. Las mediciones por cromatografia de
gases/espectrometria de masa CG/EM se efectuaron en un cromatografo de
gases Varian CP 3800 acoplado a un detector de masa selectivo Varian Saturn
2000. Se uso6 una columna cromatogréafica capilar CP-SIL 5, de 30 m de largo y
0.25 mm d.i., cubierta en su capa interna con un soporte de silica de 0.25 mm.
Para todos los experimentos se eligio el siguiente programa de CG: se usO un
controlador diferencial de caudal en la camara de inyeccion, la cual se calent6 a
200 °C para garantizar la volatilizacion rapida. Se inyecté 1 mL de solucién con un
fluo de He de 1 mL/min y la temperatura de la columna al momento de la
inyeccion fue de 70 °C. Se us0 un programa que permitio aumentar linealmente la
temperatura de la columna a 30 °C/min, considerando que la temperatura de la
columna deberd ser suficientemente alta para que el analisis se efectie en un
plazo razonable y suficientemente baja para lograr la separacion deseada de los

componentes de la mezcla, el tiempo total del analisis fue de 20 min.
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La temperatura de la linea de transferencia del CG al EM se ajust6 a 230 °C y la
temperatura de la fuente del EM se mantuvo a 170 °C. La ionizacion del eluente

del CG se llevé a cabo por impacto electronico (IE) a 70 eV.

Determinacién de los espectros de RMN. Los espectros de RMN *H y *3C fueron
obtenidos en espectrometros Varian Mercury operados a 300 y 74.5 MHz
respectivamente, utilizando SiMe, como referencia interna. La multiplicidad de
sefiales se indica por medio de una o mas de las siguientes abreviaciones: s

(simple), d (doble), t (triple), m (multiple).

Determinacion de las energias HOMO y SOMO. Las geometrias iniciales de las
moléculas y las especies radicales se generaron utilizando el programa SPARTAN
03 para Windows comerializado por Wavefunction, Inc. Para obtener las
conformaciones mas estables de cada estructura, se realiz6 una minimizacion
mediante una busqueda conformacional Monte Carlo al azar, con un campo de
fuerza MMFF94. Los conformeros de minima energia fueron sometidos a una
segunda optimizacion mediante el método de HF/6-31G(d) usando el programa
Gaussian 03. Los conformeros mas estables para las moléculas precursoras 10a-
10k y los radicales I, » se utilizaron para el analisis de entalpia en fase gaseosa, y
se calcularon las energias HOMO y SOMO utilizando el método compuesto ab

initio CBS-4M usando el programa Gaussian 03.

56



8.2 Sintesis de los precursores de los espirociclop ropioxindoles
10a-10d

8.2.1 Procedimiento general para la obtencién de la s indolaminas 6a-6b

A una solucion acuosa al 37% de CH,O enfriada en bafio de hielo y bajo agitacion
mecanica se le adicioné lenta y consecutivamente AcOH, NH(Et,), y 5-metilindol
(5a) o 5-fluoroindol (5b), la agitacién se continu6 durante 15 minutos hasta obtener
una mezcla homogénea. La mezcla de reaccion se continué agitando a
temperatura ambiente por 17 h. Transcurrido ese tiempo, a la mezcla de reaccion,
enfriada en bafio de hielo, se le adiciond una solucién acuosa al 20% de NaOH
(20 mL) forméandose un precipitado que se elimind por filtracion. El filtrado se
extrajo con AcOEt (3 x 25 mL), las fases organicas se reunieron y lavaron con una
solucion saturada de NaCl (3 x 25 mL), se secaron sobre Na,SO,4 anhidro y se

evaporaron a vacié en un rotavapor.

N-Etil- N-([5-metil-1 H-indol-3-iljmetil)etanamina, 6a

N(C2Hs), Preparado de 5a (1 g, 7.6 mmol) por reaccion con CH,O
Me (0.79 mL), AcOH (2.1 mL), y NH(Ety), (1.7 mL, 15 mmol)

para dar 1.48 g, 90% como un sélido de color beige [63].

I=z

N-Etil- N-([5-fluoro-1 H-indol-3-iljmetil)etanamina, 6b

N(C,Hs), Preparado a partir de 5b (1 g, 7.4 mmol) por reaccion con
F N CH,O (0.77 mL), AcOH (2 mL), y NH(Ety), (1.6 mL, 15
N mmol) para dar 1.55 g, 95% como un sdlido de color

H

blanco [64].
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8.2.2 Procedimiento general para la obtencién de lo s acetonitrilindoles 7a-7b

A una solucién de 3-aminoetil-5-metilindol (6a) o 3-aminoetil-5-fluoroindol (6b) en
MeOH enfriada en bafio de hielo bajo atmdsfera de argon y agitacion mecanica se
le adicion6 Mel. La mezcla de reaccion se mantuvo con agitaciéon 2 h a
temperatura ambiente, se adicion6 una solucién acuosa al 20% de KCN vy la
mezcla de reaccion se calento a reflujo por 2 h. La suspension resultante se enfrio
a temperatura ambiente y se filtrg, el filtrado se concentro y el residuo se
particiono entre AcOEt /H,0 (15 mL/10 mL). La fase acuosa se extrajo con AcOEt
(3 x 20 mL), las fases organicas se reunieron y se lavaron con H,O (3 x 50 mL), se

secaron con Na,SO, anhidro y se evaporaron a vacio en un rotavapor.

2-(5-Metil-1 H-indol-3-il)acetonitrilo, 7a

cN| Preparado de 6a (1 g, 4.6 mmol) por reaccion con CHgzl (0.7
Me mL, 11.7 mmol) en 5 mL de MeOH. EIl crudo de reaccion se
purifico por CF (hexano/AcOEt 7:3) para dar 0.71 g, 90%

como liquido de color café claro [65].

I=z

2-(5-Fluoro-1 H-indol-3-il)acetonitrilo, 7b

cN| Preparado de 6a (1 g, 4.6 mmol) por reaccion con CHsl (0.7
F A mL, 11.2 mmol) en 5 mL de MeOH. El crudo de reacciéon se
N purific6 por CF (hexano/AcOEt 7:3) para dar 0.73 g, 92%

H

como liquido de color café claro [64].
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8.2.3 Procedimiento general para la obtencion de lo s acetonitrilindoles  N-

alquilados 8a-8d

2-(1,5-Dimetil-1 H-indol-3-il)acetonitrilo, 8a

cNl En un matraz de 3 bocas provisto de refrigerante, agitador y

Me corriente continua de argén, se vertid, en condiciones
,: anhidras, una solucion de 7a (1 g, 5.9 mmol) en DMF

Me anhidra. A esta solucién y bajo agitacion mecanica se

adicion6é NaH (0.35 g, 2.5 eq) dejando que la mezcla reaccione durante 5 min,
luego se agregdé el Mel (1.1 g, 1.3 eq) y la mezcla se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 2 h. Transcurrido el tiempo de reaccion se
adicionaron 10 mL de agua y HCI al 5% hasta pH 6-7. La mezcla se extrajo con
AcOEt (3 x 25 mL), las fases organicas se combinaron y lavaron con solucion
saturada de NaCl (3 x 25 mL), secaron sobre Na,SO, anhidro, filtraron y
evaporaron bajo presion reducida. El residuo se purifico por cromatografia flash
(CF), las fracciones eluidas con hexano/AcOEt 7:3 se combinaron y se evaporaron
a vacio en un rotavapor, obteniéndose 1 g, 93 % como sélido de color café claro
[66].

8.2.3.1 Sintesis de los acetonitrilindoles  N-alquilados 8b-8d

En un matraz redondo provisto de agitacion mecénica, bafio de hielo y
refrigerante, se vertié una solucion de 7b en CH,CI,, se adicion6 (t-Bu)sNHSOy,,
NaOH 15% vy los equivalentes del halogenuro de alquilo pertinente (CHsl 3 eq,
BnBr 1.3 eq y pMeOBNCI 1.3 eq), dejando transcurrir el tiempo necesario para
cada reaccion. Concluido dicho tiempo, la mezcla de reaccion se extrajo con
CH.CI; (3 x 25 mL), se lavo con solucion saturada de NaCl (3 x 20 mL), seco
sobre Na,SO, anhidro y evapor6 a vacio en un rotavapor, los compuestos

obtenidos se purificaron por CF empleando como fase movil hexano/AcOEt (4:1).
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2-(5-Fluoro-1-metil-1 H-indol-3-il)acetonitrilo, 8b

A\
N
\Y
Me

CN

Preparado de 7b (1 g, 5.74 mmol) por reaccion con CHsl (1.2
mL, 3.3 eq) durante 96 h, en 30 mL de CH.Cl,, 12 mL de
NaOH 15% y 0.32 g de (t-BU)4JNHSO,. El crudo de reaccion
se purifico por CF (hexano/AcOEt 4:1) para dar 0.96 g, 89%

como solido cristalino; p.f. 95-96 °C [64].

2-(1-Bencil-5-fluoro-1 H-indol-3-il)acetonitrilo, 8c

CN

Preparado de 7b (1 g, 5.74 mmol) por reaccion con BnBr
(0.9 mL, 1.3 eq) durante 4.5 h, en presencia de 18 mL de
CHxCl,, 9 mL de NaOH 15% y 0.06 g de (t-BU)4sNHSO,. El

N
\\Q crudo de reaccion se purifico por CF (hexano/AcOEt 4:1)

°C [64].

para dar 1.4 g, 92% como sdlido cristalino; p.f. 134-135

2-(5-Fluoro-1-[4-metoxibencil]-1 H-indol-3-il)acetonitrilo, 8d

\
N

CN

Preparado de 7b (1 g, 5.74 mmol) por reaccién con
pMeOBNCI (1 mL, 1.3 eq) durante 4 h, en presencia
de 18 mL de CH,Cl;, 9 mL de NaOH 15% y 0.06 g de

\\Q\ s| (t-BU)4NHSO,. El crudo de reaccion se purifico por
o
CF (hexano/AcOEt 4:1) para dar 1.5 g, 90% como

solido cristalino; p.f. 134-136 °C; R; = 0.6 (hexano, AcOEt 7:3); IR (CHClI3), Vmax
2254 (CN), 1716 (CO) cm™; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) 294 [M]* (17), 121 (100).
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8.2.4 Procedimiento general para la obtencion de lo s oxindoles N-alquilados
9a-9d

A una solucién de 8a-8d en DMSO enfriada con bafio de hielo se le adicioné gota
a gota y bajo agitacion HCI al 37% en agua y AcOH. La mezcla resultante se agitd
a temperatura ambiente hasta que el analisis por CCF revelo la desaparicion del
substrato. La mezcla resultante se enfrié a 5 °C, se diluyo con agua (5 mL) y se
adicion6 K,COg; solido hasta pH 7-8. La mezcla se llevo a temperatura ambiente y
se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL). Las fases organicas se combinaron y lavaron
con solucion saturada de NaCl (3 x 20 mL), secaron sobre Na,SO, anhidro,

filtraron y evaporaron bajo presién reducida.

2-(1,5-Dimetil-2-oxoindolin-3-il)acetonitrilo, 9a

cN| Preparado de 8a (1 g, 5.45 mmol) por reaccion con DMSO

Me (20 mL) y HCI al 37% en agua (35 mL) durante 3h. El
N residuo se purifico por CF (hexano/AcOEt 7:3) para dar 1 g,

Me 90% como solido de color marron; p.f. 136-137 °C; Ry = 0.4
(hexano, AcOEt 7:3); IR (CHCl3), Vmax 2254 (CN), 1716 (CO) cm™; CG-EM (IE, 70
eV): m/z (%) 200 [M]" (48), 183 (29), 160 (100). RMN *H y **C ver Tablas 8 y 14

respectivamente (Anexo); el espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 23, ver

Anexo
2-(5-Fluoro-1-metil-2-oxoindolin-3-il)acetonitrilo, 9b
CN| Preparado de 8b (1 g, 5.3 mmol) por reaccion con DMSO (8.5
F o mL) y HCI al 37% en agua (26 mL) durante 3 h. El residuo se
N purifico por CF (hexano/AcOEt 7:3) para dar 0.95 g, 87%
\
Me como solido de color naranja; p.f. 136-137 °C [64].
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2-(1-Bencil-5-fluoro-2-oxoindolin-3-il)acetonitrilo , 9c

CN Preparado de 8c (1 g, 3.8 mmol) por reaccion con DMSO

F (6 mL) y HCI al 37% en agua (27 mL) durante 5 dias. El
o

N residuo obtenido se purifico por CF (hexano/AcOEt 7:3)

\\Q para dar 0.6 g, 55% como sdlido de color naranja; p.f. 94-
95 °C [64].

2-(5-Fluoro-1-[4-metoxibencil]-2-oxoindolin-3-il)Jac  etonitrilo, 9d

CN Preparado de 8d (1 g, 3.4 mmol) por reaccion con

F DMSO (10 mL), HCl al 37% en agua (15 mL) y AcOH
o

N (15 mL) durante 3 dias. El residuo se purificé por CF

\\©\ ,| (hexano/AcOEt 7:3) para dar 0.55 g, 53% como
° sélido de color naranja; p.f. 147-150 °C; Ry = 0.3
(hexano, AcOEt 7:3); IR (CHCl3), Vmax 2254 (CN), 1716 (CO) cm™; CG-EM (IE, 70
eV): m/z (%) 310 [M+] (5), 283 (8),121 (100). RMN *H y 3C ver Tablas 8 y 14

respectivamente (Anexo); el espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 24, ver

Anexo.
8.3 Sintesis de los espirociclopropiloxindoles (  R,R/R",S)-10a-10d

En un matraz de 3 bocas provisto de refrigerante, agitador y corriente continua de
argon, se vertid, en condiciones anhidras, una solucion del oxindol 9a-9d en DMF
anhidra. A esta solucién y bajo agitacion mecanica se adicion6 NaH (2.5
equivalentes) dejando que la mezcla reaccione durante 5 min. A continuacion se
agrego dibrometano (1.3 equivalentes) y la mezcla resultante se dejo reaccionar a
temperatura ambiente durante 3 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, se
adicionaron 10 mL de agua y HCI al 5% hasta pH 6-7. La mezcla se extrajo con

CH.CI, (3 x 25 mL), las fases organicas se combinaron y se lavaron con solucién
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saturada de NaCl (3 x 25 mL), se secaron sobre Na,SO, anhidro, se filtraron y

evaporaron bajo presion reducida. El residuo obtenido se purifico por CF.

(3R",9R)-1',5'-Dimetil-2’-oxospiro[ciclopropano-1,3'-indol ina]-2-carbonitrilo,
(3R",9R)-10a

Preparado del fluorooxindol 9a (0.5 g, 2.5 mmol) por reaccion
con NaH (0.15 g, 2.5 eq) y dibromometano (0.46 g, 1.3 eq)
durante 3 h. El crudo de reaccion se purific6 por CF
(hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.31 g, 60 % como soélido

\
Me
blanco; p.f. 183-185 °C; Rt = 0.52 (hexano/AcOEt 1:1); IR (CHCI3) vimax 2248 (CN),

1716 (CO) cm™; CG-EM (IE, 70 eV): miz (%) 212 [M+] (100), 198 (22), 186 (23).
RMN *H y 13C ver Tablas 9 y 15 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN *H

se muestra en la Figura 25, ver Anexo.

(3R",9S)-1’,5"-Dimetil-2’-oxospiro[ciclopropano-1,3'-indol ina]-2-carbonitrilo,
(3R’,95)-10a

Preparado del fluorooxindol 9a (0.5 g, 2.5 mmol) por
reaccion con NaH (0.15 g, 2.5 eq) y dibromometano (0.46 g,
1.3 eq) durante 3 h. El crudo de reaccion se purifico por CF
(hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.15 g, 30 % como solido

\
Me
blanco; p.f. 222 °C; Rt = 0.5 (hexano/AcOEt 1:1); IR (CHCl3) Vmax 2248 (CN), 1716

(CO) cm™; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) 212 [M+] (100), 198 (23), 186 (23). RMN

'H y 3C ver Tablas 9 y 15 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN H se

muestra en la Figura 26 ver Anexo.
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(3R",9R")-5'-Fluoro-1'-metil-2’-oxospiro[ciclopropano-1,3'- indolina]-2-
carbonitrilo, (3 R’,9R")-10b

Preparado del fluorooxindol 9b (0.5 g, 2.45 mmol) por reaccion
con NaH (0.15 g, 2.5 eq) y dibromometano (0.56 g, 1.3 eq)
durante 3 h. El crudo de reaccion se purifico por CF

(hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.37 g, 71% como sélido blanco;

p.f. 220-222 °C; el espectro de RMN 'H se muestra en la
Figura 27 ver Anexo [64].

(3R",9S)-5"-Fluoro-1'-metil-2’-oxospiro[ciclopropano-1,3-  indolina]-2-
carbonitrilo, (3 R’,9S)-10b

Preparado del fluorooxindol 9b (0.5 g, 2.45 mmol) por
reaccion con NaH (0.15 g, 2.5 eq) y dibromometano (0.56 g,

1.3 eq) durante 3 h. El crudo de reaccién se purifico por CF

(hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.1 g, 18% como sélido blanco;
p.f. 239-240 °C; R; = 0.54 (hexano/AcOEt 1:1); IR (CHCls) Vmax 2248 (CN), 1716
(CO) cm™; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) 216 [M+] (100), 189 (63). RMN *H y *C ver

Tablas 9 y 15 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN 'H se muestra en la

Figura 28, ver Anexo.

(3R",9R)-1'-Bencil-5'-Fluoro-2"-oxospiro[ciclopropano-1,3’ -indolina]-2-
carbonitrilo, (3 R’,9R")-10c

Preparado del fluorooxindol 9¢ (0.5 g, 1.79 mmol) por
reaccion con NaH (0.11 g, 2.5 eq) y dibromometano (0.33
g, 1.3 eq) durante 3 h. El crudo de reaccién se purifico por
CF (hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.3 g, 56.5% como sdélido
amarillo; p.f. 147-148 °C, el espectro de RMN 'H se

muestra en la Figura 29 ver Anexo [64].




(3R",9S")-1"-Bencil-5'-Fluoro-2’-oxospiro[ciclopropano-1,3’  -indolina]-2-
carbonitrilo, (3 R’,9S)-10c

Preparado del fluorooxindol 9¢ (0.5 g, 1.79 mmol) por
reaccion con NaH (0.11 g, 2.5 eq) y dibromometano (0.33
g, 1.3 eq) durante 3 h. El crudo de reaccién se purifico por
CF (hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.11 g, 23.5% como una

miel de color naranja; el espectro de RMN 'H se muestra

en la Figura 30 ver Anexo [64].

(3R",9R)-5'-Fluoro-1'-(4-metoxibencil)-2’-oxospiro[ciclopr ~ opano-1,3'-
indolina]-2-carbonitrilo, (3 R’,9R’)-10d

Preparado del fluorooxindol 9d (0.5 g, 1.6 mmol) por
reaccion con NaH (0.1 g, 2.5 eq) y dibromometano
(0.3 g, 1.3 eq) durante 3 h. El crudo de reaccion se
purifico por CF (hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.38 g,
71 % como sélido de color blanco; p.f. 133-135 °C; Rf
= 0.48 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCls) Vmax 2248 (CN), 1716 (CO) cm™; CG-EM
(IE, 70 eV): m/z (%) 322 [M+] (9), 121 (100). RMN *H y *3C ver Tablas 9 y 15

respectivamente (Anexo); el espectro de RMN *H se muestra en la Figura 31, ver

Anexo.

(3R’,9S")-5"-Fluoro-1'-(4-metoxibencil)-2’-oxospiro[ciclopr opano-1,3'’-
indolina]-2-carbonitrilo, (3 R’,9RS’)-10d

Preparado del fluorooxindol 9d (0.5 g, 1.6 mmol) por
reaccion con NaH (0.1 g, 2.5 eq) y dibromometano
(0.3 g, 1.3 eq) durante 3 h. El crudo de reaccion se
purific6 por CF (hexano/AcOEt 9:1) para dar 0.08 g,

14 % como una miel de color amarillo; Rf = 0.43
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(hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCls) Vmax 2250 (CN), 1720 (CO) cm™; CG-EM (IE, 70
eV): m/z (%) 322 [M+] (10), 121 (100). RMN *'H y **C ver Tablas 9 y 15
respectivamente (Anexo); el espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 32, ver

Anexo.

8.4 Sintesis de las 2-oxohomotriptaminas 2a-2e, 29 y
espiroacetamidas anti-3a-3e, anti-3g

A una solucién de anti-10a-10e, anti-10g en Ac,O se le adiciond Ni-Raney. La
mezcla resultante fue hidrogenada en una bomba Parr a 3 atm de H; (44 psi)
durante 6 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccién, la mezcla
fue filtrada a través de Celita y concentrada a presion reducida. El residuo fue
disuelto con AcOEt (50 mL), lavado con agua, solucion saturada de NaCl, secado
sobre Na,SO,4, concentrado a presion reducida y purificado por CF para dar las 2-
oxohomotriptaminas 2a-2e, 2g Yy espiroacetamidas anti-3a-3e, anti-3g

correspondientes.

N-(3-[1,5-Dimetil-2-oxoindolin-3-ilpropil)acetamida , 2a y N-([1’,5-Dimetil-2’-

oxospiro(ciclopropano-1,3’-indolin)-2-iljmetil)acet amida, anti-3a

A una solucién de anti-10a (0.2 g, 0.94 mmol) en 8 mL de Ac,0 se le adicionaron
550 mg de Ni-Raney y se someti6 a hidrogenacion en una bomba Parr a 45 libras
por pulgada (psi) durante 6 h. El residuo obtenido se purific6 por CF
(CH2CI2/MeOH 99:1) recuperandose la mezcla 6:1 de 2a con anti-3a (0.22 g, 90%)
como una miel de color amarillo.

NHCome| Para 2a: Ry = 0.25 (CH.Cl,/MeOH 9:1); CG-EM (IE,
70 eV): m/z (%) 260 [M+] (77), 201 (100), 174 (88);

Me RMN *H y *3C ver Tablas 10 y 16 respectivamente
o
N (Anexo); el espectro de RMN *H se muestra en la
Me Figura 33, ver Anexo.
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NHCOMe

N-(3-[5-Fluoro-1-metil-2-oxoindolin-3-il]propil)acet

NHCOMe

N
\
Me

Para anti-3a: Ry = 0.25 (CH,Cl,/MeOH 9:1); CG-EM
(IE, 70 eV): m/z (%) 258 [M+] (59), 199 (44), 187 (55),
174 (100); RMN 'H y '3C ver Tablas 16 y 22
respectivamente (Anexo); el espectro de RMN *H se

muestra en la Figura 33, ver Anexo.
amida, 2b

A una solucion de anti-10b (0.2 g, 0.93 mmol) en 8
mL de Ac,0 se le adicionaron 550 mg de Ni-Raney y
se sometio a hidrogenacién en una bomba Parr a 45
psi durante 6 h. El residuo se purifico por CF
(CH2Cl,/MeOH 99:1) para dar 0.23 g, 93% como una

miel de color amarillo; el espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 34, ver

Anexo [64]

N-(3-[1-Bencil-5-fluoro-2-oxoindolin-3-il]propil)ace

NHCOMe

tamida, 2¢

A una solucién de anti-10c (0.2 g, 0.68 mmol) en 8
mL de Ac,0 se le adicionaron 500 mg de Ni-Raney y
se sometio a hidrogenacion en una bomba Parr a 45
psi durante 6 h. El residuo se purifico por CF
(CH.Cl,/MeOH 99:1) para dar 0.23 g, 97% como una
miel de color amarillo. Rt = 0.53 (CH,Cl,/MeOH 9:1);
IR (CHCl3) Vmax 2248 (CN), 1716 (CO) cm™; CG-EM

(IE, 70 eV): m/z (%) 340 [M+] (100), 281 (74), 254 (25). RMN *H y *C ver Tablas

10 y 16 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN *H se muestra en la Figura

35, ver Anexo.
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N-(3-[5-Fluoro-(4-metoxibencil)-2-oxoindolin-3-iljpr ~ opil)acetamida, 2d

NHCOMe| A una solucion de anti-10d (0.62 mmol) en 8 mL de
Ac,0 se le adicionaron 500 mg de Ni-Raney y se
sometidé a hidrogenacion en una bomba Parr a 45 psi
N durante 6 h. El residuo se purific6 por CF
(CH.CI,/EtOH 98:2) para dar 0.21 g, 92% como una
miel de color amarillo. Rt = 0.54 (CH,Cl,/MeOH 9:1);
o IR (CHCI3) Vmax 2248 (CN), 1716 (CO) cm™; CG-EM
\ (IE, 70 eV): m/z (%) 370 [M+] (9), 121 (100). RMN *H
y 13C ver Tablas 10 y 16 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN *H se

muestra en la Figura 36, ver Anexo.
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8.5 Sintesis de los precursores de los propionitril indoles 13a, 13b

2-(5-Fluoro-1 H-indol-3-il)acético acido, 11a

coon| EN un matraz redondo provisto de agitacion mecanica y
F refrigerante, se coloco el 5-fluoro-3-acetonitrilindol 7a (1 g,

5.75 mmol), se adicionaron 50 mL de KOH 20%. La mezcla

de reaccibn se calentdé bajo reflujo durante 5 h.

Transcurrido el tiempo de reaccién se dejo enfriar y se adicioné HCI 1 M hasta pH
4-5. La mezcla se extrajo con AcOEt (3 x 25 mL), las fases organicas se
combinaron y lavaron con solucién saturada de NaCl (3 x 25 mL), secaron sobre
Na,SO, anhidro, filtraron y evaporaron bajo presion reducida. El residuo se purifico
por cromatografia flash (CF), para dar 1.16 g, 95 % como sélido de color café claro
[68].

8.5.1 Sintesis de indolalcoholes 12a-12b

En un matraz de 3 bocas provisto de refrigerante, agitador y corriente continua de
argon, enfriado en bafio de hielo, se colocd, en condiciones anhidras, LiAlH; y
THF anhidro. A esta solucion y bajo agitacion mecénica se adiciond el
indolacidoacético 11a-11b en THF anhidro. La mezcla de reaccion se calenté a
reflujo por 3 h. Transcurrido el tiempo de reaccién se enfrio a 0 °C y se agreg6
lentamente AcOEt y agua. La suspension resultante se filtr0 y se extrajo con
AcOEt (3 x 25 mL), las fases organicas se combinaron y lavaron con solucion
saturada de NaCl (3 x 25 mL), secaron sobre Na,SO, anhidro, filtraron y
evaporaron bajo presion reducida. El residuo se purifico por cromatografia flash
(CF).
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2-(5-Fluoro-1 H-indol-3-il)etanol, 12a

OH| Preparado de 11a (0.5 g, 2.59 mmol) por reaccion con 0.9 g
de LiAlH4 en 70 mL de THF anhidro, a reflujo durante 3 h. El
crudo de reaccion se purificé por CF (hexano/AcOEt 7:3)

F

H para dar 0.42 g, 90% como sélido cristalino [69].

2-(1H-Indol-3-il)etanol, 12b

OH| Preparado del indol-3-acidoacético 11b (0.5 g, 2.85 mmol) por
reaccion con 0.8 g de LiAlH4 en 70 mL de THF anhidro, a reflujo

N\ durante 3 h. El crudo de reaccion se purificOo por CF

(hexano/AcOEt 7:3) para dar 0.42 g, 92% como solido cristalino

Iz

[70].

8.6 Sintesis de los propanenitrilindoles 13a-13b

En un matraz de 3 bocas provisto de refrigerante, agitador y corriente continua de
argon, enfriado en bafio de hielo, se coloco, en condiciones anhidras, el alcohol
12a-12b, trietilamina (2 equiv) y CH.Cl, anhidro. A la solucién resultante se le
adiciono cloruro de tosilo (TsCl, 2 equiv) y la mezcla de reaccion se dejo bajo
agitacion 30 min. Transcurrido el tiempo de reaccion se adicion6 NaOH 2 M y se
extrajo con CHCl, (3 x 25 mL), las fases organicas se combinaron y se lavaron
con agua (3 x 25 mL), se secaron sobre Na,SO, anhidro, se filtraron y evaporaron
bajo presion reducida. El residuo obtenido se disolvié en DMSO anhidro, se coloco
en un matraz redondo provisto de agitacion mecanica y refrigerante, se adiciono
KCN y se calentd a 100 °C durante 1 h. Transcurrido el tiempo de reaccion la
mezcla fue diluida con agua-hielo y se extrajo con CHCI3 (3 x 25 mL), las fases
organicas se combinaron y lavaron con agua (3 x 25 mL), secaron sobre Na,SO,
anhidro, filtraron y evaporaron bajo presion reducida. El residuo se purifico por

cromatografia flash (CF).
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3-(5-Fluoro-1 H-indol-3-il)propanenitrilo, 13a

CN| Preparado de 12a (0.5 g, 2.79 mmol) por reaccion con
trietilamina (0.9 mL, 6.6 mmol), TsCI (1.2 mL, 6.5 mmol) en

F
A\ 20 mL de CH,ClI;, anhidro, durante 30 min. Posteriormente se
H hizo reaccionar con KCN (0.27 g, 4.2 mmol) en 20 mL de

DMSO anhidro a 100 °C durante 1 h. El crudo de reaccién se purifico por CF
(hexano/AcOEt 7:3) para dar 0.37 g, 70% como solido naranja [71].

3-(1H-Indol-3-il)propanenitrilo, 13b

CN| Preparado de 12b (0.5 g, 3.1 mmol) por reaccion con trietilamina
(2 mL, 7.1 mmol), TsCI (1.3 mL, 7.1 mmol) en 20 mL de CHxCl,

A\ anhidro, durante 30 min. Posteriormente se hizo reaccionar con
ﬂ KCN (0.31 g, 4.7 mmol) en 20 mL de DMSO anhidro a 100 °C

durante 1 h. El crudo de reaccién se purificé por CF (hexano/AcOEt 7:3) para dar
0.34 g, 65% como sélido naranja [71].

8.7 Sintesis de las homotriptaminas 1a-1c

En un matraz redondo provisto de agitacion mecéanica, bafio de hielo y
refrigerante, se vertido una solucion de 13a-13b en 7 mL de CH,Cl,, posteriormente
se adicion6 13 mg de (t-Bu)sNHSO4, 4 mL de KOH 20% y 1.3 equivalentes de
PreBr. La mezcla de reaccion se dejo agitando a temperatura ambiente durante 5
h. Después de concluido dicho tiempo, la mezcla de reaccion se extrajo con
CH.Cl, (3 x 25 mL), lavod con soluciéon saturada de NacCl (3 x 20 mL), sec6 sobre

Na,SO, anhidro y evaporé a vacio en un rotavapor.
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3-(5-Fluoro-1-[3-metilbut-2-en-1-il]-1 H-indol-3-il)propanenitrilo, 14a

Preparado de 13a (0.2 g, 1.06 mmol) por reaccién con PreBr

& (0.127 mL, 1.39 mmol) en 7 mL de CH)Cl,, 13 mg de (t-

F N Bu)sNHSO, y 4 mL de KOH 20% durante 5 h. el residuo
N obtenido se purificé por CF obteniéndose 0.21 g, 78 % como

una miel naranja. Ry = 0.6 (MeOH/Et3N 95:5); IR (CHCI3) Viax

\ 2248 (CN) cm™; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) 256 [M+] (28),

216 (27), 148 (100). RMN 'H y *C ver Tablas 11 y 17
respectivamente (Anexo); el espectro de RMN *H se muestra en la Figura 37, ver

Anexo.

3-(1-[3-metilbut-2-en-1-il]-1 H-indol-3-il)propanenitrilo, 14b

Preparado de 13b (0.2 g, 1.17 mmol) por reaccidon con PreBr

& (0.19 mL, 1.52 mmol) en 7 mL de CH)Cl,, 13 mg de (t-

\ Bu);,NHSO, y 4 mL de KOH 20% durante 5 h. el residuo

N obtenido se purificd por CF obteniéndose 0.2 g, 73 % como una

miel naranja. R = 0.65 (MeOH/Et3N 95:5); IR (CHCI3) Vimax 2248

\ (CN) cm™; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) 238 [M+] (30), 198 (19),
130 (100).

8.7.1 Procedimiento general para la sintesis de las  homotriptaminas l1a-1c

En un matraz redondo provisto de agitaciéon mecanica se coloc6 KBH,4, Ni-Raney y
etanol seco. Posteriormente se adiciond el propanenitrilindol 13a, 14a o 14b. La
mezcla de reaccion se dejo agitando a temperatura ambiente durante 1 h. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion, la mezcla fue filtrada a través de Celita y
concentrada a presion reducida. El residuo fue disuelto con AcOEt (50 mL), lavado
con agua, solucién saturada de NaCl, secado sobre Na,SO, y concentrado a

presion reducida. El residuo fue purificado por CF.
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3-(5-Fluoro-1 H-indol-3-il)propan-1-amina, 1a

NH,

Iz

Preparado de 13a (0.2 g, 1.06 mmol) por reaccion con
KBH, (0.23 g, 4.24 mmol) y Ni-Raney (0.07 g, 1.06 mmol)
en 6 mL de etanol seco. El residuo obtenido se purifico
por CF (MeOH/AcOEt 4:1) para dar una miel amarilla
(0.19 g, 91 %) [71].

3-(5-Fluoro-1-[3-metilbut-2-en-1-il]-1 H-indol-3-il)propan-1-amina, 1b

NH,

Preparado de 14a (0.2 g, 0.78 mmol) por reaccion con
KBH, (0.17 g, 3.12 mmol) y Ni-Raney (0.05 g, 0.78 mmol)
en 4 mL de etanol seco. El residuo obtenido se purifico
por CF (MeOH/AcOEt 4:1) para dar una miel amarilla
(0.18 g, 89 %). R; = 0.22 (MeOH/EtsN 95:5); IR (CHCls)
Vmax 2248 (NH) cm™; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) 260
[M+] (53), 243 (58), 217 (76), 148 (100). RMN *H y *3C

ver Tablas 12 y 18 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN 'H se muestra

en la Figura 38, ver Anexo.

3-(1-[3-metilbut-2-en-1-il]-1 H-indol-3-il)propan-1-amina, 1c

Preparado de 14b (0.2 g, 0.84 mmol) por reaccion con KBH,4

NH,
(0.18 g, 3.36 mmol) y Ni-Raney (0.05 g, 0.84 mmol) en 4 mL
A de etanol seco. El residuo obtenido se purific6 por CF
N (MeOH/ACOEt 4:1) para dar una miel amarilla (0.17 g, 86 %).
ﬁ

R = 0.2 (MEOH/Et;N 95:5); IR (CHCl3) Vimax 2248 (NH) cm™.
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8.8 Sintesis de los imidazolinilindoles 4a, 4b

En un matraz redondo provisto de agitacion mecanica y refrigerante, se coloco el
propanenitrilindol 13 y azufre, posteriormente se adicioné etilendiamina. La mezcla
resultante se calento a reflujo por 4 h. Transcurrido el tiempo de reaccion se dejo
enfriar, el exceso de etilendiamina se removio a presion reducida. y el residuo se
disolvié en CHCI3; (10 mL). La mezcla se lavd con agua y la fase organica se seco
sobre Na,SO, anhidro, se filtr6 y evapordé bajo presion reducida. El residuo

obtenido se purifico por cromatografia flash (CF).

3-(2-[4,5-Dihidro-1 H-imidazol-2-il]etil)-5-fluoro-1 H-indol, 4a

Preparado de 13a (0.2 g, 1.06 mmol) por reaccion con
N—NH| etilendiamina (1.6 mL, 23.9 mmol) y azufre (0.008 g, 0.27

mmol) a reflujo durante 4 h. El residuo obtenido se purificd

F
A\ por CF (MeOH/ACOEt 4:1) para dar 0.22 g, 89 % como
” una miel amarilla; pf 126-128 °C. Ry = 0.22 (MeOH/Et;N

95:5; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) 232 [M+] (100), 148 (17). RMN *H y *3C ver
Tablas 13 y 19 respectivamente (Anexo); el espectro de RMN *H se muestra en la

Figura 39, ver Anexo.

3-(2-[4,5-Dihidro-1 H-imidazol-2-il]etil)-1 H-indol 4b

Preparado de 13b (0.2 g, 1.18 mmol) por reaccion con
\_NH| etilendiamina (1.6 mL, 23.9 mmol) y azufre (0.008 g, 0.27
mmol) a reflujo durante 4 h. El residuo obtenido se purifico por
A\ CF (MeOH/AcOEt 4:1) para dar 0.21 g, 85 % como una miel

amarilla; el espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 40,

Iz

ver Anexo [72].
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9. PARTE EXPERIMENTAL BIOLOGICA

9.1 Materiales y métodos

9.1.1 Materiales

Las soluciones se hicieron con agua destilada. EI KCI, MgSO,4, NaCl, KH,POy,,
NaHCOg3;, CaCl,, dextrosa y sacarosa, se adquirieron de JT Baker Chemical
(México). HEPES vy fluoxetina fueron adquiridos de Sigma (México). La [3H]5-HT
(100 Ci/mmol) fue comprada a Perkin Elmer. Los compuestos imidazolilindoles 1,
homotriptaminas 2 y la fluoxetina se diluyeron en buffer de Krebs-HEPES. Todos
los experimentos se controlaron por los efectos del vehiculo (DMSO). El buffer de
Krebs-HEPES contiene 127 mM NacCl, 3.73 mM KCI, 1.18 mM MgSO,, 1.18 mM
KH,PO4, 1.80 mM CaCl,, 20 mM HEPES (pH 7.4), 11 mM dextrosa, 0.1% acido
ascorbico (saturada con 95% O,, 5% CO, por al menos 10 min antes de su uso).
El buffer de sacarosa contiene 300 mM sacarosa 'y 10 mM HEPES (pH 7.4)

9.1.2 Animales

Todos los procedimientos que requirieron el uso de animales cumplen con las
normas institucionales, en estricto apego con la regulacion oficial Mexicana (NOM-
062-Z00-1999) referente a las especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de animales de laboratorio.

9.1.3 Preparacion de sinaptosomas

Los sinaptosomas se obtuvieron a través de una centrifugacion diferencial usando
gradientes de sacarosa de acuerdo a un procedimiento modificado de Autilio et al.
[63]. Las ratas macho de la cepa Wistar (180-220 g) se sacrificaron por

decapitacion. Se extrajo el cerebro, se obtuvieron rebanadas del cerebro por
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medio de un vibratomo y se seccion0 la parte correspondiente a la corteza
cerebral. El tejido obtenido, que se mantuvo a 4 °C durante todo el proceso, se
homogeniz6é en sacarosa 0.32 M, utilizando un homogenizador de émbolo de
Teflon (WiseStir, México). EI homogenado obtenido se centrifugd a 3000 rpm
durante 15 min. El sobrenadante se centrifugé a 15000 rpm durante 35 min, una
vez concluido el tiempo se elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendio
en sacarosa 0.32 M, se verti6 a un tubo conteniendo sacarosa 0.8 M y se
centrifugd a 15000 rpm durante 35 min. Tras centrifugar, se elimind el
sobrenadante y se recuperd el precipitado correspondiente a la fraccion
sinaptosomal (Yura et al., 1996). Una vez obtenidos los sinaptosomas, estos
fueron activados resuspendiéndolos en una solucion de Krebs-HEPES e
incubandolos a 37 °C durante 10 min para su posterior uso en los experimentos

realizados en este estudio.

9.1.4 Determinacion del tiempo éptimo de captura de 5-HT

Una vez activados los sinaptosomas, se adicionaron 252 pl a cada tubo de
ensayo (24 tubos, 4 por cada tiempo) y posteriormente se agregaron 50 /i de
[*H]5-HT, para una concentracion final de 15 nM. Los tubos se incubaron a 37 °C a
diferentes tiempos (1, 2, 4, 5, 10 y 15 min) por cuadruplicado y se continué con el

procedimiento descrito en 2.2.5.

9.1.5 Determinacion de la inhibicion de la captura  de 5-HT

La inhibicién de [*H]5-HT se evalu6é de acuerdo al método general descrito por
Bolden-Watson and Richelson (Bolden-Watson and Richelson 1993) con varias
modificaciones. Las soluciones de prueba de 0.252 mL conteniendo las
homotriptaminas 1, imidazolinas 4, en cuatro concentraciones (10 nM-10 uM) 6

como referencia la fluoxetina en 5 concentraciones (1 nM-10 uM) y la suspension
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de sinaptosomas (concentracion final: 0.6 mg proteina/mL) en una solucion de
Krebs-HEPES fueron preincubadas por 15 min a 37 °C en tubos de polipropileno
(Wheaton Science Products, México) colocados en un bafio de agua con agitacion
(Precision, Dubnoff Metabolic Shaking Incubator). Después del periodo de
incubacién la captura de la monoamina (5-HT) se inici6 por adicién de 15 nM
[*H]5-HT (actividad especifica: 12 Ci/mmol), y se continué a 37 °C por 7 min. La
captura de 5-HT se detuvo inmediatamente colocando los tubos de ensayo en un
bafio de hielo. El contenido de los tubos de prueba fue vaciado rapidamente sobre
filtros Whatman GF/B (Whatman, México) preabsorvidos en polietilenimida [0.1%
(v/v) para reducir la union no-especifica y fueron filtrados en una harvester M-24
(Biomedical Research, México). Los filtros fueron lavados en una solucion enfriada
en hielo Krebs-HEPES (7mL) para eliminar el exceso de la marca radiactiva, y
colocados en viales de centelleo de 20 mL. Después, se adicion6 un cocktail de 7
mL de liquido de centelleo (tritdn X-100, tolueno, PPO, POPOP) y la reactividad de
la muestra (retenida en el filtro) se midi6 en un contador de centelleo liquido
Beckman LS6500 (Beckman Instruments), siguiendo los procedimientos de control
estandar.

Se llevaron a cabo experimentos control en paralelo al reemplazar los compuestos
la, 1b, 4a y 4b con solucién buffer Krebs-HEPES 6 con solucion buffer Krebs-
HEPES y vehiculo (DMSO). La evaluacién de la funcionalidad del SERT en
condiciones de medio libre de Na* consistié en incubar por 10 min a 37 °C la
suspension de sinaptosomas en una solucion de Krebs-HEPES en la que se
reemplazé el NaCl (127 mM) por CholCl (127 mM CholCl). La sensibilidad del
método se evalud por medicion de la influencia de la fluoxetina (SSRI) bajo las

condiciones descritas anteriormente

La captura no-especifica (esto es, el transporte no-especifico y la unidon no
especifica de [°H]5-HT) se determiné por ensayos ejecutados en paralelo a 0 °C,

una temperatura a la cual los SERT se considera son inactivos. La captura

7



especifica de [°H]5-HT se estimé indirectamente por substraccién de la captura no-
especifica de la captura total determinada a 37 °C.

En estos experimentos, la actividad inhibitoria de los compuestos probados (1a,
1b, 4a, 4b y fluoxetina) se expresa como Clsg, i.e., la concentracion de estos
compuestos requerida para reducir en 50% la captura de [°*H]5-HT, estimada por
regresion lineal de minimos cuadrados con X = concentracion log molar de los
compuestos probados y Y = respuesta farmacoldgica (% disminucion en el control
o en la captura de [°H]5-HT) obtenido por cada concentracion.

9.1.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de resultados se utilizé el programa GraphPad Prism,
version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California USA,
www.graphpad.com). Los datos son expresados como media = desviacion
estandar. El andlisis de los datos se realiz0 mediante la prueba unidireccional de
la varianza (ANOVA) seguido de una prueba de comparacion post hoc de
Bonferroni con el objetivo de determinar qué medias difieren significativamente
con respecto al control. Se considerd valor de significancia estadistica diferencias
con p< 0.05.
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11. ANEXO

11.1 Espectros y Tablas de RMN *Hy *C
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H de 9d en CDCls.
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H de (R',R")-10b en CDCls.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H de (R",S)-10b en CDCls.
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Figura 29. Espectro de RMN de *H de (R",R")-10c en CDCls.
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Figura 30. Espectro de RMN de *H de (R",S)-10c en CDCls.

94



NC,"’9 Ha
F. 4 NS
8
H
g "
7 N0
m
OMe
4 H, N-CH,
Ho
9 8 8,
"I A
A L,
7I.5 I 7I.O I 6I.5 I 6I.O I 5I.5 I 5I.O I 4I.5 I 4I.O I 3I.5 I 3I.O I 2I.5 2I.O
pPpmM

Figura 31. Espectro de RMN de 'H de (R',R")-10d en CDCls.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H de (R",S)-10d en CDCls.
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Figura 34. Espectro de RMN de *H de 2b en CDCls.
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Figura 35. Espectro de RMN de *H de 2c en CDCls.
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Figura 38. Espectro de RMN de *H de 1b en CDCls.
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H-2

N

CH,-CH, |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T
7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2
f1 (ppm}

Figura 39. Espectro de RMN de *H de 4a en CDCls.
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CH, H-9

H-8 CH,

[ —

¥ T ' T T ' T T T ¥ T ¥ T T T ' T T T T ¥ T . T T T ' T T T T T . T T T ’ . T
6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 42 4.0 3.8 36 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4
f1 (ppm)

Figura 40. Espectro de RMN de *H de 4b en CDCl;,
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Tabla 8. Datos de RMN de *H de los 3-acetonitriloxindoles N-alquilados 9a y 9d en CDCl; con TMS como referencia

interna. Desplazamientos quimicos (d) en partes por millon (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

9a: R; = Me, R, = Me

9d : R; = F, R, = p-MeOBn

H-3 H-4 H-6 H-7 H-8

9a 3.63 ABX 733s  7.16dd  6.77d  3.10, 2.67 ABX
9.4,47 - 7.9,1.8 8.6 17.0,9.4, 4.7

9d 3.74m 722m  6.95td  6.70dd  3.14, 2.80 ABX
- - 8.8,25 8541 17.0,85, 4.7

9a: §3.21 (3H, s, NCHs), 2.37 (3H, s, CHa)

9d: §7.21 (2H, m, Ho), 6.85 (2H, m, Hy), 4.88 y 4.81 (2H, AB, J = 15.7 Hz, NCH,), 3.76 (3H, s, OCH3)
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Tabla 9. Datos de RMN de *H de los espirociclopropiloxindoles anti/syn-10a, syn-10b, y anti/syn-10d en CDCl; con

TMS como referencia interna. Desplazamientos quimicos (8) en partes por millon (ppm) y constantes de

acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

10a 10b
R Me
R> Me Me pMeOBn
H-4 H-6 H-7 H-8anti H-8syn H-Oanti H-9syn
anti-10a & 7.01 da 7.18 dd 6.85d 1.86 dd 2.11dd - 2.43 dd
J 1.8 7.9,1.8 8.2 7.0, 4.7 9.4,5.3 - 9.4,7.0
syn-10a o 6.64 sm 7.14 dm 6.83d 1.96 dd 2.16 dd 2.29 dd -
J - 7.9 7.9 9.1,5.0 7.3,5.0 9.2,75 -
syn-10b & 6.60 dd 7.06 td 6.88 dd 1.99 dd 2.23 dd 2.33 dd -
J 7.6,2.6 8.5,2.6 8.6,4.0 9.2,53 7.6,5.3 9.2,75 -
anti-10d & 6.96 m 6.97 m 6.80m 1.92 dd 2.21dd - 2.54 dd
J - - - 7.1,5.2 9.6,5.2 - 9.6,7.1

Tabla 9. (Continta)
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H‘4 H‘6 H'7 H‘8anti H‘8syn H'ganti H'9syn

syn-10d & 6.58 dd 6.93td 6.78 dd 2.02 dd 2.28 dd 2.36 dd -

J 7.6,2.5 8.7,2.6 8.7,4.1 8.9,4.8 7.5,4.8 8.9,7.5 -

anti-10a: 63.27 (3H, s, NCH3), 2.37 (3H, s, CH3)

syn-10a: 03.31 (3H, s, NCHs3), 2.33 (3H, s, CH3)

syn-10b: 03.33 (3H, s, NCH5)

anti-10d: 07.23 (2H, m, H,), 6.87 (2H, m, Hy), 4.93 y 4.87 (2H, AB, J = 16.2 Hz, NCHy), 3.78 (3H, s, OCH>)
syn-10d: 87.27 (2H, m, H,), 6.86 (2H, m, Hy), 4.98 y 4.90 (2H, AB, J = 15.4 Hz, NCH,), 3.78 (3H, s, OCHs>)
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Tabla 10. Datos de RMN de 'H de las 3-propilacetamidas 2b-2d en CDCl; con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millén (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

NHCOMe

pMeOBn

H-3 H-4 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10 NH COMe

2b & 347t 7.00 m 6.99m 6.75m 1.98m 1.56 m 3.23m 6.15sa 1.96s
J 60 - - - - - - - -

2c o 356t 7.00 dd 6.85td 6.62dd 2.03m 1.58 m 3.24m 598sa 1.96s
J 5.9 7.6,3.4 94,24 8.2,4.1 - - - - -

2d & 3.54t 6.98ddd 6.86m 6.65dd 2.01m 1.58m 324m 585sa 196s
J 5.9 8.2, 2.3, - 8.5,4.1 - - - - -

1.2

2b: 63.19 (3H, s, NCHy)
Tabla 10. (Continta)
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2¢: 37.31 (2H, m, Hy), 7.27 (1H, m, Hy), 7.26 (2H, m, Ho), 4.92 y 4.85 (2H, AB, J = 15.82 Hz, NCH,)
2d: 57.21 (2H, m, Ho), 6.85 (2H, m, Hm), 4.85 y 4.78 (2H, AB, J = 15.24 Hz, NCHy), 3.77 (3H, s, C,OMe)
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Tabla 11. Datos de RMN de *H del 3-propionitrilindol 13a en CDCl; con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millén (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

H-2 H-4 H-6 H-7 H-8 H-9 NCH; CH= CHs; CHs

13a & 7.07s 7.16dd 6.95td 7.21dd 3.05t 2.65t 4.65d 5.34m 1.77s 1.81s

J - 95,25 89,25 89,44 7.0 7.0 6.9 - - -
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Tabla 12. Datos de RMN de 'H de la homotriptamina 1b en CDCl; con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millén (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

H-2 H-4 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10 NCH; CH= CH3 CHs

b o 691s 7.16dd 6.90td 7.16dd 272 185m 2.78 4.59 d 532m 1.75s 1.79s

m m

J - 99,24 92,23 99,45 - - - 6.9 - - -
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Tabla 13. Datos de RMN de *H del imidazolinilindol 4a en CHsCOOD y del imidazolinilindol 4b en CD3;OD con TMS

como referencia interna. Desplazamientos quimicos (d) en partes por millébn (ppm) y constantes de acoplamiento (J)

en Hertz (Hz).

4a:R;=F
4b : Ry = Me
H-2 H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 H-12 H-12
4da  § 7.22s 7.23 dd - 6.90 td 7.33dd 312t 296t 39s 39s
J - 9.8,25 - 9.2,25 8.8,4.2 7.8 7.8 - -
4 o5 7.06s 7.59ddd 7.03td 7.11td 7.35ddd 3.10t 260t 3.25t 2.70 t
J - 78,12,09 70,12 70,13 81,1209 7.2 7.2 6.0 6.2
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Tabla 14. Datos de RMN de **C de los 3-acetonitriloxindoles N-alquilados 9a y 9d en CDCl; con TMS como

referencia interna. Desplazamientos quimicos (d) en partes por millén (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en

Hertz (Hz).

9a: R; = Me, R, = Me

9d : R; =F, R; = p-MeOBn

C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 CN

9a 1740 413 1256 1248 132.7 1294 108.2 1416 18.7 117.2

9d 1739 416 1270 1126 160.8 1158 110.3 139.2 189 116.7

9a: Ry; §26.3 N-CHg, 20.9 CHs
9d: Ry 159.2 (Cp), 128.6 (2C,), 126.8 (C)), 114.2 (2Cy), 55.2 (OMe), 43.6 (NCH,)
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Tabla 15. Datos de RMN de *3C de los espirociclopropiloxindoles anti/syn-10a, syn-10b, y anti/syn-10d en CDClz con

TMS como referencia interna. Desplazamientos quimicos (8) en partes por millon (ppm) y constantes de

acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

10a 10b 10d
R Me F F
R> Me Me pMeOBn
C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-9 CN

anti-10a 172.8 31.6 124.0 121.6 1325 129.0 108.3 1417 21.2 146 116.9
syn-10a 1714 31.8 126.0 119.6 132.2 129.0 108.4 141.7 21.0 149 116.0
syn-10b 1711 32.1 127.6 1074 160.0 1152 1094 1400 21.3 153 1155
anti-10d 172.7 31.8 1258 1095 160.6 1152 1103 139.1 21.8 151 1164
syn-10d 1712 32.1 127.7 1075 160.6 1151 1104 139.1 215 156 1155

anti-10a: 626.8 (NCHj3), 21.1 (CH5)
syn-10a: 026.8 (NCHgs), 21.0 (CHa)

syn-10b: 027.0 (NCHs)

Tabla 15. (Continta)
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anti-10d: 6159.2 (Cp), 128.7 (2C,), 127.0 (C)), 114.2 (2Cyy), 55.2 (OCHs), 44.1 (NCH)
syn-10d: 6159.2 (Cy), 128.9 (2Co), 127.2 (C)), 114.2 (2Cp), 55.2 (OCHs), 44.1 (NCHy),
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Tabla 16. Datos de RMN de **C de las 3-propilacetamidas 2b-2d en CDCl; con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millén (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

NHCOMe
2b 2c 2d
R1 F F F
R, Me Bn pMeOBn

C-2 C3 C(C-3a C+4 C-5 C-6 Cc-r C-7a C-8 C9 C-10 C=O0 COMe

2b 1773 452 130.2 112.1 160.7 114.2 1084 1400 275 255 389 1703 231
2c 1774 452 130.2 1121 160.7 1142 1095 139.0 276 256 39.0 170.2 231

2d 1774 452 130.2 1121 160.7 1142 1095 139.1 276 256 39.0 1701 23.2

2b: 526.2 (NCHa)
2¢: 5135.4 (C)), 128.7 (Cm), 127.9 (Cy), 127.1 (C,), 43.7 (NCH,)
2d: 0159.0 (Cy), 128.6 (C,), 127.5 (Cy), 114.1 (Cpy), 55.2 (C,OMe), 43.2 (NCH,)
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Tabla 17. Datos de RMN de ®*C del 3-propionitrilindol 13a en CDCl; con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millén (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-9 CN

13a 127.0 1109 1275 103.3 159.2 110.3 110.6 1329 215 18.7 119.6

13ab: 6136.8 (C=), 119.4 (CH=), 44.3 (N-CH,), 25.6 (CH3), 18.0 (CHy)
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Tabla 18. Datos de RMN de '*C de la homotriptamina 1b en CDCl; con TMS como referencia interna.

Desplazamientos quimicos (&) en partes por millén (ppm) y constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-9 C-10

1b 126.3 1144 128.2 1039 1589 109.7 110.0 1329 223 322 415

1b: 5136.1 (C=), 119.9 (CH=), 44.1 (N-CH,), 25.6 (CHs), 17.9 (CHs)

118



Tabla 19. Datos de RMN de **C del imidazolinilindol 4a en CHzCOOD y del imidazolinilindol 4b en CDsOD con TMS

como referencia interna. Desplazamientos quimicos (8) en partes por millébn (ppm) y constantes de acoplamiento (J)

en Hertz (Hz).

da:Ry=F
4b: Ry =H
cC2 C3 C3 C4 C5 C6 C7 C7a C8 C9 C10 C-12
4a 1255 113.1 1282 103.8 160.2 110.9 1134 1341 224 283 1721 455
4b 1239 1158 129.3 120.2 1204 1232 113.1 1389 234 392 1774 42.4
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