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Disefio y desarrollo de nuevos ligandos a receptores de melatonina

SUMMARY

Melatonin (MLT) is a neurohormone mainly secreted by the pineal gland following a
circadian rhythm. Numerous physiological effects of MLT are mediated via activation of
the high-affinity G-protein-coupled MT1 and MT2 receptors subtypes, such as immune
system regulation, blood pressure control, bone formation, and neuronal firing
modulation. Therefore, current efforts in the drug discovery of melatoninergic drugs
are directed towards the development of selective agonists and antagonists of MT1
and MT2 receptors. In this context, Computed Assisted Drug Design (CADD) has
become a widely used tool because it offers great promise to drastically reduce costs

and time requirements for discovery of a potent drug.

In this work, experimental and theoretical studies have been devoted to the synthesis
and development of alternate molecules capable of mimicking the MLT effects. For this
purpose, ligand-based virtual screening methods were used aiming to explore essential
features required for melatoninergic activity and to determine important interaction
patters between melatonin receptors and ligands. The 3D structures of the MT1 and
MT2 receptors were designed by homology, using the crystallographic coordinates of

B2-adrenergic receptor (PDB 2RH1) as the template.

For ligand-based pharmacophoric modeling, high-affinity ligands were used as query
molecules. Molecular modeling studies using the Polarizable Continuum Model (PCM),
predicted that the most stable conformers of isotriptamines 1a-1d meet the
requirements for the antagonistic pharmacophore hypothesis. In order to investigate
the binding interactions between N-carbomethoxy isotryptamines 9a-9d and the active
sites of both MT1 and MT2 receptors, molecular docking simulations were carried out
using the Autodock tool. From these studies it was clear that isotryptamines 9a-9d
have higher binding affinities for the MT1 receptor than for the MT2 receptor. They
also show binding free energies that are better than that resulting from the luzindole
(selective antagonist) when docked with the MT1 receptor. The predominant

interactions in the complex formed between 9a-9d and MT1 were of the hydrophobic



Disefio 'y desarrollo de nuevos ligandos a receptores de melatonina
binding nature, while the stabilization of the complex formed between 9a-9d and MT2

was a combination of a network of hydrogen bonds and hydrophobic interactions

Based on these CADD studies, the novel 2-(N-acylaminoalkyl)indoles 1 and 9 (Figure J),
characterized by its good in silico predicted antagonist melatoninergic activity, were
synthesized. Subsequent integration of these studies with experimental routines might

be performed later.

Rs Rs
2 2
Q_\/{M}‘HCOMG Q_Q(\NHCOMe
T )
R MeO,c ~ CO2Me
1 9
n R1 R2 R3 R2 R3
1a 2 H Bn H 9a Bn H
b | 2 H  pOMeBn H 9b | pOMeBn H
1c | 2 H Bn OMe 9c Bn OMe
1d 2 H EtPh H 9d EtPh H

1e 2 Me pOMeBn H

1f 1 H pOMeBn

T

19 1 Me pOMeBn H

Figure 7 Novel 2-(NV-acylaminoalkyl)indoles 1 and 9
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RESUMEN

La melatonina (MLT) es una neurohormona secretada principalmente por la glandula
pineal siguiendo un ritmo circadiano. Numerosos efectos fisiolégicos de la MLT son
mediados a través de la activacion de los subtipos de receptores MT1y MT2 acoplados
a proteinas G, tales como la regulacion del sistema inmune, control de la presion
arterial, la formacién de hueso y la modulacion del disparo neuronal. Por tales motivos,
los esfuerzos actuales en el descubrimiento de farmacos melatoninérgicos estan
dirigidos al desarrollo de agonistas y antagonistas selectivos de los receptores MT1 y
MT2, ya sea como herramientas farmacoldgicas o terapéuticas. Bajo este contexto, el
disefio de farmacos asistido por computadora (<CADD>, por sus siglas en inglés) se ha
convertido en una herramienta ampliamente utilizada, ya que ofrece una gran promesa
de reducir drasticamente los costos y el tiempo requerido para el descubrimiento de
farmacos potenciales.

Este trabajo esta dirigido al disefio y sintesis de moléculas alternativas capaces de
imitar los efectos de la MLT mediante estudios tedricos y experimentales. Para este
propdsito, se emplearon métodos de exploracion virtual basados en ligandos
bioactivos, con el objetivo de explorar las caracteristicas esenciales requeridas para la
actividad melatoninérgica, asi como para determinar patrones de interaccién molecular
relevantes entre los receptores melatoninérgicos y los ligandos. Las estructuras 3D de
los receptores MT1 y MT2 se disefiaron por homologia, utilizando las coordenadas
cristalograficas del receptor B2-adrenérgico (PDB: 2RH1) como plantilla.

Para el modelado farmacoforico se utilizaron ligandos de alta afinidad como moléculas
de referencia. Los estudios de modelado molecular, usando el Modelo Continuo
Polarizable (<PCM>), predijeron que los conférmeros mas estables de las
isotriptaminas 1a-1d cumplen con los requisitos de la hipotesis farmacédfora
antagonista. Con el fin de investigar las interacciones de union entre las N-carbometoxi
isotriptaminas 9a-9d y los sitios activos de los receptores MT1 y MT2, se realizaron

simulaciones de acoplamiento molecular utilizando la herramienta Autodock. De estos
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estudios resultd claro que las isotriptaminas 9a-9d presentan afinidades de union mas
altas para el receptor MT1 que para el receptor MT2. También muestran energias libres
de unién que son mejores que aquellas que resultan del acoplamiento entre el luzindol
(antagonista selectivo) y el receptor MT1. Las interacciones predominantes en el
complejo formado entre 9a-9d y MT1 fueron de caracter hidrofobo, mientras que la
estabilizacion del complejo formado entre 9a-9d y MT2 fue una combinacién de una
red de enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofdbicas.

Basandose en estos estudios CADD, se sintetizaron los nuevos 2-(N-acilaminoalquil)
indoles 1y 9 (Figura /) que podrian actuar como antagonistas melatoninérgicos segun
las predicciones /n silico. La integracién subsecuente de estos estudios con rutinas

experimentales podria ser realizada posteriormente.

2 2
Q_QM}‘HCOMG \ NHCOMe
'}l ’ N CO,Me
R4 MeO,C 2
1 9
n Ry R, Rj Ro Rs
1a | 2 H Bn H 9a Bn H
b | 2 H  pOMeBn H 9b | pOMeBn H
1c | 2 H Bn OMe 9c Bn OMe
1d| 2 H EtPh H od EtPh H

1e 2 Me pOMeBn H

1f 1 H pOMeBn

T

19 1 Me pOMeBn H

Figure 7 2-(N-acilaminoalquil)indoles 1 and 9






Introduccion |1

1. INTRODUCCION

1.1 Diseino de Farmacos

Indiscutiblemente la naturaleza proporciona una fuente inagotable de compuestos
quimicos, muchos de los cuales son farmacolégicamente activos, que estan
distribuidos y son biosintetizados por diversas plantas, hongos, insectos y animales
superiores.! Por tanto, la importancia de los productos naturales radica en la propia
funcidn bioldgica en la que son biosintetizados, ya que pueden ser Utiles por: a) su
aplicacién directa como farmacos, 6) pueden ser utilizados en la produccion de
compuestos bioactivos novedosos por semisintesis, ¢ son utilizados como
herramientas farmacoldgicas en la identificacién y reconocimiento de enfermedades?
y d) son considerados como estructuras privilegiadas por tener la propiedad de ser
reconocidos bioquimicamente por multiples receptores proteicos y por lo tanto,
exhibir multiples actividades bioldgicas.> Con raras excepciones, las moléculas
disponibles para uso humano antes del siglo XX fueron obtenidas principalmente de
fuentes naturales y su aplicacién terapéutica fue relacionada por ensayo—error o
serendipia.* El concepto del disefio de farmacos cambié drasticamente con el
desarrollo de métodos de sintesis quimica y la evolucién de los métodos de

instrumentacién analitica.>

La sintesis quimica se convirtid en el punto convergente entre el descubrimiento de

nuevos farmacos y su aplicacién clinica,® papel que sigue desempefiando hoy en dia

! Bauer A., Bronstrup M., Industrial natural product chemistry for drug discovery and development. Nat Prod Rep
(2014), 31, 35-60.

2 Koehn F. E., Carter G. T., The evolving role of natural products in drug discovery. Nature Rev Drug Discov (2005),
4,206-220.

3 Welsch M. E., Snyder S. A., Stockwell B. R., Privileged scatfolds for library design and drug discovery. Curr Opin
Chem Biol (2010), 14, 347-36.

4 Drews J., Drug discovery: A historical perspective. Science (2000) 287, 1960-1964.

> Havlicek V. and Spizek J., Natural products analysis: Instrumentation, methods, and applications. John Wiley ¢
Sons (2014).

6 MacCoss M., Baillie T. A, Organic chemistry in drug discovery. Science (2004), 303, 1810-1813.
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ya que permite obtener farmacos basados en productos naturales que son escasos o
inaccesibles, asi como modificar las propiedades farmacocinéticas de moléculas ya
existentes. Sin embargo, la demanda industrial y el claro compromiso de ofrecer
farmacos mas selectivos, potentes, menos toxicos, en menor tiempo y a bajo costo
han propiciado una reconsideracion de los métodos tradicionales en el
descubrimiento de farmacos.” Para cumplir con estos retos fue indispensable
considerar un enfoque multidisciplinario que sustentd las bases para el disefio
racional de farmacos. Asi, el desarrollo de la biologia molecular y en particular de las
ciencias gendmicas, esta teniendo un profundo impacto en el descubrimiento de
biofarmacos (proteinas recombinantes y anticuerpos monoclonales) que han
enriquecido enormemente las opciones terapéuticas. Ademas, las ciencias gendémicas
junto con herramientas bioinformaticas y biomarcadores sintéticos, permiten
establecer la base genética de las enfermedades multifactoriales y determinar los
puntos mas adecuados de ataque para futuros medicamentos, aumentando el

numero de alternativas quimioterapéuticas.
1.1.1 Diseio Racional de Farmacos

El disefio racional de nuevos farmacos es cada vez mas popular y tiende a sustituir los
métodos clasicos en el que se sintetizan nuevas moléculas basadas en la intuicion
quimica y experiencia experimental. Existen varios factores que contribuyeron a la

preferencia del disefio racional en comparacién con el enfoque clasico:®

1. El avance de la bioinformatica;
2. El desarrollo de paquetes estadisticos que pueden incorporar bases de datos que
contienen datos tedricos y experimentales que son sometidos a la relacion

cuantitativa de estructura—actividad (métodos QSAR);

7 Cressey D., Traditional drug-discovery model ripe for reform. Nature (2011), 471, 17-18.
8 Hongmao S., A practical guide to rational drug design. Elsevier Ltd. (2015), ISBN: 978-0-08-100105-9.
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3. El desarrollo de nuevas técnicas experimentales de caracterizacion estructural de
objetivos bioldgicos (es decir, la cristalografia de rayos X y espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear, RMN);

4. Nuevas metodologias de calculos tedricos empleando mecanica molecular y
mecanica cuantica para la optimizacion de la geometria y el calculo de la energia
total del sistema ligando-receptor o individual;

5. La correcta caracterizaciéon molecular del mecanismo de accion de los farmacos,
gracias a los avances en enzimologia, biologia molecular, farmacocinética y
farmacodinamica; por mencionar sélo unos pocos campos representativos que
experimentaron grandes pasos en su desarrollo;

6. La aplicacion de metodologias de busqueda conformacional (Dindamica Molecular
y simulaciones por Monte Carlo);

7. Las simulaciones del sistema ADMET (adsorcion, distribuciéon, metabolismo,
excrecion y toxicidad) también han contribuido de manera significativa al

desarrollo de farmacos.

En general los factores enlistados previamente persiguen un objetivo comun,
fundamental para que el disefio de un farmaco sea exitoso; esto se refiere a
consolidar de manera efectiva la complementariedad fisicoquimica del complejo

ligando-receptor.

Ya que los receptores, o biomoléculas, juegan un papel critico en la progresion de las
enfermedades mediante la comunicacion a través de interacciones proteina—proteina
o proteina—acido nucleico que llevan al desencadenamiento de eventos y/o alteracion
de los procesos metabdlicos de sefalizacion, es potencialmente benéfica la
modulacion de sus funciones biologicas con el uso de moléculas organicas que

puedan competir por el sitio de unién (en el receptor) con los ligandos naturales
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inhibiendo las vias de sefalizacion o activando otras segun lo requiera el

padecimiento a considerar.’

A pesar que el descubrimiento de medicamentos ha aumentado significativamente
gracias a la disponibilidad de las estructuras tridimensionales de biomoléculas
obtenidas por difraccion de rayos X, por RMN, por modelado molecular (docking), y
por el desarrollo de metodologias asistidas por computadora, se siguen enfrentando
cuatro escenarios principales que pueden ser resueltos por las diversas estrategias
que involucra el disefio racional de farmacos:'® 1) existen casos en los que no hay
informacién disponible de la estructura terciaria del receptor y por lo tanto de la
conformacion bioactiva de sus ligandos; 2) se conoce la estructura tridimiensional del
receptor pero ha sido construida por homologia con un receptor cristalizado; 3) se
conoce plenamente la estructura cristalina del receptor; 4) se conoce la estructura
cristalina del complejo ligando-receptor. Especificamente, las propiedades de las
nuevas moléculas pueden ser deseables o en su caso definidas dependiendo de la

informacion experimental de sus receptores.

Particularmente, en el presente trabajo de investigacién se abordd el disefio de
ligandos melatoninérgicos. Esta linea de investigacién de acuerdo a los resultados
teoricos y experimentales hasta ahora descritos se encuentra en un panorama de tipo

2 y la estrategia a seguir para el disefio de nuevos ligandos involucra: a) calculos

® Fuller J. C., Burgoyne N. J., Jackson R. M., Predicting druggable binding sites at the protein—protein interface.
Drug Discov Today (2009), 14, 155-161.

10 Fl disefio racional no sigue una estrategia determinada; sin embargo, la estrategia a seguir para un sistema
especifico de estudio es una consecuencia de la experiencia del investigador, del grupo multidisciplinario o del
nivel de conocimiento de los procesos moleculares que rigen algtin padecimiento. En las siguientes revisiones se
desarrollan estrategias de disefio de nuevos farmacos dependiendo del escenario en el que se encuentre el
problema a abordar. a) Mandal S., Moudgil M., Mandal S. K., Rational drug design. Eur | Pharmacol (2009), 62,
590-100. b) Mavromoustakos T., Durdagi S., Koukoulitsa C., Simcic M., Papadopoulos M.G., Hodoscek M.,
Grdadolnik S. G., Strategies in the rational drug design. Curr Med Chem (2011), 18, 2517-2530. ¢) Nepali K., Sharma
S., Sharma M., Bedi P. M. S, Dhar K. L., Rational approaches, design strategies, structure activity relationship
and mechanistic insights for anticancer hybrids. Eur | Med Chem (2014), 77, 422-487. d) Bullock Lao B., Drew K.,
Guarracino D. A., Brewer T. F., Heindel D. W., Bonneau R., Arora P. S., Rational desing topographical helix
mimics as potent inhibitors of protein-protein interactions. ] Am Chem Soc (2014), 136, 7877-7888. ¢) Chen H.,,
Zhou X., Wang A, Zhen Y., Gao Y., Zhou J., Evolutions in fragment-based drug design: the deconstruction-
reconstruction approach. Drug Discov Today (2015), 20, 105-113.
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tedricos y su relacion con experimentos de RMN; b) simulaciones /n sifico, docking
molecular; c¢) simulaciones de dindmica molecular en diferentes ambientes; d) analisis
de las propiedades biofisicas de las moléculas y e) estudios QSAR-3D (Figura 1).1° Por
tanto en el siguiente capitulo se describe la importancia y la necesidad de disefiar y

sintetizar nuevas moléculas organicas que mimeticen la actividad enddgena de la

melatonina.
( N\
Bases moleculares de la enfermedad: Métodos computacionales:
-Estructura secundaria de receptores . -Anah.s1s conformacional
-Estructura 3D por homologia - -Docking molecular
-Vias de sefializacion -Establecimiento del sitio activo
_Modulacién de procesos fisiol(')gicos -EStudiO fiSiCOquimiCO de IOS ligandOS
Nuevos datos experimentales (mapa farmacoforico, potenciales
electrostaticos, estudios QSAR)
-Dinamica molecular utilizando bicapas
lipidicas.
\§ J
Candidatos potenciales
Optimizacion del ligando
[ Evaluacion Bioldgica in vitro ] - [ Sintesis Quimica ]

Disefo exitoso

[ Estudios Preclinicos y Clinicos ]

Figura 1. Estrategia general para el disefio racional de ligandos melatoninérgicos.

1.2 Melatonina

La melatonina (MLT) fue aislada en 1958 por Aron B. Leaner y colaboradores™ de
tejido pineal bovino. Su nombre esta relacionado con el primer experimento de
actividad al que fue sometida, donde mostro efecto aclarante de células melanoforas
dérmicas de anfibios como resultado de la promocion en la agregacion de granulos

de melanina;'?> basado en este efecto, el nombre fue compuesto por mela'y tonina

' Terner A. B, Case J. D., Takahashi Y., Lee T. H., Mori W, Isolation of melatonin, the pineal factor that lightens
melanocytes. ] Am Chem Soc (1958), 80, 2587-2592.

12 McCord C. P., Allen F. P., Evidences associating pineal gland function with alterations in pigmentation. | Exp
Zool (1917), 23, 207-224.
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por su relacion estructural a la serotonina. Un afo después de su aislamiento fue
dilucidada su estructura quimica, que corresponde a un derivado inddlico,

especificamente, a N-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 2).'3

i

@)

MeO
A\

N
H

Melatonina (MLT)

Figura 2. Estructura quimica de la melatonina.

El precursor biosintético de MLT es el aminoacido triptéfano que es tomado de la
circulacién sanguinea por los pinealocitos. Ya internalizado le ocurre una
hidroxilacion aromatica formando el 5-hidroxitriptéfano, posteriormente por accién

de la 5-hidroxitriptofano descarboxilasa (SHTPD) se forma la serotonina.

La MLT se sintetiza principalmente en la glandula pineal por las células
parenquimatosas en respuesta a la estimulacién luminosa recibida a través de vias
retinohipotaldmicas. La intensidad luminosa alcanza el nudcleo supraquiasmatico
(SCN), nucleo donde es regulado el ciclo circadiano. Esto permite la sincronizacién de
las fases del ciclo circadiano con el periodo de luz-oscuridad. La informacién
relacionada con el tiempo pasa desde el SCN al ganglio cervical superior y finalmente
a la glandula pineal. Esta via es estimulada durante la noche y la actividad de la
region cervical superior es inhibida por la estimulacién de luz. La noradrenalina es
secretada por las terminales nerviosas de la region cervical superior y activa los B-
receptores en la glandula pineal. Como resultado, la sintesis de AMPc aumenta, lo
que a su vez aumenta la actividad de las enzimas aralquilamina N-acetiltransferasa
(AANAT) y serotonina N-acetiltransferasa (NAT), enzimas limitantes de la velocidad en
la sintesis de melatonina. Estas enzimas convierten la serotonina en N-

acetilserotonina que con la ayuda adicional de la hidroxiindol-O-metiltransferasa

B Lerner A. B., Case J. D., Structure of melatonin. ] Am Chem Soc (1959), 81, 6084-6085.
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(HIOMT), también conocida como serotonina acetil A-metiltransferasa (ASMT), se

convierte en melatonina (Figura 3).™

Capillary

Tryptophan

o
y y PINEALOCYTE

i, e
5-hydroxytryptophan

amino

Retina p-adrenergic ac'ds Serotonin
receptor CVC"C—>
protein=»NAT
synthesis
adenylate :
cyclase N-acetylserotonin
Suprachiasmatic / ASMT
ANs )
nucleus—— 01 'O Norepm ATP
Moz A2 ephrine

Melatonin

,I\ \n&\
\ ~,
| Superior

Wi cervical Capillary
II'" ganglion ; ’\

Upper thoracic cord

FIPe

_\

Intermediolateral
cell column

Figura 3. Biosintesis de melatonina [tomada de Biology of Reproduction (2009), 87, 445].

La MLT circulante se metaboliza principalmente en el higado por una C6-
hidroxilacion aromatica y posterior conjugacion de sulfato. Una reaccion metabolica
menos frecuente es una desmetilacibn a MN-acetilserotonina.’ En tejidos
extrahepaticos puede ocurrir una metabolizacién enzimatica de desacetilacion de 5-
metoxitriptamina. Por otra parte, puede también experimentar biotransformaciones
oxidativas no enzimaticas y enzimaticas. Por ejemplo, en el cerebro, ocurre una
ciclizacion oxidativa produciendo 3-hidroximelatonina ciclica’® que tras la apertura

del tercer anillo heterociclico forma N1-acetil- A2-formil-5-metoxikinuramina (AFMK)

4 2) Reiter R. J., Tan D. X, Galano A., Melatonin: exceeding expectations. Physiology (2014), 29, 325-333. b) Singh
M., Jadhav H. R., Melatonin: functions and ligands. Drug Discov Today (2014), 19, 1410-1418. c) Reiter R. J., Tan
Dun-Xian, Manchester L. C., Paredes S. D., Mayo ]J. C., Sainz R. M., Melatonin and reproduction revisited. Biol
Reprod (2009), 81, 445-456. d) Hickman A. B., Klein D. C., Dyda F., Melatonin biosynthesis: The structure of
serotonin N-acetyltransferase at 2.5 A'resolution suggests a catalytic mechanism. Molecular Cell (1999), 3, 23-32.

5 Pandi-Perumal S. R., Srinivasan V., Maestroni G. J. M., Cardinali D. P., Poeggeler B., Hardeland R., Melatonin:
nature’s most versatile biological signal?. FEBS | (2006), 273, 2813-2838.

16 Tan D. X., Manchester L. C,, Reiter R. J., Plummer B. F., Hardies L. J., Weintraub S. T., Vijayalaxmi Shepherd A.
M., A novel melatonin metabolite, cyclic 3-hydroxymelatonin: a biomarker of in vivo hydroxyl radical
generation. Biochem Biophys Res Commun (1998), 253, 614-620.
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y la posterior reacciéon de desformilacion genera la N1-acetil-5-metoxikinuramina
(AMK)."” Estos metabolitos son de suma importancia porque tienen una alta
capacidad antioxidante al igual que MLT. Se prevé que la AMK sea mejor que la MLT
frente a radicales hidroxilo aunque su eficiencia de eliminacién depende de la

naturaleza quimica del radical con el que reaccione.’®

A la MLT se le han atribuido numerosos efectos fisioldgicos en los animales, por
ejemplo, modula el sistema cardiovascular’ e inmunolégico,?° la biogénesis 6sea,?’ la
secrecion de hormonas,?? el ritmo circadiano y el suefio, todo esto mediado por la
estimulacion de sus receptores.* Por tal motivo la MLT se ha propuesto como un
agente terapéutico en una variedad de estados patolégicos (molécula

multiproposito),®® tales como trastornos del suefio,®* trastornos psiquiatricos,?

7 Hirata F., Hayaishi O., Tokuyama T., Seno S., In vitro and in vivo formation of two new metabolites of
melatonin. | Biol Chem (1974), 249, 1311-1313.

18 3) Cavanaugh J. E., Witt-Enderby P. A., CNS melatonin receptors and signaling: focus on ageing related disease
and future perspective. Open Neuoendocrinol | (2010), 3, 96-104. b) Hardeland R. Tan D. X, Reiter R. J,,
Kynuramines, metabolites of melatonin and other indoles: the resurrection of an almost forgotten class of
biogenic amine. ] Pineal Res (2009), 47, 109-126. ¢) Tan D. X., Manchester L. C., Reiter R. J., Plummer B. F.,
Limson J., Qi W., Melatonin directly scavenges hydrogen peroxide: a potentially new metabolic pathway of
melatonin biotransformation. Free Radical Bio Med (2000), 29, 1177-1185.

19 Scheer F. A., Van Montfrans G. A., Van Someren E. J., Mairuhu G., Buijs R. M., Daily nighttime melatonin
reduces blood pressure in male patients with essential hypertension. Hypertension (2004), 43,192-197.

20 Carrillo-Vico A, Reiter R. J., Lardone P. J., Herrera J. L., Fernandez-Montesinos R., Guerrero J. M., Pozo D., The
modulatory role of melatonin on immune responsiveness. Curr Opin Invest Drugs (2006), 7, 423-431.

2l Satomura K, Tobiume S., Tokuyama R., Yamasaki Y., Kudoh K., Maeda E., Nagayama M., Melatonin at
pharmacological doses enhances human osteoblastic differentiation in vitro and promotes mouse cortical bone
formation in vivo. ] Pineal Res (2007), 42, 231-239.

22 Bae Sung-Eun, Wright I. K., Wyse C., Samson-Desvignes N., Le Blanc P., Laroche S., Hazlerigg D. G., Johnston ].
D., Regulation of pituitary MT1 melatonin receptor expression by gonadotrophin-releasing hormone (GnRH)
and early growth response factor-1 (Egr-1): in vivo and in vitro studies. PLOS One (2014), 9, €90056.

2 Reiter R. J., Dun-Xian T., Fuentes-Broto L., Melatonin: a multitasking molecule. Prog Brain Res (2010), 181,
127-151.

24 a) Keijzera H., Smitsb M. G., Duffyd J. F., Curfsb L. M. G., Why the dim light melatonin onset (DLMO) should
be measured before treatment of patients with circadian rhythm sleep disorders. Sleep Med Rev (2014), 18, 333~
339. b) Turek, F. W.; Gillette, M. U., Melatonin, sleep, and circadian rhythms: rationale for development of
specific melatonin agonists. Sleep Med (2004), 5, 523-532.

2> Maldonado M. D., Perez-San-Gregorio M. A., Reiter R. J., The role of melatonin in the immuno-neuro-
psychology of mental disorders. Recent Pat CNS Drug Discov (2009), 4, 61-69.
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cancer,”?® enfermedades neurodegenerativas,?’ ademas recientemente se ha

estudiado su aplicacion en el tratamiento de la diabetes.?®

Un rasgo que caracteriza a la MLT es la variedad de mecanismos que emplea para
modular la fisiologia y la biologia molecular de las células. Si bien muchas de estas
acciones estan mediadas por los receptores que activa, otras propiedades se las
confiere el grupo indol, como la interaccion con receptores nucleares huérfanos y con
otras macromoléculas, por ejemplo, la calmodulina, en el citosol. En la siguiente
seccion de este capitulo se abordaran las caracteristicas principales de los receptores

a melatonina y las vias de sefializacién que desencadenan.
1.2.1 Receptores a Melatonina

Los efectos fisiolégicos y farmacoldgicos que ejerce la MLT estan mediados,
principalmente, por la activacion de receptores transmembranales acoplados a
proteina G, receptores de tipo 1 (MT1) y de tipo 2 (MT2) pertenecen a este grupo de
GPCR’s. También se han encontrado sitios de unién en receptores nucleares como
RZR/RORa y RZR/RORp.?° Aunque la discusion respecto a otros sitios de unién sigue

incompleta, se han encontrado otros en diferentes partes de la célula: en el citosol se

%6 2) Hevia D., Gonzilez-Menéndez P., Quiros-Gonzélez I., Miar A., Rodriguez-Garcia A., Tan Dun-Xian, Reiter R.
J., Mayo J. C., Sainz R. M., Melatonin uptake through glucose transporters: a new target for melatonin inhibition
of cancer. | Pineal Res (2015), 58, 234-250. b) Di Bella G., Mascia F., Gualano L., Di Bella L., Melatonin anticancer
effects: review. Int | Mol Sci (2013), 14, 2410-2430. c¢) Shi-Young P., Won-Jon J., Eui-Yeun Y., Yung-Jin K.,
Melatonin suppresses tumor angiogenesis by inhibiting HIF-lalpha stabilization under hypoxia. | Pineal Res,
(2010), 48,178-184. d) Wang J., Xao X., Zhang Y., Shi D., Chen W., Fu L,, Liu L., Xie F., Kang T., Huang W., Deng
W., Simultaneous modulation of COX-2, p300, Akt, and Apaf-1 signaling by melatonin to inhibit proliferation
and induce apoptosis in breast cancer cells. | Pineal Res, (2012), 53, 77-90.

27 3) Pandi-Perumal S. R., BaHammam A. S., Brown G. M., Spence D. W., Bharti V. K., Kaur C., Hardeland R.,
Cardinali D. P., Melatonin antioxidative defense: therapeutical implications for aging and neurodegenerative
processes. Neurotox Res (2013), 23, 267-300. b) Suzen S., Sezen S., Coban T., Synthesis and comparison of
antioxidant properties of indole-based melatonin analogue indole amino acid derivatives. Chem Biol Drug Des,
(2012), 79, 76-83.

28 Zibolka J., Mthlbauer E., Peschke E., Melatonin influences somatostatin secretion from human pancreatic
8-cells via MT1 and MT?2 receptors, | Pineal Res (2015), 58, 198-209.

2% Slominskia R. M., Reiterc R. J., Schlabritz-Loutsevitchd N., Ostroma R. S., Slominskib A. T., Melatonin
membrane receptors in peripheral tissues: Distribution and functions. Mol. Cell Endocrinol (2012), 35, 152-166.
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localizd un sitio de unidon en una enzima quinona reductasa (MT3),3° en las

membranas (GPR50), y en las mitocondrias.?’

Los receptores MT1 y MT2 estan compuestos por siete dominios a-hélice
transmembranales y estan expresados en el hipotadlamo, la glandula pituitaria, corteza
cerebral, tdlamo, hipocampo, cerebelo, la cornea y retina, arterias, corazén, pulmones,
higado, rifidn, glandula adrenal, piel y linfocitos. Los mecanismos de sefalizacion
intracelular que se desencadenan al activar los receptores difieren
considerablemente, dependiendo del tejido estimulado. La via mas comdn para
ambos receptores es la inhibicién de la sintesis de AMPc por efecto de la activacion

de la proteina G;.3

Especificamente los receptores MT1 se expresan en retina, ovario, testiculo, glandula
mamaria, las arterias coronarias, aorta, vesicula biliar, higado y riidén.?? El receptor a
melatonina tipo 1 humano fue clonado hace casi 20 afos y esta constituido por 350
aminoacidos.>* La activacion de este receptor inhibe la adenilato ciclasa,
disminuyendo la produccion de AMPc y reduciendo la actividad de la proteina cinasa.
El resultado de estos eventos es la fosforilacién de proteinas que funcionan como
factor de transcripcion (CREB). El receptor MT1 también activa la fosfolipasa, que

regula el flujo de iones dentro de la célula.?? %4

Por otro lado, el receptor MT2 fue clonado en 1995 demostrando que el cDNA del

receptor codifica para una proteina de 362 aminoacidos, que es 60% idéntica en el

30 Nosjean O., Ferro M., Coge F., Beauverger P., Henlin J. M., Lefoulon F., Delegrande P., Canet E., Boutin J. A,,
Identification of the melatonin binding site MT3 as the quinone reductase 2. | Biol Chem (2001), 275, 31311-31317.

31 Hardeland R., Melatonin: signaling mechanisms of a pleiotropic agent. BioFactors (2009), 35, 183-192.

32 Dubocovich M., Markowska M., Functional MT1 and MT2 melatonin receptors in mammals. Endocrine (2005),
27, 101-110.

33 Slominski M.R. et al., Melatonin membrane receptors in peripheral tissue: distribution and functions. Mol Cell
Endocrinol (2012), 351, 152-166.

3% Reppert S. M., Weaver D. R., Ebisawa T., Cloning and characterization of a mammalian melatonin receptor that
mediates reproductive and circadian responses. Neuron (1994), 13, 1177-1185.
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nivel de aminoacidos con el receptor MT1.3> La activacién de MT2 por su ligando
natural (MLT) inhibe la adenilato ciclasa y disminuye cAMP. A través del receptor
MT2, la melatonina también inhibe la adenilato ciclasa reduciendo la formacién de
cGMP; ademas, a través de la via de la fosfolipasa C (PLC), la melatonina afecta a la

proteina quinasa que es responsable de flujo de iones dentro de la célula.?®

El receptor MT3 aun no ha sido identificado en humanos, aunque se expresan en
hamster principalmente en el higado y rifdn, en menor proporcién en el corazén,

tejido adiposo y cerebro.

Sin embargo, los GPCRs son extremadamente dificiles de aislar y cristalizar dado que
su inclusién en la membrana celular contribuye a su estabilidad estructural y eso
provoca que su purificacibn sea sumamente complicada. Esto conduce a la
imposibilidad de determinar directamente su estructura por métodos convencionales.
La Unica manera de hacer frente a este problema es mediante la construcciéon de
modelos tedricos basados en la estructura cristalografica de un GPCR disponible,

utilizando un enfoque de modelado de homologia.3’

Aunque el modelado de receptores a MLT no puede basarse en plantillas
estructurales validadas de las interacciones ligando-receptor, se han disefiado un
numero de modelos tridimensionales de MT1 y MT2 y se han propuesto diferentes
modos de unidén de diversos ligandos desarrollados. La mayoria de estos modelos
fueron construidos con la primera estructura de rayos X de un GPCR cristalizado

(Figura 4).3® La mayoria de modelos tridimensionales de MT1 y MT2 fueron

35 Reppert S. M., Godson C., Mahle C. D., Weaver D. R., Slaugenhaupt S. A., Gusella J. F., Molecular
characterization of a second melatonin receptor expressed in human retina and brain: the Mellb melatonin
receptor. Proc Nat Acad Sci U.S.A. (1995), 92, 8734-8738.

36 Yonei Y., Hattori A., Tsutsui K., Okawa M., Ishizuka B., Effects of melatonin: Basics studies and clinical
applications. Anti-Ageing Med (2010), 7, 85-91.

37 Levit A., Barak D., Behrens M., Meyerhof W., Niv M. Y., Cap 11. Homology model-assisted elucidation of binding
sites in GPCRs, en Membrane Protein Structure and Dynamics (2012), 914, 179-205. En el capitulo del libro se describe
a detalle los pasos a seguir para el modelado por homologia de receptores acoplados a proteinas G. En la seccion
de resultados se describe la secuencia seguida para disefiar los receptores MT1y MT2.

38 Farce A., Chugunov A. O., Logé C., Sabaouni A., Yous S., Dilly S., Renault N., Vergoten G., Efremov R. G., Lesieur
D., Chavatte P., Homology modeling of MT1 and MT?2 receptors. | Eur Med Chem (2008), 43, 1926-1944.
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construidos partiendo de la estructura de la rodopsina bovina, que era la Unica
plantilla estructural disponible. Actualmente ya se han construido modelos por
homologia con GPCR’s cristalizados tales como el receptor 1 y Bz-adrenérgico, el

receptor de adenosina, dopamina y quimocina.3?

GPCR Transmembranal y Dominios Transmembranales Sitio Activo
Ambiente Acuoso

Figura 4. Modelo del receptor MT2 humano incorporado longitudinalmente en una
membrana de lipidos y rodeado a ambos lados de la membrana por moléculas de agua y
contraiones, utilizando como plantilla el receptor de rodopsina bovina. Modificado de: dianas

(2013), 2 20130905, 1-8.

Con los avances en el modelado molecular se han podido desarrollar nuevos ligandos
melatoninérgicos y la investigacion esta centrada en el descubrimiento de nuevos
ligandos basados en la estructura tedrica del sitio activo de los receptores de MLT.
Hoy en dia, estan disponibles un gran nimero de ligandos melatoninérgicos que se
caracterizan por presentar una alta afinidad de unién y una selectividad y actividad
intrinseca diferente para los dos subtipos de receptores. El disefio de estos ligandos
fue impulsado principalmente por técnicas basadas en el analisis fisicoquimico de

moléculas activas, tales como modelos de mapas del grupo farmacoéforo y estudios

39 a) Pala D., Beuning T., Sherman W., Lodola A., Rivara S., Mor M., Structure-based virtual screening of MT2
melatonin receptor: influence of template choice and structural refinement. | Chem Inf Model (2013), 53, 821-835. b)
Pala D., Lodola A., Bedini A., Spadoni G., Rivara S., Homology models of melatonin receptors: challenges and
recent advances. Int | Mol Sci (2013), 14, 8093-8121. ¢) Darius. P. Zlotos D. P, Jockers R., Cecon E., Rivara S., Witt-
Enderby P. A, MTI and MT2 Melatonin receptors: ligands, models, oligomers, and therapeutic potential. | Med
Chem (2014), 57, 3161-3185.
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cuantitativos de relacion estructura—actividad (QSAR).° Por el contrario, la aplicacion
del disefio basado en estructura se ve obstaculizada por la falta de estructuras
determinadas experimentalmente de los receptores MT1 y MT2. En este escenario, el
modelado de homologia ha sido aplicado exitosamente para investigar las

caracteristicas indispensables para la unién del ligando a un nivel molecular.4°
1.3 Diseno de ligandos melatoninérgicos

A pesar de que se desconoce la determinacion exacta de las funciones fisioldgicas de
los subtipos de receptores MT1 y MT2 de melatonina, ha sido posible caracterizarlos
molecularmente utilizando ligandos altamente selectivos como herramientas
farmacoldgicas. En este sentido, la clonacion de los receptores humanos MT1y MT2,
el desarrollo de modelos celulares con receptores recombinantes que expresan
poblaciones homogéneas de un subtipo de GPCR*! y el disefio reciente de modelos
estructurales por homologia, utilizando herramientas bioinformaticas, facilitdé el

desarrollo de ligandos melatoninérgicos selectivos y de alta afinidad.*?

El disefio y sintesis de nuevos ligandos a receptores MT1 y MT2, principalmente, esta
fundamentado por el gran potencial terapéutico, las limitaciones por sus efectos
agonistas indiscriminados y por sus propiedades farmacocinéticas desfavorables,
tales como el metabolismo de primer paso alto, vida media corta y una pobre
biodisponibilidad oral, situacién que ha impactado en el campo de la sintesis quimica
buscando moléculas biomiméticas, selectivas y con mejores propiedades
farmacocinéticas. De hecho, durante las Ultimas dos décadas varias investigaciones se
han centrado en el desarrollo de agonistas y antagonistas selectivos que puedan

funcionar como herramientas farmacoldgicas y agentes terapéuticos potenciales.*?

40 Zlotos D. P., Development of agonists and antagonists for melatonin receptors en: Melatonin and melatonergic drugs in clinical
practice. Springer (2013), pp. 97-116.

4l Legros C., Devavry S., Caignard S., Tessier C., Delagrange P., Ouvry C., Boutin J. A., Nosjean O., Melatonin MT1 and MT2
receptors display different molecular pharmacologies only in the G-protein coupled state. Br | Pharmacol (2014), 171 186-201.
42 Cavasotto C. N., Phatak S. S., Homology modeling in drug discovery: current trends and applications. Drug Discov Today

(2009), 14, 676-683.
4 a) Kostiuk N. V., Belyakova M. B., Leshchenko D. V., Zhigulina V. V., Miniaev M. V., Synthetic melatoninergic ligands:
achievements and prospects. ISRN Biochemistry (2014), 1, 1-11. b) Carocci A., Catalano A., Sinicropi M. S., Melatonergic drugs
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Tabla 1. Resumen de requerimientos estructurales para la union y activacion de receptores

MT1y MT2%

Grupos farmacoforos en la MLT que rigen la afinidad y activacion

frente a sus receptores

» Tanto el grupo MeO y la cadena lateral etilamida (-CH>CH.NHCOCHs3) en la MLT son
criticos para la afinidad.

* La eliminacién del grupo MeO reduce hasta 1000 veces* la afinidad por los
receptores.

= La ausencia del grupo acetilo en la cadena lateral de la MLT provoca una nula
afinidad sobre los receptores.

* La reubicacion del grupo 5-MeO a las posiciones 4, 6 6 7 conduce a una pérdida
dramatica en la afinidad. El remplazo del MeO por grupos OH, halégenos u otros
alcdxidos también disminuyen la afinidad.

= El aumento en la longitud del sustituyente aquilo unido al grupo carbonilo de la
amida hasta tres atomos de carbono, intensifica la afinidad.

» Las sustituciones en la posicién 2 de la MLT con halégenos, grupos alquilo o un
grupo fenilo favorecen la union a los receptores.

» El ndcleo inddlico es indispensable para el reconocimiento molecular, sin embargo,
puede ser intercambiado por otros grupos que cumplan con propiedades
fisicoquimicas semejantes, tales como naftaleno, benzofurano, benzotiofeno, indano,

tetralina, quinolina.

*De acuerdo con la Unién Internacional de Farmacologia Basica y Clinica, un ligando selectivo debe
mostrar aproximadamente 50-100 veces mayor afinidad y/ o potencia de unién para un subtipo de

receptor con respecto al otro.

A pesar que el efecto farmacoldgico de los primeros ligandos melatoninérgicos fue

evaluado en tejidos nativos como el cerebro y la retina de pollo, cerebro de hamster,

in development. Clin Pharmacol.: Advances and Applications (2014), 6 127-137. ¢) Rivara S., Mor M., Bedini A., Spadoni G., Tarzia
G., Melatonin receptor agonists: SAR and applications to the treatment of sleep-wake disorders. Curr Topics Med. Chem.
(2008), 8,954-968. d) Zlotos D. P., Recent advances in melatonin receptor ligands. Archiv der Pharmazie (2005), 338, 229-247.

4 Zlotos D. P., Recent progress in the development of agonists and antagonists for melatonin receptors. Curr Med. Chem. (2012),
19, 3532-3549.
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retina de conejo, pars tuberalis ovina y melanoforos Xenopus, que contienen una
proporcion inespecifica de receptores MT1 y MT2, fue de suma importancia para
establecer con certeza los requerimientos estructurales basicos para la unién vy

activacion de dichos receptores (Tabla 1).4
1.3.1 Agonistas y Antagonistas melatoninérgicos

Conocer y analizar las propiedades quimicas de las moléculas pequefias (farmacos o
ligandos) es indispensable para asegurar que el reconocimiento molecular sea
exitoso frente a su receptor. Los requerimientos estructurales descritos en la Tabla 1
marcaron las bases de los grupos funcionales (sobre la MLT) requeridos para la
activacién de los receptores melatoninérgicos. Sin embargo, dentro de las estrategias
del disefio racional, el andlisis conformacional y la disposicién geométrica del grupo
farmacoforo adquieren importancia en la relacion estructura-actividad, ya que se
deben considerar los grupos funcionales que favorecen la afinidad y aquellos

cambios estructurales que modifican la actividad como agonista o antagonista.

Los receptores MT1 y MT2 pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G, se rigen por un modelo binario conformacional, es decir, los receptores
presentan un equilibrio entre un estado activo e inactivo que puede ser desplazado
por el ligando natural, MLT. El perfil del ligando se caracteriza por su afinidad hacia el
receptor y su actividad intrinseca o eficacia. El farmaco o ligando que se une
avidamente con el receptor (afinidad) produce cambios conformacionales que
desplazan el equilibrio hacia el estado activo provocando una respuesta intracelular
que moviliza los mecanismos efectores subcelulares (actividad intrinseca, Figura 5).
De acuerdo a la hipotesis anterior, los receptores en estado inactivo que son
estimulados por ligandos afines a él son conocidos como agonistas. Los antagonistas
no tienen actividad intrinseca y por lo tanto se oponen a los efectos agonistas tanto

en la afinidad como actividad. Por otro lado, los agonistas parciales tienen diferentes

4 Spadoni G., Bedini A., Advances on the development of subtype selective melatonin ligands. En: Melatonin: From
molecules to therapy, Pandi-Perumal S. R., Cardinali D.P., editorial Nova Scotia Publishers Inc. (2007), Hauppauge,
pp. 33-45.
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grados de afinidad y actividades intrinsecas y producen respuestas tisulares
submaximas en cualquier grado de ocupacion del receptor (por lo general menos de

100%).46

100 Agonista completo
Agonista parcial
50

Antagonista

0 L Agonista inverso

Log, Concentracion

Respuesta bioldgica

Otras proteinas activadas por Estado Activo
efectos de ligandos agonistas .
A Y ™
& h DO Estado inactivo
L-type Ca2+ Adenylate Ligando <
channel cyclase o ©

Citoesqueleto
Sefalizacién y
II regulacion de proteinas

Figura 5. Activacion de receptores GPCR’s. Deupi X., Physiology (2010), 25, 293.

La mayoria de los ligandos melatoninérgicos desarrollados no son capaces de
distinguir entre los receptores MT1 y MT2, o muestran sélo una preferencia en
afinidad de wunion por uno de los subtipos. Sus estructuras corresponden
comunmente a analogos bioisostéricos de la MLT y son obtenidos por: a) intercambio
del nucleo indélico por otras entidades heterociclicas o b) derivados aciclicos y otros

analogos conformacionalmente restringidos.

Hoy en dia muchos agonistas melatoninérgicos ya estan disponibles; sin embargo,
todavia son necesarias investigaciones adicionales para lograr una mayor
comprension del papel fisiologico de la MLT. La falta de antagonistas
melatoninérgicos potentes y selectivos sigue siendo una limitacién para la

investigacion en este ambito. De acuerdo con los informes mas recientes sobre el

4 Kenakin T. P., Drug efficacy at G protein-coupled receptors. Annu Rev Pharmacol Toxicol (2002), 42, 349-79.
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disefio y desarrollo de ligandos melatoninérgicos, se ha podido demostrar que es
mas factible lograr la union y actividad especifica de dichos ligandos hacia el receptor
MT2, que en comparacién al receptor MT1, por lo que se puede encontrar un nimero
importante de moléculas que de acuerdo a sus caracteristicas estructurales favorecen
el adecuado anclaje y compatibilidad con las propiedades fisicoquimicas del sitio
activo del receptor MT2. Se sabe que dicho receptor posee un bolsillo hidrofébico
adicional en un area correspondiente a la regién de unién del atomo de nitrégeno
(N1) y el &tomo de carbono C2 de la MLT, que no esta presente en el subtipo MT1.
Esta region lipofilica, espacialmente, se localiza fuera del plano del ndcleo inddlico de
la melatonina y cuando esta ocupado, las moléculas correspondientes muestran
reduccién de la actividad intrinseca comportandose como antagonista o agonista
parcial MT2-selectivo. En consecuencia, todos los antagonistas selectivos MT2
publicados a la fecha incluyen un sustituyente hidréfobo, voluminoso y flexible que
rodea la posicion equivalente topoldogicamente a N1 o C2 en la melatonina. La
importancia de este elemento estructural se ha confirmado por analisis 3D-QSAR y
por estudios de docking molecular.4’ Ejemplos representativos tanto de agonistas

como antagonistas melatoninérgicos se muestran en la Figura 6.
Agonistas

El ramelteon (Figura 6) fue el primer agonista melatoninérgico aprobado para uso
humano en el tratamiento del insomnio. Los estudios de binding han demostrado
que la afinidad de ramelteon para los receptores MT1 (K = 0.014 nM) y MT2 (K =
0.112 nM) es de 3 a 16 veces mayor que para MLT. Se ha podido demostrar también,
que la selectividad de ramelteon es mayor para MT1 que para MT2, favoreciendo que

induzca la aparicion del suefio mas selectivamente que la propia MLT.4®

47 a) Ning W., Fang-Fang Z., Jia J., Dao-Zhou L., Si-Yuan Z., Bang-Le Z., Investigational selective melatoninergic
ligands for receptor subtype MT2. Mini Rev Med Chem (2013), 13,1462-1474. b) Bedini A., Spadoni G., Rivara S., et.
al., Toward the definition of stereochemical requirements for MT2-selective antagonists and partial agonists by
studying 4-Phenyl-2-propionamidotetralin derivatives. ] Med Chem (2011), 54, 8362-8372.

# Reynoldson J. N, Elliott E. S., Nelson L. A., Ramelteon: a novel approach in the treatment of insomnia. Ann
Pharmacother (2008), 42,1262-1271.
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Por otro lado, la agomelatina es un potente agonista MT1 y MT2 (con valores de pki
de 10.21 y 9.57, respectivamente) pero también muestra un comportamiento como
antagonista de los receptores a serotonina 5-HTxc (pki = 6.68). Esta dualidad provoca
un efecto sinérgico entre los mecanismos de sefalizacibn melatonérgicos vy
serotoninérgicos (5-HT2C), hecho que explica la accion antidepresiva de este
farmaco. Por lo tanto, la agomelatina es la Unica molécula empleada eficazmente

para el tratamiento del insomnio causado por la depresion.#?

Recientemente fueron diseflaron novedosos ligandos derivados de la 2-
acilaminometiltetrahidroquinolina. Los ensayos de binding y actividad intrinseca
frente a los receptores MT1 y MT2 humanos mostraron que el derivado N-[(1-bencil-
1,2,3,4-tetrahidro-5-metoxiquinolin-2-il)metil] propionamida (UCM1014, Fig. 6)
presenta una afinidad de union del orden picomolar para MT2 (ki = 0.001 nM),
siendo mas de 10,000 veces mas selectivo que para el receptor MT1; también se
mostré como un agonista completo en los ensayos de actividad intrinseca con GTPyS.
Por ello, el UCM1014 es hasta ahora el mejor agonista completo de receptores MT2
que se ha publicado. La alta afinidad, estereoselectividad y actividad agonista se
justificd por medio de simulaciones de dindmica molecular, analisis conformacional y

modelos de superposicion geométrica.>®
Antagonistas

De la misma forma como se fueron descubriendo los agonistas, algunos cambios
estructurales sobre la estructura de la melatonina modificaron su actividad. Por
ejemplo, los datos de estructura actividad dictaban, inicialmente, que derivados de N-
acetiltriptaminas que carecian del grupo metoxilo funcionaban como antagonistas de

los receptores melatoninérgicos. Bajo esta estrategia se sintetizo el luzindol (LZ,

4 De Bodinat C., Guardiola-Lemaitre B., Mocaér E., Renard P., Mufioz C., Millan M. J., Agomelatine, the first
melatonergic antidepressant: discovery, characterization and development. Nat Rev Drug Discov (2010), 9, 628-642.
30 Spadoni G., Bedini A., Lucarini S., Mari M., Caignard D. H., Boutin J. A., Delagrange P., Lucini V., Scaglione F.,
Lodola A., Zanardi F., Pala D., Mor M., Rivara S., Highly potent and selective MT2 melatonin receptor full
agonists from conformational analysis of 1-benzyl-2-acylaminomethyl-tetrahydroquinolines. ] Med Chem (2015), 58,

7512-7525.
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Figura 6), el cual mostré una marcada competencia con otros agonistas por el mismo

sitio del receptor presinaptico en retina de conejo.”’

Agonistas
gont OMe
NHCOEt NHCOMe @\/j/\NHCOEt
ramelteon agomelatina UCM1014
Agonista MT1 y MT2 Agonista MT1 y MT2 Agonista MT2

Antagonistas

NHCOMe NHCOMe
NHCOEt
MeO
g% )
N N
" O ® H
luzindol (LZ) 4P-PDOT 2-dihidro-isoindol melatonina
Antagonista MT1y MT2 Antagonista MT2 Antagonista MT2

Figura 6. Agonistas y antagonistas melatoninérgicos representativos.

Gracias a los avances en analisis QSAR, mapas farmacoféricos y modelado por
homologia de los receptores, se establecieron los requerimientos estructurales para
lograr mejor selectividad sobre los receptores melatoninérgicos. De acuerdo a estas
consideraciones se sintetizé la 4-fenil-2-propenamida (4P-PDOT, Fig. 6),>> que cumple
con las propiedades necesarias de selectividad sobre el receptor MT2 con una
afinidad 330 veces mayor que para el receptor MT1.47 Se observé que la afinidad y la
selectividad sobre el receptor MT2 aumentan por sustitucion en la posicion C2 de la
melatonina con diferentes heterociclos. Este hecho se ejemplifica con la sintesis de la

2-[(1,3-dihidro-2 H-isoindol-2-il)metillmelatonina, cuya sustitucion en C2 con la

3! Dubocovich M., Luzindole (N-0774): A novel melatonin receptor antagonist. | Pharmacol Exp Ther (1988), 246,
902-910.

52 Lucarini S., Bedini A., Spadoni G., Piersanti G., An improved synthesis of cis-4-phenyl-2-propionamidotetralin
(4-P-PDOT): a selective MT2 melatonin receptor antagonist. Org Biomol Chem (2008), 6, 147-150.
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isoindolina condujo a un antagonista MT2 con una alta afinidad de unién al receptor

MT2 (ki= 2 nM) y una alta selectividad (K MT1/ K MT2= 124).>3

De acuerdo a la perspectiva que se ha abordado, esta investigacion esta enfocada al
desarrollo de posibles ligandos melatoninérgicos analogos de la MLT y el luzindol
que se caracterizan por presentar cambios estructurales que a la fecha han sido poco
explorados. Debido a que en el proceso racional de desarrollo de farmacos han
surgido muchas técnicas asistidas por computadora para aumentar la eficiencia en la
busqueda de nuevos lideres, la actividad intrinseca de los nuevos analogos de la MLT
y su afinidad a los receptores melatoninérgicos se predecirdn con base en la

aplicacion de una combinacién de enfoques asistidos por computadora.

33 Heckman D., Attia M. L., Behnam M. A. M., Mohsen A. M. Y., Markl C., Julius J., Sethi S., Witt-Enderby P. A,
Zlotos D. P., 2-[(1,3-Dihydro-2H-isoindol-2-yl)methyl]-melatonin a novel MT2-selective melatonin receptor
antagonist. Med Chem Commun (2011), 2, 991-994.
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2. JUSTIFICACION

A pesar de los grandes avances, el desarrollo de nuevos ligandos malatoninérgicos
sigue jugando un papel clave como una herramienta farmacoldgica para el estudio
de los efectos especificos de la MLT, dentro del amplio espectro terapéutico que la
caracteriza. Debido a que las investigaciones sobre el papel de los receptores de la
MLT dependen en gran medida de la disponibilidad de nuevos ligandos potentes y
selectivos, es necesario ampliar el espectro de ligandos agonistas y antagonistas que

puedan utilizarse tanto en investigacién cientifica como en la practica médica.



Hipotesis | 22

3. HIPOTESIS

Las zonas de sustitucion que favorecen la afinidad, actividad y selectividad de
ligandos melatoninérgicos se han identificado con base en la diversidad estructural
de ligandos hasta ahora conocidos, tal como se muestra en la Figura 7a. En
consecuencia, el disefio de moléculas que ademas de mantener los grupos
farmacoforos caracteristicos de ligandos melatoninérgicos, presenten grupos
funcionales que les permitan generar un mayor numero de interacciones con los
aminoacidos del sitio activo de su receptor, mostraran una mejor afinidad y actividad

en comparacion con el ligando natural.

[ } selectividad MT1 ] NHCOMe
~—

.~ { ¥ afinidad de unién
A actividad

+ selectividad MT2
+ actividad

Figura 7a. Efecto de los sustituyentes sobre afinidad de uniéon y la actividad intrinseca en

MT1y MT2.
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Por ello, la inclusion de sustituyentes Bn, pOMeBn 6 fenetilo en la posicion 3 y de un
grupo éster en la posicion N1 del nucleo inddlico de isotriptaminas generaran sitios
adicionales de interaccion con los receptores, tales como interacciones aromaticas,
hidrofobicas y electrostaticas, sin modificar sustancialmente las propiedades
fisicoquimicas de la molécula. En otras palabras, se espera que las isotriptaminas de
tipo 1y 9 (Figura 7b) muestren una mejor energia de interaccién, en los estudios de
docking molecular, sobre los receptores MT1 y MT2 en comparacién con el agonista

MLT y el antagonista luzindol.

Rs3 R3
5 3/32 2
\ NHCOMe N\ NHCOMe
2

N
| |
R MeO,C  CO2Me

Figura 7b. Isotriptaminas 1y 9
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4. OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar una ruta de sintesis novedosa y versatil para la preparacién de una serie
de isotriptaminas 1a-d y 9a-d cuya cadena N-etilamida se encuentre transpuesta de
la posicion C3 a C2 del indol, en combinacion con la eliminacion del grupo MeO en
C5 y la insercion de grupos Bn, pOMeBn 6 fenetilo en C3 y de un grupo éster en N1
del anillo inddlico (Figura 8a). Ademas, con el uso de herramientas de modelado
molecular, predecir el efecto que dichos cambios estructurales ejercen en las
interacciones moleculares que rigen la formacion del complejo proteina-ligando

frente a los receptores MT1 y MT2 disefiados por métodos bioinformaticos.

Meo_. | NHCOMe!

MLT 1

Figura 8. Cambios estructurales sobre la MLT y estructura general de isotriptaminas 1a-d y

9a-d planteadas.

Objetivos especificos

» Sintetizar y caracterizar una serie de 2-(/N-acilaminoalquil)indoles 1y 9 (Figura

8b)
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Rs Rs
2 2
Q:Q/\NHCOMe N\ NHCOMe
R, Meo,C  COMe
1 9

n Ry R, R, R, Rs
1a | 2 H Bn H 9a Bn H
b | 2 H  pOMeBn H 9b | pOMeBn H
1c 2 H Bn OMe 9c Bn OMe
1d| 2 H EtPh H 9d EtPh H
1le | 2 Me pOMeBn H
1f 1 H pOMeBn H
1g | 1 Me pOMeBn H Figura 8b. Isotriptaminas 1y 9

Realizar la busqueda conformacional y optimizacién de las isotriptaminas 1a-g

por calculos mecanocuanticos.

Generar diagramas de potencial electrostatico molecular de los conférmeros
de minima energia de 1a-d con la finalidad de analizar las propiedades
estereoelectronicas que favorecen la afinidad sobre el sitio activo de los
receptores y comparar los resultados con las propiedades estereoelectrénicas

determinadas para la MLT y el antagonista luzindol.

Generar el mapa farmacoférico de una serie de ligandos melatoninérgicos,
tanto agonistas como antagonistas, para identificar la distribucion geométrica
de los grupos funcionales que rigen la unién y afinidad a los receptores de

melatonina.

Realizar un alineamiento geométrico de los conférmeros de minima energia de
las isotriptaminas 1a-g para establecer si cumplen con las condiciones

fisicoquimicas necesarias que activan a los receptores MT1y MT2.

Calcular la energia de interacciéon de los compuestos a sintetizar con los
receptores modelados por homologia a través de un estudio de docking

molecular de las isotriptaminas 1a-d y 9a-d.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Sintesis Quimica

La estrategia de sintesis de las 3-alquil-2- N-acetiltriptaminas 1, de manera general,
se puede dividir en dos secuencias de reacciones (Esquema 1).>* La primera de ellas
consiste en la preparacion de los 2-indolilcianoacetatos de metilo 5 a partir de 3-
indolilcianoacetatos de metilo 2. En esta primera serie de reacciones, la
transposicion del grupo cianoacetato de la posicién C3 a C2 del grupo indol se lleva
a cabo en tres etapas que consisten en una hidroxilacion en C2, seguida por una
adicion nucleofilica de un reactivo de Grignard para formar 4 via lactonizacion del
intermedio de reaccion y-hidroxiéster, y finalmente un reordenamiento
sigmatropico [1,3] por accion del diazometano que dirige a la formacion de los 2-

indolilcianoacetatos de metilo 5.

Rs NG Rs NG 1. adicién 1,4 Rs CN
CO,Me hidroxilacion / COMe 2. lactonizacion Ry 0
\ — —
N N OH N
CO,Me CO,Me Co,Me
2 3 4
reordenamiento [1,3] l
R
3, R, Rs3 R, Ry R,
CO,Me
Q_g\/\NHCOMe ) Q—§VCN - \©\/\g~< ?
N 1. reduccion N hidrolisis N CN
' 2. acetilacion ! descarboxilativa |
R R4 CO,Me
1 6 5

Esquema 1. Secuencia general de sintesis de 3-alquil-2- MV-acetiltriptaminas 1.

La segunda secuencia de reacciones involucra la transformacion del grupo

acetonitrilo en C2 a la correspondiente AN-etilacetamida. Se inicia con una hidrodlisis

3% Lopez-Camacho P. Y., Joseph-Nathan P., Gordillo-Roman B, Suarez-Castillo O. R., Morales-Rios M. S.,
Cascade [1,3]-Sigmatropic Rearrangements of Ketene O,0-Acetals: Kinetic and DFT Level Mechanistic
Studies, ] Org Chem (2010), 75, 1898-1910.
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N, C-descarboxilativa de 5 para formar el correspondiente 2-acetonitrilindol 6 que,
por reduccion del grupo nitrilo a la amina y la subsecuente acetilaciéon in sity,

generaran los productos deseados 1.

Considerando el esquema de sintesis arriba descrito, en la siguiente seccion, se
describe a detalle la metodologia, resultados y las correspondientes discusiones,

de acuerdo a la secuencia de reacciones propuestas.
5.1.1 Sintesis de 2-indolilcianomalonatos 5.

Como se describioé previamente, la primera secuencia de reacciones comienza con
la hidroxilacién del 3-indolilcianomalonato 2 en las condiciones de reaccion que se
muestran en el Esquema 2. Dicha reaccion de oxidacion se llevo a cabo siguiendo

la metodologia establecida previamente en el grupo de investigacién.>>

NC
CO,Me
HNO4/AcOH j 72
———
0.5h, 45 °C N OH
|
Rs NG Co,Me
COzMe
\ 3a, 84%
N
CO,Me
2aR3= MeO, NQ
R*=H CO,M
3- 4 2vie
2b R3 = OMe Crog/AcOH
1.5h,0°C ,}j OH
COZMe
3b, 80%

Esquema 2. Reaccion de hidroxilacion de 2.

Como se muestra en el Esquema 2, la seleccién del agente oxidante cambid en
funcidn del sustituyente en C5. Se ha observado que cuando R3 es hidrégeno, la
oxidacion con HNO3/AcOH ocurre con buen rendimiento, en contraste, bajo estas
condiciones la presencia del grupo activante MeO en 2b conduce a productos de

descomposicion, situacion que se ha resuelto usando CrO3 como agente oxidante.

5> Morales-Rios M. S., Bucio M. A, Joseph-Nathan P., Formal synthesis of (+)-physostigmine. Tetrahedron
(1996), 52, 5339-5348.
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Los productos hidroxilados 3a y 3b se obtuvieron en buenos rendimientos; sus
puntos de fusidn y su caracterizacion estructural por espectrometria de masa (EM)
y resonancia magnética nuclear (RMN) coincidi6 con los datos descritos

previamente.

La alquilacién de los derivados 2-hidroxilados 3a y 3b condujo a las a-ciano-y-
lactonas 4 via la adicion conjugada 1,4 del reactivo de Grignard (4 equivalentes) y
la subsecuente lactonizacion /n situ, del producto intermedio B-alquil-y-
hidroxiéster. Especificamente, esta sucesion de reacciones Unicamente se observd
en los productos sustituidos en C3 por Bn y pOMeBn 4a-4c, que se obtuvieron
como mezclas diasteroméricas resultantes de la epimerizacion parcial del centro
estereogénico acidico C3, una vez forma la lactona (Esquema 3). En tanto que la
reaccion de adicion nucleofilica del bromuro de fenetil magnesio (PhEtMgBr) al
doble enlace proquiral de 3a condujo a la formacién del producto intermedio
aciclico estable 3c. La estabilidad de 3c se atribuye al menor efecto estérico del

grupo fenetilo con respecto a los grupos bencilo y p-OMe-bencilo.

El analisis por RMN "H del crudo de reacciéon del intermedio B-alquil-y-hidroxiéster
3c demostré que este compuesto existe en solucion como una mezcla
diasteromérica 5:4 de solo dos diasterdbmeros de entre cuatro posibles, en 73% de
rendimiento global. Los componentes de dicha mezcla no pudieron separarse por
cromatografia, sin embargo, uno de entre ellos cristalizé de la mezcla epimérica.
Cabe sefalar que el analisis por RMN 'H de las aguas madres del compuesto
cristalizado demostré que en solucién (CDCl3) 3c existe en una mezcla de dos
componentes en una relacion 5:4, idéntica a la observada en el crudo de la mezcla

de reaccion.



NC NC

R
3 / COzMe R3 COZMe
R,MgX, THF R,
—>
N OH 3h,0-5°C N~ ~OH
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,}j OH
CO,Me
3¢, 73 %
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CN
R3 R,

o
N

|
COzMe

4a: Rz=H R>=Bn

4b: R3=H R,= pOMeBn
4c: R3= OMe Ry=Bn

4d: R3=H R,= EtPh

KOH 6%, THF T

0.5h,ta

Esquema 3. Sintesis de las a-ciano-y-lactonas 4.

La esteroquimica relativa de los dos nuevos centros estereogénicos en C3 'y C8 del

racemato de 3c se establecié por analisis de difraccién de rayos X un cristal. La

estructura cristalina de 2R*,35*85*-3c¢ se presenta en la Figura 9. Formalmente, el

epimero 25*35*,85%-3c puede generase por inversion del carbono C2 del grupo

hemiaminal. Se sabe que la oxidacion de mezclas diasteromericas de este tipo de

compuestos conduce a los 2-oxoindoles correspondientes, cuyo espectro de RMN

de H, indica que se trata de un solo isbmero.>®

% Morales-Rios M. S., Bucio M. A, Joseph-Nathan P., Nouvelle voie d’acces us squelette de la (+)-physostigmine.

Tetrahedrom Lett (1994), 35, 881-882.
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Figura 9. Estructura de rayos X de 2R*35*85* 3c.

La transformacion quimioselectiva de la 3-fenetil-2-hidroxiindolina 2 R*,35*,85*-3¢
en la correspondiente indolilcianolactona 4d se llevd a cabo por tratamiento con
una solucion al 5% KOH en agua usando THF como disolvente. La formacion
preferida del sistema fusionado ¢is-5,5 en 4a-4d es posible debido a la existencia
de un equilibrio tautomérico cadena-anillo que ocurre a través del grupo

hemiaminal de 3a-3d como se muestra en el Esquema 4.

N
\/COZMe \/COZMe \/002Me Ry CR*
R O
2 S* 5
II O
OH N Y
COzMe COZMe cone MeO,C
3 4

Esquema 4. Equilibrio tautomérico cadena-anillo que ocurre a través del grupo
hemiaminal de 3a-3d.

Las a-ciano-y-lactonas 4 se encuentran en solucion de CDCls como una mezcla
diasteromérica anti/syn (ca. 5:1) con respecto a los sustituyentes en los centros
estereogénicos C3 y C3a. El equilibrio anti/syn es funcidon del efecto estérico
ejercido por el sustituyente en C3a y ocurre a través de la formacion de un
tautomero enol. Aunado al equilibrio anti/syn, las a-ciano-y-lactonas 4 exhiben
procesos dinamicos que resultan de la rotacion restringida alrededor del enlace
sencillo C-N del grupo carbamato, ocasionando sefiales significativamente anchas
en el espectro de "H para H-7, H-8a y el metilo del carbamato y en el espectro de

13C para el carbono del metino C-8a y del metilo de carbamato.

La asignacion por RMN de las a-ciano-y-lactonas 4 como mezcla de dos
diasteromeros (ver anexo espectroscopico) se basd en los correspondientes
espectos de RMN H, 3C, gHSQC, gHMBC y NOESY. En particular, en el espectro
gHSQC de 4c se observa una correlacion entre la sefial ancha caracteristica del
carbono de metino C-8a, que coincide para ambos diasteromeros, (6 = 94.0) con

las sefales significativamente anchas en 6 = 6.35 y 6.48 debidas al hidrogeno H-8a
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de cada diasteredmero. En tanto que las sefales de C-3 para cada diasteredmero
en 6 = 424 y 40.6 correlacionan con las sefales simples en 6 = 4.05 y 4.15,
respectivamente, debidas al hidrogeno H-8a. Los rendimientos obtenidos para 4
fueron moderados (53% 4a, 42% 4b, 55% 4c, 49% 4d) y su estabilidad quimica se
ve comprometida en ambientes humedos y en condiciones acidas,

transformandose en los correspondientes derivados desnitrilados.

La confirmacion estructural de 4, particularmente de 4c, se obtuvo por difraccion
de rayos X (Figura 10). En la estructura cristalina se observa la disposicidn
geométrica del diasteroisémero con fusién c¢is furo[3,2-blindol, la orientacion ant/
de los grupos nitrilo y bencilo, en tanto que el carbonilo del carbamato se
encuentra orientado hacia el anillo de lactona en una configuracién s-Z alrededor

al enlace sencillo N-C.

El tratamiento de las a-ciano-y-lactonas 4a-d con un exceso de una solucién
etérea de diazometano, durante 1 h a temperatura ambiente dio los 2-
indolilcianomalonatos 5. EI mecanismo de reaccién en cascada involucra tres
etapas consecutivas que ocurren a través de los intermediarios ceten- O O-acetales
A y ciclopropan[blindoles B. Los ceten-O O-acetales A se formaron por la O-
metilacion de un intermediario enol, en tanto que los ciclopropan[b]indoles B se
obtuvieron mediante un reordenamiento sigmatropico [1,3] de los ceten-O,O-
acetales A. En la tercera etapa, la fuerza impulsora es probablemente la liberacion
de la deformacién angular del anillo de ciclopropano por escision del enlace
ciclopropilo mas sustituido de B. Este Ultimo proceso es exotérmico e irreversible,
dando lugar a la terminacion de las reacciones en cascada para dar los 2-
indolilcianomalonatos 5a-d (Esquema 5).>* Los 2-indolilcianomalonatos 5a-d se
obtuvieron como cristales blancos amorfos en buenos rendimientos después de su

purificacion por cromatografia en columna.
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c18

Figura 10. Estructura de rayos X de la a-ciano-y-lactona 3R*,3aS,*85* 4c.
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5d: Rz=H Ro= EtPh

Esquema 5. Reordenamiento en cascada que dirige a los 2-indolilcianomalonatos 5.
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5.1.2 Sintesis de 3-alquil-2- M-acetiltriptaminas

A continuacién se llevd a cabo la hidrélisis A, C-descarboxilativa de 5a-5d
empleando 10 equivalentes de K2COs en una mezcla de MeOH/H20O (3:1) a reflujo
durante 5 h para dar los 2-acetonitrilindoles 6a-6d en buenos rendimientos (64-
70%), obteniéndose como aceites de color rojizo. Los espectros de RMN 'H de la
serie de 6a-6d se caracterizaron por mostrar una sefal simple que integra para
dos atomos de hidrégeno entre & 3.7 y 4.1, que corresponde al metileno del
acetonitrilo en posicién C2 del anillo inddlico. Ademas, se observé una sefal
simple ancha asignada al grupo NH alrededor de & 8.0 que intercambia con D0,
asi como las sefales tipicas de un benceno orto-disustituido para 6a, 6b y 6d y de
un benceno 1,2,4-trisustituido para 6c. La asignacién estructural completa por

RMN se encuentra resumida en el Anexo de esta tesis.

R
Rs R, Rs )

R
R, 2
Q_ﬁ\(CN —2 = Q_§VCN b e N\ NHCOMe
N

N H
]
MeO,&  COzMe H

5 6 1
a:Rz=H Ry= Bn

b b: R3=H Ro= pOMeBn
c:R3= OMe R,=Bn ¢ d

d:Rs=H  R,=EtPh

R

R, pMeOBnN O
R,
\ NHCOMe Q—ﬁ\(c"‘ %
N N N NHCOMe
]
MeO,C  CO2Me R, R4
9 a:Ri=Me R4=H 7

8 b:Ri=H R;=Me
c: Ri=Me R4=Me

Esquema 6. Sintesis de 3-alquil-2-AN-acetiltriptaminas 1 y otros derivados relacionados.
Condiciones de reaccion: a) K,COs (10 eq), MeOH/H,O (3:1), reflujo, 5 h; b) Hz, Ni-Raney,
Ac0, 3 atm, ta, 8 h; c) Mel, Cs,COs;, DMF, ta, 24 h; d) O, luz, ta.

La uUltima etapa en la sintesis de las 3-alquil-2- M-acetiltriptaminas 1a-1d consistio
en la hidrogenacion catalitica de 6a-6d bajo 3 atmdsferas de H> en presencia de

Ni-Raney y anhidrido acético durante 8 h. Bajo estas condiciones el grupo nitrilo se
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redujo a la correspondiente amina que, /n situ, reacciono con el anhidrido acético
formando de esta manera las 3-alquil-2- MV-acetiltriptaminas 1 (Esquema 6) en

rendimientos moderados.

Es interesante sefalar que durante el proceso de purificacion de las 2-AN-
acetiltriptaminas 1a-1c se aislé en cada caso un subproducto 7a-7c (Esquema 6),
cuyo i6n molecular determinado por EM contenia 16 unidades de masa mas que
aquella debida a la 2- NV-acetiltriptamina 1 (M* + 16), situacion que se atribuye a la
presencia adicional de un atomo de oxigeno en 7. El andlisis del espectro de RMN
H de 7b mostro en la region alifatica la presencia de 2 sefales simples debidas a
grupos metilo de OMe y NHCOMe, similares a las sefiales observadas para 1b, asi
como sefiales multiples atribuidas a hidrogenos diasterotdpicos de 3 grupos
metileno, cuyo patrén de acoplamiento y desplazamientos quimicos difieren
marcadamente de aquellos encontrados para 1b (Figura 11). Ademas, el analisis
del espectro de RMN '3C de 7b mostré6 ademas de la sefial esperada de un
carbonilo de amida la presencia de una sefal de carbonilo de cetona, en
concordancia con lo observado en el espectro de masa. El patrén de sustitucién
del anillo de oxindolina de 7a-7b se establecidé inequivocamente mediante el

analisis de los espectros de RMN en 2D gHSQC y gHMBC.

El mecanismo por el cual las 2-N-acetiltriptaminas 1 se transformaron en las
correspondientes indolin-3-onas 2,2-disustituidas ocurre por una oxidacion
aerobica (Esquema 6). La oxidacion en C3 y la migracion del grupo bencilo o
pOMe-bencilo de C3 a C2 en 1a-1c ocurrié bajo condiciones estandar de
almacenamiento (temperatura ambiente, sin proteccion de luz y libre de

disolvente) en aproximadamente 5 semanas.

Se determind que el orden de estabilidad de las 2-N-acetiltriptaminas 1 decrece

en el orden 1d>>1b>1a>1c.
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Figura 11. Espectro de RMN "H en CDCl; de 1b y del derivado oxidado 7b.

El mecanismo implica una oxidacion aerobia fotocatalizada en C3 que promueve,
de manera concertada, una trasposicion semipinacolica en donde el sustituyente
en C3 cambia a la posicién C2 del anillo inddlico (Figura 12).° Si bien es cierto que
las nuevas indolil-3-onas 2,2-disustituidas 7a-7c se obtuvieron de forma fortuita,
su importancia no es poca, ya que mantienen estrictamente los grupos
farmacoforos que las hacen ser consideradas como una serie alternativa de

potenciales ligandos melatoninérgicos.

Transposicion
Semipinacélica

R, 0
I Crde
N7 R
H

R
0O
Oz R2
luz visible ~ temp ambiente
(fotocatalisis) NZ/ Rq

Figura 12. Preparacion de derivados indolil-3-ona 2,2-disustituidos via transposicion

semipinacolica.

" Ding W., Zhou Quan-Quan, Xuan J., Li Tian-Ren, Lu Liang-Qiu, Xiao Wen-Jing, Photocatalytic aerobic
oxidation/semipinacol rearrangement sequence: a concise route to the core of pseudoindoxyl alkaloids.
Tetrahedron Letts (2014), 55, 4648-4652.
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5.1.2.1 Tratamiento del 2-acetonitrilindol 6b con Mel

Como resultado de la baja estabilidad de las isotriptaminas 1a-1c¢, los esfuerzos se
enfocaron en sintetizar derivados mas estables, por lo que se decidi¢ investigar de
manera preliminar la sustituciéon del hidrogeno del NH inddlico por un grupo
alquilo en un precursor selecto de las isotriptaminas 1. Para ello, se considero
interesante analizar la reactividad del 2-acetonitrilindol 6b con un agente
alquilante. Asi, el tratamiento de 6b con Mel usando como base Cs>COs3 dio el
producto NM-metilado 8a en mezcla con los productos ¢-monometilado y ¢ N-
dimetilado 8b y 8c en una relacion 5:2:4, respectivamente, con un rendimiento
global del 55% (Esquema 6). Se espera que la reduccién de los 2-acetonitrilindoles
metilados 8a-8c conduzca a las isotriptaminas correspondientes que seran
estudiadas desde un punto de vista de su estabilidad ante la oxidacion aerdbica y

como potenciales ligandos melatoninérgicos.
5.1.2.2 Preparacion de los 2-indolil-8-amidoésteres 9

Siguiendo con el objetivo de obtener isotriptaminas estables se decidio reducir el
grupo ciano de los 2-indolilcianomalonatos 5 bajo las mismas condiciones de
hidrogenacién catalitica que las usadas para reducir este mismo grupo en los 2-
acetonitrilindoles 6. Asi, la hidrogenacion catalitica de 5a-5d bajo 3 atmédsferas de
H> en presencia de Ni-Raney y anhidrido acético durante 8 h dio las 2-/N-
acetiltriptaminas sustituidas en N y C por un éster metilico 9a-d (Esquema 6). Las
2-N-acetiltriptaminas 9a-d se obtuvieron en buenos rendimientos como soélidos
cristalinos estables. Es posible que la presencia de los grupos éster en las 2-/N-
acetiltriptaminas 9a-d favorezcan efectos sinérgicos en el reconocimiento

molecular frente a los receptores melatoninérgicos.
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5.2 Modelado Molecular

Actualmente hay cuatro métodos en el disefio molecular caracterizadas por la
técnica empleada: (i) QSAR (quantitative structure activity relationship), basada en
descriptores moleculares fisicoquimicos; (i) mecanica molecular, basada en la
mecanica clasica y en programas modeladores-constructores de representacion
grafica tridimensional de moléculas; (iii) mecanica cuantica, que tiene en cuenta las

posiciones y energias de los atomos y moléculas; (iv) topologia molecular.

La topologia molecular nacié del estudio de las propiedades fisicoquimicas de
compuestos organicos. El objetivo de la topologia molecular es la caracterizacién
estructural de moléculas mediante unos invariantes sencillos, llamados indices
topoldgicos. Los indices topoldgicos son una serie de parametros que, a través de
valores numéricos, codifican una informacion estructural, electronica, estérica, asi
como una determinada propiedad fisicoquimica de la molécula bajo estudio, mas
alld de su naturaleza quimica. Estos indices, una vez procesados estadisticamente,
juegan un papel decisivo en el disefio de moléculas con propiedades quimicas y

farmacoldgicas especificas.

n R4 Ry R3
1a 2 H Bn H
NHCOMe
Rs 1b 2 H pOMeBn H
Q) )
N\ Q_g\MNHCOMe Te | 2 H Bn  OMe
H N n 1d | 2 H EtPh H

|
S -
1e 2 Me  pOMeBn H

1f 1 H pOMeBn H
LZ 1

19 1 Me pOMeBn H

Figura 13. Luzindol (LZ) e isotriptaminas 1.

En la siguiente seccion se presentan los resultados obtenidos en la prediccion de
propiedades especificas de las isotriptaminas de tipo 1 como nuevos ligandos a
receptores de melatonina usando como modelo de referencia al luzindol (LZ), una

2-benciltriptamina con reconocida actividad antagonista selectiva sobre los
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receptores de melatonina. Los métodos utilizados involucran topologia molecular,

mecanica molecular y mecanica cuantica.

5.2.1 Prediccion del blanco terapéutico por topologia molecular

Una aplicacién de la topologia molecular es buscar nuevos compuestos con
determinada actividad farmacoldgica. La metodologia consiste en que una vez
calculados los indices topoldgicos de compuestos conocidos con dicha propiedad,
se obtienen (por lo comun, mediante analisis lineal discriminante) funciones de
clasificacién que permiten discriminar entre compuestos activos e inactivos. A
continuacion, las funciones de clasificacion se aplican a bases de datos de
estructuras quimicas, para la seleccion de sustancias potencialmente activas. Una
caracteristica de la topologia molecular es el hecho de no requerir un
conocimiento previo de la estructura del receptor para generar nuevas cabezas de
serie. En la practica, el analisis topoldgico molecular se puede realizar mediante
alguno de los softwares disponibles en el mercado.

El servidor molecular SwissTargetPrediction, usa un algoritmo basado en la
combinacién de diferentes medidas de similitud quimica (tanto en la estructura
como en la geometria molecular) para predecir los blancos terapéuticos de
moléculas pequefias, comparando indices de similitud 2D y 3D de ligandos
conocidos. Este software determina la similitud quimica mediante el uso de huellas
moleculares (‘molecular fingerprints; similitud 2D); los compuestos que muestran
una alta similitud bajo esta consideracion claramente tienen una mayor
probabilidad de interaccionar con blancos similares, sin embargo, la biofisica del
reconocimiento molecular sugiere que la similitud en la forma del ligando o la
distribucion del potencial electrostatico podria también dar lugar a un efecto
similar (similitud 3D). Por tanto, la combinacion de indices de similitud 2D y 3D

aumenta significativamente la precision de la prediccion del blanco terapéutico,
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especialmente interesante cuando la molécula a analizar es nueva y no pertenece a

una serie quimica ya estudiada.®

El analisis topoldgico 2D-3D discriminante de las isotriptaminas 1, indico que el
87% del total de las moléculas con las que mostraron similitud estructural, acttan
sobre receptores de membrana. De estas proteinas destacan los receptores a
dopamina (D2 y D3) y a melatonina (MT1 y MT2), que estan relacionados ambos
por pertenecer a la familia de receptores acoplados a proteinas G (Figura 14).

SwissTargetPrediction report:
Query Molecule

O | =N
os

N\ NH

R CH

Ve

ombiand
# sim.
Target it €in ChEMBL ID Probability cmpds (3D Target Class
1D code

/2D)
D(2) dopamine receptor Piaste  oroz  CHEMBLz17  [INNMMMMMN | 1so/zsq Membrane
receplor
D(3) dopamine receptor P35462 DRD3 CHEMBL234 _:| 128/ 131 Membrane
receptor
Melatonin receptor type 1A P4g039  MTNR1IA  CHEMBL1945 _:| 435/97 MEmBanG
receptor
Melatonin receptor type 1B P49286 MTNR1B CHEMBL1946 _:| 435/97 Membrane
receptor

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 QsUWe  ToP1 CHEMBL1075138 [IN | 353/8  Enzyme

Melatonin-related receptor (by P AFHED _:I 435/ 97 Membrane
flomokegy) receptor
M
D(4) dopamine receptor P21917 DRD4 CHEMBL219 _:] 100/ 25 lembrane
receptor
D(1A) dopamine receptor P21728 DRD1 cHEMBL2056 [ | 36/23 Membrane
receptor
D(1B) dopamine receplor Peiots  DADs  CHEMBL1850 [N | 30/23 MEmEcans
receptor
Mu-type opioid receptor P35372 OPRM1 CHEMBL233 _:| 191 /94 Membrane
receptor
Delta-type opioid receptor P41143 OPRD1 CHEMBL236 _: 191/94 I
receptor
Sodium-dependent serotonin Eaieas Sitsia CHEMBL=228 _:| 180728 |Teargporter
transporter (by homology)
5-hydroxytryptamine receptor 2A P28223 HTR2A CHEMBL224 -:| 200/ 147 Membrane
receptor
5-hydroxytryplamine receplor 2 Pessss  HTR2c  CHEMBL225 [ | 160/94 lr\:ir;l;zne

Figura 14. Prediccion del blanco terapéutico de las isotriptaminas 1 por

SwissTargetPrediction.

58 a) Gfeller D., Michielin O., Zoete V., Shaping the interaction landscape of bioactive molecules. Bioinformatics
(2013), 29, 3073-3079. b) Gfeller D., Grosdidier A., Wirth M., Daina A., Michielin O. Zoete V.,
SwissTargetPrediction: a web server for target prediction of bioactive small molecules. Nucl Acids Res (2014),
42, W32-W38. ¢) http://www.swisstargetprediction.ch/
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Estos resultados son muy significativos en cuanto a que el analisis topoldgico
indica que las isotriptaminas 1 tienen similitud estructural 3D con 435 ligandos
melatoninérgicos y similitud estructural 2D con 97 ligandos, en ambos tipos de
receptores a MLT (1A y 1B, Figura 14). Los puntajes de indices de similitud 2D y 3D
de las isotriptaminas 1 fueron de 0.83 y 0.92, respectivamente, para ambos
receptores (MT1, MT2). Cabe sefialar que estos valores son comparables a los
obtenidos del analisis discriminante realizado al luzindol, usado como referencia.
En resumen, el analisis topoldgico predice que las isotriptaminas 1 cumplen con
las propiedades estructurales que definen el reconocimiento molecular por los

receptores melatoninérgicos.

5.2.2 Generacion del diagrama de potencial electrostatico molecular (PEM)

La complementariedad molecular juega un papel central en el proceso de
reconocimiento molecular y el potencial electrostatico molecular (PEM) es una de
las propiedades mas aceptadas de sistemas moleculares para interpretar dichas
interacciones. Las moléculas deben estar en la orientacién correcta y conformacién
apropiada para aumentar la probabilidad de interactuar entre si. Esta ruta de
reaccion, denominada etapa de reconocimiento, es esencial en las interacciones
farmaco-receptor. Cuando dos moléculas se acercan para reaccionar o interactuar,
el componente principal de la energia de interaccion es coulombiana. Esta energia
es esencial para la orientacion de las moléculas con el fin de lograr una disposicion
espacial favorable, de grupos funcionales, antes de reaccionar. Este paso de
reaccion corresponde al paso cinético y el PEM desempefia un papel importante
en el nivel de entropia ya que cuando las moléculas estan muy proximas el PEM
sufre una deformacion. En términos de reconocimiento farmaco-receptor, la
estabilidad del complejo puede relacionarse con los valores PEM y estos valores

pueden expresar la actividad del farmaco.>®

%% a) Pepe G., Siri D., Fleboulb J. P., The molecular electrostatic potential and drug design. | Mol Struct (1996),
256, 175-165. b) Sizochenko N, Majumdar D., Roszak S., Leszczynski J., Capitulel, Application of quantum
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Considerando que las isotriptaminas 1 presentaron una buena similitud estructural
tanto 2D como 3D con el luzindol (LZ), resultaba interesante hacer un anélisis
comparativo del diagrama PEM entre estas moléculas por métodos de mecanica
cuantica. La finalidad fue determinar el efecto que ejerce la transposicién de los
grupos farmacédforos de 1 con respecto al LZ en la distribucion del potencial

electrostatico como una medida de su potencial actividad melatoninérgica.

Tabla 1. Energia de Gibbs relativa (kcal/mol) en fase gas, fracciones molares (x, %) y

geometrias de los conférmeros de minima energia del LZ y 1a-1d.

R3 R
2 1a: R3=H R>=Bn
1b: R3=H R,= pOMeBn
\ NHCOMe 1¢:Rs= OMe R;=Bn
1d: R3=H Ro= EtPh

N
H

Lz 1a 1b 1c 1d
LZ 1a 1b 1c 1d
AE X AE X AE X AE X AE X
Cc1 0.00 6232 | 0.00 4562 | 000 2803 0.00 4044 | 0.00 | 6991
c2 0.65 20.78 | 0.15 3549 | 0.08 2428 | 0.25 2647 | 0.53 | 28.69
c3 1.21 8.06 | 058 17.25]| 0,12 23.02| 059 15.06 | 2.32 1.40
C4 1.61 411 197 164 | 042 1374 | 0.78 10.83 - -
Cc5 1.83 2.83 - - 094 578 | 1.18 554 - -
Cc6 207 190 - - 1.00 5.15 1.89 1.66 - -

El analisis se inicio con la busqueda conformacional

de las isotriptaminas 1
empleando el algoritmo Monte Carlo en combinacion con el campo de fuerzas
Merck (MMFF), los conférmeros resultantes que aportaron >2% en la distribucion
de Boltzmann fueron agrupados por nivel de energia y su relacion geométrica,
reduciendo la distribucion los conférmeros

poblacional. Sucesivamente,

seleccionados se optimizaron a los niveles de calculo HF/3-21G, HF/6-31G(d) y

mechanics and molecular mechanics in chemoinformatics en Handbook of Computational Chemistry,
Springer (2012),1-23.
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finalmente al nivel de DFT M06-2X/6-31+G(d,p) utilizando Gaussian 09. En la
optimizacién con el Ultimo nivel de calculo se eligieron como los conférmeros
estadisticamente significativos aquellos que aportaron mas del 2% en la distribucion
de Boltzmann y que fueron geométricamente diferentes (Tabla 1). Posteriormente,
los minimos encontrados fueron empleados para analizar sus propiedades

estereoelectronicas.

El analisis geométrico de los conférmeros de minima energia sugiere que la
estabilidad de 1a-1d en fase gas estd condicionada por interacciones
intramoleculares del tipo N-H--O. De acuerdo a las geometrias obtenidas, la
formacién de un enlace de hidrégeno N-H--O intramolecular entre el hidrégeno
sp?>-NH del indol y el atomo de oxigeno carbonilico del grupo amida cierran un
anillo de siete miembros con una distancia de enlace de ca. 2.2 A en cada
conférmero. Dicha interaccion limita la flexibilidad de la cadena de etilamida, por
lo tanto la libertad conformacional esta dada principalmente por el sustituyente en

la posicion C3 del nucleo inddlico.

Los diagramas de potencial electrostatico molecular (PEM) fueron generados con
la herramienta Cubegen de Gaussian09. Los diagramas PEM de los conférmeros
mas estables de las isotriptaminas 1 fueron comparados con el diagrama PEM del

Luzindol (Figura 15).
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Luzindol

ﬁg

la 1b

1d 1c

Figura 15. Diagramas PEM de luzindol y 3-alquil-2- M-acetiltriptaminas 1a-d.

Los diagramas PEM de la Figura 15 muestran Unicamente los potenciales
electrénicos negativos y tiene un isovalor de 0.03, para todos los compuestos. Este
volumen corresponde al potencial electrostatico que se sitla en un plano paralelo
a 1.5 A por encima del plano del anillo inddlico, justo sobre de la region de los

electrones m.

El volumen isovalente del luzindol mostrd un l6bulo superior por encima del anillo
de benceno (cubriendo los atomos C4, C5 y C6), otro lI6bulo de mayor densidad
negativa localizado sobre el grupo carbonilo de la cadena de etilamida en posicion
C3 del anillo inddlico y finalmente, se localizé una pequeia densidad negativa

sobre el atomo de nitrégeno del grupo amida. Este resultado es consistente con el
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diagrama PEM del agonista natural, la MLT, salvo por el |6bulo faltante que

corresponde al &tomo de oxigeno del grupo metoxilo en posicién C5.6°

La comparacion de los diagramas de PEM del LZ con su regioisdbmero 1a mostro
que las regiones de carga negativa observadas en el LZ se mantienen en 1a a
pesar de la transposicion de los sustituyentes en C2 y C3. Aun mejor, el volumen
de los I6bulos aumenté y se distribuyeron por ambas caras del sistema inddlico.
Las isotriptaminas con grupos electrodonadores 1b y 1c¢ modificaron
significativamente la topologia de los I6bulos observando un claro aumento en el
volumen y distribucion de carga sobre el sistema aromatico, manteniendo la
region negativa sobre el grupo carbonilo. Especificamente la isotriptamina 1b fue
la que mostré el PEM mas negativo. En lo que respecta a 1d, ésta mantuvo un
diagrama similar a 1a ligeramente disminuido. En resumen, el diagrama de
potencial electrostatico molecular predice que las isotriptaminas 1 cumplen con las
propiedades electronicas que definen el reconocimiento molecular por los

receptores melatoninérgicos.

0 a) Mor M., Rivara S., Silva C., Bordi F., Plazzi P. V., Melatonin receptor ligands: synthesis of new melatonin
derivatives and comprehensive comparative molecular field analysis (CoMFA) study. ] Med Chem (1998), 41,
3831-3844. b) Lira-Rocha A., Espejo-Gonzalez O., Naranjo-Rodriguez E. B., Receptor-binding studies of 1-N-
substituted melatonin analogues. Eur ] Med Chem (2002), 37, 945-951.
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5.2.3 Mapas Farmacoféricos

Las definiciones mas recientes de un modelo de farmacoforo o mapa
farmacoforico convergen en la idea que se trata de "un conjunto de caracteristicas
estéricas y electronicas que son necesarias para asegurar las interacciones
supramoleculares 6ptimas con un objetivo biolégico especifico y desencadenar (o
inhibir) su respuesta biologica". En otras palabras, un mapa farmacoforico es el
arreglo espacial de interacciones moleculares que explican concisamente la

actividad bioldgica de una molécula.®!

Un modelo farmacoférico se puede establecer ya sea basado en ligandos,
superponiendo un conjunto de moléculas activas en 3D y extrayendo sus
caracteristicas quimicas comunes que son esenciales para su bioactividad, o de una
manera estructurada, analizando todos los posibles puntos de interaccién entre el
blanco macromolecular y su ligando (complejo proteina-ligando). Los modelos
farmacoféricos basados en ligandos son la estrategia computacional clave que
facilita el descubrimiento de nuevas moléculas cuando se desconoce la estructura

tridimensional del objetivo macromolecular.®®
5.2.3.1 Hipotesis farmacoférica agonista y antagonista

Una caracteristica o entidad, como una porcion de un mapa farmacoférico, es la
representacion de una coleccién de un cierto tipo de grupos funcionales, or lo que
el conjunto de caracteristicas o entidades farmacofdricas en un mapa, forman una
hipotesis que describe las interacciones responsables de la bioactividad en las

moléculas.

Con el fin de predecir si las isotriptaminas 1 cumplen los requisitos de alguna de
las hipdtesis farmacoféricas agonista o antagonista y, por tanto, si pueden

funcionar como potenciales ligandos melatoninérgicos, se realizo el disefio de

o Pirhadi S., Shiri F., Ghasemi J. B., Methods and applications of structure based pharmacophores in drug
discovery. Curr Top Med Chem (2013), 13,1036-1047.
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mapas farmacofdricos de moléculas bioactivas que actian como agonistas 6
antagonistas en los receptores de melatonina. La identificacion de las entidades
farmacoféricas se bas6 en conjuntos de moléculas representativas, ocho agonistas
y ocho antagonistas. La seleccién de estas moléculas se apoyd en su diversidad
estructural, afinidad y potencia. Los mapas fueron diseflados empleando el
programa LigandScout 3.12, y fueron clasificados por el puntaje de ajuste, es decir,
por la desviacién cuadratica media (RMSD). Los modelos agonista y antagonista
generados se analizaron usando varios criterios: a) el numero de elementos
farmacofoéricos; b) el ajuste RMSD de los correspondientes elementos
farmacoféricos; c) el grado de superposicion de los volumenes moleculares y d) las
distancias entre las entidades farmacoféricas. Las estructuras 2D de los ligandos
utilizados para el disefio de los mapas farmacoforicos, pueden ser consultadas en

la referencia 61.%2

De los resultados obtenidos, se encontré que la mejor hipotesis agonista se
compone de seis caracteristicas quimicas esenciales para la actividad: dos grupos
aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA), un donante de enlace de hidrégeno
(HBD), una zona hidrofébica (H) y dos entidades aromaticas (AR). En la Figura 16,
se muestran los elementos farmacoféricos con las esferas de tolerancia menores a
1.5 A, las cuales indican la posicion ideal de una caracteristica particular en el
espacio 3D (Tabla 2). Los resultados fueron consistentes con un modelo

farmacoforico previamente desarrollado.3?

Por otro lado, la hipdtesis farmacoforica antagonista se muestra en la Figura 17. En
este caso, la mejor solucidon se compone de ocho caracteristicas quimicas clave (2
HBA, 1 HBD, 2 H y 3 AR), seis de las cuales son comunes con el modelo agonista

descrito anteriormente. La interaccion hidrofébica adicional (H) identificada como

62 Mendoza-Figueroa H., Martinez-Gudifio G., Villanueva-Luna J. E., Trujillo-Serrato J. J., Morales-Rios M. S.,
Pharmacophore modeling and conformational analysis in the gas phase and in aqueous solution of
regioisomeric melatonin analogs. A theoretical and experimental study. | Mol Struct (2017), 1133, 534-545.
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una caracteristica de anillo aromatico, podria contribuir a conferir actividad

antagonista.

A

Figura 16. Mapa farmacoférico agonista; A. Hipdtesis agonista, consta de 6 entidades
quimicas 2 HBA (rojo), 1 HBD (verde), 1 H (amarillo) y 2 ARing (azul); B. Superposicion de
los 8 agonistas melatoninérgicos representativos sobre el mapa farmacoférico de 6

entidades.

Figura 17. Mapa farmacoforico antagonista; A. Hipotesis antagonista, consta de 8
entidades quimicas 2 HBA (rojo), 1 HBD (verde), 2 H (amarillo) y 3 ARing y 8n (azul); B.
Superposicion de los 8 antagonistas melatoninérgicos representativos sobre el mapa

farmacoéforico de 8 entidades.
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Estos modelos sugieren que las moléculas agonistas y antagonistas comparten una
misma disposicibn con respecto a las caracteristicas farmacoforicas. Las
coordenadas geométricas de las entidades farmacofoéricas de ambos modelos se

resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Coordenadas de las entidades farmacoféricas en los mapas 3D agonista y
antagonista

Hipotesis Agonista Hipotesis Antagonista
Tolerancia X y z Tolerancia X y z

HBA 1.5 -1.20 -0.76  1.61 HBA 1.5 3.61 1.80 0.73
HBA, 1.5 056 -7.66 4.11 HBA; 1.5 053 380 827
HBD 1.5 130 -566 495 HBD 1.5 204 355 6.66
H 1.5 136 -137 0.62 H1 1.5 117 116 1.62
ARing 0.9 134 -158 093 Ha 1.5 -468 404 202
ARing 0.9 298 -3.09 1.24 ARind 0.9 120 134 176
ARind 0.9 -029 219 280

ARgn 0.9 -435 403 212
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5.2.3.2 Influencia de los enlaces de hidrégeno en las preferencias

conformacionales

Las preferencias conformacionales pueden hacer que los d&tomos no contiguos
dentro de una molécula aislada se conviertan en vecinos cercanos. Estas
disposiciones espaciales pueden ser impulsadas por interacciones electrostaticas

favorables o por la formacion de un "enlace de hidrogeno" (enlace-H).

Como se describe en la Seccién 5.2.2 de esta tesis, el analisis geométrico de los
conférmeros de minima energia en fase gas de 1a-1d sugiere que las preferencias
conformacionales de estos compuestos estan condicionadas por la presencia de
interacciones intramoleculares del tipo enlace-H. Al respecto, cabe mencionar que
a pesar de que los estudios en fase gaseosa permiten aislar una sola molécula,
pudiendo analizar sus propiedades individuales sin ninguna interferencia, es obvio
que la fase gas esta muy alejada del medio fisiolégico o bioldgico donde las
moléculas ejercen su funcién. De aqui, el interés en realizar un analisis
conformacional tanto en fase gas como en un entorno acuoso de una serie de
derivados de 2-(N-acilaminoalquil)indoles que incluye a la isotriptamina 1b
sustituida en C3 por un grupo pMeO-bencilo teniendo la posicion N1 libre 6
sustituida por un grupo metilo 1e, asi como la de los homoélogos menores con una
cadena metilamido en C2 1f y 1g. La estructura, la numeracion de atomos vy las
definiciones de angulo diedro de los compuestos estudiados 1b, 1e, 1f y 1g se

muestran en la Figura 18.

La finalidad de este estudio es determinar si el enlace-H intramolecular que se
supone existen en algunas conformaciones en fase gaseosa de 1b (seccién 4.2.2),
se mantienen después de la solvatacion acuosa, ya que en estas condiciones
pueden establecerse nuevas interacciones intermoleculares tipo enlace-H con el
disolvente, que pueden influir en las preferencias conformacionales de este

compuesto y de sus analogos 1e, 1fy 1g.
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Para tal efecto se realizaron estudios de modelado molecular usando el método de
polarizacién continua (PCM) implementado en Gaussian 09. En este modelo, el
disolvente se representa como un medio polarizable caracterizado principalmente
por su constante dieléctrica € (eagua= 78.4). Los calculos se llevaron a cabo usando
la teoria de la funcional densidad (DFT), con el funcional B3LYP y la base 6-
31+G(d,p). La caracterizacion de los conformeros de minima energia en fase gas
(Cg) y solucion acuosa (Cs) de 1b, 1e 1f y 1g, (energia libre de Gibbs, las
respectivas fracciones molares dadas por la distribucion de Boltzmann y angulos

diedros relevantes) se presentan en la Tabla 3.

Figura 18. A. Estructuras y numeracion de los compuestos 1b, 1e, 1f y 1g. El atomo de
nitrogeno del indol se design6 como N1 y el atomo de nitrogeno de la amida como N2. B.
Definicion de angulo diedro para 1b y 1e: 71= Z(C2C3C8C10); n= Z(C3C2CIN2); 3=
Z(C2C9N2C-¢). C. Definicion de angulo diedro para 1f y 1g: ©1= £(C2C3C8C10); =
Z(C3C2C9C10); 3= Z(C2CICTON2); za= £(CICTON2C-0).

El analisis de las distancias y los parametros angulares obtenidos en fase gas
sugiere que la estabilidad conformacional de 1b, 1f y 1g se ve afectada por
interacciones intramoleculares de tipo N-H-+-O o N-CH--O (Figura 19). Por ejemplo,
en 1b se identificaron seis conformaciones estables, observdndose que la
conformacion Cg7y el par de conformaciones especulares Cg2/Cg2; que aportan
mas del 90% de la poblacion total, se estabilizan mediante un enlace-H
intramolecular formando un ciclo de ocho miembros, cuya distancia de interaccion

N-H--O es < 2.1 A. Para el caso del homdlogo inferior 1f, cuyo par de conférmeros
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especulares mas estables Cg7/Cg7'y Cg2/Cg2’ aportan el 91% de la poblacidon
total, los calculos sugieren la formacion de un enlace de hidrogeno N-H--O
intramolecular entre el hidrégeno inddlico sp2-NH y el 4tomo de O del grupo
amida, cerrando un anillo de siete miembros, favorecido por la distancia

relativamente corta de la interaccién N-H--O < 2.2 A.

En cuanto a los conférmeros de minima energia encontrados para los derivados de
N-metilados 1g (Cg7y Cg2) y 1e (par especular Cg7/Cg7) que contribuyen con
una densidad poblacional de Boltzman superior al 85%, presentan caracteristicas
direccionales tipicas que concuerdan con la formacion de un enlace de hidrogeno
carbono-oxigeno N-CH--O entre el N-CHs y el atomo de oxigeno del grupo

carbonilamida.®3

Por otro lado, en fase acuosa, el analisis de los angulos diedros asi como las
distancias y las preferencias angulares de las interacciones por puente de
hidrégeno (Figura 20), proporcionan evidencia de que los conférmeros de 1f en
fase gas (Cg7/Cg1’y Cg2/Cg2)y en solucion (Cs7y Cs2) no son muy diferentes, a
excepcion de los angulos diedros que caracterizan la orientacién del grupo pOMe-
bencilo. La corta distancia entre los &tomos N-H--O (<2.3 A) en los conférmeros
obtenidos en fase acuosa Cs7y Cs2 que aportan el 100% de la poblacién total,
sugiere la presencia de una interaccion intramolecular por puente de hidrégeno.
Por lo tanto, la interaccidon intramolecular N-H--O que existente en fase gas
permanece después de la solvatacion acuosa. En contraste, como puede
constatarse en la Tabla 3 y en la Figura 20, el ambiente solvatado modifica
significativamente las geometrias de los conférmeros de 1b, 1e y 1g, alterando los
angulos diedros implicados en la interaccion intramolecular por puente de
hidrogeno predicha en las estructuras en fase gas. Como resultado de estos

cambios geométricos la fuerza de enlace-H intramolecular estabilizante,

8 a) Desiraju G. R., The C-H~O hydrogen bond: structural implications and supramolecular design, Acc. Chem.
Res. (1996), 29, 441-449.; b) Horowitz S., Trievel R. C., Carbon-oxygen hydrogen bonding in biological
structure and function, J. Biol. Chem. (2012), 287, 41576-41582.; c) para detalles estructurales de los
conformeros se recomienda consultar la referencia 61, asi como la informacion de soporte.
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importante en fase gas, puede romperse en agua muy probablemente para
permitir la formacion de interacciones de enlace-H intermoleculares con el

disolvente.

1b —
o Cg1 Cg2 Cg2’ Cg3 Cg4 Cg5
e
["\
g5
1f —
N,
1g —
¢
Cgl g2 g3 g3’

Figura 19. Geometrias obtenidas para los conféormeros de minima energia en fase gas
[DFT B3LYP/6-31+G (d,p)] para 1b, 1e, 1f y 1g. La estabilidad aumenta de derecha a
izquierda en cada fila. Las conformaciones especulares, con los mismos valores absolutos
de angulos diedros (1) pero signos opuestos, fueron encontradas para los conférmeros de
energia minima de 1b (Cg2/Cg2), 1e (Cg1/CqT), 1f (Cq1/CgT: Cg2/Cg2) y 19 (Cg3/Cg3).

El enlace-H intramolecular se indica con una linea segmentada roja.
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Figura 20. Geometrias obtenidas para los conférmeros de minima energia en solucion
acuosa [DFT B3LYP/6-31+G (d,p), solvatacion por el método CPCM] para 1b, 1e 1fy 1g. La

estabilidad aumenta de derecha a izquierda en cada fila.
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Tabla 3. Energias relativas en fase gas (Ggasre) y solucion acuosa (Gsonrel), fracciones molares (x %) y angulos diedros relevantes para los

conféormeros de minima energia de 1b, 1e 1f y 1g. Todos los valores energéticos se dan en kcal/mol

FASE GAS SOLUCION ACUOSA
Ggas,relb Xgasb ¢ ©° € [ Gsoln,relb )(solnb 7° ©° 3¢ 17

1b 1b
Cg7 0.00 4259 -75.6 158.7  -60.1 107.1 Cs7 0.00 4217 112.3 92.1 61.8 88.9
Cg2 0.35 23.47 809 -119.2 -1242 74.8 Cs2 0.32 18.68 -82.8 95.5 64.7 89.0
Cg2 0.35 2347  -80.8 119.2 1241 -74.7 Cs3 0.44 15.26 -84.8 120.0 -61.6 178.3
g3 1.17 5.95 86.5 -75.9 -45.3 -61.7 Cs4 0.59 11.85 -90.2 125.3 -62.6 -91.8
Cg4 1.69 245  -1022 99.2 -71.3 -127.5 Cs5 0.62 11.26 -85.2 121.0 -61.6 137.1
g5 1.79 2.07 914 -1127 642 158.5 Cs6 0.64 10.89 -86.5 119.9 -62.1  -176.8
le 1e
Cg7 0.00 43.00 80.5 -975 -171.8 784 Cs7 0.00 36.67 -112.0 85.0 614 88.6
g’ 0.01 4246  -80.6 97.2 171.6 -78.7 Cs2 0.27 23.25 -89.1 113.5 -60.6 173.7
Cg2 1.35 439 81.0 -1128 469 -115.0 Cs3 0.31 21.73 -85.5 88.1 63.1 894
g3 1.39 415 -89.2 73.8 50.5 76.7 Cs4 0.41 18.35 -93.0 112.0 -63.2 -1743
Cg4 1.47 3.61 -84.6 1122  -47.0 114.2 - - - - - - -
Cg5 1.71 2.39 -96.3 106.7  -65.9 -154.3 - - - - - - -
1f 1f

Cg7 0.00 28.36 552  -1085 -77.2 - Cs1 0.00 7457 -1112 1154 79.6 -
g’ 0.00 2836  -553 108.5 77.2 - Cs2 0.64 2543 -82.3 112.7 78.8 -
Cg2 0.16 21.64 685 -1084 -77.0 - - - - - - - -
Cg2 0.16 2164 -686 108.4 77.0 - - - - - - - -
1g 1g

Cg7 0.00 46.68 68.5 -920 -1104 - Cs7 0.00 58.35 -78.7 105.1 164.4 -
Cg? 0.08 40.59 73.3 -90.9 -109.1 - Cs2 0.20 41.65 -81.2 105.6 159.4 -
g3 1.18 6.36 -1103 -104.8 -120.6 - - - - - - - -
Cg3 1.18 6.36 110.3 104.8 120.6 - - - - - - - -

bValores relativos y distribucién de Boltzman respecto al conformero mas estable. < Definiciones de angulos diedros Fig. 18.
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5.2.3.3 Alineamiento de 1b, 1e 1f y 1g con los modelos agonista y antagonista

Con la informacion obtenida sobre la preferencia conformacional en fase gas y en
ambiente acuoso, se procedié a la evaluacion del alineamiento de los conférmeros
de minima energia sobre los mapas farmacoféricos tanto agonista como
antagonista, disefados previamente. Cabe sefalar que las geometrias de los
conférmeros obtenidos en fase gas no mostraron alineamiento significativo con
los modelos agonista o antagonista, ya que todos superaron la desviacidon

cuadratica media (RMSD <1.0 A) establecida en los pardmetros de alineamiento.

En contraste, las geometrias de los conférmeros calculados en medio acuoso,
particularmente, los dos conférmeros mas estables de 1b (Cs7, Cs2), 1e (Cs7, Cs3),
1f (Cs7, Cs2, y 1g (Cs7, Cs2) mapearon razonablemente con la hipodtesis
antagonista. A excepcién de Cs7 en 1b, Cs7 en 1e y Cs2 en 1f, todos los
conférmeros correlacionaron con las seis caracteristicas farmacoforicas
antagonistas: dos sitios que funcionan como enlace por puente de hidrogeno
aceptor, un sitio donante de enlace de hidréogeno y dos regiones aromaticas
hidrofobicas. Cabe enfatizar que las geometrias de los conférmeros de 1b, 1e 1f y
1g no mostraron alineamiento con el modelo agonista. El alineamiento
geométrico de los conféormeros en fase acuosa sobre los modelos farmacoforicos
melatoninérgicos se muestran en la Figura 21 y las puntuaciones de ajuste

(pharmacophore fit) a los modelos agonista y antagonista se indican en la Tabla 4.

En resumen, el disefio de los modelos farmacoféricos de ligandos agonistas y
antagonistas melatoninérgicos permitié realizar un screening virtual de los
derivados de 2-(N-acilaminoalquil)indoles 1b, 1e, 1f y 1g. El analisis de alineacion
estructural mostré que el mejor ajuste fue sobre el mapa farmacoférico
antagonista de ocho entidades quimicas, en gran parte porque el centro
hidrofébico que proporciona el grupo bencilo no tiene ningdn componente

comparable en el modelo agonista. Dicho alineamiento fue exitoso para los
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conférmeros estadisticamente significativos optimizados en un ambiente de

polarizacién continua solvatado con agua.

Figura 21. Alineamiento de conférmeros de minima energia en ambiente acuoso sobre

los modelos famacofoéricos melatoninérgicos (A) agonista y (B) antagonista.

Tabla 4. Caracteristicas funcionales de las hipdtesis agonista y antagonista de los

conférmeros de minima energia en solucion acuosa de 1b, 1e, 1fy 1g

Agonista Antagonista

HBA HBD H Ar  score HBA HBD H Ar  score
1b 1b
Csi - - - - - Cs7 2 1 1 1 48.61
Cs2 2 0 1 0 3173 Cs2 2 1 2 0 5298
Cs3 2 0 1 0 3230 Cs3 2 0 2 0 4358
Cs4 - - - - - Cs4 1 1 2 0 4330
Cs5 2 0 0 3255 Cs5 2 0 2 0 4457
Cs6 2 0 1 0 3173 Cs6 2 0 2 0 4310
1e 1e
CsT - - - - - Cs7 2 1 1 1 53.08
Cs2 2 0 1 0 3220 Cs2 2 0 2 0 4442
Cs3 2 0 1 0 31.80 Cs3 2 1 2 0 5326
Cs4 2 0 1 0 3230 Cs4 2 0 2 0 4421
1f 1f
CsT 1 1 0 36.80 Cs7 2 1 2 0 5343
Cs2 2 0 1 0 3242 Cs2 2 0 2 1 54.04
1g 19
Cs1 - - - - - Cs1 2 1 2 0 5290

Cs2 - - - - - Cs2 2 1 2 0 53.04
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5.2.4 Modelado por homologia de receptores MT1 y MT2

La prediccion de la estructura tridimensional (3D) de los receptores de melatonina
acoplados a proteinas G (GPCR) representa un problema complejo debido a
diferentes razones, incluyendo a) la falta de una adecuada estructura de plantilla,
b) la ausencia de un patron validado de interacciones ligando-receptor y ¢) la
naturaleza del ligando enddgeno y la composicion de aminoacidos del sitio de
unién. La primera cuestion esta relacionada con la disparidad entre el nimero de
secuencias de GPCR identificadas y el ndmero de estructuras determinadas
experimentalmente disponibles a la fecha. De hecho, las estructuras de rayos X de
GPCRs actualmente descritas en Protein Data Bank cubren sélo el ~2% de las casi
800 secuencias de GPCRs identificadas hasta ahora en el genoma humano.® En
consecuencia, la mayoria de los GPCR tienen que ser modelados usando plantillas
"estructuralmente remotas"”, es decir, proteinas que tienen menos del 30% de
identidad de secuencia. Otra cuestién que hace que el modelado de los receptores
de melatonina sea aun mas dificil es la falta de interacciones bien caracterizadas
entre los ligandos y los receptores. De hecho, aunque se llevaron a cabo estudios
de mutagénesis dirigida en un nimero de diferentes residuos, abarcando todos los
dominios transmembranales de los receptores MT1 y MT2, no se ha identificado
un modo de unidon inequivoca para la melatonina.®> Las dificultades en el
modelado de los receptores MT1 y MT2 también estan relacionadas con las
propiedades fisicoquimicas del ligando enddgeno, asi como con la composicién de
aminoacidos del sitio de reconocimiento de los receptores. Ambos receptores
carecen de un patron de residuos polares y cargados que puedan anclar a
neurotransmisores polares en el sitio de unidn. Debido a la presencia de tal

ambiente hidréfobo y al notable caracter lipofilico de la MLT, es poco probable

64 Xiang J., Chun E,, Liu C,, Jing L., Al-Sahouri Z., Zhu L., Liu W., Successful strategies to determine high-
resolution structures of GPCRs, Trends. Pharmacol. Sci. (2016), 37, 1055-1069.

% Mazna P., Obsilova V., Jelinkova I., Balik A., Berka K., Sovova Z., Ettrich R., Svoboda P., Obsil T., Teisinger J.,
Molecular modeling of human MT2 melatonin receptor: the role of Val204, Leu272 and Tyr298 in ligand
binding, J. Neurochem., (2004), 91, 836-842.
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que los compuestos melatoninérgicos puedan formar interacciones polares dentro

del sitio de unién.®

A pesar de las dificultades, las herramientas computacionales y el constante
desarrollo de nuevas estructuras de ligandos han permitido generar modelos de

receptores melatoninérgicos cada vez mas confiables.??
5.2.4.1 Alineamiento de secuencia de aminoacidos

Particularmente, para el disefio de los receptores MT1 y MT2 se empled el método
de modelado por homologia®’ utilizando como platilla el receptor Bz-adrenérgico
humano (coédigo Uniprot: P07550; PDB: 2RH1, Resolucion: 2.4 A). La secuencia de
aminoacidos de los receptores melatoninérgicos fue obtenida de la base de datos

Uniprot (http://www.uniprot.org/) con los c6digos P48039 para MT1 (hMTNR1A) y

P49286 para MT2 (hMTNR1B). Se realizd el alineamiento multiple de la secuencia
de aminoacidos de los tres receptores prestando mayor atencién en los dominios

transmembranales que forman el nicleo de los GPCRs (Figura 22).

Se sabe que las hélices de los receptores de melatonina son superponibles con las
hélices conocidas experimentalmente del receptor B:-adrenérgico. En esta
perspectiva, por lo tanto, fue importante crear el menor numero posible de

espacios en los dominios transmembranales.

Comparando las alineaciones, se observd que MT1 esta ligeramente mas cerca de
la secuencia del receptor Bz-adrenérgico que MT2, con un 28 % de identidad de
secuencia, mientras que MT2 muestra aproximadamente 26% de residuos
idénticos. Sin embargo, todos los aminoacidos cominmente conservados en las
hélices de los GPCR estan presentes y superpuestos como se muestra en la figura

del alineamiento (Figura 22).

% Jockers R., Delagrange P., Dubocovich M. L., Markus L. P., Renault N., Tosini G., Cecon E., Zlotos D. P.,
Update on melatonin receptors: [UPHAR Review 20, Br. ]. Pharmacol., (2016), 173, 2702-2725.

7 Levit A, Barak D., Behrens M., Meyerhof W., Niv M. Y., Homology model-assisted elucidation of binding
sites in GPCRs. En: Cap 11 Methods in molecular biology, editorial Springer Protocols (2012), 914, pp. 179-205.
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La conservacién de la secuencia de aminoacidos fue mayor en los segmentos
transmembranales que en las regiones extra e intracelulares, en las que
comunmente hay un mayor grado de variacion en la secuencia. Esto hace que, al
generar un modelo a partir de un molde, como en este caso, el resultado sea mas
confiable para las hélices (que conforman el sitio de unién de los ligandos

ortostéricos), que para las asas extra e intracelulares.

b2-Rdrng 1 MEQEGH-—=—== GSAFLLAP----NGSHAPDHDVTRERDEV-———-WVV-GMGIVMSLIVLATVRGNVLVITATARFERLD &3
MT1 1 MO———————————— === GNGESALENASQPVLRGDEARPSWLASALACVLIFTIVVDINGNLLVILSVYRNEELR 59
MTZ2 1 MSENGSFANCCERGGHWAVREGWSGAGSEARPSRTE———————— RPPWVAPALSAVLIVITAVDVYGNLLVILSVLANRELR 72

TM1

b2-ndrng &6 TVTNYFI'ISLAJ:IQDL;L[GLAWPFGAAHILI-LKMWTFBIEWCE‘.EWLSIDVLCVTASIE‘.TLCVIAU LITSPFEYQSLL 145

MT1 &0 NAENIEV‘.HSLA.?ADLVVMYPYPLVLMSIE‘NNGWNLEL’LHCQVSGE‘LMGLSVIGSIE‘NITGIAINR YICHSLEYDRELY 139

MT2 73 NAGNLFLVSLAMADLVVAFY FYPLILVAT FYDGHALGEEHCRASAFVMGLSVIGSVENITHIMTHRYCYICHSMAYHRIY 152
TM2

TM3

b2—l—"_\drng 148 TENERRVIILM _J.‘.I'bGL’l‘SEEIQ}LHWYRATHQEMNCYANETCCDE‘E‘——TNQ}-;L‘[;S:;J.V:E YVELVIMVEYYSEVE 223
MT1 140 S5ENSLCYVLLIWLL-TLAAVLE--————- NLRAGTLOYDERIYSCTERAQSVSSAYTIANVVVEFHFLVEMIIVIFOQYLEIW 211
MTZ 153 REWHTPLHICLIWLL-TVVELLE--—--—- NEFVGSLEYDPRIYSCTFIQTASTOYIRANVVIHFLLPIAVVSFOYLEIW 224
T™4 - — - ™5
bz—hdrng 224 RELRRQLOETDRESEGRFHVONLSOVEQDERTGHGLERSSEFCLEEHRALRAT _IE‘rIII-IE‘r'IE":lI LCWLEFFIVNIVHVIQDNL— 302
MT1 212 ILVLOVRQEVEPDR-———————————————— EPELEPQ————— DEFRNFYTMEVVEVLFAICWAPLNFIGLAVLSDERSH 268
MT2 225 VLVLQARREAEPES-——————————————— RLCLEPS————— DLRSFUTMEVVEVIFAICWAPLNCIGLAVAINEQEM ZE81
_ ~  TM6
b2-Adrng 303 -——-IREEVYILLNWIGQYVNSGEMPLIYrCRSEDFRIAFQELLCLRRSSLEAYGNGYSSNGNTGEQSGYHVEQREEENRLLS 378
MT1 2§53 VERIPEWLEVASY YTEFMNS|CI I\IIAIZ[Y CLINONFREEYRRITVSLCTARVEFFVD--55NDVADR———————————————— 330
MTZ 282 RAPQIPEGLEVTSYLLAYFNS[CI I\I|1\ITJY ELILNQNFREEYERILLALWNERHCIQD- —ASKGSHARE - ——————————————— 343
L1 L]

T™7

Figura 22. Alineamiento multiple de los receptores B.-adrenérgico, MT1 y MT2. Los
residuos subrayados corresponden a los dominios transmembranales (TM1-TM7); los

residuos encerrados en un rectangulo son los mas conservados entre los GPCRs alineados.
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5.2.4.2 Diseio y alineamiento 3D de receptores MT1 y MT2

El alineamiento tridimensional complementa y refina el alineamiento de las
secuencias primarias y proporciona informacion valiosa sobre la posicién espacial
de residuos equivalentes, en particular sobre aquellos que conforman la
arquitectura de los respectivos sitios de unidén especificos. En nuestro caso, la
construccion de la estructura 3D de los receptores melatoninérgicos se llevo acabo

en el servidor web SwissModel (https://swissmodel.expasy.org/), soportado por el

Instituto Suizo de Bioinformatica SIB.%8

Se empled la resolucion mas alta disponible para el receptor Bz-adrenérgico (PDB:
2RH1, Resolucién: 2.4 A). Los modelos obtenidos directamente a partir de estos
alineamientos se comprobaron con una minimizacién de energia, empleando
ModRefiner,®° disefiada para reducir los efectos estéricos de las cadenas laterales
sin modificar la estructura de la proteina, permitiendo esencialmente la
optimizacion de la geometria de la secuencia de aminoacidos evitando la menor

interferencia de las cadenas laterales tanto como sea posible.

Después de la minimizacion, ambos modelos fueron validados evaluando la
calidad de la estructura 3D utilizando MolProbity.”® Dicho servidor proporciona un
analisis detallado del efecto estérico que provocan todos los atomos que
conforman los aminoacidos, asi como el analisis de angulos diedros y calcula las

interacciones por puente de hidrogeno y Van der Waals en las interfaces entre

68 Biasini M., Bienert S., Waterhouse A., Arnold K., Studer G., Schmidt T., Kiefer F., Cassarino T. G., Bertoni
M., Bordoli L., Schwede T., SWISS-MODEL: modelling protein tertiary and quaternary structure using
evolutionary information, Nucleic Acids Research, (2014), 42, W252-W258.

8 Xu D., Zhang Y., Improving the physical realism and structural accuracy of protein models by a two-step
atomic-level energy minimization., Biophys. ]., (2011), 101, 2525-2534.

0 Chen V. B., Arendall IIT W. B., Headd ]J. J., Keedy D. A., Immormino R. M., Kapral G. J., Murray L. W,
Richardson J. S., Richardson D. C. MolProbity: all-atom structure validation for macromolecular
crystallography. Acta Crystallographica (2010), D66, 12-21.
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componentes. Los resultados del analisis de angulos de torsién ¢-y del esqueleto

de la proteina se muestran en los diagramas de Ramachandran’’ de la Figura 23A.

Se observé que el 92% de los aminoacidos que conforma la estructura del receptor
MT1 tiene la geometria adecuada, mientras que para MT2 mas del 94%. Este
resultado hace que los modelos 3D sean adecuados, ya que los aminoacidos que
conforman los siete dominios transmembranales se encuentran con la geometria
correcta de las a-hélices. El porcentaje de residuos localizados en regiones menos
favorables fue bajo, con valores de 2.4% y 1.5%, respectivamente. A pesar de
encontrar residuos en zonas no favorables, todos ellos pertenecen a espacios
permitidos de acuerdo a la geometria que adoptan en la estructura secundaria de
la proteina. Los valores obtenidos para cada parametro geomeétrico evaluado se

muestran en la Tabla 5.

El alineamiento de los modelos 3D de los receptores melatoninérgicos con el
receptor Bz-adrenérgico cristalizado, mostré6 una baja variabilidad estructural,
confirmando la correcta disposicion espacial de los residuos de aminoacidos

(Figura 23B).

" El diagrama de Ramachandran muestra los angulos de torsion -y del esqueleto de la proteina. Proporciona
una vision simple de la conformacion de una proteina. Los angulos - se agrupan en regiones distintas en el
diagrama de Ramachandran donde cada region corresponde a una estructura secundaria particular. a)
Ramachandran G. N., Ramakrishnan C., Sasisekharan V., Stereochemistry of polypeptide chain configurations.
J. Mol. Biol. (1963), 7, 95-99.; b) Ho B. K., Brasseur R., The Ramachandran plots of glycine and pre-proline, BMC
Struc. Biol. (2005), 5, 14.; ¢) Hollingsworth S. A., Karplus P. A., A fresh look at the Ramachandran plot and the
occurrence of standard structures in proteins. Biomol. Concepts, (2010), 1, 271-283.
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Figura 23. A. Modelos 3D de MT1 y MT2 generados por homologia con el receptor B,-adrenérgico (arriba). Graficos de Ramachandran

-180 —}

obtenidos para los modelos de MT1 y MT2. Las regiones mas favorables encierran a los aminoacidos representados en circulos dentro del

valle del cuadrante. B. Alineamiento 3D de MT1 (beige), MT2 (amarillo) y B2-adrenérgico (verde, el asa intracelular estd sustituida para

facilitar la cristalizacion y no es funcional).
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Tabla 5. Resultados de la validacién geométrica de los modelos de los receptores

|
Parametro geométrico MT1 MT2 Valores
esperados

Rotameros 7 2.72% 3 120% <1%
desfavorecidos
Residuos fuera de zona 7 2.43% 4 1.39% <0.05%
Residuos favorecidos 265 92.01% 272 94.77% >98%
zeswaaones de CB >0.25 1 0.36% 0 0.00% 0%
Enlaces erroneos 157/2390 6.57% | 143/2363 6.05% 0%
Angulos erréneos 64/3261 1.96% 55/3232 1.70% <0.1%

Con los modelos validados geométricamente, se continué con la validacién
funcional, especificamente con el reconocimiento molecular del sitio activo hacia el

ligando natural, la melatonina.
5.2.4.3 Validacion funcional e identificacion del sitio activo

Para considerar totalmente validos los modelos melatoninérgicos disefiados por
homologia, es imprescindible la identificacion del sitio activo y a su vez, que este
mismo logre el reconocimiento molecular de su ligando natural. Para esto, se
emplearon métodos automaticos de acoplamiento molecular soportados en

SwissDock (http://www.swissdock.ch/).”?

Se sometieron ambos receptores, MT1 y MT2, a un analisis de acoplamiento
molecular exhaustivo para explorar las posiciones relativas que adoptan todos los
posibles conformeros de la MLT, el conjunto de clusters obtenidos se muestran en
la Figura 24. En el analisis, "docking ciego” realizado, todos los aminoacidos de la
proteina que presentaron interaccién con la MLT hasta los 5 A, en cada sitio de
union predicho, se consideraron como potencialmente en contacto. En general, se

encontraron tres posibles sitios de union, de los cuales, dos de ellos fueron

2 Grosdidier A., Zoete V., Michielin O., SwissDock. A protein-small molecule docking web service based on
EADock DSS. Nucleic Acids Res. (2011), 39, W270-W277.
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automaticamente descartados por localizarse en la porcion intracelular. Por lo
tanto, como se muestra en la Figura 24, el mayor nimero de conférmeros de la
MLT fue reconocido en un bolsillo localizado entre los dominios transmembranales
TM3, TM4, TM5 y TM6 siendo este sitio de unidn el energéticamente mas

favorable.

sitio de union
energéticamente —
mas favorable

Figura 24. Sitios de reconocimiento molecular por “docking ciego” entre MT1, MT2 y MLT.

Izq. vista lateral del modelo MT2; der. vista superior del modelo MT1.

De acuerdo con trabajos previos, la mayoria de los datos para el sitio activo de los
GPCRs en general apuntan hacia el mismo bolsillo como el sitio de union, que se
extiende desde el dominio TM3 al TM7 y se sitlan en la porcion extracelular del
haz helicoidal.”® Particularmente en los trabajos relacionados con los receptores
MT1 y MT2, a pesar de que existen diversas opiniones relacionadas con el tipo de
aminoacidos que llevan a cabo el reconocimiento molecular de la MLT, si se ha
podido establecer con claridad que los residuos criticos para el reconocimiento se
encuentran localizados en los dominios TM3, TM5 y TM6. Por ejemplo, la histidina

(195 en MT1 y 208 en MT2) de la hélice TM3 es indispensable para el

73 Kratochwil N. A., Gatti-McArthur S., Hoener M. C., Lindemann L., Christ A. D., Green L. G., Guba W.,
Martin R. E., Malherbe P., Porter R. H., Slack J. P., Winnig M., Dehmlow H., Grether U., Hertel C,,
Narquizian R., Panousis C. G., Kolczewski S., Steward L., G protein-coupled receptor transmembrane
binding pockets and their applications in GPCR research and drug discovery: a survey. Curr. Top. Med. Chem.
(2011), 11,1902-1924.
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reconocimiento, especificamente, del atomo de oxigeno del grupo 5-MeO en la
MLT a través de una interacciéon por puente de hidrégeno. Por otro lado, también
se ha propuesto que dos serinas conservadas en el segmento TM3 de ambos
receptores (110 en MT1, 123 en MT2y 114 en MT1, 127 en MT2) interaccionan con
los grupos NH y CO de la cadena etilamida, logrando con esto la activacion de los

receptores por agonistas (Figura 25).74

Ser3.35 @
O~ O?,N Ser3.39
N a
OH
His5.46 : /\H @ @ @

N
N\ NH. H%
)

| & @

Figura 25. Esquema general de las interacciones de la MLT en el sitio de union de los
receptores MT1 y MT2. A) interacciones por puente de hidrogeno funcionalmente
importantes. B) Dominios transmembranales vistos desde el lado extracelular. En los

dominios TM4 y TM6 se han propuesto interacciones -1 con el sistema inddlico.

En concreto, el disefio por homologia de los receptores melatoninérgicos,
utilizando como platilla el receptor B2-adrenérgico, resulté valido y los modelos
son apropiados para evaluar la relacion estructura-actividad de las 3-alquil-2- V-

acetiltriptaminas 1a-1d.

5.2.5 Analisis docking de las 3-alquil-2- N-acetiltriptaminas

Con los modelos 3D validados de los receptores MT1 y MT2, se procedio a evaluar el

acoplamiento molecular de las 3-alquil-2-N-acetiltriptaminas, que implica

prediccion de la conformacion y orientacion del ligando dentro del sitio de union, asi

como el efecto que tienen los diferentes sustituyentes en la energia de interaccion.

™ Chugunov A. O., Farce A., Chavatte P., Efremov R. G., Differences in binding sites of two melatonin receptors

help to explain their selectivity to some melatonin analogs: a molecular modeling study. | Biomol. Struct. Dyn.

(2006), 24, 91-107.
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El analisis se realizo bajo el mismo protocolo de validacion, empleando el método
automatico de acoplamiento molecular ciego ejecutado en SwissDock. Los
ligandos utilizados en el estudio docking fueron los conférmeros de minima
energia de las 3-alquil-2- N-acetiltriptaminas 1a-1d encontrados en el analisis del
potencial electrostatico molecular. Para poder contar con una referencia en la
energia de interaccion, el luzindol (LZ) fue considerado como el control positivo de
reconocimiento, especificamente (a) por ser regioisomero de los compuestos
analizados 1a-1d, (b) mantener un PEM topoldgicamente equivalente y (c) por ser
el ligando sintético del que se conoce ampliamente su afinidad y actividad

intrinseca frente a los receptores melatoninérgicos.

Los resultados de AGunisn Se muestran en la Tabla 6, se da el mejor valor

encontrado dentro del clister localizado en el sitio de unién de la MLT.

Tabla 6. Energia de interaccidn de las isotriptaminas frente a los receptores MT1 y MT2,

obtenidas por docking ciego en SwissDock

Rs3

R2 1a: R3z=H R>=Bn
1b: Rz3=H R,= pOMeBn
\ NHCOMe 1c: R3= OMe R,=Bn
N

1d: R3=H R,= EtPh
H

ENERGIA DE INTERACCION, AGunisn (kcal/mol).

MLT LZ 1a 1b 1c 1d
MT1 -7.30 -7.93 -8.11 -8.60 -8.53 -8.28
MT2 -7.31 -7.83 -8.02 -7.86 -8.07 -8.21

Inicialmente, las energias de interaccion obtenidas muestran una unién no
selectiva de la MLT y el LZ siendo este ultimo quien presentd el complejo
proteina-ligando mas estable para los receptores MT1y MT2, en comparacién con
la melatonina. Por su parte, las isotriptaminas 1a-1d mostraron, en general, una
mejor energia de unién en ambos receptores, teniendo una ligera tendencia a ser

mas afines por el receptor MT1. Las energias de union en el docking molecular
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fueron consistentes con los resultados obtenidos en los diagramas de potencial
electrostatico molecular. Es decir, los derivados con grupos electrodonadores 1b y
1c tuvieron una mejor AGunion que la melatonina y el luzindol frente al receptor
MT1 y ligeramente mayor para MT2, mientras que para las isotriptaminas 1ay 1d
las energias se mantuvieron muy cercanas a las mostradas por el control positivo

(LZ).

Por el hecho de observar que el cambio posicional de los grupos farmacoforos en
el sistema inddlico de las isotriptaminas 1a-1d no afecta la energia de unién en los
estudios de docking molecular, resulta interesante analizar cuales son las
interacciones que condicionan la formacién de un complejo proteina-ligando mas
estable que la melatonina y el luzindol. Sin embargo, la baja estabilidad que
mostraron los compuestos 1a-1d al transformarse en los 3-oxiindoles 7 (Esquema
6, seccion 5.1.2) limita su posible evaulacion biolégica. Por esto, se decidio realizar
lo que el analisis docking dirigido sobre los analogos estables 9a-9d; los

resultados se discuten en la siguiente seccion.
5.2.6 Analisis docking dirigido de N-carbometoxi isotriptaminas 9a-9d

Diversos estudios se han enfocado a discutir la influencia de la estereoselectividad
de una variedad de ligandos a receptores de MLT con la finalidad de determinar la
capacidad de los enantidmeros para reproducir la conformacién activa de la
melatonina. En la Figura 26 se muestran ejemplos en donde se ha demostrado que

el enantibmero S funciona como el eutdbmero,’> e incluyen derivados de

> a) Davies D. J., Garratt P. J., Tocher D. A., Vonhoff S., Mapping the melatonin receptor. 5. Melatonin agonists
and  antagonists  derived from  tetrahydrocyclopent[b]indoles,  tetrahydrocarbazoles  and
hexahydrocyclohept[b]indoles. | Med Chem (1998), 41, 451-467. b) Rivara S., Diamantini G., Di Giacomo B.,
Lamba D., Gatti G., Lucini V., Pannacci M., Mor M., Spadoni G., Tarzia G., Reassessing the melatonin
pharmacophore-enantiomeric resolution, pharmacological activity, structure analysis, and molecular
modeling of a constrained chiral melatonin analogue. Bioorg Med Chem (2006), 14, 3383-3391. ¢) Simpson D.,
Curran M. P., Ramelteon, a review of its use in insomnia. Drugs (2008), 68, 1901-1919. d) Bedini A., Lucarini
S., Spadoni G., Tarzia G., Scaglione F., Dugnani S., Pannacci M., Lucini V., Carmi C., Pala D., Rivara S., Mor
M., Toward the definition of stereochemical requirements for MT2-Selective antagonists and partial
agonists by studying 4-Phenyl-2-propionamidotetralin derivatives. ] Med Chem (2011) 54, 8362-8372.
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tetrahidrocarbazoles (a),’4? 1,3,4,5-tetrahidrobenzo[c,d]indoles (b),’*? ramelteon®

(c),”4¢ y 2-propionamidotetralinas (d).”4d

MeO, NHCOMe

NHCOMe
Qe
N
e CO,Et
a b
NHCOEt OMe
l i NHCOMe
c d

Figura 26. Eutémeros Sde ligandos melatoninérgicos quirales.

En esta tesis se discuten los resultados del analisis de los estudios docking para los
enantiomeros S de los compuestos 9a-9d. Los estudios de modelado molecular de
los enantidmeros R correspondientes, se encuentran actualmente en curso (Figura

50, anexo).

Por otro lado, para analizar el tipo de interacciones que mostraron las N-
carbometoxi isotriptaminas 9a-9d en los estudios de acoplamiento molecular
docking sobre los receptores MT1 y MT2, es importante considerar previamente
las investigaciones realizadas respecto a cambios puntuales en la secuencia de
aminoacidos que se han hecho sobre estos receptores y que han puesto en relieve
el papel que juegan ciertos residuos de aminoacidos en el reconocimiento

molecular e interaccion con la MLT.
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5.2.6.1 Aminoacidos esenciales en el reconocimiento molecular de la MLT

Para investigar el papel que juegan residuos especificos de aminoacidos en la
union de la MLT a sus receptores, se han realizado experimentos de mutagénesis
dirigida en combinacion con la identificacion de grupos farmacéforos. A partir de
estos estudios se ha establecido que el residuo de histidina en la hélice TM5 (His
195 en MT1, His 208 en MT2) es critico para la union de alta afinidad en ambos
subtipos de receptores.”® Se ha asumido que esta histidina forma una interaccion
por puente de hidrégeno con el grupo 5-metoxi del ligando natural (MLT). En
tanto que la afinidad en ligandos antagonistas, que no poseen el grupo metoxilo

como el luzindol, no se ve afectada (ver Seccion 5.2.4.3).

Como se menciond anteriormente, se han propuesto dos serinas indispensables
para el reconocimiento molecular (Ser 110 en MT1, Ser 123 en MT2 y Ser 114 en
MT1, Ser 127 en MT2. Figura 25), propiedad que resulté relevante para los
ligandos que son agonistas, pero no para los antagonistas.”” La mutacién de los
residuos Val 204, Leu 272 y Tyr 294 a Ala suprimieron totalmente la unién de la
melatonina al receptor MT2. Ademas, se ha encontrado que los residuos Cys 113y
Cys 190 de MT2 (residuos correspondientes en MT1: Cys 100 y Cys 177) que
forman un puente disulfuro conservado, son importantes para la unién de ligandos
agonistas; la mutacion de al menos uno de ellos suprime totalmente la union de la

MLT.16b

6 a) Gerdin M. J., Mseeh F., Dubocovich M. L., Mutagenesis studies of the human MT2 melatonin receptor.
Biochem. Pharmacol. (2003), 15, 315-320. b) Kokkola T., Foord S. M., Watson M. A., Vakkuri O., Laitinen J. T.,
Important amino acids for the function of the human MT1 melatonin receptor. Biochem. Pharmacol. (2003), 65,
1463-1471.

7 a) Conway S., Mowat E. S., Drew J. E., Barrett P., Delagrange P., Morgan P. J., Serine residues 110 and 114 are
required for agonist binding but not antagonist binding to the melatonin MT1 receptor. Biochem. Biophys. Res.
Commun. (2001), 282, 1229-1236. b) Mazna P., Obsilova V., Jelinkova I, Balik A., Berka K., Sovova Z., Ettrich R,
Svoboda P., Obsil T., Teisinger J., Molecular modeling of human MT2 melatonin receptor: the role of Val204,
Leu272 and Tyr298 in ligand binding. |. Neurochem. (2004), 91, 836-842.
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5.2.6.3 Prediccion de la energia del complejo proteina (MT1, MT2)-ligando
(9a-9d)

Con base en los resultados de validacion de los modelos tridimensionales de los
receptores MT1y MT2 en el reconocimiento de la MLT, el estudio de docking dirigido
se llevod a cabo en la region energéticamente mas favorable, estrictamente en el sitio

de union putativo.

En dicho estudio se utilizé el software Autodock 4.2 y el criterio de busqueda y
flexibilidad conformacional se refind dentro del sitio activo entre los dominios
transmembranales TM3-TM6, para ambos receptores. El analisis jerarquico de los
clisters se llevd a cabo sobre 60 ciclos de calculo del algoritmo genético,
analizando la frecuencia de ocurrencia y la energia mas baja del complejo
proteina-ligando. En la Tabla 7 se indican las energias libres de unién (AG) de los
complejos y los residuos de aminoacidos con los que interaccionan las
isotriptaminas 9 en el sitio de union con los receptores MT1 y MT2. Asi mismo, se
compara la AGunion de 9a-9d con la del luzindol (LZ), un compuesto que ha
mostrado gran afinidad y actividad antagdnica frente a los receptores

melatoninérgicos.

La deteccion de los residuos de aminoacido que mostraron interaccion con 9a-9d
se baso en la localizacion experimental (con base en mutaciones puntuales) de
aquellos residuos que resultaron ser esenciales en el reconocimiento molecular de
los receptores melatoninérgicos hacia diversos ligandos. Hay tres aspectos
relevantes que, en general, definieron el comportamiento de unién de 9a-9d sobre
los receptores MT1 y MT2. Primero, como es evidente en la Tabla 7, se puede
observar que las mejores energias de union se obtuvieron sobre el receptor MT1,
segundo, la mayoria de los aminoacidos con quienes mostraron interaccién son de
caracter hidrofébico en ambos receptores y, por ultimo, sélo en el receptor MT2 se

observaron interacciones por puente de hidrégeno.
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Tabla 7. Energia de interaccion y residuos de aminoacidos que estabilizan el complejo
ligando-receptor entre las N-cabometoxi isotriptaminas (85)-9a-9d y los receptores MT1 y

MT2, obtenidas por docking molecular dirigido. AGuni¢n €n kcal/mol.

R3
Ra 9a:R;=H  R,=Bn
\ 9b: Rz= H R2= pOMeBn
NHCOMe 9c:R3= OMe R,=Bn
N 9d:Rz;=H  R,= EtPh
MeO,C CO,Me
MT1 MT2
AGunion Residuos de aa AGunisn Residuos de aa

Gly 104, Gly 108, Vval 111, Met 120, Gly 121, Val 124,

Ile 112, Ile 115, Leu 168, Thr Val 128, Asn 175, Tyr 201,
LZ -8.72 | 178, Phe 179, GIn 181, Phe | -8.26 | Val 204, Val 205, His 208,

196, Leu 254, Asn 255, Gly Phe 209, Trp 264, Asn 268,

258, Tyr 281 Tyr 294

Gly 108, Val 111, Phe 179, Gly 121, Val 124, Asn 175,

Try 187, Val 191, Val 192, Tyr 200, Tyr 201, Val 204,
9a -9.82 | His 195, Phe 196, GIn 181, | -7.56 | Val 205, His 208, Phe 209,

Phe 247, Trp 251, Leu 254, Trp 264, Leu 267, Asn 268,

Gly 258, Tyr 281 Tyr 294

Gly 104, Met 107, Gly 108, Met 120, Gly 121, Val 124,

Val 111, lle 112, Thr 178, Asn 175, Tyr 201, Val 204,
9b -9.64 | Phe 179, Gly 181, Try 187, | -853 | Val 205, His 208, Trp 264,

Val 191, Val 192, Phe 196, Leu 267, Asn 268, Gly 271,

Lue 254, Asn 255, Tyr 281 Phe 290, Tyr 294

Gly 104, Met 107, Val 111, Met 120, Gly 121, Val 124,

Ile 112, Val 159, Thr 178, Tyr 201, Val 204, Val 205,
9c -9.71 | Phe 179, Vval 191, Val 192, | -8.54 | His 208, Phe 209, Trp 264,

Phe 179, Phe 196, Asn 255, Leu 267, Asn 268, Gly 271,

Tyr 281 Phe 290, Tyr 294

Gly 104, Gly 108, Vval 111, Gly 121, Val 124, Val 128,

Ile 112, Tyr 178, Phe 179, Asn 175, Tyr 201, Val 204,
9d -9.86 | GIn 181, Val 191, Val 192, | -9.08 | Val 205, His 208, Phe 209,

Phe 198, Leu 254, Asn 255, Trp 264, Leu 267, Asn 268,

Gly 258, Tyr 281 Gly 271, Phe 290
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5.2.6.3.1 Modo de union sobre el receptor MT1

Estudios derivados de la relacion estructura-actividad sobre el receptor MT1 indican
que la estabilidad del complejo formado especificamente en una unién agonista
(por ejemplo, con la MLT) depende de interacciones tipo puente de hidrogeno que
involucran a los aminoacidos His 195, Ser 110 y Ser 114. En tanto que el mismo tipo
de estudios también han demostrado que la ausencia de interacciones por puente
de hidrogeno no afectan la afinidad en una unién antagonista sobre el receptor

MT1, como es el caso del luzindol.

El analisis docking de las A-carbometoxi isotriptaminas 9a-9d indicé que estos
compuestos no favorecen la formacion de interacciones puente de hidrogeno con
el receptor MT1, situacion que coincide con la hipétesis farmacofdrica antagonista
postulada previamente para las isotriptaminas. Dicho lo anterior, el ambiente de
las N-carbometoxi isotriptaminas 9a-9d en MT1 se puede analizar considerando
tres aspectos: (a) de acuerdo a la disposicidon espacial de los sustituyentes Rz y Rs,
(b) la orientacion del nucleo inddlico y (c) la orientacion de la cadena
etilacetamida. En las isotriptaminas 9a y 9d el sustituyente R> (Bn y CH2Bn)
mantiene una orientacién similar. Los sustituyentes bencilo en 9a y fenetilo en 9d
muestran interacciones hidrofobicas con aminoacidos localizados sobre la hélice
TM3, tales como Gly 104, Gly 108 y Val 111 (Figura 26). El anillo aromatico (Rz) es
estabilizado por interacciones de tipo wn-n con los residuos Phe 247 y Phe 179.
Mientras que el sistema inddlico en 9a y 9d mantiene interacciones n-n con el
residuo Trp 251 y esta rodeado por interacciones hidrofébicas ejercidas por Leu
254 y Tyr 281 desde el dominio transmenbranal TM6. La cadena de etilacetamida
en C2 esta orientada hacia la cavidad hidrofobica localizada entre las hélices TM3 y
TMS5, sobresaliendo las interacciones con los residuos Ile 112 en TM3, Val 191 y Val
192 en TM5. Finalmente, los grupos éster en la cadena etilacetamida y carbamato
en N1 estan orientados hacia la porcidn intracelular y por sus caracteristicas

electrostaticas estan estabilizados por aminoacidos de caracter polar localizados
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en TM5 como GIn 181, His 195 y en TM6 Asn 255. El aminoacido Gly 258 interactla
directamente con 9a y 9d, este residuo es considerado importante ya que su
mutacion por un residuo mas voluminoso afecta negativamente la facilidad con la
que el ligando puede acceder al sitio de unién y en consecuencia disminuye los
valores de unién observados. En lo que respecta a las isotriptaminas 9b y 9c¢, éstas
mantuvieron las mismas interacciones n-nt e hidrofébicas antes descritas, con la
diferencia que en estas moléculas el grupo metoxilo de 9b (en Rz) 6 de 9c (en Rs)
favorece interacciones con los aminoacidos Gly 104 y Met 107 localizados sobre el

dominio transmembranal TM3.
5.2.6.3.2 Modo de union sobre el receptor MT2

El modo de union de 9a-9d en el receptor MT2 se caracteriza por la formacién de
interacciones por puente de hidrégeno (Figura 27). En general, los residuos de
caracter hidrofilico como Asn 175, Asn 268 tiene la posibilidad de crear fuertes
interacciones electrostaticas con los electrones n del sistema aromatico del indol,
estabilizando de esta forma el complejo proteina-ligando. Asi como también a
través de interacciones n-nt e hidrofébicas con residuos aromaticos Tyr 201, Phe

209, Trp 264, Phe 290.

Especificamente, el complejo formado por 9a esta estabilizado por una interaccidn
por puente de hidrogeno del tipo O--H-N= entre el atomo de oxigeno del grupo
amida y el grupo donador =NH de la His 208 en la hélice TM5; por interacciones
n-rt entre el sistema inddlico y el residuo Trp 264 y entre el grupo fenilo y el
residuo Phe 209, asi como por interacciones hidrofébicas con Gly 121, Val 124, Val
204, Val 205, Leu 267. En lo que respecta a la isotriptamina 9b ésta mostré una
interaccion por puente de hidrégeno del tipo O--H-N entre al atomo de oxigeno
del grupo OMe y el grupo donador NsH de la Asn 268 (TM6), manteniendo el
mismo tipo de interacciones hidrofébicas que las mostradas por 9a. El complejo
formado por 9c fue estabilizado por dos interacciones por puente de hidrogeno,

una del tipo O--H-N entre el atomo de oxigeno del grupo amida y el grupo
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donador NsH de la Asn 268 y otra del tipo O-+-H-N= entre el atomo de oxigeno del
grupo carbamato y el grupo donador =NH de la His 208. Al igual que en 9a y 9b,
se observaron interacciones hidrofébicas entre 9¢ y Met 120, Gly 121, Val 124, Val
204, Val 205, Leu 267, Gly 271, Phe 290. Finalmente, 9d presentd una interaccién
por puente de hidrogeno del tipo O-+H-N entre el atomo de oxigeno del grupo
amida y el grupo donador NsH de la Asn 268 en la hélice TM6, en tanto que las

interacciones hidrofdbicas prevalecieron al igual que en los casos anteriores.
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Figura 26. Complejo proteina-ligando entre el receptor MT1 y (85)-9a (A), (85)-9b (B), (85)-9¢c (C) y (85)-9d (D).
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Figura 27. Complejo proteina-ligando entre el receptor MT2 y (85)-9a (A), (85)-9b (B), (85)-9¢c (C) y (85)-9d (D).
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En concreto, el analisis docking indica la formacion de complejos estables entre las
(85)- N-carbometoxi isotriptaminas 9 y los receptores MT1 y MT2, en donde las
fuerzas que participan en la unién son principalmente de caracter hidrofébico. Es
importante resaltar que los residuos de aminoacidos implicados en la union de las
(85)-N-cabometoxi isotriptaminas 9 en el complejo, coinciden con aquellos
propuestos para otros ligandos melatoninérgicos de alta afinidad localizados en

los dominios transmembranales TM3, TM5 Y TM6, principalmente.*3 47

El programa Autodock predice una mejor energia de interaccion para los
complejos que forman las isotriptaminas (85)-9a-9d con los receptores MT1 vy
MT2 que la encontrada cuando el ligando es el luzindol. Este resultado puede
atribuirse al caracter polar del sustituyente CO2Me en N y C en las isotriptaminas 9
y esta en concordancia con ensayos experimentales que demostraron que la
inclusion de grupos polares del tipo CO;Me en la posicion C2 del grupo indol
resulté en una afinidad significativamente mayor en el orden picomolar.’® Asi
mismo, los célculos docking predicen una mejor energia de interaccion para los
complejos que forman las isotriptaminas (8S5)-9a-9d con el receptor MT1, en
comparacion con la energia de union del complejo que forman con el receptor
MT2. Esta situacién puede atribuirse a la diferencia en las propiedades
hidrofobicas del sitio de reconocimiento de cada receptor, ya que el sitio de union

en MT2 es mas hidrofobo que en MT1.73

En conclusién, este estudio permitid proponer un modo de unién de las (895)-N-
carbometoxi isotriptaminas 9a-9d a los receptores melatoninérgicos MT1 y MT2,

situandolas como una nueva serie de potenciales ligandos melatoninérgicos.

8 a) Tarzia G., Diamantini G., Di Giacomo B, Spadoni G., 1-(2-Alkanamidoethyl)-6-methoxyindole derivatives:
A new class of potent indole melatonin analogues. ] Med Chem (1997), 40, 2003-2010.; b) Tarzia G., Diamantini
G., Spadoni G., Indole melatonin agonists and antagonists derived by shifting the melatonin side chain from
the C-3 to the N-1 or to the C-2 indole position. Biol Signals Recept (1999), 8, 24-31.
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6. CONCLUSION

La tendencia actual en el disefio biodirigido de farmacos considera a las
herramientas bioinformaticas como necesarias para lograr la mayor especificidad
posible de las moléculas sobre el blanco terapéutico. En este contexto, la sintesis
quimica sigue siendo el punto convergente entre el disefio racional y la aplicacion
en modelos /n vitro o in vivo de los nuevos farmacos para consolidar su
bioactividad. Por ello, la aplicacién de metodologias novedosas de sintesis se

convierte en primordial en el disefio y desarrollo de nuevos farmacos.

En este trabajo de investigacién se desarrollé un método para la sintesis de 2-(N-
acilaminoalquil)indoles del tipo 1y 9, estructuralmente relacionados con ligandos
melatoninérgicos clasicos (por ejemplo, MLT y LZ), con un anillo inddlico como
nucleo central. En estos nuevos derivados del indol, el cambio principal es la
transposicion de la cadena lateral alquilamido que se encuentra unida a la posicion
C2 del indol, con uno o dos atomos de carbono como “linker” entre el nucleo

central y el grupo amida.

Los cambios posicionales de los grupos farmacoforos OMe y la cadena lateral
alquilamida influyeron positivamente en las propiedades electronicas de los 2-(/N-
acilaminoalquil)indoles 1, segun el analisis de sus diagramas de potencial
electrostatico molecular. Sin embargo, estos indoles se fotooxidan para dar los 2-
(N-acilaminoalquil)-3-oxindoles 7, situacion que pone en evidencia la inestabilidad
de las isotriptamidas de tipo 1. La inclusién de grupos electroatractores CO>Me en
el indol y en la cadena alquilamido favorecid la estabilidad quimica de los 2-(NV-
acilaminoalquil)indoles 9. El analisis de reconocimiento molecular /n silico de las
(89)-isotriptamidas 9 indicd que forman complejos mas estables que los farmacos

de referencia, la melatonina (MLT) y el luzindol (LZ).
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Finalmente, las isotriptamidas 9 se suman a una nueva serie de potenciales
ligandos melatoninérgicos que dejan en perspectiva la inquietante exploracion de
sus propiedades /n vitro para corroborar su actividad intrinseca, y de ser posible,

su selectividad.
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7. METODOS EXPERIMENTALES Y TEORICOS

7.1 Quimica
7.1.1 Procedimientos generales

El material de vidrio, canulas, agujas, agitadores magnéticos, etc., utilizados en la
preparacion de los reactivos de Grignard fueron secados con anticipacion durante 12
h a 90 °C. Las reacciones se llevaron a cabo bajo atmédsfera de argon con disolventes
anhidros recién destilados. Los disolventes tetrahidrofurano y éter etilico se
destilaron de sodio usando benzofenona como indicador. Las purificaciones
cromatograficas se realizaron en gel de silice 60 de Merk (230-400 mallas) y las
cromatografias en capa fina utilizando placas recubiertas de silice 60 F254 de Merk,
con un indicador fluorescente. La visualizacion se realizd con luz UV (254 nm),
Ce(SO4)2 amoniacal o cristales de yodo molecular. Los puntos de fusion fueron
determinados en un fusidmetro Fisher-Johns y se describen sin corregir. Los
espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro Perkin Elmer 16 FPC FT-IR
en solucion de CHxCl, o CHCls. Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H
y 13C fueron obtenidos en espectrémetros Varian Mercury operados a 300 y 75.4
MHz respectivamente, utilizando CDCl3 como disolvente y SiMes como referencia
interna. La multiplicidad de las sefales se indica por medio de una o mas de las
siguientes abreviaciones: a (ancha), s (simple), d (doble), t (triple), q (cuadruple), m
(mdultiple). Los espectros de masa de baja resolucidon se obtuvieron en un
espectrometro Varian Saturn 2000 a 70 eV por impacto electrénico. Los espectros de
masa de alta resolucion (HRMS, de sus siglas en inglés) fueron obtenidos en un
espectrometro Waters Synapt G2 en el Departamento de Quimica y Bioquimica de la

Universidad de Colorado, Boulder, CO, EUA.

Las estructuras de Rayos X de las moléculas cristalizadas se determinaron en un
difractdmetro Brucker-Nonius CAD4 con radiacién de cobre CuKa (A = 1.54184 A).

Los datos se colectaron a 293 K en el modo de escaneo w-286. Las celdas unitarias se
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refinaron usando los programas SHELXS97 incluidos en el paquete de programas
cristalograficos WinGX v.1.64.05. El refinamiento estructural se determind por
matrices totales de minimos cuadrados en F 2 Los atomos, excepto hidrogenos,
fueron tratados anisotrépicamente y los &tomos de hidrégeno, incluidos en el factor
de estructura, se refinaron isotropicamente. Las estructuras se resolvieron por

métodos directos.

Los sustratos 2a y 2b se prepararon siguiendo los procedimientos descritos en la

literatura.”
7.1.1.1 Sintesis de 2-hidroxiindolinas 3ay 3b

(2)-Metil 3-(1-ciano-2-metoxi-2-oxoetiliden)-2-hidroxiindolina- 1-carboxilato (3a).

NC NC

Q_f\COZMe HNO4/AcOH Q_(COZM(E
B “omnac Do
CI)OZMe C|302Me
2a 3a

A una solucion de 2a (10.0 g, 36.73 mmol) en acido acético glacial (50 mL) mantenida
a una temperatura de 40-45 °C, se le adiciond HNO3s conc. (35 mL) gota a gota con
ayuda de un embudo de adicion en un tiempo de 30 min. Terminada la adicién, la
mezcla de reaccidn se mantuvo en agitacion a 40-45 °C por 30 min mas. La solucién
resultante se vertio sobre hielo y se dejo en agitacion durante 30 min. El precipitado
obtenido se filtré al vacio y se lavd con agua (3 x 60 mL). El solido resultante se
disolvié en AcOEt (300 mL), la fase organica se lavo con agua (3 x 50 mL) seguido de
una solucion saturada de NaCl; se secd sobre NaxSOg, se filtré y evaporo al vacio. El
residuo se purificd por recristalizacion de AcOEt, obteniendo 3a en un rendimiento
del 84% (9.10 g, 31.57 mmol). Sdélido amarillo, los datos espectroscdpicos

concordaron con los descritos.

% Morales-Rios S. M., Bucio-Vasquez M. A., Joseph-Nathan P., Novel oxidations of 1,3-disubstituted indoles.
J Heterocycl Chem (1993), 30, 953-956.
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(2)-Metil 3-(1-ciano-2-metoxi-2-oxoetiliden)-2-hidroxi-5-metoxiindolina-17-

carboxilato (3b)
MeO NQ MeO NG com
e
Q{\COZMG CrO3/AcOH Q_{ 2
—_—>
15h,0°C
CO,Me CO,Me
2b 3b

A una solucion de 2b (10.0 g, 33.08 mmol) en acido acético glacial (60 mL) enfriada a
0 °C se le adicion6 una solucion de CrOs (11.54 gr) en agua (64 mL), gota a gota con
ayuda de un embudo de adicién en un tiempo de 30-35 min. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion a 0°C durante 1.5 h. Transcurrido el tiempo de reaccion la
solucion se vertio sobre hielo y se dejo en agitacion durante 30 min. El precipitado
obtenido se filtré al vacio y se lavd con agua (3 x 50 mL). El solido resultante se
disolvié en AcOEt (300 mL), la fase organica se lavo con agua (3 x 50 mL) seguido de
una solucién saturada de NaCl, se secd sobre Na>SOy, se filtr6 y evaporo al vacio. El
residuo se purificd por recristalizacion en AcOEt, obteniendo 3b en un rendimiento
del 80% (8.43 g, 26.49 mmol). Sélido anaranjado p.f. 163-164 °C. (Lit.>> 162-164 °C,).

Los datos espectroscépicos concordaron con los descritos.>>
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7.1.1.2 Procedimiento general para la conversion de y-hidroxiésteres 3 en y-

lactonas 4
NC CN
Ra CO,Me A Re
74 2 R;MgX 0
—_—
3h,0°C o}
COyMe COoMe
3 4
a: R3=Bn a: Ry=H Ry=Bn
b: R;= OMe b: R;=H R,= pOMeBn

c: R3= OMe Ry=Bn
d:R3=H R,= EtPh

A un matraz conteniendo magnesio en virutas (3.5 mmol) bajo atmosfera de argdén y
enfriado a 0 °C se le adiciond, gota a gota via un embudo de adicion y con agitacion,
una solucién del correspondiente halogenuro de alquilo (RX, R = Bny pOMeBn) (3.48
mmol) en una mezcla anhidra de éter/THF (3:1, 15 mL). La mezcla de reaccion se
llevd a temperatura ambiente y se dejo en agitacion durante 2 h. Transcurrido el
tiempo de reaccidn, la mezcla se enfrid a 0 °C y se adiciond via canula y presion de
argon una solucion del correspondiente y-hidroxiéster 3a 6 3b (0.87 mmol) en THF
anh. (20 mL) gota a gota en un tiempo de 30 min y se dejo reaccionar 3 h mas a 0 °C.
Finalmente, se adicioné una solucién saturada de NH4Cl (5 mL) y se dejé calentar
hasta temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyd con AcOEt (35 mL), se
transfirié a un embudo de separacion, la fase organica se lavd con agua (2 x 15 mL)
seguido de una solucion saturada de NH4Cl (2 x 10 mL). La fase organica se secé
sobre NaxSO4 anhidro y el disolvente se evapor¢ al vacio. El residuo en forma de miel
color ambar se purificé por cromatografia flash utilizando silica gel como fase
estacionaria y una mezcla de hexano/AcOEt (85:15) como fase movil. El sélido
obtenido se recristalizd de una mezcla de hexano/éter/CH.Cl,, obteniéndose las y-

lactonas 4a-4d como solidos amorfos incoloros.
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cis-(+)-8-Metilcarboxilato del 3a-bencil 3-ciano-2-oxo-2,3 3a,8a-tetrahidro-8H-
furo[2,.3-bjindo/ (4a)

Partiendo de 3a (250 mg, 0.87 mmol). Rendimiento: 53% (175 mg, 0.50 mmol). Sélido
incoloro, p.f. 157-158 °C. R: 0.58 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3026,
2256, 1734; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 348 (M*, 100), 213 (79).
HRMS: m/z calculado para CoH16N204 +H: 349.1188; encontrado: 349.1185.

cis-(+)-8-Metilcarboxilato del 3-ciano-3a(4-metoxibencil)-2-oxo-2,3,3a,8a-tetrahidro-

8H-furo/2, 3-bjindol (4b)

Partiendo de 3a (250 mg, 0.87 mmol). Rendimiento: 42% (138 mg, 0.36 mmol). Sélido
incoloro, p.f. 158-160 °C. R: 0.45 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3034,
2287, 1778, 1764; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 378 (M*, 20), 334
(25), 226 (50), 121 (100). HRMS: m/z calculado para Cx1H1sN2Os + H: 379,1294;
encontrado: 379.1213 (M* + H).

3R* 3as, *8S*-8-Metilcarboxilato del 3a-bencil-3-ciano-5-metoxi-2-oxo-2.3,3a 8a-

tetrahidro-8H-furo/2 3-bjindol (4c)

Partiendo de 3b (300 mg, 0.94 mmol). Rendimiento: 55% (196 mg, 0.52 mmol).
Solido cristalino incoloro, p.f. 161-163 °C. R 0.47 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™)
vmax = 3006, 2360, 1798, 1724; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 378
(M+, 100), 288 (25), 244 (50), 91 (30). HRMS: m/z calculado para C>1H1gsN20Os + H:
379.1294; encontrado: 379.1292.
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7.1.1.3 Sintesis de la fenetil y-lactona 4d

Siguiendo el procedimiento general para la conversion de y-hidroxiésteres 3 en y-
lactonas 4 antes descrito, el tratamiento del y-hidroxiéster 3d con el bromuro de
fenetilmagnesio condujo a la 3-fenetilindolina 3c intermediaria, que por tratamiento
con una solucion acuosa al 5% de KOH en THF a temperatura ambiente durante 0.5

h dio la y-lactona 4d como un sélido incoloro.

NG NG CN
/ COZMe \5/C02Me R3 hEt o
PhEtMgBr Q—IEtPh KOH 5%, THF
N~ ~OH 3h,0-5°C N~ ~OH 0.5h,ta N
) I !
CO,Me CO,Me CO,Me
3a 3c 4c

2R*35*8S5*-1-Metil carboxilato del 3-(71-ciano-2-metoxi-2-oxoetil)-2-hidroxi-3-

fenetilindolina (3c)

Partiendo de 3a (250 mg, 0.87 mmol). Rendimiento: 73% (240 mg, 0.61 mmol). Sélido
cristalino incoloro, p.f. 179-181 °C. R: 0.41 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™") vmax =
3595, 2266, 1752, 1706; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 336 (M* -
CO2Me, 10), 318 (40), 227 (100), 183 (95), 142 (40). HRMS: m/z calculado para
C22H22N205 + H: 395.1607; encontrado: 417.1426 (M* + Na).

cis-(+)-8-Metilcarboxilato  del  3-ciano-2-oxo-3a-fenetil-2,3,3a 8a-tetrahidro-8H-

furo[2 3-bjindol/ (4d)

Partiendo de 3¢ (200 mg, 0.51 mmol). Rendimiento: 82% (154 mg, 0.42 mmol). Soélido
incoloro, p.f. 169-170 °C. R: 0.51 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™) vmax = 2254,
1731, 1798 CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 362 (M+, 100), 317 (25),
227 (30), 191 (80), 91 (60). HRMS: m/z calculado para C1H1sN204 + H: 363.1345;
encontrado: 385.1167 (M* + Na).
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7.1.1.4 Procedimiento general para la conversion de y-lactonas 4 en 2-

indolilcianomalonatos de metilo 5

CN

R R
3 Ry o CHoNo, Eter/THF 3 Ry
—_—
N J 1h, ta \ CN
| |
CO,Me MeO,C  CO2Me
4 5

a:R;=H Ro=Bn

b: Ry=H R,= pOMeBn
C:. R3= OMe R2= Bn

d: Rz=H Ro= EtPh

Preparacion de diazometano. A una solucion acuosa de KOH al 50% (6 mL) se le
agrego éter etilico (20 mL) y se dejé enfriar en bafio de hielo durante 10 min.
Transcurrido el tiempo de reaccidn se adiciond N-nitroso-/N-metilurea (250 mg) en
frio y agitacion lenta hasta observar la formacion de una solucién amarilla intensa
con evolucién de un gas. La solucion etérea sobrenadante se decantd y se seco sobre

lentejas de KOH.

A una solucion de 4a-4d (0.22 mmol) en mezcla de éter (6 mL) y THF (2 mL) se le
adiciond lentamente un exceso de la solucidon etérea de diazometano preparada
previamente. La mezcla de reaccion se agitd durante 1 h a temperatura ambiente y
se evapord a sequedad a presion atmosférica usando una corriente de aire libre de
humedad. El residuo se disolvio en DMSO (2 mL) y se dejé en agitacion durante 10 h
para eliminar posteriormente el DMSO usando una corriente de aire. El residuo de
color ligeramente amarillo se disolvido con CH2Cl2 y la fase organica se lavo con agua
(2 x 10 mL) seguido de una solucion saturada de NaCl (1 x 10 mL). La fase organica
se seco sobre NaxSO4 anh. y se evapord al vacio. El residuo solido se recristalizd de
una mezcla de CHxClz/hexano obteniéndose los 2-indolilcianomalonatos de metilo

5a-5d como sdlidos amorfos incoloros.
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7-Metilcarboxilato del 3-bencil-2-(1-ciano-2-metoxi-2-oxoetil)- TH-indo/ (5a)
Partiendo de 4a (150 mg, 0.43 mmol). Rendimiento: 91% (142 mg, 0.36 mmol). Sélido
incoloro, p.f. 144-145 °C. R 0.51 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCI3) vmax = 3024, 2254,
1756, 1604 cm™"; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 363 (M* +H, 25),
331 (50), 265 (100), 244 (25), 218 (25). HRMS: m/z calculado para C21H1sN20Os + H:
363.1340; encontrado: 363.1338.

7-Metilcarboxilato del 2-(1-ciano-2-metoxi-2-oxoetil)-3-(4-metoxibencil)- 1H-indo/
(5b)

Partiendo de 4b (120 mg, 0.32 mmol). Rendimiento: 90% (112 mg, 0.28 mmol).
Sélido incoloro, p.f. 132-133 °C. R: 0.49 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™) vmax =
2254, 1751, 1749; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 393 (M* + H, 10),
334 (13), 295 (100), 285 (42). HRMS: m/z calculado para C22H20N20s + H: 393.1445;
encontrado: 393.1423.

7-Metilcarboxilato del 3-bencil-2-(1-ciano-2-metoxi-2-oxoetil)-5-metoxi- 1H-indo/
(5¢)

Partiendo de 4c (150 mg, 0.40 mmol). Rendimiento: 85% (130 mg, 0.34 mmol). Solido
incoloro, p.f. 119-121 °C. R: 0.42 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™) vmax = 2256,
1752, 1730; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 392 (M+, 68), 361 (50),
334 (35), 302 (80), 295 (100), 274 (30). HRMS: m/z calculado para Cz2H20N205 +H:
393.1441; encontrado: 393.1446.

7-Metilcarboxilato del 2-(7-ciano-2-metoxi-2-oxoetil)-3-fenetil- 1H-indo/ (5d)
Partiendo de 4d (100 mg, 0.27 mmol). Rendimiento: 89% (93 mg, 0.25 mmol). Sélido
incoloro, p.f. 148-150 °C. R: 0.52 (hexano/AcOEt 7:3); CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%
intensidad relativa) = 376 (M+, 14), 345 (14), 286 (35), 254 (100), 242 (24), 183 (30),
91 (38). HRMS: m/z calculado para C22H20N20a4.
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7.1.1.5 Procedimiento general para la conversion de 2-indolilcianomalonatos

de metilo 5 en 2-acetonitrilindoles 6

R3 R3

R2 R2
{ K»CO3, MeOH/H,0 Q_g\/
CN e CN
l}l 5h, reflujo N
MeO,c ~ CO2Me H
5 6

a:Rs=H R,=Bn

b: R;=H R,= pOMeBn
C: R3= OMe R2= Bn
d:R;=H R,= EtPh

A una solucion de 5a-5d en MeOH/H20 3:1 (9 mL) se le adiciond una solucién de
K2COs (10 equivalentes) en mezcla 3:1 de MeOH/H20 (1 mL) y se calenté a reflujo
durante 5 h. Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccién se dejé enfriar a
temperatura ambiente, se diluyé con agua (10 mL) y el metanol se evaporé al vacio.
La fase acuosa se extrajo con CH2Cl> (3 x 20 mL), en seguida, la fase organica se lavo
con agua (3x 20 mL), se seco sobre Na>SO4 anhidro y se evaporo al vacio. El residuo
obtenido se purificé por cromatografia flash, utilizando una mezcla de hexano/AcOEt

85:15 como fase movil, para dar los 2-acetonitrilindoles 6a-6d como aceites rojizos.

2-(3-Bencil- 1H-indol-2-il)acetonitrilo (6a)

Partiendo de 5a (80 mg, 0.22 mmol). Rendimiento: 70% (38 mg, 0.15 mmol). Aceite
rojizo; R 0.65 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™") vmax = 3458, 2258; CG-EM (IE, 70
eV): m/z (% intensidad relativa) = 246 (M+, 100), 207 (25), 169 (25). HRMS: m/z
calculado para Ci7H14N2 +H: 247.1230; encontrado: 247.1222.

2-(3-(4-Metoxibencil)- TH-indol-2-il)acetonitrilo (6b)

Partiendo de 5b (100 mg, 0.25 mmol). Rendimiento: 58% (41 mg, 0.15 mmol). Aceite
rojizo; R 0.61 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3456, 3408, 2258; CG-EM
(IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 276 (M+, 100), 237 (50), 169 (40). HRMS: m/z
calculado para CigH1sN20 -H: 275.1179; encontrado: 275.1182.
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2-(3-Bencil-5-metoxi- 1H-indol-2-il)acetonitrilo (6¢)

Partiendo de 5¢ (100 mg, 0.25 mmol). Rendimiento: 67% (47 mg, 0.17 mmol). Aceite
rojizo; Rx: 0.63 (hexano/AcOEt 7:3); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3458, 2261; CG-EM (IE, 70
eV): m/z (%) = 276 (M+, 100), 237 (25), 200 (25).

2-(3-Fenetil- TH-indol-2-il)acetonitrilo (6d)

Partiendo de 5d (100 mg, 0.27 mmol). Rendimiento: 60% (41 mg, 0.16 mmol). Aceite
rojizo; Rx 0.61 (hexano/AcOEt 7:3); CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 260 (M+, 20), 169
(100).
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7.1.1.6 Procedimiento general de hidrogenacion catalitica de 2-

acetonitrilindoles 6 para obtener las isotriptaminas 1

R3 R3

RZ R2
m/CN _NiRaney, fz Q_g\/\NHCOMe
N 8h, ta N
H H
6 1

a: R3= H R2= Bn

b: Ry=H R,= pOMeBn
C: R3= OMe R2= Bn
d:R;=H  R,=EtPh

Se hidrogeno6 una solucion del correspondiente 2-acetonitrilindol 6 en una bomba
Parr sobre el catalizador de Ni-Raney W-2 (225 mg/100 mg de 6) en Ac20 (4 mL/100
mg de 6) a temperatura ambiente bajo 45 psi H> durante 8 h. Transcurrido el tiempo
de reaccion, la mezcla se filtr6 a través de Celita y el residuo se lavé con AcOEt (2 x
20 mL). El filtrado se concentré a vacio hasta sequedad, posteriormente el residuo se
disolvié en CH2Clz (30 ml) y se lavd con agua (3 x 15 mL), se secé sobre NaSO4 anh.,
se filtr6 y se concentré al vacio. El residuo se purificé por cromatografia flash
(hexano/EtOAc 1:4) para obtener los 2-(N-acetilaminoetil)indoles 1a-1d como aceites

amarillentos.

N-(2-(3-Bencil- TH-indol-2-il)etil)acetamida (1a)

Partiendo de 6a (50 mg, 0.20 mmol). Rendimiento: 75% (43 mg, 0.11 mmol). Aceite
amarillento amarilla; R: 0.43 (AcOEt); IR (CHCIls3, cm™") vmax = 3450, 3303, 1670; CG-EM
(IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 292 (M*, 70), 233 (100), 219 (35). HRMS: m/z
calculado para Ci19H21N20 +H: 293.1654; encontrado: 293.1648.

N-(2-(3-(4-Metoxibencil)- TH-indol-2-il)etil)acetamida (1b)
Partiendo de 6¢ (50 mg, 0.18 mmol). Rendimiento: 58% (34 mg, 0.10 mmol). Aceite
amarillento; R 0.38 (AcOEt); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3453, 3310, 1670; CG-EM (IE, 70
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eV): m/z (% intensidad relativa) =322 (M*,100), 264 (94), 249 (55). HRMS: m/z
calculado para C20H22N202 (M + Na) 345.1579, encontrado: 345.1570.

N-(2-(3-Bencil-5-metoxi- 1H-indol-2-i)etil)acetamida (1c)

Partiendo de 6b (50 mg, 0.18 mmol). Rendimiento: 67% (39 mg, 12 mmol). Aceite
amarillento; R: 0.40 (AcOEt); CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 322 (M+, 100), 264 (99),
251 (33). HRMS: my/Zz calcd para C2o0H22N202 +H: 323.40009.

N-(2-(3-Fenetil- TH-indol-2-il)etil)acetamida (1d)

Partiendo de 6d (50 mg, 0.19 mmol). Rendimiento: 65% (38 mg, 13 mmol). Aceite
amarillo; R: 0.45 (AcOEt); CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 306 (M+, 8), 215 (96), 156
(100), 91 (10).
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7.1.1.7 Procedimiento general de hidrogenacion catalitica de 2-

indolilcianomalonatos de metilo 5 para dar los 2-indolil-6-amidoésteres 9

R3 R3

R2 RZ
N\ CN Ni-Raney, Hy \ NHCOMe
- > N
|
MeO,C ~ COMe 8h. ta MeO,&  COzMe
5 9

a:R;=H Ro=Bn

b: Ry=H R,= pOMeBn
c: R;=OMe R,=Bn

d: Rz=H R,= EtPh

Se hidrogen6 una solucion del correspondiente indolilcianomalonato de metilo 5
(100 mg) en una bomba Parr sobre el catalizador de Ni-Raney W-2 (225 mg) en Ac.O
(4 mL) a temperatura ambiente bajo 45 psi H> durante 8 h. La mezcla se filtr6 a través
de Celita y el residuo se lavé con AcOEt (2 x 20 mL). El filtrado se concentr6 a vacio
hasta sequedad, el residuo se disolvio en CH2Cl> (50 ml) y se lavd con agua (3 x 15
mL), se secod sobre NaSQ4 anh., se filtrd y se concentré al vacio. El residuo se purificd
por cromatografia flash (hexano/EtOAc 70:30) para dar los 2-indolil-8-amidoésteres

9a-9d como sélidos incoloros.

Metil carboxilato del 2-(3-acetamido-T1-metoxi-T1-oxopropan-2-il)-3-bencil-1H-
indol/ (9a)

Partiendo de 5a (100 mg, 0.28 mmol). Rendimiento: 65% (73 mg, 0.18 mmol). Sélido
incoloro; p.f. 152-153 °C. R: 0.29 (hexano/AcOEt 3:7); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3444,
1733, 1668; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 408 (M+, 5), 376 (80),
334 (93), 318 (82), 305 (45), 275 (100), 218 (45), 198 (37), 91 (50). HRMS: m/z
calculado para C23H24N20s5 + H: 409.1758; encontrado: 409.1765.
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Metil carboxilato del 2-(3-acetamido- 1-metoxi-1-oxopropan-2-il)-3-(4-
metoxibencil)- 1TH-indo/ (9b)

Partiendo de 5b (150 mg, 0.38 mmol). Rendimiento: 62% (104 mg, 0.24 mmol).
Aceite beige; Rt 0.19 (hexano/AcOEt 3:7); CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad
relativa) = 438 (M+, 6), 407 (58), 364 (61), 295 (100), 198 (37), 122 (38).

Metil carboxilato del 2-(3-acetamido-1-metoxi- 1-oxopropan-2-il)-3-bencil-5-

metoxi-1H-indo/ (9¢)

Partiendo de 5¢ (100 mg, 0.25 mmol). Rendimiento: 65% (71 mg, 0.16 mmol). Aceite
beige; R: 0.27 (hexano/AcOEt 3:7); IR (CHCl;, cm™); CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%
intensidad relativa) = 438 (M+, 5), 406 (100), 365 (60), 348 (61), 306 (80), 249 (34), 91
(35). HRMS: my/z calculado para C2sH26N206 + H: 439.1864; encontrado: 439.1872.

Metil carboxilato del 2-(3-acetamido-T1-metoxi-1-oxopropan-2-il)-3-fenetil-1H-
indo/ (9d)

Partiendo de 5d (70 mg, 0.19 mmol). Rendimiento: 56% (46 mg, 0.11 mmol). Sélido
incoloro; p.f. 154-155 °C. R: 0.33 (hexano/AcOEt 3:7); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3444,
1730, 1669; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 422 (M+, 1), 391 (31),
300 (100), 258 (93), 229 (33), 198 (24), 92 (28) HRMS: m/z calculado para Ca4H26N2Os
+ H: 423.1914; encontrado: 423.1923.
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7.1.1.8 Formacion de 3-oxoisotriptaminas 7

R; Rs o

Ro
Q_g\/\NHCOMe SR S S %
N

5 semanas, ta
H NHCOMe

Iz

a: R3= H R2= Bn

b: R;=H R,= pOMeBn
C: R3= OMe R2= Bn
d:R;=H  R,=EtPh

La oxidacién aerodbica de las isotriptaminas 1 a temperatura ambiente, sin proteccion
de luz y libre de disolvente condujo a las correspondientes 3-oxoisotriptaminas 2,2-

disustituidas 7 en aproximadamente 5 semanas.

2-(2-Acetamidoetil)-2-bencil-3-oxoindolina (1a)

Partiendo de 1a (100 mg, 0.34 mmol). Rendimiento: 95% (100 mg, 0.32 mmol).
Sélido amarillo; p.f. 168-170 °C. R: 0.19 (hexano/AcOEt 2:8); IR (CHCl3, cm™); CG-
EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 309 (M* + H, 5), 217 (20), 158 (100),
146 (17), 91 (10). HRMS: m/z calculado para Ci9H2oN20, + H: 309.1598;
encontrado: 309.1603.

2-(2-Acetamidoetil)-2-(4-metoxibencil)-3-oxoindolina (7b)

Partiendo de 1b (80 mg, 0.25 mmol). Rendimiento: 98% (82 mg, 0.24 mmol). Aceite
amarillo; R: 0.17 (hexano/AcOEt 2:8); IR (CHCls, cm™") vmax = 3441, 3340, 1675, 1618;
CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 338 (M*, 4), 217 (19), 158 (100);
HRMS: m/z calculado para C2oH22N203 + Na: 361.1528; encontrado: 361.1530.

2-(2-Acetamidoetil)-2-bencil-5-metoxi-3-oxoindolina (7¢c)

Partiendo de 1c (82 mg, 0.26 mmol). Rendimiento: 98% (86 mg, 0.25 mmol). Aceite
amarillo; R: 0.17 (hexano/AcOEt 2:8); CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) =
338 (M*, 3), 247 (21), 188 (100), 161 (10), 91 (8). HRMS: m/z calculado para
C2o0H22N203 + H: 339.1704; encontrado: 339.1712.
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7.1.1.9 Tratamiento del 2-acetonitrilindol 6b con Mel®’

pMeOBnN
a: Ri=Me R4=H
N\ CN —_— 8 b:Ri=H R4=Me
||?1 R4 c: Ri=Me R4=Me
6b

A una suspensién bajo agitacion del 2-acetonitrilindol 6b y Cs2CO3 (225 mg, 1,4
mmol) en DMF (3 mL) se afadio Mel (120 ml, 1.9 mmoles). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 24 h, la reaccion se inactivd con agua (20 mL). La
capa acuosa se extrajo con AcOEt (3x15 mL), y las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera (10 mL), se secaron sobre NaSO4 anh. y se concentraron a
vacio para dar una mezcla de compuestos mono- y dimetilados 8a, 8b y 8c en una
relacion ca. 5: 2: 4, respectivamente, segun lo determinado por CG/MS del crudo de
reaccion. La mezcla se separd por cromatografia flash utilizando una mezcla de
disolventes hexano/CH>Cl>/EtOAc. La elucién con una relacion de mezcla disolventes
50:48:2 dio sucesivamente 8c (27 mg, 0,09 mmol, 20% de rendimiento), 8a (30 mg,
0,1 mmol, 25% de rendimiento) y 8b (12 mg, 0,04 mmol, 10%) como aceites
amarillos. La elucion adicional con una relacion de mezcla de disolventes 50:40:10

proporcion6 el material de partida 6b (18 mg).

2-(3-(4-Metoxibencil)- T-metil- 1H-indol-2-il) acetonitrilo (8a)

Aceite amarillo; R: 0.30 (hexano/CH2Clo/AcOEt 50:48:2); IR (CHCl3, cm™) vmax = 2255,
1827; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 290 (M*, 100), 250 (9), 182
(43). HRMS: myz calculado para C19H18N20 (M + Na) 313.1317, encontrado: 313.1320.

2-(3-(4-Metoxibencil)- TH-indo/-2-il) propanonitrilo (8b)

Aceite amarillo; R: 0.22 (hexano/CH2Cl2/AcOEt 50:48:2); IR (CHCl3, cm™) vmax = 3450,
2245, 1727; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 290 (M*, 100), 236 (68).
HRMS: m/z calculado para C19H1sN20O (M + Na) 313.1317, encontrado: 313.1319.
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2-(3-(4-Metoxibencil)- 1-metil- TH-indol-2-i]) propanonitrilo (8b)

Aceite amarillo; R 0.43 (hexano/CH2Clo/AcOEt 50:48:2); IR (CHCl3, cm™) vmax = 2245,
1846; CG-EM (IE, 70 eV): m/z (% intensidad relativa) = 305 (M*, 100), 251 (62), 197
(23). HRMS: myz calculado para C20H20N20 (M + Na) 327.1473, encontrado: 327.1475.
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7.2 Métodos Computacionales
7.2.1 Bisqueda conformacional

La busqueda conformacional de las isotriptaminas 1 se realizd con Spartan ‘05 o
Spartan ‘148 empleando el algoritmo Monte Carlo en combinacién con el campo de
fuerzas Merck (MMFF). La seleccion de los conformeros se hizo por comparacién

geométrica, valor energético y aporte a la distribucion de Boltzmann.

Para la busqueda conformacional en fase acuosa se empled el método MMFFaq en
Spartan 14 y la seleccion de conférmeros se hizo bajo los mismos criterios de la

busqueda conformacional que la indicada en fase gas.
7.2.2 Optimizacion de la geometria conformacional

La optimizacién de la geometria de los conférmeros seleccionados de minima
energia de 1 se realizé con Gaussian ‘098" empleando un nivel de calculo de la teoria
de funcionales de la densidad DFT HF/3-21G y HF/6-31G+(d,p) en fase gas. La
optimizacidn geométrica bajo influencia de medio acuoso se realizé al mismo nivel

de célculo incorporando el método de polarizacion continua (CPCM).8

80 Spartan’14 for Windows, Macintosh, and Linux; Wavefunction, Inc.,
http://downloads.wavefun.com/Spartanl4Manual.pdf. Hehre W., A Guide to Molecular Mechanics and
Quantum Chemical Calculations, Wavefunction, Inc. (1993),

htep://www.wavefun.com/japan/products/books/AGuidetoMM_Chal-2.pdf.

81 Gaussian 09, Revision E.Ol, Frisch, M.].; Trucks, G. W.; Schlegel, H.B.; Scuseria, G.E.; Robb, M.A.; Cheeseman,
J.R;; Scalmani, G.; Barone, V.; Mennucci, B.; Petersson, G.A.; Nakatsuji, H.; Caricato, M.; Li, X; Hratchian, H.P;
Izmaylov, A. F.; Bloino, J.; Zheng, G.; Sonnenberg, J.L.; Hada, M.; Ehara, M.; Toyota, K.; Fukuda, R.; Hasegawa,
J.; Ishida, M.; Nakajima, T.; Honda, Y.; Kitao, O.; Nakai, H.; Vreven, T.; Montgomery, J.A., Jr.; Peralta, J.E;
Ogliaro, F.; Bearpark, M.; Heyd, ].J.; Brothers, E.; Kudin, K.N.; Staroverov, V.N.; Kobayashi, R.; Normand, J;
Raghavachari, K.; Rendell, A.; Burant, J.C.; Iyengar, S.S.; Tomasi, J.; Cossi, M.; Rega, N.; Millam, ].M.; Klene, M.;
Knox, J.E,; Cross, ].B.; Bakken, V.; Adamo, C.; Jaramillo, J.; Gomperts, R.; Stratmann, R.E,; Yazyev, O.; Austin, A.
J.; Cammi, R.; Pomelli, C.; Ochterski, ].W.; Martin, R.L.; Morokuma, K.; Zakrzewski, V.G.; Voth, G.A.; Salvador,
P.; Dannenberg, ].J.; Dapprich, S.; Daniels, A.D.; Farkas, O.; Foresman, ].B.; Ortiz, ].V.; Cioslowski, J.; Fox, D.J.
Gaussian, Inc., Wallingford CT, (2009).

82 (a) Miertus S., Scrocco E., Tomasi J., Electrostatic interaction of a solute with a continuum. A direct utilization
of AB initio molecular potentials for the prevision of solvent effects. | Chem Phys (1981) 55, 117-129. (b) Barone V.,
Cossi M., Tomasi J. A new definition of cavities for the computation of solvation free energies by the polarizable
continuum model. | Chem Phys (1997), 107, 3210-3221. (¢) Caricato M., Mennucci B., Tomasi J., Ingrosso F.,
Cammi R., Corni S., Scalmani G., Formation and relaxation of excited states in solution: A new time dependent
polarizable continuum model based on time dependent density functional theory. | Chem Phys (2006), 124,
124520-124532.
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7.2.3 Generacion del diagrama de potencial electrostatico molecular (PEM)

La generacién de los diagramas PEM se realizé utilizando Gaussian ‘09 mediante una
optimizacién adicional de los minimos encontrados previamente, a un nivel de
calculo DFT M06-2X/6-31+G(d,p) aplicando posteriormente el algoritmo cubgen'y

ajustando los valores de isovalor en la densidad de superficie entre 0.029 y 0.031.
7.2.4 Mapeo del grupo farmacéforo

El analisis de la disposicion geométrica tridimensional del nimero y tipo de grupos
funcionales necesarios para producir una respuesta biolégica se evalué mediante el
disefio de mapas del grupo farmacédforo basados en ligandos bioactivos, en este
caso de ligandos agonistas y antagonistas melatoninérgicos. El estudio se llevd a
cabo usando el software LigandScout 3.12 (disponible en:
http://www.inteligand.com/ligandscout3/download.shtml), seleccionando la
configuracién predeterminada por el programa para generar modelos 3D de los
mapas farmacoforicos. Las hipdtesis farmacoféricas agonista y antagonista se
generaron alineando las entidades quimicas de los conférmeros obtenidos por
mecanica molecular (MMFF) de una serie selecta de moléculas con actividad
melatoninérgica, ya sea agonista o antagonista. Los mapas farmacoforicos asi
obtenidos se usaron como referencia para predecir el caracter agonista o

antagonista de las isotriptaminas 1a-1g.

Alineamiento flexible de las isotriptaminas 1a-1g con los mapas farmacoforicos 3D.
Para identificar el grado de ajuste o alineamiento de las isotriptaminas 1a-1g con los
mapas 3D, se realizO una busqueda conformacional por MMFF empleando la
herramienta de LigandScout, seguida del screening de los conformeros encontrados
con la finalidad de determinar el valor de ajuste (pharmacohore fif) de aquel
conféormero cuyo alineamiento sea mejor, ya sea al modelo farmacoférico de la

hipotesis agonista o antagonista. El nivel de ajuste de la geometria de las entidades

8 Wolber G., Langer T., LigandScout: 3D pharmacophores derived from protein-bound ligands and their use
as virtual screening filters. | Chem Inf Model (2005), 45, 160-169.
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quimicas de los conférmeros de 1a-1g con el mapa farmacoforico, agonista o
antagonista, se determiné en funcion del grado de desviacién de las entidades
quimicas con respecto a los puntos de referencia dados por los modelos agonista y
antagonista, bajo los criterios predeterminados en las propiedades de alineamiento

de LigandScout.

Alineamiento rigido de isotriptaminas con los mapas farmacoforicos 3D. En este
caso, el alineamiento se realizé con los conformeros de minima energia de 1b, 1e,

1f, 1g optimizados en fase acuosa.
7.2.5 Modelado por homologia de los receptores MT1 y MT2

Para iniciar el modelado por homologia fue necesario identificar los receptores
cristalizados pertenecientes a la familia de GPCR’s en el Protein Data Bank (PDB,

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), de los cuales se descargaron los archivos

de texto relacionados con las coordenadas de los atomos y la secuencia de

aminoacidos.

La secuencia primaria de aminoacidos que conforman los receptores
melatoninérgicos humanos fue obtenida de la base de datos UniProt (The Universal

Protein Resource disponible en: http://www.uniprot.org/)8, descargando los archivos

FASTA de cada uno de ellos. Posteriormente, estas secuencias fueron alineadas, por
separado, con cada una de las secuencias de aminoacidos de los receptores
utilizados como plantilla, descartando aquellas que mostraron una identidad de
secuencia menor al 40%. El alineamiento se llevd a cabo con las herramientas de

ClustalW® disponibles en SwissMODEL2® servidor del Instituto Suizo de

8 Pundir S., Magrane M., Martin M. J., O'Donovan C., UniProt Consortium., Searching and navigating UniProt
databases. Curr Protoc Bioinformatics (2015), 50, 1-10. b) Magrane M., UniProt Consortium, UniProt
Knowledgebase: a hub of integrated protein data. Database (2011), article ID bar009, 1-13.

8 Thompson J. D., Higgins D. G., Gibson T. J., CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple
sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice.
Nucleic Acids Res (1994), 22, 4673-4680.

86 Biasini M., Bienert S., Waterhouse A., Arnold K., Studer G., Schmidt T., Kiefer F., Gallo Cassarino T., Bertoni
M., Bordoli L., Schwede T., SWISS-MODEL: modelling protein tertiary and quaternary structure using
evolutionary information. Nucleic Acids Res (2014), 42, W252-W258.


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.uniprot.org/
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Bioinformatica (ExPAsy-ISB: http://www.expasy.org/). Teniendo las secuencias
alineadas, se procedi6 a la generacion automatica de la estructura 3D por homologia

de los receptores melatoninérgicos con el servidor SwissMODEL.

Los modelos tridimensionales de MT1 y MT2, generados por homologia, fueron

minimizados empleando las herramientas de 3DRefine

(http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/)®’ y ModRefine

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/).88 Finalmente, las estructuras 3D

de minima energia se validaron con MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/).8?

Validacion funcional de /los receptores (reconocimiento del sitio activo). El
reconocimiento proteina-ligando se realizé con un analisis de docking molecular no
dirigido de la melatonina (CAS number: 73-31-4, obtenido de DrugBank
http://www.drugbank.ca/drugs/DB01065) sobre los receptores MT1 y MT2. Esto fue,

empleando el protocolo automatico del servidor SwissDock

(http://www.swissdock.ch/).*® El modelo por homologia de los receptores

melatoninérgicos se consider6 valido cuando se obtuvo el mayor numero de

clUsteres ubicados en el sitio activo previamente descrito.
7.2.6 Docking molecular

El criterio de busqueda se refind dentro de una zona de 60x60x60 puntos centrado
entre los dominios transmembranales TM3, TM4, TM5 y TM6 con un espaciado de
0.5 A. Se utiliz6 un protocolo estandar con una poblacién inicial al azar de 100

posiciones individuales y un nUmero maximo de evaluaciones de energia de 2.5 x 107

§ Bhattacharya D., Nowotny J., Cao R., Cheng J., 3Drefine: an interactive web server for efficient protein
structure refinement. Nucl Acids Res (2016), 1-4.

8 Xu D., Zhang Y., Improving the physical realism and structural accuracy of protein models by a two-step
atomic-level energy minimization. Biophys ] (2011), 101, 2525-2534.

8 Chen V. B., Arendall Il W. B, Headd J. J., Keedy D. A., Immormino R. M., Kapral G. J., Murray L. W,
Richardson J. S., Richardson D. C., MolProbity: all-atom structure validation for macromolecular
crystallography. Acta Crystallogr (2010), D66, 12-21.

% Grosdidier A., Zoete V., Michielin O., SwissDock. A protein-small molecule docking web service based on
EADock DSS. Nucl Acids Res (2011), 39, W270-W277.


http://www.expasy.org/
http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
http://molprobity.biochem.duke.edu/
http://www.drugbank.ca/drugs/DB01065
http://www.swissdock.ch/
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por ciclo de analisis. Todos los parametros se mantuvieron por default en su posicién
estandar. Se generaron 100 conformaciones de acoplamiento del receptor para cada
ligando, realizando colecciones (clusterized) en funciébn de la energia total de
acoplamiento (AGunién). LOs clusters se mantuvieron con una desviacion cuadratica
media (RMSD) de 0.3 A, empleando el software AutoDockTools 1.5.6 (disponible en:

http://autodock.scripps.edu/resources/adt)®?

' Morris G. M., Huey R., Lindstrom W., Sanner M. F., Belew R. K., Goodsell D. S., Olson A. J., Autodock4 and
AutoDockTools4: automated docking with selective receptor flexiblity. ] Computational Chem (2009), 16, 2785-91.


http://autodock.scripps.edu/resources/adt
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Tabla 8a. Datos de RMN 'H de y-lactonas 4 en CDClz a 300 MHz. (6 en ppm; /en Hz).

R; 5 4 R, C:l Ro Rs
st_ﬁ\fo 4a Bn H
6 3a >
AN 0 4b | pOMeBn H
CO,Me 4c Bn OMe
4d EtPh H
4
H-4 H-5 H-6 H-7 H-8a H-3 CO:Me
6 7.68 d 7.22 tab 742t 7.85 sa 6.38 sa 418 s 390 s
4a
J 7.8 78,10 73 - - - -
6 7.66 d 7.22 tab 742 t 7.86 sa 6.37 sa 419 s 380 s
4b
J 7.6 76,10 73 - - - -
6 7.36 dm - 6.95 dd 7.78 sa 6.35 sa 415 s 382 s
4c
J 6.9 - 9.0, 2.1 - - - -
1) 7.69 d 7.25 nP 746 t 7.94 sa 6.16 sa 415 s 3.87 sa
4d
J 7.6 - 7.8 - - - -
@ Multiplicidad aparente. bSefial traslapada
Continda ....
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Tabla 8a. (continuacion)

R; 5 4 R, C:l Ro Rs
Wo 4a Bn H
6 3a >
S TNE 0 4b | pOMeBn H
éOzMe 4c Bn OMe
4d EtPh H
4
R? R3
Ho Hm Hp C3-CH> CH> OMe - OMe
4a 5 734m° 704m 734nm° 3115 - - -
J - - - - - - -
b 6 696dn 687d - 305s - 391 s -
J 8.8 8.7 - - - - -
4c 5 7.05mP 7d6mP 682dm 311s - - 3.82s
J - - 8.1 - - - -
4d 5§ 722nm° 726nP 717 228 m 242 m - -

bSenal traslapada
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Tabla 8b. Datos de RMN '3C de y-lactonas 4 en CDCl3 a 75 MHz (6 en ppm).

CN R R
R3 5 4 R2 3 2 3
3b O 4a Bn H
6 3a >
NG O 4b | pOMeBn H
CO,Me 4c Bn OMe
4d EtPh H
4
C-2 C-3 C-3a C-3b C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8
4a 164.7 40.5 55.2 128.0 125.7 124.7 131.0 115.9 133.2 93.7
4b 164.9 40.5 55.3 125.7 125.0 124.6 131.0 115.8 131.0 939
4c 164.7 40.6 55.3 127.8 111.0 156.9 116.0 116.6 132.8 944
4d 164.9 40.6 55.0 128.9 125.6 124.7 131.0 115.7 139.0 95.2
Continda .....
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Tabla 8b. (continuacion)

CN R R
R3 5 4 R2 3 2 3
3b O 4a Bn H
6 3a 5
NG O 4b | pOMeBn H
CO,Me 4c Bn OMe
4d EtPh H
4
R2 R3
C=0"> OMe® CN C/ Co Cm Cp C3-CH, CH; OMe OMe
4a 151.8 53.7 112.4 140.3 129.9 129.3 128.3 423 - - -
4b 152.0 53.7 112.5 140.1 130.8 114.7 159.5 415 - 55.3 B
4c 151.7 53.6 112.4 133.2 130.0 129.3 128.3 422 - - 55.8
4d 151.5 53.7 112.6 1404 128.7 128.6 126.6 39.7 30.3 - -
bEster
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Tabla 9a. Datos de RMN 'H de 2-indolilcianomalonatos de metilo 5 en CDCl; a 300 MHz (6 en ppm; Jen Hz).

Ry 4 . R, R,
5 3a 5a Bn H
6 > N\: g CN 5b | pOMeBn H
Me02C’: CO,Me 5¢ Bn OMe
5 5d EtPh H
H-4 H-5 H-6 H-7 H-8
5 6 7.42 dd 7.25 7.38 tcP 8.13 da 5.28 sa
/ 7.6,1.2 - 82,12 8.8 -
5h 6 7.42 dd 7.24 tb 7.38 tcP 8.13 da 5.29 sa
/ 76,12 8.2,1.2 8.8, 1.2 8.2 -
5c 6 6.83 d - 6.99 dd 8.02 d 5.27 sa
/ 2.4 - 94,29 9.4 -
5q 6 7.53 dm 7.29 n7 7.40 ddd 8.1 da 5.09 sa
/ 7.7 - 84,73,13 8.3 -

2 Sefial parcialmente traslapada. ®Multiplicidad aparente.

Continda ....
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Tabla 9a. (continuacion)

R R
Rs 4 < 2 3
5 3a g 2 5a Bn H
6 \3 CN
8 5b pOMeBn H
7 7a N 2
MeOZC,: CO,Me 5¢ Bn OMe
5 5d EtPh H
Rz R3
OMe€ OMed Ho Hm Hp C3-CH> CH> OMe OMe
1) 407 s 379 s 722m 727 m 718 m 413 s - - -
5a
J - - - - - - - - -
1) 406 s 3.81s 711 dd 6.81 dt - 406 s - 407 s -
5b
J - - 88,29 88, 235 - - - - -
1) 406 s 379 s 720 dd 7.28 dt 7.22° 410 s - - 3.76
5¢
J - - 76,23 76,18 - - - - -
5d 6 4.04 s 3.79s 723 m 728m 714 m 3.04 m 296 m - -

¢Carbamato. 9 Ester.
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Tabla 9b. Datos de RMN '3C de 2-indolilcianomalonatos de metilo 5 en CDClz a 75 MHz en CDClz (6 en ppm).

Ry 4 5 R2 R3

5 3a 5a Bn H

6 > N\: g CN 5b | pOMeBn H

MeOZC’: CO,Me 5¢ Bn OMe
5 5d EtPh H
C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 CN
>a 124.3 123.3 128.9 119.8 123.6 126.2 115.9 137.8 36.3 114.3
5b 124.0 123.6 128.8 119.8 123.5 126.1 115.8 135.6 36.2 114.3
3¢ 124.8 123.0 129.7 102.2 156.3 114.7 116.7 130.2 29.9 114.3
5d 126.5 124.3 128.6 119.3 123.5 126.1 115.9 135.7 36.0 114.3
Continda .....
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Tabla 9b. (continuacion)

R R3
4
3a 52 5a Bn H
N ON 5b | pOMeBn H
7 Ta N 2
MeOz(,J CO,Me 5¢ Bn OMe
5 5d EtPh H
Rz R3
C=0¢ C=0¢ OMe¢ OMed C/ Co Cm Co (C3-CH, CH. OMe OMe
Sa 151.8 164.6 54.0 53.8 140.7 1299 1300 1279 29.9 - - -
5b 151.7 1644 539 53.7 129.7 129.1 1141 158.3 29.0 - 55.1 -
5S¢ 1516 164.3 539 53.7 1377 1287 1281 126.7 29.9 - - 55.6
5d 151.7 1644 538 53.9 140.5 1287 1283 126.1 26.5 35.8 - -

¢Carbamato. 9 Ester.
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Tabla 10a. Datos de RMN 'H de 2-acetonitrilindoles 6 en CDCl3 a 300 MHz (6 en ppm; Jen Hz).

R, R,
F\;a - s R 6a Bn H
6 V' en 6b | pOMeBn H
v H 2 6¢c Bn OMe
6 6d EtPh  H
H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 NH
6a ©  746dd 709t 719 nF 7.34 dd 3755  8.18sa
/ 79,12 70,10 - 8.2,1.2 - -
6b S  7450m 709m 721 ddd 7.35d 374s  8.19sa
/ 8.2 - 8.2,7.0,1.2 8.2 - -
6c ¢ 6.94 d - 6.84 dd 7.28° 371s  8.10sa
/ 23 - 8.8, 2.5 - - -
6d 6  759dm  70dd 7.18 nf 7.35 dm 321s 798 sa
/ 8.4 75,18 - 6.0 - -
2 Multiplicidad aparente.® Sefial traslapada. ¢ Sefal parcialmente traslapada.
Continda...
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Tabla 10a. (continuacion)

R Rs3
R
53 - sa 2 6a Bn H
6 V' eN 6b | pOMeBn H
T ” 2 6¢c Bn OMe
6 6d EtPh H
R, Rs
Ho Hm Hp  C-3CH». CH: OMe OMe
6a 720mP 725m 718 mP  41s § § §
6b 7.10 dm 6.80 dm . 40 s § 380 s _
8.8 8.8 . . . : ;
6¢c 720m 726m 717m  41s - - 377 s
6d 723mP 726m 720mP 300m 291 m ; -

® Sefial traslapada. ¢ Sefal parcialmente traslapada.
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Tabla 10b. Datos de RMN '3C de 2-acetonitrilindoles 6 en CDClza 75 MHz (6 en ppm).

R2 Rs

R53 s R 6a Bn H

6 V' eN 6b | pOMeBn H

v ” 2 6¢c Bn OMe
6 6d EtPh  H
C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 Cc-7 C-7a C-8 CN
6a 122.2 113.2 128.1 119.1 120.1 122.8 110.9 135.7 15.6 116.4
6b 122.1 110.9 128.2 119.1 120.1 122.7 110.9 135.7 15.7 116.3
6¢c 1229 111.7 128.2 101.0 154.4 1129 112.8 128.6 15.8 116.5
6d 122.2 113.3 127.8 118.7 120.0 122.7 111.0 135.8 14.9 116.4
Continda ...
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Tabla 10b. (continuacion)

R, Rs

R53 R, 6a Bn H

6 N 6b | pOMeBn H

4 76” 2 6¢c Bn OMe

6 6d EtPh H
R, Rs
Cr Co Cm Cp C3-CH: CH: OMe OMe
6a 1407 1299 1300 1279 298 - - -
6b 1320 1140 1291 1580  29.0 - 55.2 -
6c 1399 1286 1282 1262 299 - - 55.8
6d 1416 1284 1288 1263 265 36.4 - -
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Tabla 11a. Datos de RMN H de isotriptaminas 1 en CDCl; a 300 MHz (6 en ppm; /en Hz).

R, Rs
R 2 . e 1a Bn H
6 N ~NHcOMe  1b| pOMeBn  H
v H 2 1c Bn OMe
1 1d EtPh H
H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 NH
1a 6 7.45 d 7.06 ddd 7.14 dm 733 d 294 ¢ 347 g 8.63 sa
J 7.6 8.2,7.0,12 8.2 8.2 6.4 6.5 -
1b 6 7.43 dm 7.05 ddd 7.14 7.33 dm 2.95 ¢ 348 g 8.52 sa
J 7.8 82,7012 - 8.1 6.6 6.6 -
1c 6 6.88 d - 6.80 dd 7.21 n? 291 ¢ 345 g 8.52 sa
J 2.5 - 87,24 - 6.6 6.5 -
14 6 7.58 dm 7.11 dm 7.03 dm 7.31 dm 267 t 325¢ 8.56 sa
J 7.6 7.2 8.8 7.9 6.7 6.7 -
@ Sefial traslapada.
Continda ....
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Tabla 11a. (continuacion)

R, Rs
R A W R 1a Bn H
6 N\ ~NHcoMe  1b| pOMeBn  H
T H ° e 1c Bn OMe
1 1d EtPh H
R> Rs
NH COMe Ho Hm Hp C3-CH: CH; OMe OMe
6 541sa 1745 7.21 dm 723 m 715 m 4.09 s - - -
2 J - - 8.8 - - - - - -
6 540 ta 177s 711 dm  7.05 ddd - 403 s - 375s -
b J 6.6 - 8.8 82,7012 - - - - -
5 543sa 173s 720 m 724 nP 71607  505s - - 3.78 s
1c ) ] ] ] ] ] ] ] ] ]
1d 6 539sa 188s 720 m 723 m 715m 294 nP 299 nP - -

aSefal parcialmente traslapada.
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Tabla 11b. Datos de RMN '3C de isotriptaminas 1 en CDCl3 a 75 MHz (6 en ppm).

R
R 4
s 2 1a Bn
3
\ 2 NHCOMe 1b | pOMeBn
T ” 2o 1c Bn OMe
1 1d EtPh
C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-9
1a 132.6 111.3 128.7 118.5 119.3 1214 110.7 135.6 264 38.9
1b 132.5 111.8 128.7 121.5 1194 118.6 111.8 135.6 26.5 38.9
1c 133.6 111.2 129.2 100.9 154.0 111.2 1114 130.8 26.6 38.9
1d 132.2 110.7 128.4 118.2 119.1 121.3 111.6 135.7 26.6 38.7
Continda .....
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Tabla 11b. (continuacion)

R, Rs3
R 4
A 2 1a Bn H
N\
6 NHCOMe 1b | pOMeBn H
7a N 2 8
H 1c Bn OMe
1 1d EtPh H
Rs
C=0 C(COMe? C/ Co Cm Cp C3-CH>» CH> OMe OMe
1a 170.6 23.0 141.7 128.1 128.6 125.8 29.8 - - -
1b 170.6 23.1 133.7 129.0 113.8 157.8 289 - 55.2 -
1c 170.6 23.0 141.6 128.1 128.5 125.9 299 - - 55.9
1d 170.6 23.3 142.3 128.2 128.8 125.8 29.7 36.9 - -
@ Amida.
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Tabla 12a. Datos de RMN H de 2- N-acetiltriptaminas 9 en CDCls (6 en ppm; /en Hz).

Rs3 > s 2 R
° Vo A NHCOMe o "
7 7a N2 EoMe 9b | pOMeBn H
MeO,C 2 9c OMe
9 9d EtPh  H
H-4 H-5 H-6 H-7 Hx-8 Ha-9 Hg-9 NHwm
6 7.70 da 7.18 n7 7.30 ddd 8.07 dd 4.38 dd 3.92 ddd 3.78 ddd 6.05 ta
% J 7.1 - 88,8712 7612 76,59 135,76,59 135,7.659 5.9
§ 736da 718t  730ddd  806dm  438dd 393 ddd 378 dde  6.18ta
% J 7.8 78,10 857213 8.5 73,60 145,76,60 136,76 6.0 5.3
5 6.79 d - 6.90 dd 794 d 435dd  391ddd 376 ddd  6.111¢a
> J 2.3 - 8.8, 2.3 8.8 7.0,59 135,76,59 135,7.659 47
6 749ddd 7.26 n? 7.33 ddd 8.05 ddd  4.24 dd 3.88 ddd 3.72 ddd 6.17 ta
o J 831307 83,8216 821307 8154 134,81,54 134,8.1,54 5.4

2 Sefial traslapada. ® Sefial parcialmente traslapada. ¢ Multiplicidad aparente.

Continda ....
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Tabla 12a. (continuacion)

R3 4 R2 R2 R3
5 3a
6 \3 9 9a Bn H
8 NHCOMe
7 7a N2 EoM 9 | pOMeBn H
e
MeO,C 2 9c Bn OMe
9 9d EtPh  H
R? R3
OMe€ OMe? COMe® Ho Hm Hp C3-CH> CH> OMe OMe
9a 6 401 s 362 s 182 s 720m 722m 716 m 4194 4.08 d } } }
J - - - - - - 16.4 16.4 - - -
6 401 s 363 s 183 s 712 dm 6.77 dm - 412d 401d - 374 s -
9b
J - - - 8.6 8.8 - 16.4 16.7 - - -
9¢ 6 4.00 s 362 s 182 s 722nm 7237 717 m 417 d 4.04 - - 374 s
J - - - - - - 17.0 17.0 ) - -
9d 6 4.00 s 3.61s 1.96 s 724 m 726 m 718 m 3.02 m 295 m - -

¢ Carbamato. ¢ Ester. ¢ Amida.
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Tabla 12b. Datos de RMN '3C de 2- MV-acetiltriptaminas 9 en CDCls a 75 MHz (6 en ppm).

4 . R2 R2 R3
W2 9a Bn H
8 NHCOMe
7 7a N2 COM 9b | pOMeBn H
e
MeO,C 2 9¢ Bn OMe
9 9d EtPh H
C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 C-7 C-7a C-8 C-9
9a 131.7 121.6 129.7 119.5 123.2 124.9 115.7 135.6 43.8 40.6
% 131.5 122.0 129.6 119.5 123.1 124.9 115.6 135.6 437 40.6
9c 1324 1214 130.6 102.2 156.1 113.2 116.5 130.1 43.8 40.6
o 130.7 122.9 129.6 118.9 123.1 124.8 115.8 135.5 437 40.8
Continda .....
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Tabla 12b. (continuacion)

R53 - 3a R2 R2 R3
5 \3 9 9a Bn H
8 NHCOMe

- 7a|}l 2 9b | pOMeBn H

MeO,C COMe 9¢ Bn OMe

9 9d EtPh H
R> Rs
C=0? C=0P C=0° OMe? OMe> COMec C/ Co Cm Cp C3-CH, CH, OMe OMe
9a 152.2 1720 170.1 53.6 52.0 23.1 139.2 1282 1284 126.2 29.7 - - -
% 1522 1720 170.2 53.6 52.0 23.0 131.1 129.1 113.8 1579 29.6 - 55.1 -
9c 152.1 1720 170.2 53.6 52.0 23.0 139.1 128.2 1284 126.2 29.7 - 55.6 -
9 1522 1723 170.0 53.6 52.0 23.3 1414 1285 1284 126.0 26.2 36.1 - -

a Carbamato. ? Ester. ¢ Amida.

Anexo | 122



Tabla 13a. Datos de RMN H de 3-oxoisotriptaminas 7 en CDClz a 300 MHz (6 en ppm; Jen Hz).

| R2 R3
7a Bn H
7b pOMeBn H
NHCOMe 7c Bn OMe
7
H-4 H-5 H-6 H-7 H-8a,b H-9a,b NH
2a 6 753 da 680 da  738ddd  676da 210m 189m 324m 301m  494sa
/ 76 8.2 8.2,7.0,12 7.0 - - - - -
b 6  753da 6.76 n7 7.40 ddd 6.812 209m 187m 324m 302m 494 sa
/ 8.1 - 8.2,7.0,12 - - - - - -
7c 6 696 da - 7.09 dd 677dd 210m 189m 322m 303m  461sa
/ 2.6 - 8.8, 2.6 8.8,0.6 - - - - -

aSefal traslapada.

Continda ....
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Tabla 13a. (continuacion)

| Ro Rs
7a Bn H
';li 7b | pOMeBn H
NHCOMe 7c Bn OMe
R> Rs
NH COMe Ho Hm Hp C3-CH> OMe OMe
7a 6 5.59 sa 181s 715dd 723 m 721 m 2.88 AB - -
J - - 7.0,23 - - 13.5 - -
) 5.60 sa 181s 706 dm  6.77 dm - 2.82 AB 376 s -
7 J - - 8.8 8.8 - 14.1 - -
6 5.58 sa 182 s 714 dd 723 m 721 m 2.89 AB - 375s
e J - - 79,22 - - 13.8 - -
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Tabla 13b. Datos de RMN '3C de 3-oxoisotriptaminas 7 en CDCls3 a 75 MHz (6 en ppm).

7a
7b pOMeBn
NHCOMe
7c OMe
C-2 C-3 C-3a C-4 C-5 C-6 Cc-7 C-7a C-8 Cc-9
7a 68.8 204.2 120.5 124.3 112.3 137.5 118.7 160.2 355 34.8
7b 69.1 204.5 120.7 1244 118.9 137.5 1124 160.2 355 34.9
Tc 69.9 204.5 121.0 104.1 1534 128.3 114.0 156.2 35.8 35.0
Continua .....
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Tabla 13b. (continuacion)

| R
7a Bn
ﬁ 7b | pOMeBn
NHCOMe
7c Bn OMe
Rz R3
C=0? COMe® C/ Co Cm Cp C3-CH: CH: OMe OMe
7a 169.9 23.1 135.3 130.1 128.2 127.0 46.3 - - -
7b 170.0 23.1 127.3 131.2 113.7 158.6 425 - 55.2 -
Tc 169.9 23.2 1254 130.1 128.3 1271 435 - - 55.7
@ Amida
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Figura 28a. Espectro de RMN de "H de 4a (300 MHz, CDCls).
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Figura 28b. Espectro de RMN de *C de 4a (75 MHz, CDCl3).
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Figura 29a. Espectro de RMN de 'H de 4b (300 MHz, CDCl;).
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Co

Figura 29b. Espectro de RMN de *C de 4b (75 MHz, CDCl5).
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Figura 30a. Espectro de RMN de 'H de 4¢ (300 MHz, CDCl;).

Anexo | 131



Co Cm

Cp
T T T T T T T T 7 7a N”8
|
131 130 f11(2|:)?;)m) 128 COZMG
7 OMe  c3-cH,
CN .
5 Ci V3
3a
6 1
4 !
8a v ™S
co
" W wJuJ A JM .UL |
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Figura 30b. Espectro de RMN de *C de 4c¢ (75 MHz, CDCls).
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Figura 31a. Espectro de RMN de 'H de 4d (300 MHz, CDCl3).
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Figura 31b. Espectro de RMN de "*C de 4d (75 MHz, CDCls).
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CO,Me-N

Figura 32a. Espectro de RMN de "H de 5a (300 MHz, CDCls).
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Figura 32b. Espectro de RMN de C de 5a (75 MHz, CDCly).
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Figura 33a. Espectro de RMN de 'H de 5b (300 MHz, CDCl3).
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Figura 33b. Espectro de RMN de "*C de 5b (75 MHz, CDCls).
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Figura 34a. Espectro de RMN de 'H de 5¢ (300 MHz, CDCl;).
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Figura 34b. Espectro de RMN de "*C de 5¢ (75 MHz, CDCls).
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Figura 35a. Espectro de RMN de 'H de 5d (300 MHz, CDCls).
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Figura 35b. Espectro de RMN de "*C de 5d (75 MHz, CDCls).
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Figura 36a. Espectro de RMN de "H de 6a (300 MHz, CDCls).
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Figura 36b. Espectro de RMN de *C de 6a (75 MHz, CDCls).
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Figura 37a. Espectro de RMN de 'H de 6b (300 MHz, CDCl3).
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Figura 37b. Espectro de RMN de *C de 6b (75 MHz, CDCls).
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Figura 38a. Espectro de RMN de 'H de 6c¢ (300 MHz, CDCl;).
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Figura 38b. Espectro de RMN de *C de 6¢ (75 MHz, CDCls).

Anexo | 148



T™S

CH,-CN
Ho Hm Hp
CH,-CH,
7 5
NH 4
A | th Ann lJL,
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 39a. Espectro de RMN de 'H de 6d (300 MHz, CDCl3).
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Figura 39b. Espectro de RMN de "*C de 6d (75 MHz, CDCls).
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Figura 40a. Espectro de RMN de "H de 1a (300 MHz, CDCls).
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Figura 40b. Espectro de RMN de C de 1a (75 MHz, CDCly).
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Figura 41a. Espectro de RMN de 'H de 1b (300 MHz, CDCl3).
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Figura 41b. Espectro de RMN de *C de 1b (75 MHz, CDCl5).
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OMe

Figura 42a. Espectro de RMN de 'H de 1c (300 MHz, CDCl;).
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Figura 42b. Espectro de RMN de *C de 1¢ (75 MHz, CDCls).
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Figura 43a. Espectro de RMN de 'H de 1d (300 MHz, CDCl3).
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Figura 43b. Espectro de RMN de "*C de 1c (75 MHz, CDCls).
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Figura 44a. Espectro de RMN de 1H de 9a (300 MHz, CDCl3).
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Figura 44b. Espectro de RMN de 13C de 9a (75 MHz, CDCls).
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Figura 45a. Espectro de RMN de 'H de 9¢ (300 MHz, CDCls).
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Figura 45b. Espectro de RMN de "*C de 9c¢ (75 MHz, CDCls).
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Figura 46a. Espectro de RMN de "H de 9d (300 MHz, CDCl3).
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Figura 46b. Espectro de RMN de "*C de 9d (75 MHz, CDCl3).
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Figura 47a. Espectro de RMN de "H de 7a (300 MHz, CDCls).
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Figura 47b. Espectro de RMN de C de 7a (75 MHz, CDCly).
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Figura 48a. Espectro de RMN de 'H de 7b (300 MHz, CDCls).
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Figura 48b. Espectro de RMN de *C de 7b (75 MHz, CDCl;).
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Figura 49a. Espectro de RMN de 'H de 7¢ (300 MHz, CDCls).
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Figura 49b. Espectro de RMN de *C de 7¢ (75 MHz, CDCls).
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8.3 Prediccion de la energia del complejo proteina - ligando (8 R)-9a frente

a los receptores MT1y MT2

A continuacion, se muestra la energia de union, los residuos de aminoacidos y el

modo de union del enantiomero R de 9a frente a los receptores de melatonina

MT1y MT2.

MT1 MT2
AGunisn Residuos de aa AGunisn Residuos de aa
Val 111, Ile 112, Ala 158, Met 120, Gly 121, Val 124,
Leu 168, Thr 178, Phe 179, Asn 175, Tyr 200, Thr 201,
(8R)-9a| -9.71 | GIn 181, Tyr 187, Val 191, | -8.46 | Val 204, Val 205, Phe 209,
Val 192, Phe 196, Leu 254, Trp 264, Leu 267, Asn 268,
Tyr 281 Gly 271, Leu 272, Tyr 294

e
M2 | '

SN 175" >
S WGLy 121

Figura 50. A) Modo de union de (8R)-9a en el sitio de reconocimiento del receptor MT1,

B) Modo de unién de (8R)-9a en el sitio de reconocimiento del receptor MT2.
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Tabla 14. Datos del cristal y detalles relacionados con la coleccion y refinamiento de

las estructuras obtenidas por difraccion de rayos-X de la 3-fenetil-2-hidroxiindolina 3¢

y de la a-ciano-y-lactona 4c.

3c 4c
Formula C22H22N20s5 C21H18N20s
7(K) 293(2) 293(2)

Dimensiones (mm)

Sistema cristalino
Grupo espacial

a(h)

v ()

V (A3)

Deaic (Mg mm™3)
Z

p (mm)

Brange (°)

Refl. totales
Refl. Unicas

Rint

Refl. observadas
Param. refinados
R (%), Rw (%)

emax (€A3)

0.24x0.22x0.18
monoclinico
P21/n
8.439(2)
13.201(1)
18.664(3)
90
101.21(4)
90
2039.7(6)
1.284
4
0.757
4.13-59.99
3408
2972
0.0001
1827
276
49,114
-0.148

0.33x0.32x0.18
monoclinico
C2/c
23.984(4)
7.761(2)
20.872(3)
90
105.82(2)
90
3737.9(12)
1.345
8
0.806
4.40-60.00
5638
2675
0.2294
1880
259
5.6, 19.6
-0.301




