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Resumen

Varios estudios relacionados con el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas (EN) han mostrado que moléculas inhibidoras de Monoamino
Oxidasas (iIMAO) disminuyen los efectos asociados a éstas, entre ellos se encuentra
la Pargilina, un iIMAO muy eficaz y que actualmente es utilizado como farmaco en
el tratamiento de estas enfermedades. La Pargilina se caracteriza por poseer en su
estructura quimica un fragmento de N-metilpropargilamina unido a un anillo de
benceno. Diversos mecanismos de inhibicién han sido propuestos para la Pargilina
y sus derivados, o utilizando el fragmento de N-metilpropargilamina, dando como
resultado nuevas moléculas con potencial uso como farmacos en el tratamiento de
EN.

La variacion y ubicacion de sustituyentes en el anillo aromético de la Pargilina,
podria provocar cambios en la efectividad de la Pargilina como iMAO ya sea por la
variacion del mecanismo por el cual se lleva a cabo esta inhibicién o bien por cambio
de la actividad de las moléculas, dependiendo del efecto electronico generado por
los sustituyentes en la acidez de los hidrégenos involucrados en dicho mecanismo.

Varios derivados de Pargilina fueron diseflados y optimizados mediante
metodologias de mecanica cuantica, y posteriormente estudiados utilizando
acoplamiento molecular en el sitio activo de MAO. También los efectos electronicos
causados por los diferentes sustituyentes fueron evaluados mediante la estimacion
tedrica del pKa de los diferentes hidrogenos en la cadena alquilamina en el
fragmento de N-metilpropargilamina.

Las moléculas mostraron energias de unién similares a las obtenidas para Pargilina,
cumpliendo con las interacciones principales descritas en el sitio activo de MAO-A
(Tyrd07 y Tyrd444) y las principales descritas para MAO-B (Tyr398 y Tyr435). Las
estimaciones de pKa sugieren que la presencia de sustituyentes con efecto atractor
de electrones en posicion orto-, y en menor grado en posicion para-, cambian la
acidez de estos protones, especialmente los de la cadena alquilica cercanos al anillo
aromatico, los que disminuyeron su pKa estimado desde 26,8 en la Pargilina, hasta
un valor minimo de 11,2 con la variacion de sustituyentes; convirtiéndolos en los
mas &cidos de la cadena alquilamina, donde en ausencia de estos sustituyentes
corresponderian a los hidrégenos menos acidos de la Pargilina.



Summary

Several studies related to the treatment of neurodegenerative diseases (ND) have
shown that Monoamine Oxidases inhibitory molecules (iMAO) decrease the effects
associated with them, among them is Pargiline, a very effective IMAO that is
currently used as a drug in the treatment of these diseases. Pargiline is
characterized by having in his chemical structure a fragment of N-
methylpropargilamine linked to a benzene ring. Various mechanisms of inhibition
have been proposed for Pargiline and its derivatives, or using the N-
methylpropargilamine fragment, resulting in new molecules with potential use as
drugs in the treatment of ND.

The variation and location of substituents in the aromatic ring of Pargiline, could
cause changes in the effectiveness of Pargiline as iMAO either by the variation of
the mechanism by which this inhibition is carried out or by change in the activity of
the molecules, depending on the electronic effect generated by the substituents on
the acidity of the hydrogens involved in said mechanism.

Several Pargiline derivatives were designed and optimized by quantum mechanics
methodologies, and subsequently studied using molecular coupling at the MAO
active site. Also, the electronic effects caused by the different substituents were
evaluated by the theoretical estimation of the pKa of the different hydrogens in the
alkylamine chain in the N-methylpropargilamine fragment.

The molecules showed binding energies similar to those obtained for Pargiline,
complying with the main interactions described in the active site of MAO-A (Tyr407
and Tyr444) and the main ones described for MAO-B (Tyr398 and Tyr435).
Estimates of pKa suggest that the presence of substituents with electron attractor
effect in ortho-position, and to a lesser extent in para-position, change the acidity of
these protons, especially those of the alkyl chain near the aromatic ring, which
decreased its estimated pKa from 26.8 in Pargiline, to a minimum value of 11.2 with
the variation of substituents; making them the most acidic of the alkyl chain, where
in the absence of these substituents they would correspond to the less acidic
hydrogens of Pargiline.



1. Introduccidn
1.1 Enfermedades Neurodegenerativas

Las Enfermedades Neurodegenerativas (EN) abarcan a una serie de enfermedades
gue se caracterizan por afectar principalmente las neuronas del cerebro humano,
las cuales son los componentes basicos del sistema nervioso. A su vez, las
neuronas normalmente no se reproducen ni se reemplazan luego de sufrir dafos.
EN tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP),
la enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica son enfermedades
debilitantes que al dia de hoy carecen de cura, produciendo una degeneracion
progresiva, siendo las dos primeras las que tienen una mayor tasa de ocurrencia
entre las EN.! La EA se caracteriza por un deterioro progresivo de la memoria y la
funcién cognitiva, siendo la principal causa de demencia, representando entre el 50-
75% de los casos.? Una pequefia porcion de ocurrencia de EA y EP puede ser
atribuible a mutaciones genéticas, otra porcion puede ser atribuible a factores
ambientales de riesgo tales como el uso de pesticidas, exposicion a metales cémo
cobre, hierro y zinc;® entre otros factores para la patogénesis de la EA, que
consideran condiciones de salud, vida diaria e incluso tipo de dieta alimentaria.t

1.2 Monoamino oxidasa

Los estudios dirigidos al tratamiento de las EN sefialan que moléculas con
capacidad de inhibir enzimas como monoamino oxidasas (MAO) y/o quelar metales,
disminuyen los efectos asociados a dichas enfermedades.* Las MAOs son
flavoenzimas asociadas a la membrana mitocondrial externa que catalizan la
desaminacion oxidativa de diversas aminas biogénicas y exogenas (Figura 1),
utiizando Flavin Adenindinucleétido (FAD) como cofactor (Figura 2). El
descubrimiento de ciertas moléculas con actividad antidepresiva en los afios 50-60,
las cuales actian como inhibidores de MAO (iMAO), ha permitido relacionar a estas
enzimas con enfermedades neurolégicas y EN,® tales como la depresién, EP y EA.

Sus principales sustratos endégenos son neurotransmisores como Serotonina (5-
HT), Dopamina (DA) y Norepinefrina (NE);® sin embargo, también son capaces de
oxidar otras monoaminas como la Bencilamina (BA), Feniletilaminas (FEA) y sus
derivados (Figura 3).”

0, + H,0 H,0, + NH; -

. /' )Y

R” "NH, — R™ 0

MAO

Figura 1. Desaminacion oxidativa de aminas por MAO, dénde R representa la
estructura quimica de diversos sustratos conocidos para MAO.
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Figura 2. Estructura del cofactor FAD, con el C4a sefialado en rojo.

HO OH
N HO HO
H
Serotonina (5-HT) Norepinefrina (NE) Dopamina (DA)
NH
Bencilamina (BE) Feniletilamina (FEA)

Figura 3. Estructuras quimicas de algunos sustratos conocidos para MAO, con el
Nam de cada uno de ellos en color rojo.

Las MAO se pueden encontrar en las isoformas A y B (Figura 4), las cuales
comparten un 70% de identidad.® Ambas se encuentran ancladas a la membrana
mitocondrial externa a través de un segmento transmembranal polipeptidico
conocido como C-terminal.” Se han llevado a cabo diversos estudios para dilucidar
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el mecanismo de reaccion catalitico para la desaminacion oxidativa de las aminas
neurotransmisoras, tanto para MAO-A y B; sin embargo, aun no existe informacion
determinante.®

A pesar de esto, a la fecha se cuenta con tres mecanismos con mayor aceptacion:
el mecanismo polar nucleofilico (PN) (Figura 5a),° el mecanismo por transferencia
monoelectrénica (SET, Single Electron Transfer) (Figura 5b)° y el mecanismo por
transferencia de hidruro (HT, Hydride Transfer)!! que puede ser considerado en una
o dos etapas (Figura 5c-d). El mecanismo SET ha sido descartado debido a la falta
de evidencia tanto experimental como tedrica, en cambio, el mecanismo HT es el
que cuenta con mayor aceptacion sobre los demés, se ha sugerido que este
mecanismo puede operar en dos etapas para MAO-B (Figura 5d).%13

Figura 4. a) Estructura cristalina de MAO-A humana (Codigo PDB 275X, resolucion
2,2 A). b) Estructura cristalina de MAO-B humana (Codigo PDB 6FWO, resolucion
1,6 A).

Mecanismo PN. Este mecanismo estd basado en la transferencia de un proton
desde la cadena alquilamina, la cual podria ocurrir a través de dos vias propuestas,
una sincrénica (Figura 5a, superior) y una asincronica (Figura 5a, inferior). En este
mecanismo se observa la formacién de un aducto que une al sustrato y a la flavina
a través de la union Nam—C4a. Finalmente, el aducto pasa a productos por

12



deslocalizacion electronica hacia el N(1) del FAD, formando el FAD semirreducido
(FADH) y el ion iminio correspondiente.

Mecanismo SET. Este mecanismo también conocido como mecanismo radicalario,
se caracteriza por la transferencia de un electron desde el Nam del sustrato hacia el
C4a del FAD y la abstraccion de un hidruro por parte N(5) del FAD. Luego, se
transfiere el segundo electron desde una especie resonante radicalaria hacia el
FAD, dando como producto el FADH y el ion iminio correspondiente.

Mecanismo HT. Este mecanismo es posible por dos efectos, el primero debido a la
capacidad de deslocalizacion de carga desde el N(5) hacia el N(1) del anillo de
isoaloxacina del FAD y el segundo por la donacién del par electrénico libre hacia el
enlace Nam—C4a. Por lo tanto, ambos efectos combinados dan la posibilidad de
transferencia de hidruro desde el sustrato hacia el FAD, dando como producto el
FADH y el i6n iminio en una sola etapa. Existe una alternativa que involucra la
formacién de un aducto intermediario entre el N(5) - C4a y a su vez la
semirreduccion del FAD. Finalmente, el ataque del N(1) a una molécula de agua
dentro de una red de ellas, hace que se obtenga como producto el FAD
completamente reducido (FADHz) y una imina desprotonada.

Estudios estructurales en MAO han mostrado que dos residuos (Tyr398 y Tyr435
en MAO-B) ubicadas en el sitio activo aproximadamente perpendiculares al FAD
cumplen un rol funcional en esta enzima, formando una “caja aromatica" que tiene
como funcién estabilizar al sustrato.* Otro residuo importante es Lys296, el cual
forma un puente de hidrogeno que une al sitio activo con el cofactor FAD a través
de una molécula de agua.'® Las nuevas investigaciones con respecto a los posibles
mecanismos cataliticos para la desaminacion oxidativa de las aminas
neurotransmisoras por parte de la MAO-B se han puesto a disposicion
recientemente.?6 Aun asi, faltan estudios detallados de las interacciones en la
llamada cavidad de entrada, o incluso mas lejos del FAD.
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Figura 5. a) mecanismo polar nucleofilico; b) mecanismo por transferencia
monoelectrénica; ¢) mecanismo por transferencia de hidruro y d) mecanismo de
hidruro en dos etapas.
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1.3 Inhibidores de MAO

Varios estudios han revelado que la MAO-A estd involucrada en trastornos
psicolégicos como la depresion, mientras que la MAO-B se relaciona con los
desdrdenes neurodegenerativos mencionados previamente. Por esta razén los
IMAO se han transformado en sustancias de alto interés gracias a su potencial uso
farmacoldgico. Algunas investigaciones han encontrado evidencia que indica que
algunos IMAO tienen propiedades neuroprotectoras y neurorescatadoras,
existiendo una gran diversidad de estructuras quimicas para estos inhibidores.’

Los primeros iMAOSs irreversibles utilizados en tratamientos principalmente para la
depresion, los cuales son algunos de los primeros farmacos probados en la EP,
presentaron diversos efectos secundarios que provocaron una disminucién en el
uso de éstos, entre ellos el efecto adverso mas conocido es el “efecto queso”.'® La
inhibicion de estas enzimas provoca un aumento de tiramina, aminoacido
encargado de regular la presion arterial, lo que puede llegar a generar un aumento
grave de la presion arterial y requerir un tratamiento de emergencia o incluso
provocar la muerte del individuo. Por lo tanto, el desarrollo de inhibidores selectivos
y reversibles, evitaria los peligrosos efectos secundarios de estos primeros
inhibidores.*®

La busqueda de inhibidores con alto nivel de especificidad requiere conocer la
estructura y las propiedades fisicoquimicas de los residuos en el sitio activo. Entre
los inhibidores irreversibles de MAO desarrollados a la fecha, se encuentran el I-
Deprenil o también llamado Selegilina (selectivo para MAO-B) y Clorgilina (selectivo
para MAO-A) (Figura 6), ambos forman aductos con el N(5) del anillo de
isoaloxazina. Por otro lado, varios derivados de fenilisopropilaminas (referidas
comunmente como anfetaminas sustituidas), han demostrado ser inhibidores
selectivos de MAO-A.2°

e
r"ll/k\\nH [-ij/\{b}\H = OMF'J/\\\:‘:,CH
c Cl CHa

CHs H

Selegilina Rasagilina Clorgilina

Figura 6. Selegilina y Rasagilina (inhibidores irreversibles selectivos de MAO-B).
Clorgilina (inhibidor selectivo de MAO-A). En rojo los fragmentos responsables de
la inhibicion irreversible.

Por otro lado, para el tratamiento de la acinesia y las fluctuaciones motoras en la
EP, se recomiendan inhibidores de MAO-B irreversibles selectivos como la
Rasagilina y Selegilina (Figura 6). El fragmento indicado, responsable de la
inhibicion corresponde a un derivado de la propargilamina y de la N-
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metilpropargilamina (Figura 7), los cuales han sido ampliamente estudiados como
IMAOs.?1:22

CH

propargilamina N -metilproprgilamina

Figura 7. Estructuras de propargilamina y N-metilpropargilamina.

La comprension de las interacciones en los sistemas de neurotransmisores tiene
una importancia fundamental en procesos de optimizacién y desarrollo de métodos
terapéuticos, y diseflo de nuevos farmacos orientados al tratamiento de
enfermedades como las EN. Se ha reportado previamente que pequefios cambios
en la estructura molecular pueden causar cambios drasticos en la actividad de las
moléculas, como es el caso de la bencilamina (Figura 3), un conocido sustrato de
MAO, la cual ve afectada su afinidad con el sitio activo de MAO cuando se le agrega
un grupo nitro en posicion para- del anillo aromatico, dando como resultado la p-
nitrobencilamina, la cual ha sido identificada como un iIMAO.?2 Estudios recientes
han demostrado que la variaciéon en los sustituyentes (respecto a sus propiedades
electronicas, que provoquen cambios en la estabilidad interna de la molécula o que
generen interacciones diferentes en el sitio activo de MAO), son capaces de originar
cambios en la actividad de una molécula, como es el caso reportado de la p-metoxi-
B-metilfeniletilamina (MMP) (Figura 8a) y p-cloro-B-metilfeniletilamina (CMP) (Figura
8b), donde se ha demostrado experimentalmente que CMP es un inhibidor de MAO-
B,?* mientras que MMP ha resultado ser un sustrato para la misma MAO-B.?°

a) CH, b) CH,
NH, NH.,

o Cl

Figura 8. Estructuras quimicas de MMP (a) y CMP (b).

Varias estructuras de aductos covalentes y mecanismos por el cual las
propargilaminas inactivan a MAOs se han propuesto previamente, muchos de ellos
incluso sin evidencias experimentales que los respalden.?® Los estudios
computacionales realizados a estos derivados, han propuesto como un probable
punto reactivo al resto acetilénico de la propargilamina, el cual luego de
desprotonarse, actia como la especie reactiva que ataca al N(5) del FAD oxidado,
resultando en un aducto que lleva un resto acetileno;?’ sin embargo, no descartan
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gue el mecanismo se pueda llevar a cabo mediante la deprotonacion inicial del triple
enlace terminal o del carbono metilico adyacente al N (Figura 9), debido a sus
similitudes en los valores de energia de desprotonacion y a los pKa estimados.?’

H
Ho o= H
M o
| \‘\CH L n Sy
CHq Hy

Figura 9. Posibles puntos de desprotonacion para la N-metilpropargilamina y para
la Selegilina, sefialados con color rojo los posibles hidrégenos involucrados en los
mecanismos de inhibicién de MAOs.

Estudios computacionales posteriores realizados con propargilamina han
confirmado la existencia del aducto covalente formado por la propargilamina, en
conjunto con la importancia que tiene la existencia de un grupo metileno entre el
triple enlace C-C y el N de la propargilamina que permita un reordenamiento de
electrones para estabilizar la estructura, proponiendo ademas un posible
mecanismo mas refinado para la inhibicion de MAO por propargilaminas (Figura 10).
Este estudio, destaca la hipotesis que las interacciones electrostaticas
intramoleculares son de suma importancia en términos de estabilidad del
compuesto, en conjunto con el hecho que es necesaria y fundamental para el
mecanismo catalitico de MAO la desprotonacién de la propargilamina para dar paso
a la inhibicién, proponiendo ademas la necesidad de profundizar el enfoque en este
tipo de estudios para confirmar y comprender de mejor manera el efecto de
desprotonacion del sustrato.?®

Desde este enfoque, se ha propuesto profundizar en la importancia de la
desprotonacion del fragmento de la propargilamina presente en las moléculas
disefiadas, considerando la evaluacion del pKa de los protones involucrados en el
proceso de inhibicion llevado a cabo por propargilaminas que ya han sido
estudiados, y como afectarian estos hidrégenos en la efectividad de estas moléculas
como iIMAOs.
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Figura 10. Mecanismo propuesto para la inhibicion irreversible de MAO por
propargilaminas.?6

La Pargilina (Figura 11) corresponde a un derivado de bencilpropargilaminas que
ha sido utilizado previamente como medicamento en el tratamiento de EN, debido
a su comportamiento comprobado como iIMAO. Es una molécula utilizada como
base en el desarrollo de nuevos farmacos derivados de su estructura, que
contengan un fragmento de Pargilina en ellos.?® La Pargilina presenta en su
estructura quimica el fragmento de N-metilpropargilamina involucrado directamente
en la inhibicibn de MAO, pero a la fecha no se han llevado a cabo estudios
enfocados en los efectos de la adicién de diferentes sustituyentes en su anillo
aromatico. Estos permitirian comprender mejor el mecanismo de inhibicién de MAO,
lo que puede aportar nuevas directrices en el desarrollo de nuevos farmacos.

Ty

N
| CH
CH,

Figura 11. Estructura quimica de la Pargilina.

Para estos fines, son utiles las herramientas de modelado molecular, tales como los
protocolos de acoplamiento molecular que permiten la exploracion de los diferentes
sitios de union probables, facilitando el disefio de farmacos, mejorando la
selectividad y eficiencia de éstos. Para llevar a cabo este tipo de estudios, es
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necesario combinar la informacion estructural disponible para los objetivos
planteados y disponer de la estructura cristalina de la enzima.

Los resultados obtenidos mediante quimica computacional no son suficientes para
asegurar si una determinada molécula se comportara como inhibidor o sustrato de
una enzima tal como las MAOSs, lo que hace necesario complementar estos estudios
con pruebas experimentales que confirmen el papel que desempefia una molécula
propuesta. Estos resultados permiten enriquecer el conocimiento que se tiene del
sitio activo y sus interacciones, y de ahi aportar nuevas luces para el desarrollo de
nuevas moléculas mediante el uso de sintesis orgénica y la posterior evaluacién de
su actividad bioldgica.

1.4 Propuesta de tesis

A pesar de los esfuerzos llevados a cabo para desarrollar farmacos capaces de
curar EN, o de detener el avance de éstas en el organismo, no se han obtenido
compuestos capaces de cumplir con estos objetivos de forma totalmente exitosa,
siendo las EN aun hoy, enfermedades con pocas posibilidades de tratamiento
efectivo para pacientes que ven irremediablemente deteriorada su condicion fisica
y/o mentales. Con el fin de desarrollar nuevas moléculas capaces de combatir estas
enfermedades, y mediante el uso de las herramientas que ofrece la Quimica
Computacional y de Sintesis Organica, enfocandose netamente en las moléculas
con actividad iIMAO, se disefi6 una bateria de moléculas basadas en el fragmento
de la N-metilpropargilamina, utilizado y probado ampliamente como iIMAO, y debido
a las propiedades neuroprotectoras demostradas por compuestos que contienen el
fragmento de propargilamina.?® Estas moléculas disefiadas consisten en un sistema
aromatico bencilico con diferentes tipos de sustituyentes acoplados a un fragmento
derivado de la N-metilpropargilamina.

En esta tesis, se disefid el conjunto de moléculas planteadas teniendo como base
la Pargilina, y se estudiaron las interacciones que estos sistemas llevan a cabo en
el sitio activo, utilizando las estructuras cristalinas de MAO en sus isoformas Ay B.
Para llevar a cabo este objetivo se utilizaron herramientas de modelado molecular
considerando las restricciones geométricas y posiciones mas probables en la
formacion del complejo ligando-receptor. Estas moléculas fueron sometidas a
estudios teoricos en el cual se estimaron los valores de pKa de cada uno de los
protones involucrados en el proceso catalitico del ligando con el sitio activo de MAO,
para evaluar si un cambio en los sustituyentes podria implicar un posible cambio en
el mecanismo de union ya conocido para MAO con los derivados de
metilpropargilamina.

Posteriormente, se procedié a llevar a cabo la sintesis experimental de estas
moléculas, de manera de poder disponer de ellas, para que a futuro estas puedan
ser sometidas a ensayos bioldgicos que permitan correlacionar los datos obtenidos
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de manera teérica, y a su vez probar la efectividad y selectividad de éstas como
posibles iIMAOs.

2. Hipotesis

El cambio de la posicion y naturaleza de sustitucion en el anillo aromatico en
derivados de Pargilina, causarian un cambio en la acidez de los protones en el
fragmento de propargilamina. Estos cambios en acidez deberian reflejarse en una
alteracién del mecanismo de inhibicidén propuesto, y eventualmente en la actividad
bioldgica de estas moléculas.

3. Objetivos

3.1 Objetivos Generales

Disefiar y sintetizar una serie de moléculas con posible actividad inhibitoria para la
enzima MAO, obteniendo nuevas pistas para la obtencién de nuevos farmacos utiles
en el tratamiento de las EN.

3.2 Objetivos Especificos

1. Diseiar y optimizar mediante el uso de herramientas de modelado molecular una
serie de moléculas que contengan un fragmento derivado de N-metilpropargilamina
unido a un anillo aromatico, diferenciandose entre ellas por los sustituyentes unidos
al anillo aromatico.

2. ldentificar las interacciones de las moléculas disefiadas con residuos especificos
en las estructuras cristalinas de MAO-A y MAO-B.

3. Evaluar tedricamente los posibles efectos de los diferentes sustituyentes en el
anillo aromético, en la afinidad de los ligandos con los receptores de MAO-A 'y MAO-
B.

4. Predecir los valores de pKa de las diferentes moléculas propuestas, y como
podrian influenciar los diferentes sustituyentes en el anillo aromatico a estos valores
de pKa.

5. Sintetizar los compuestos disefiados a partir de reactivos comerciales.

6. Caracterizar los compuestos obtenidos mediante *H-RMN y *C-RMN.
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4. Metodologia
4.1.1 Disefio y Modelamiento Molecular

Para obtener una serie de moléculas que tengan la capacidad de comportarse como
IMAOs, se propone el disefio de moléculas que contengan el fragmento de N-
metilpropargilamina, un derivado de propargilamina, el cual ya ha sido ampliamente
utilizado como iIMAO, y especificamente como farmaco en el tratamiento de EA.?1?
Estos farmacos forman un enlace covalente con el N(5) del cofactor FAD,
produciendo un aducto de flavocianina. El fragmento de N-metilpropargilamina se
disefia unido a un anillo aromético, el cual a su vez sera sustituido con diferentes
grupos funcionales, los que podrian determinar el comportamiento de las moléculas
propuestas como iIMAO en esta investigacion (Figura 12). Los sustituyentes (R1-5),
seleccionados para cada una de las moléculas disefiadas, entre los que se
encuentran en diferentes posiciones del anillo aromatico los grupos hidroxilo (OH),
nitro (NO2z), metoxilo (OCHs), y en una de las moléculas una dimetilamina en
posicion meta (R4) del anillo aromatico se muestran en la Tabla 1.

Con estos sustituyentes seleccionados, se propone el estudio de un total de 15
moléculas (ARO1 — AR15), teniendo como punto de partida y de comparacién la
molécula ARO1, conocida previamente como Pargilina,°-32 en la que todos sus
sustituyentes presentes en el anillo aromatico son atomos de hidrégeno. Se propone
ademas de un cambio de sustituyentes, un cambio en la posicién de un mismo
sustituyente, lo que permitira evaluar en base a calculos tedricos de quimica
computacional, si un mismo sustituyente en diferente posicion podria implicar algin
efecto sobre la afinidad de la molécula con el sitio activo de las MAOSs, y a su vez
permitird evaluar si la naturaleza de los diferentes grupos funcionales presentes en
el anillo aromatico podria ser consecuencia de una modificacion en los posibles
mecanismos ya conocidos por los cuales actian los iIMAO, mas especificamente
respecto a lo que ya se ha propuesto como mecanismo de inhibicion de la Pargilina.

Las estructuras propuestas en la Tabla 1, con posible actividad iIMAO fueron
modeladas usando el software Gaussian09.33

/

—=

Figura 12. Estructura base para las moléculas disefiadas. En rojo el fragmento
responsable directo de la inhibicion de MAO, en azul los diversos sustituyentes
agregados al anillo aromatico.
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Tabla 1. Sustituyentes (Ri5) seleccionados en el disefio de cada una de las
moléculas propuestas.

R1 R2 R3 R4 R5
ARO1 H H H H H
ARO2 OH H H H H
ARO3 H OH H H H
ARO4 H H OH H H
ARO05 H H N(CHs)2 H H
ARO06 NO2 H H H H
ARO7 H NO2 H H H
AR08 H H NO2 H H
AR09  OCHa H H H H
AR10 H OCHz H H H
AR11 H H OCHs H H
AR12 = OCHs H OCHa H H
AR13  OCHa H H OCHa H
AR14 H OCH3 OCHs  OCHs H
AR15 OH H OCHs H H

4.1.2 Optimizacién de los ligandos

Se utilizo el software Gaussian09 para llevar a cabo la optimizacion de cada una de
las 15 estructuras propuestas. En primer lugar, cada estructura fue optimizada
utilizando un método semiempirico de parametrizacion PM6.343% Posteriormente,
cada una de las estructuras parametrizadas, fueron optimizadas a un nivel de Teoria
de Funcionales de la Densidad?¢37 (DFT) B3LYP,383°, utilizando una base de calculo
6-31g (d,p). Luego, utilizando el programa RED-VIII.4, se determinaron las cargas
RESP# de cada una de las moléculas optimizadas. Finalmente, las 15 moléculas a
utilizar como ligandos para MAO-A y MAO-B, fueron preparados para el
acoplamiento molecular utilizando AutoDockTools 1.5.6.4*

Una vez terminada la preparacion de los ligandos, desde la base de datos Protein
Data Bank (PDB) se selecciond la estructura cristalina de MAO-A, PDBig: 2z5y?° con
una resolucién de 2,17 A, mientras que la estructura cristalina seleccionada para
MAO-B, PDBid: 1s3e*? tiene una resolucion de 1,6 A. Ambas estructuras cristalinas
fueron preparadas con el software PyMOL, de manera de sélo dejar en la estructura
cristalina los residuos aminoacidicos y la estructura del cofactor FAD en el centro
activo de cada una de ellas, dejandolas limpias para ser utilizadas como receptores.
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4.1.3 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (Docking) es una técnica semiempirica utilizada en
modelacién molecular para predecir energias de unién y modos de union entre un
ligando y el sitio activo de una enzima o el sitio de unién de un receptor, el cual
corresponde principalmente a proteinas,*® de manera que éstos formen un complejo
estable. Estos estudios entregan informacion que puede ser de gran utilidad en el
disefio de compuestos con fines terapéuticos.

AutoDock Vina** es un software que funciona por AutoDock Tools, utilizado para
realizar calculos de acoplamiento molecular. Trabaja calculando automaticamente
los mapas de grilla y clusters de los resultados. El desarrollo de la funcién de
puntuacion en AutoDock Vina, conocida como “scoring” proviene del modelo de
interaccidn entre un par de atomos, expresado mateméaticamente como:

€= ) fue, (i)

i<j
Donde c es la sumatoria de todos los pares de atomos que pueden ser relativos
unos con otros, excluyendo las interacciones 1-4, lo que puede ser reescrito como:

C = Cinter T Cintra

La optimizacién descrita da un valor global minimo de c y otros puntajes bajos, los
que se ordenan segun la energia libre de enlace calculada, la que es obtenida desde
la parte intermolecular de la conformacién de puntuacién como:

S = g(cl - Cintral) = g(cinterl)

Donde g es una funcion esencialmente arbitraria y no lineal. Por razones modulares
muchos de los programas ajustan en una forma particular fij 0 g. Estas funciones
se toman como parametros del resto del cddigo, y representan las interacciones
intermoleculares. La desviacion de la funcién de puntuacién cambia con algunos
correctores de potencial electrostatico y datos de sistemas empiricos. La interaccion
fiij es definida sobre la superficie de distancia

dij = 1j — Ry — Ry
donde, R: representa el radio de Van der Waals de un atomo tipo t. hij es la suma
de la interaccion estérica, idéntica para todos los pares de atomos. De aqui se
ponderan por factores definidos estadisticamente para las siguientes funciones

dependientes de esas distancias di.

Los términos estéricos son:

gauss;(d) = e_(d/ 0'515\)
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((d_3A) 21—"\)

gauss,(d) = e

d? sid<0
0, sid =20

La funcion hidrofobica es igual a 1 cuando d <0,5 A; y 0 cuando d > 1,5 A. Cualquier
punto intermedio se interpola. Para la funcion de interaccion de hidrogeno, ésta es
igual a 1 cuando d < 0,7 Ay 0 cuando d > 0, interpolando los valores intermedios.
Todas las interacciones fiij son acortadas hasta rij = 8 A. Por tltimo, la funcion g del
algoritmo corresponde a la “conformacioén independiente” y se define como:

repulsion = {

Cinter

9 (Cinter) = m

Donde Nrot es el numero de enlaces activos que rotan entre atomos pesados y w
€S Ssu peso asociado.

Utilizando AutoDock Vina se realizaron los estudios de acoplamiento molecular para
cada una de las moléculas propuestas con las estructuras cristalinas disponibles de
MAO-A y MAO-B.

4.2 Calculos teéricos de pKa
4.2.1 Consideraciones sobre pKa

La constante de acidez (Ka) es una medida de la propensién de una molécula a
desprotonarse en solucion acuosa, la cual esta directamente relacionada con la
energia libre de la reaccion de desprotonacion. La disociacion de un acido débil esta
representada por la siguiente ecuacion:

—_—

HA A +H*

Donde la expresion para la constante de equilibrio puede ser expresada de la

siguiente forma:
_ [AT][H7]
Ka - [HA] (1)

La cual puede ser expresada convenientemente como la ecuacién de Henderson-
Hasselbach:

_ 7]
pH = pK, + log Al (2)

donde pK, = —logK,
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El pKa es una magnitud que permite cuantificar la tendencia que tiene una molécula
a disociarse en solucion acuosa, siendo una forma conveniente de expresar la
fuerza relativa de un acido. La determinacion experimental de pKa se lleva a cabo
mediante procesos de titulacion, siendo una técnica sencilla siempre y cuando
exista un grupo titulable involucrado.*®

Considerando los mecanismos propuestos en la actualidad para la inhibicién de
MAOs por propargilaminas, se ha propuesto profundizar en la importancia de la
desprotonacién del fragmento de propargilamina presente en las moléculas
disefiadas. En este caso se determiné de forma computacional el pKa de los
protones que ya han sido estudiados en el fragmento de la propargilamina,
incluyendo ademas los hidrégenos mas lejanos al triple enlace, especificamente
para las moléculas propuestas en este estudio, los hidrogenos metilicos entre el
atomo de N y el anillo aromético, considerando a su vez si los diferentes
sustituyentes podrian modificar el pKa de los diversos hidrégenos presentes en
estas estructuras, ya que cambios considerables en los pKa de estos hidrégenos,
podrian afectar en el mecanismo catalitico de la inhibicion de MAO por
propargilaminas, influyendo en la efectividad de estas moléculas como iMAO.

4.2.2 Predicciéon de pKausando Jaguar

Para predecir los pKa de los diferentes protones en estudio, se utilizo el software
Jaguar V10.5.%¢ Este software fue uno de los primeros utilizados para reproducir de
manera confiable estos valores en medio acuoso,*’ utilizando una combinacién de
correlaciones de quimica cuéntica Ab inito, un tratamiento continuo de solvatacién
de campo de reaccion auto-consistente (SCRF), afiadiendo ademas correcciones
empiricas para reparar las deficiencias en los modelos de solvatacion Ab inito y
continuo.

La estrategia que utiliza Jaguar para esta prediccion se basa en la relacién directa
de la energia libre de la reaccion de desprotonacion y el pKa:

AG
pK, -

= —2_ 3
«= 73037 &

La desprotonacién de un compuesto en soluciéon acuosa puede ser representada
como parte de un ciclo termodindmico:*®

AGg
AH(g — A(®  + H@®"

L AGAH LAGE, L AGHY
AGg,
AH(aqg) — A(aq)”+ H@Q"

Figura 13. Representacion del ciclo termodinamico utilizado por Jaguar.
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Donde: AG, = calculo de la energia de desprotonacion en fase gaseosa de
la molécula.

AGAH = energia libre de solvatacion de la molécula protonada.

AG%, = energia libre de solvatacion de la molécula desprotonada.

+ , . ., ,
AGH, = energia libre de solvatacion del proton.

AG, = energia libre de desprotonacién deseada en solucion.

La estrategia de Jaguar consiste en calcular los términos AGy, GAly AGE), del ciclo

anterior. El pKareal relacionado con la energia libre de desprotonamon AG, segun
la ecuacion 3, se puede obtener sumando los cambios de energia libre para estos
tres componentes. Para la determinacion del valor de pKa, se utiliza el valor
experimental de la energia libre de solvatacion para un proton, la que corresponde
a —259,5 kcal/mol.

La suma de las energias libres alrededor del ciclo debe sumar cero, por lo tanto, el
quinto término, AGa, puede calcularse a partir de los otros tres términos:

AG, = AGg — AGAT + AGE)| + AGH) ()
La energia libre de desprotonacion en la fase gaseosa AGg, es calculada segun:

AGg = AHy —TAS (5)

AGy = EA” + Eff, + ZRT — EAH — Al — TASH" (g

Previo a la evaluacion de estas expresiones, Jaguar lleva a cabo una optimizacion
de la geometria de las especies protonadas (AH) y desprotonadas (A) de las
moléculas a evaluar, utilizando una base de calculo 6-31g (d,p). Posteriormente
realiza una evaluacién precisa de las energias utilizado calculos de punto sencillo
(single-point) para cada geometria optimizada utilizando una base de calculo cc-
pVTZ(+). Finalmente, se realizaron los céalculos de las energias libres de solvatacion
de las especies protonadas y desprotonadas, usando las geometrias optimizadas
en fase gaseosa.

Debido a los errores intrinsecos involucrados en cada paso, es necesario aplicar un
esquema de correccidn empirica a los datos en bruto para lograr un buen resultado,
de acuerdo con datos obtenidos de manera experimental. La correccién empirica
aplicada por Jaguar para reducir el error es:

pK, = A(pK;*") + B (7)
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Donde pK}* corresponde al pKa obtenido previo a la correccion. A y B
corresponden a constantes especificas para cada uno de los grupos funcionales
presentes en la molécula, obtenidos a partir de datos experimentales. Algunos
valores para la constante A y B se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores para las constantes A y B utilizados por Jaguar.*’

Molécula A B
Alcoholes 0,7629 -6,391
Fenoles 0,4713 0,631
Acidos carboxilicos 0,4035 0,155
Tioles 1,0760 -6,894
Sulfonamidas 0,6768 -5.556
Imidas 0,3405 1,321
Aminas primarias 0,3009 5,110
Aminas secundarias 0,7705  -5,305
Aminas Terciarias 0,7043 -5,412
Heterociclos 0,8028 -6,166
Amidinas 1,2977 -16,97

4.3 Sintesis

El proceso de sintesis se llevé a cabo en el Laboratorio de Sintesis Organica a cargo
del Dr. Vicente Castro Castillo, ubicado en el cuarto piso del edificio Luis Cerultti,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile. La sintesis se llevé a cabo a partir de diversos benzaldehidos,
a los cuales mediante aminacion reductiva se les afiadié el fragmento de N-
metilpropargilamina responsable de la inhibicion de MAO, dando como resultado
derivados de bencilpropargilaminas con las sustituciones en el anillo aromético
segun se describe en la Tabla 1.

En el proceso de sintesis de las moléculas planteadas mediante aminacion
reductiva, se utilizé el triacetoxiborohidruro de sodio como agente reductor debido
a su caracter de agente reductor suave y selectivo, reduciendo solo la imina
formada.*® Este agente reductor permite llevar a cabo la aminacion en presencia de
grupos funcionales reducibles tales como el nitro o enlaces multiples sin verse estos
reducidos. Ademas de ser éste un reductor selectivo, evita el procedimiento de tener
que aislar la imina que se forma como intermediario de la reaccion, desplazando el
equilibrio quimico hacia la formacién de la amina deseada.
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4.4 Materiales y reactivos
4.4.1 Solventes y soportes de purificacion

Los solventes utilizados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich y Merck en grado
reactivo para andlisis (ACS), los cuales corresponden a:

— Acetato de etilo para andlisis, Merck

— Metanol para andlisis, Merck

— Etanol para andlisis, Merck

— Cloroformo para anlisis, Merck

— Diclorometano para analisis, Merck

— Tetrahidrofurano para analisis, Merck

— Dietil eter para analisis, Merck

— 2-propanol para analisis, Merck

— Placas de silica gel F-254 para cromatografia en capa fina, Merck.
— Silica gel para cromatografia en columna
— Bicarbonato de sodio, grado técnico

— Sulfato de sodio anhidro, grado técnico

4.4.2 Reactivos

— N-metilpropargilamina 95%, Sigma-Aldrich

— Benzaldehido 299%, Sigma-Aldrich

— 2-hidroxibenzaldehido 298%, Sigma-Aldrich

— 3-hidroxibenzaldehido 299%, Sigma-Aldrich

— 4-hidroxibenzaldehido 98%, Sigma-Aldrich

— 4-(dimetilamino) benzaldehido 98%, Sigma-Aldrich
— 2-nitrobenzaldehido 98%, Sigma-Aldrich

— 3-nitrobenzaldehido 99%, Sigma-Aldrich

— 4-nitrobenzaldehido 98%, Sigma-Aldrich

— 2-metoxibenzaldehido 98%, Sigma-Aldrich

— 3-metoxibenzaldehido 97%, Sigma-Aldrich

— 4-metoxibenzaldehido 98%, Sigma-Aldrich

— 2,4-dimetoxibenzaldehido 98%, Sigma-Aldrich

— 2,5-dimetoxibenzaldehido 99%, Sigma-Aldrich

— 3,4,5-trimetoxibenzaldehido 98%, Sigma-Aldrich

— 2-hidroxi-4-metoxibenzaldehido 299%, Merck

— Triacetoxiborohidruro de sodio 97%, Sigma-Aldrich.
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4.4.3 Equipos

Los andlisis espectroscépicos de Resonancia Magnética Nuclear (*H-RMN y 3C-
RMN) se llevaron a cabo en un espectrometro Bruker Avance-200 y en un
espectrometro Bruker Avance Il HD-400 en la Facultad de Quimica de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile. Se utilizdé dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) y
oxido de deuterio (D20) al 99,9% para la disolucion y analisis de los compuestos.
Los desplazamientos quimicos (8) se expresaron en ppm Yy las constantes de
acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Ademas, las multiplicidades de las sefales se
expresaron como singulete (s), doblete (d), doblete de doblete (dd), triplete (t),
cuarteto (q) o multiplete (m). El estandar interno utilizado en la determinacion de los
espectros fue tetrametilsilano (TMS).

5.Desarrollo experimental
5.1 Ruta de sintesis

La ruta del proceso general por el cual se llevé a cabo el proceso de sintesis para
las moléculas propuestas se muestra en la Figura 14.

Ry
CH
) f MoBH|OAC), THE "2 H/\\
+ L | S
NH t.a. 548 h 3 Re
HsC Ry
R =-0OH; -NO,; -N(CH,),, -OCH,

Figura 14. Diagrama de sintesis de los compuestos derivados de

bencilpropargilamina.

5.1.1 Preparacion de los compuestos derivados de bencilpropargilaminas:
método general

La sintesis de los derivados de bencilpropargilaminas se basé en la metodologia
propuesta por Krysiak y colaboradores.3"

Una disolucion de 5,0 mmol (1,0 eq.) del benzaldehido sustituido en 20 mL de THF
fue tratada con 5,5 mmol (1,1 eq.) de N-metilpropargilamina. La mezcla de reaccion
se mantuvo con agitacién constante y temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, se afiadi6 en wuna porciéon, 7,0 mmol (1,4 eq.) de
triacetoxiborohidruro de sodio, obteniéndose una mezcla espesa y turbia que fue
monitoreada por cromatografia en capa fina (CCF) hasta el completo consumo del
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aldehido. Luego, se agregaron 25 mL de solucién de NaHCOs3 saturado y se extrajo
con acetato de etilo (4x20 mL). El extracto organico fue secado con Na2SO4, filtrado
y concentrado al vacio para dar lugar al producto deseado.

En algunos casos fue necesario realizar posteriormente, una cromatografia en
columna utilizando gel de silice como fase estacionaria, y fase movil segun se
especifica en cada caso.

5.1.2 Preparacion de oxalatos

Una disolucion de 2,0 mmol (2,0 eq.) de cada una de las bases preparadas
previamente en 0,5 mL de 2-propanol fue tratada con una disolucion de 1,0 mmol
(1,0 eq.) de acido oxalico en 0,5 mL de 2-propanol, la cual se agreg6 gota a gota.
La mezcla de reaccidbn se mantuvo con agitacion constante y a temperatura
ambiente durante 2-24 h. Luego, se afiadieron 5 mL de dietil éter. El producto de
reaccion se dejo precipitar durante 1-2 h. El solido obtenido fue filtrado y
posteriormente secado en desecador.%°

5.1.3 Datos espectroscopicos

Sintesis de oxalato de N-bencil-N-metilprop-2-in-1-amina, AR01

PM = 159,23 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de benzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilamina y 1,4
equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando lugar a 469 mg del compuesto
puro como un solido blanco (89% rendimiento).

Formula molecular: C11H13N. 'H-NMR (400 MHz, D20) & 7.43 (s, 5H), 4.32 (s, 2H),
3.89 (s, 2H), 3.10 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 2.84 (s, 3H). 13C-NMR (101 MHz, D20) &
165.73, 130.93, 130.35, 129.39, 128.62, 80.40, 71.52, 58.61, 44.22, 39.36.
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Sintesis de oxalato de 2-((metil(prop-2-in-1-il)amino)metil)fenol, AR02
OH

N N
| /\\CH
CHj

PM = 175,23 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 2-hidroxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilamina y
1,4 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando lugar a 790 mg del
compuesto puro como un sélido amarillo (90% rendimiento).

Férmula molecular: C11H13NO. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.32 (dd, J = 13.8, 7.6
Hz, 2H), 6.93 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 4.32 (s, 2H), 3.92 (s, 2H), 3.07 (s, 1H), 2.85 (s, 3H).
13C-NMR (101 MHz, D20) 5 169.68, 155.47, 132.67, 132.16, 120.56, 115.69, 80.15,
71.56, 54.85, 44.62, 39.60.

Sintesis de 3-((metil(prop-2-in-1-il)amino)metil)fenol, ARO3

HO
N X
\Oﬂ | /\\CH
CHjy

PM = 175,23 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 3-hidroxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilamina y
1,4 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando lugar a 613 mg del
compuesto como un sélido café (85% rendimiento).

Férmula molecular: C11H13NO. *H-NMR (200 MHz, DMSO) & 9.28 (s, 1H), 7.09 (t, J
= 7.7 Hz, 1H), 6.79 — 6.51 (m, 3H), 3.40 (s, 2H), 3.24 (s, 2H), 3.15 (s, 1H), 2.18 (s,
3H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) & 157.78, 140.37, 129.58, 119.74, 115.94, 114.48,
79.40, 76.38, 59.76, 44.93, 41.61.
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Sintesis de oxalato 4-((metil(prop-2-in-1-il)amino)metil)fenol, AR04

N7
/EjA | /\\CH
CHj
HO

PM = 175,23 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 4-hidroxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilamina y
1,4 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando lugar a 790 mg del
compuesto puro como un solido ocre (90% rendimiento).

Férmula molecular: C11H13NO. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H),
6.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.24 (s, 2H), 3.86 (s, 2H), 3.08 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 2.81 (s,
3H). 3C-NMR (101 MHz, D20) & 168.03, 157.23, 132.78, 120.33, 116.03, 80.24,
71.61, 58.13, 43.82, 39.07.

Sintesis de oxalato de N,N-dimetil-4-((metil(prop-2-in-1-il)Jamino)metil)anilina,
ARO05

PM = 202,30 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 4-(dimetilamino)benzaldehido, 1,1 equivalentes de N-
metilpropargilamina y 1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando
lugar a 616 mg del compuesto puro como un sélido blanco (90% rendimiento).

Férmula molecular: C13HisN2. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
7.35 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.33 (s, 2H), 3.87 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 3.10 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 3.06 (s, 6H), 2.82 (s, 3H). 13C-NMR (101 MHz, D20) d 169.31, 146.74, 132.81,
126.03, 118.89, 80.48, 71.48, 57.69, 44.11, 39.33.
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Sintesis de oxalato de N-metil-N-((2-nitrofenil)metil)prop-2-in-1-amina, AR06

NO,

PM = 204,23 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 2-nitrobenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilaminay 1,5
equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio. El producto final fue purificado
utilizando cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria
y una mezcla de acetato de etilo:cloroformo 1:2 como fase movil, dando lugar a 730
mg del compuesto puro como un solido blanco (87% rendimiento).

Férmula molecular: C11H12N202. *H-NMR (400 MHz, D20) 6 8.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.81 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.76 — 7.66 (m, 2H), 4.66 (s, 2H), 4.11 (d, J = 2.4 Hz, 2H),
3.15 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 3.01 (s, 3H). 33C-NMR (101 MHz, D20) & 165.52, 148.41,
135.43,135.12, 132.33, 126.46, 124.05, 80.95, 71.05, 56.80, 45.57, 40.33.

Sintesis de oxalato de N-metil-N-((3-nitrofenil)metil)prop-2-in-1-amina, ARO7

PM = 204,23 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 3-nitrobenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilaminay 1,5
equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio. El producto final fue purificado
utilizando cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria
y una mezcla de metanol:diclorometano 1:8 como fase mévil, dando lugar a 697 mg
del compuesto puro como un sélido blanco (83% rendimiento).

Férmula molecular: C11H12N202. *H-NMR (400 MHz, DMSO) & 8.18 (dd, J = 14.4,
6.2 Hz, 2H), 7.81 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.67 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 3.83 (s, 2H), 3.49 (d,
J = 2.3 Hz, 2H), 2.57 — 2.46 (m, 1H), 2.35 (s, 3H). 13C-NMR (101 MHz, DMSO) &
162.31, 148.33, 136.29, 130.37, 124.12, 123.06, 77.99, 77.83, 58.34, 45.05, 41.03.
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Sintesis de oxalato de N-metil-N-((4-nitrofenil)metil)prop-2-in-1-amina, AR08

PM = 204,23 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 4-nitrobenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilaminay 1,5
equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio. El producto final fue purificado
utilizando cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria
y una mezcla de acetato de etilo:hexano 4:5 como fase mévil, dando lugar a 722 mg
del compuesto puro como un solido blanco-amarillo (86% rendimiento).

Férmula molecular: C11H12N202. *H-NMR (400 MHz, D20) & 8.23 (dd, J = 5.0, 3.5
Hz, 2H), 7.73 — 7.64 (m, 2H), 4.50 (s, 2H), 3.97 (s, 2H), 3.14 (s, 1H), 2.90 (d, J = 0.8
Hz, 3H). *C-NMR (101 MHz, D20) 5 165.53, 148.65, 135.74, 132.22, 124.35, 80.81,
71.23,57.40, 44.74, 39.75.

Sintesis de oxalato de N-((2-metoxifenil)metil)-N-metilprop-2-in-1-amina, AR09

CH

PM = 189,25 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 2-metoxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilamina y
1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando lugar a 405 mg del
compuesto puro como un sélido blanco (83% rendimiento).

Férmula molecular: C12H1sNO. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.43 (t, J = 7.9 Hz, 1H),
7.31(d, J=7.4 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 22.2 Hz, 2H), 4.29 (d, J = 50.6 Hz, 2H), 3.88 (d,
J=14.1Hz, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.08 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 2.82 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 13C-
NMR (101 MHz, D20) & 165.55, 157.96, 132.49, 120.99, 116.95, 111.34, 80.17,
71.52, 55.40, 54.89, 44.71, 39.75.
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Sintesis de oxalato de N-((3-metoxifenil)metil)-N-metilprop-2-in-1-amina, AR10

PM = 189,25 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 3-metoxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilamina y
1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando lugar a 598 mg del
compuesto puro como un solido blanco (86% rendimiento).

Férmula molecular: C12H1sNO. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.38 (t, J = 7.9 Hz, 1H),
7.09 — 6.99 (m, 3H), 4.31 (s, 2H), 3.90 (s, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.11 (t, J = 2.5 Hz, 1H),
2.85 (s, 3H). 13C-NMR (101 MHz, D20) d 165.57, 159.37, 130.72, 130.16, 123.44,
116.35, 115.86, 80.44, 71.48, 58.46, 55.44, 44.29, 39.44.

Sintesis de oxalato de N-((4-metoxifenil)metil)-N-metilprop-2-in-1-amina, AR11

|
CHg

PM = 189,25 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 4-metoxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-metilpropargilamina y
1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando lugar a 553 mg del
compuesto puro como un sélido blanco (88% rendimiento).

Férmula molecular: C12H1sNO. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.34 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
6.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.25 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 3.85 (d, J = 14.5 Hz, 2H), 3.74 (s,
3H), 3.09 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 2.81 (s, 3H). 13C-NMR (101 MHz, D20) & 165.52,
160.26, 132.58, 120.96, 114.68, 80.31, 71.58, 58.04, 55.40, 43.88, 39.11.
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Sintesis de oxalato de N-[(2,4-dimetoxifenil)metil]-N-metilprop-2-in-1-amina,
AR12

CH,
O/

N

HsC CHg

PM = 219,28 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de  2,4-dimetoxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-
metilpropargilamina y 1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando
lugar a 570 mg del compuesto puro como un sélido blanco (86% rendimiento).

Férmula molecular: C13H17NO2. *H-NMR (400 MHz, D20) 5 7.23 (d, J = 8.9 Hz, 1H),
6.53 (d, J=7.1 Hz, 2H), 4.22 (d, J = 46.5 Hz, 2H), 3.87 (d, J = 15.2 Hz, 2H), 3.77 (d,
J =5.7 Hz, 6H), 3.07 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 2.80 (s, 3H). 3C-NMR (101 MHz, D20)
165.49, 162.30, 159.25, 133.56, 109.66, 105.48, 98.42, 80.03, 71.61, 55.51, 54.46,
44.41, 39.48.

Sintesis de oxalato de N-[(2,5-dimetoxifenil)metil]-N-metilprop-2-in-1-amina,
AR13

PM = 219,279 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de  2,5-dimetoxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-
metilpropargilamina y 1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando
lugar a 561 mg del compuesto puro como un sélido blanco (85% rendimiento).

Férmula molecular: C12H1sNO. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.01 (dd, J = 9.1, 2.9 Hz,
1H), 6.94 (dd, J = 17.1, 6.0 Hz, 2H), 4.27 (d, J = 37.2 Hz, 2H), 3.90 (d, J = 2.7 Hz,
2H), 3.76 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.09 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 2.83 (s, 3H). 13C-NMR (101
MHz, D20) & 165.6, 152.62, 152.36, 118.26, 117.74, 116.99, 112.45, 80.24, 71.46,
55.85, 54.77, 44.80, 39.80.
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Sintesis de oxalato de N-[(3,4,5-trimetoxifenil)metil]-N-metilprop-2-in-1-amina,

AR14
0]
7
H,C N N
3 /\\CH

PM = 249,31 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de  3,4,5-trimetoxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-
metilpropargilamina y 1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando
lugar a 422 mg del compuesto puro como un sélido blanco (83% rendimiento).

Férmula molecular: C14H19NOs. *H-NMR (400 MHz, D20) & 6.75 (s, 2H), 4.27 (d, J
= 13.1 Hz, 2H), 3.90 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 3.78 (s, 6H), 3.71 (s, 3H), 3.11 (1, J = 2.4
Hz, 1H), 2.85 (s, 3H). 2*C-NMR (101 MHz, D20) & 164.92, 152.88, 138.02, 125.10,
108.33, 80.45, 71.47, 60.87, 58.67, 56.12, 44.21, 39.41.

Sintesis de oxalato de 5-metoxi-2-((metil(prop-2-in-1-il)Jamino)metil)fenol,
AR15

OH

O

|
CHj

PM = 205,25 g/mol

El compuesto se obtuvo siguiendo el método descrito anteriormente, utilizando 1
equivalente de 2-Hidroxi-4-metoxibenzaldehido, 1,1 equivalentes de N-
metilpropargilamina y 1,8 equivalentes de triacetoxiborohidruro de sodio, dando
lugar a 403 mg del compuesto puro como un sélido blanco (85% rendimiento).

Férmula molecular: C14H19NO3. *H-NMR (400 MHz, D20) & 7.25 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
6.55 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 4.28 (s, 2H), 3.92 (d, J = 2.4
Hz, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.07 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 2.85 (s, 3H). 3C-NMR (101 MHz, D20)
0 173.15, 161.81, 156.80, 133.64, 108.70, 106.05, 101.42, 79.97, 71.72, 55.44,
54.39, 44.29, 39.33.
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6. Resultados y Discusiones
6.1 Docking

Para evaluar si el cambio en los sustituyentes podria influenciar algun tipo de
cambio como los ya mencionados previamente, se llevaron a cabo los estudios de
docking con las moléculas propuestas utilizando las estructuras cristalinas de MAO-
A y MAO-B, analizando la posibilidad que tienen cada una de éstas de formar un
complejo estable con las 15 moléculas propuestas. A la Pargilina se le asigno el
codigo de AROL1 para incluirla en este estudio y tener un punto de comparacion con
una molécula que se reconoce ya como iMAO. Se obtuvieron las energias de enlace
para la formacion del complejo receptor-ligando (R-L), considerando cada ligando
propuesto optimizado en su forma neutra, con el fin de describir para cada uno de
ellos, su posible grado de afinidad hacia una u otra de las isoformas existentes de
MAO. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3, indicandose la desviacion
estandar (SD) para los valores de energia obtenidos con MAO-A y MAO-B.

Tabla 3. Resultados de energias de union para las diversas moléculas propuestas,
con MAO-A y MAO-B.

Energia de unién Energia de unién
(kcal/mol) (kcal/mol)

Molécula MAO A MAO B Molécula MAO A MAO B
ARO1 -7,2 -6,4 ARO09 -7,0 -6,3
ARO02 -7,2 -6,6 AR10 -7,2 -6,4
ARO3 -7,2 -6,5 AR11 -7,5 -6,7
ARO4 -7,1 -6,5 AR12 -7,1 -6,7
ARO05 -7,1 -6,8 AR13 -6,3 -6,6
ARO06 -7,2 -6,5 AR14 -6,2 -6,3
ARO7 -7,4 -6,9 AR15 -7,3 -6,7
AR08 -7,6 -6,8

SD MAO-A=0,38 SD MAO-B=0,16

Los resultados de energias totales obtenidas mediante estudios de docking
realizado con AutoDock Vina, muestran a priori que cada uno de los ligandos tienen
un valor similar al obtenido con la Pargilina (-7,2 kcal/mol para MAO-A y -6,4
kcal/mol para MAO-B) la cual ha sido usada como punto de comparacién debido a
su conocido rol como inhibidor selectivo para MAO-B,%832 siendo incluso la mayoria
de las energias obtenidas levemente mayores (diferencia superior ca. 0,5 kcal/mol
en la estructura ARO7 como ligando para MAO-B) al valor estimado para la
Pargilina. Es observable también, que los valores energéticos de MAO-B presentan
una menor SD en comparacién a los obtenidos para MAO-A, lo que implica una
menor variacion de los datos energéticos obtenidos con MAO-B.

Esto podria considerarse como un indicio que una modificacion de los sustituyentes
en el anillo aromatico para estas moléculas derivadas de bencilpropargilaminas, no
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provocaria cambios realmente significativos en la probabilidad que estos ligandos
especificos puedan ser capaces de acceder al centro activo de las MAO y formar
complejos R-L estables en términos energéticos, comparandose con la afinidad que
presenta la Pargilina.

Es importante destacar que, segun los valores de energias obtenidas, las cuales
resultan ser todas favorables y con un valor neto minimo de -6,2 kcal/mol, todas las
moléculas propuestas podrian acceder al centro activo de MAO-A y MAO-B
formando complejos estables sin excepcion alguna. De la Tabla 3 se desprende que
la mayoria de las moléculas propuestas presentarian mejores interacciones en el
sitio de unién de MAO-A, ya que sus energias son mas negativas en la mayoria de
los casos presentados, con excepcion de las estructuras denominadas como AR13
y AR14, las cuales tienen una mayor probabilidad de enlazar con MAO-B debido a
sus energias levemente mayores con esta isoforma. Esta diferencia, podria deberse
a los sustituyentes presentes en ambas moléculas, las cuales coinciden en que
presentan mas de un grupo metoxilo como sustituyente del anillo aromatico,
encontrdndose en ambas moléculas uno de los grupos metoxilos en la posicién 5
del anillo aromético.

6.1.1 Docking MAO-A

Como se menciond previamente, las energias de enlace fueron levemente mayores
en MAO-A. Estas energias obtenidas para cada una de las moléculas en estudio se
muestran en el gréafico de la Figura 15.

De forma general, las moléculas en estudio presentan una energia de unién con
MAO-A superior a las -7 kcal/mol (con excepcion de AR13 y AR14) lo cual
corresponde a energias cercanas a la Pargilina, por lo que desde este punto de vista
cualquiera de los ligandos propuestos podria formar un complejo estable con MAO-
A. Entre los valores de energia mas favorables obtenidos, se encuentran las
estructuras AR0O7, AR08 y AR11 con valores de energia de -7,4; -7,6 y -7,5 kcal/mol,
respectivamente. Estas energias solo presentan una diferencia maxima de 0,4
kcal/mol con respecto a la Pargilina, lo que no permite identificar con los
sustituyentes evaluados, que éstos modifiquen de forma favorable y en condiciones
notables la afinidad de la Pargilina con el sitio activo de MAO-A, esto considerando
solamente los valores de energias entregados por los estudios de docking.

Las moléculas que presentan menores energias con MAO-A son las estructuras
AR13 y AR14, de las cuales ya se mencioné su diferencia principal con respecto a
las demas estructuras propuestas en el punto 6.1, a su vez estos ligandos son los
gue presentarian energias mas negativas con MAO-B respecto de MAO-A. Los
valores obtenidos con estas moléculas son menores que la energia obtenida para
la Pargilina, para la cual se obtuvo una energia de -7,2 kcal/mol; sin embargo, los
valores obtenidos pueden ser considerados como aceptables para indicar que la
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interaccion entre ligando y aceptor ocurre de todas maneras, puesto que energias
inferiores a -6,0 kcal/mol pueden considerarse como favorables en este tipo de
estudios de docking, pudiendo acercarse ambos ligandos al sitio activo de MAO-A.

Energias Docking MAO-A

AR15
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AR12
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ARO9
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ARO4
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ARO2
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Figura 15. Energias de enlace de los sustratos AR01 al AR15, resultado del estudio
de docking utilizando MAO-A.

Para analizar la conformacion de los ligandos en la cavidad de unién con MAO-A,
hay que considerar como esta constituido el sitio activo de MAO: un cofactor FAD y
dos residuos de tirosinas (Tyr407 y Tyr444) que se encuentran en forma casi
perpendicular al anillo de isoaloxazina del FAD, entre otros residuos.®! La Figura
16a muestra el ligando ARO1 en el sitio activo de MAO-A considerando todos los
residuos que lo conforman, mientras que la Figura 16b muestra los resultados
obtenidos del docking con el ligando ARO1 considerando solo los residuos
principales Tyr407 y Tyr444. Se puede observar como el sustrato ingresa con el
carbono terminal del grupo acetileno acercandose hacia el N(5) del anillo de
isoaloxazina del FAD, tal como se ha demostrado que actia el mecanismo de
inhibicién de MAO para propargilaminas, con una distancia entre el carbono terminal
de la Pargilina y el N(5) de 3,7 A, haciéndolo de manera paralela a Tyr407, formando
a su vez una interaccion entre el N de la Pargilina 'y el O de la Tyr407.
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Figura 16. a) Resultados de docking con ARO1, incluyendo todos los residuos que
conforman el sitio activo de MAO-A. b) Resultados de docking con ARO1,
considerando solo los residuos principales Tyr407 y Tyr444.
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Los resultados de energias de afinidad con MAO-A arrojaron el valor mas favorable
con la estructura AR08, al ser esta energia mas negativa que la de Pargilina. La
Figura 17 muestra que esta molécula adquiere una conformacion en el sitio activo
de MAO-A de la misma forma que lo hace la Pargilina. AR08 adquiere una
conformacion con el carbono terminal del grupo acetileno en direccion hacia el N(5)
del FAD, a una distancia de 3,4 A, la cual result6 ser un poco menor a la distancia
con la que se aproxima ARO1, posicionandose a su vez paralelo al residuo Tyr407,
a una distancia de 4,0 A entre el N del fragmento de propargilamina y el oxigeno de
Tyr407. A su vez, aumentan las interacciones con el sitio activo de MAO-A,
formando un puente de hidrégeno con el residuo Phe208 y/o una interaccién con
Cys323 a una distancia de 3,5 A.

Figura 17. Interacciones de AR08 con el sitio activo de MAO-A, donde se observan
las interacciones con Tyr407 a 4,0 A, Cys323 a 3,5 Ay con Phe208 a 3,3 A.

La Figura 18 muestra la conformacion que adquiere la molécula AR11 en el sitio
activo de MAO-A, la cual arroj6 la segunda energia mas favorable. Esta molécula
se sitba en el sitio activo en similares condiciones a las mencionadas previamente,
orientandose de manera paralela el anillo aromatico de AR11 con respecto a
Tyr407, formando una interaccion tipo aromatica a una distancia de 3,3 A entre el N
de AR11 y el O de la tirosina. El carbono terminal del grupo acetileno se encuentra
a una distancia de 3,7 A del N(5) del FAD, mientras que la interaccion con Phe208
no se ve presente. Se mantiene la interaccion con Cys323 a una distancia de 3,7 A.
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Figura 18. Interacciones de AR11 en el sitio activo de MAO-A, donde se observan
las interacciones con Tyr407 a 3,3 A y la interaccién con Cys323 a 3,7 A.

La Figura 19 muestra las interacciones de ARQ7 en el sitio activo de MAO-A, Ultima
estructura seleccionada como las que arrojaron las afinidades mas altas dentro del
grupo de moléculas estudiadas. Para esta molécula se encontraron dos posibles
conformaciones que cumplen con la tendencia mostrada hasta este momento para
las moléculas estudiadas con MAO-A, adquiriendo conformaciones en el sitio activo
en forma paralela al residuo de Tyr407. La primera de las conformaciones (Figura
19a) muestra una distancia de aproximacion entre el carbono terminal del grupo
acetileno y el N(5) del FAD de 3,7 A, misma distancia que mantiene con el residuo
principal de Tyr407. La segunda conformacion mas estable (Figura 19b) encontrada
tiene la misma distancia de aproximacién entre el carbono terminal del grupo
acetileno y el N(5) del FAD, pero aumenta la distancia con el residuo Tyr407 a 3,9
A. El puente de hidrogeno formado con Phe208 desaparece, pero en su lugar da
paso a una interaccion diferente con el residuo de Cys323 a una distancia de 3,9 A.

43



Cys323

Figura 19. a) Conformacion 1 para ARO7 en el sitio activo de MAO-A, donde se
aprecia la interaccion descrita con Tyr407 a 3,7 A. b) conformacion 2 para AR07 en
el sitio activo de MAO-A, interaccionando con Cys323 a 3,9 A y con Tyr407 a igual
distancia.

Como se menciond previamente, las energias menos favorables (menos negativas)
corresponden a las estructuras AR13 y AR14. Estos resultados obtenidos con MAO-
A, a pesar de ser energias menos favorables, siguen estando dentro de valores
aceptables al ser menores a -6 kcal/mol. La Figura 20 muestra la conformacion de
ambas moléculas en el sitio activo de MAO-A, en ella se aprecia que ambas
muestran distancias similares entre el carbono terminal del grupo acetileno y el N(5)
del FAD y que a su vez estan en correspondencia a lo observado en las estructuras
discutidas previamente, las cuales presentan distancias similares para este
parametro. La diferencia principal radica en un aumento en la distancia entre el N
de estas estructuras y el oxigeno del residuo Tyr407, como se observa en la Figura
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20a. Esta distancia se incrementa a 4,0 A para la estructura AR13, mientras que
para AR14 la distancia se ve incrementada a 4,6 A, situacion ilustrada en la Figura
20b. Otras interacciones mencionadas previamente no sufren cambios, formando
AR13 una interaccion con Cys323 a una distancia de 3,3 A, mientras que AR14
forma un puente de hidrégeno con Phe208.

Figura 20. a) Conformacion de AR13 en el sitio activo de MAO-A, donde se muestra
la interaccion presente con Cys323 a 3,3 A. b) Interacciones encontradas para AR14
en el sitio activo de MAO-A, donde destaca la formacion del puente de hidrogeno
con Phe208.
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6.1.2 Docking MAO-B

En la Figura 21, se encuentran las energias de enlace de los ligandos ARO1 al
AR15, resultado del estudio de docking utilizando MAO-B.

Energias Docking MAO-B
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Figura 21. Energias de enlace de las estructuras ARO1 a la AR15, resultado del
estudio de docking utilizando MAO-B.

Los resultados de docking para las moléculas con MAO-B indican energias menores
a las obtenidas con MAO-A, hecho que es consistente con la evaluacién de
Pargilina. La mayoria de las moléculas tienen una energia similar o superior a la
medida para la Pargilina, donde la estructura ARO7 tiene la energia de enlace mas
favorable, superando en 0,5 kcal/mol el valor obtenido para la Pargilina, misma
estructura que presento uno de los valores mas altos en los estudios de docking con
MAO-A. Esta molécula, presenta como diferencia un grupo nitro en posicién meta-
del anillo aromético.

Al analizar los resultados de docking para MAO-B desde el punto de vista
conformacional, es necesario considerar los residuos que conforman la cavidad de
unién en el sitio activo de MAO-B, el cual al igual que en MAO-A esta compuesto
por el FAD, dos residuos principales que corresponden a Tyr398 y Tyr435 entre
otros que se muestran en la Figura 22a.5! Los resultados muestran que ARO1 se
acomoda en el sitio activo de MAO-B de manera similar a MAO-A, con el carbono
terminal del grupo acetileno aproximandose hacia el FAD, mas especificamente
hacia el N(5) del FAD, a una distancia de 3,8 A. El acercamiento a estos dos
residuos mencionados lo hace de manera similar a como lo hace con MAO-A,
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ingresando en el espacio que se da entre ambos, mas cercano a Tyr435 a una
distancia de 3,8 A entre el N del ligando y el O de esta tirosina (Figura 22b).

Figura 22. a) Resultados de docking con ARO1, incluyendo todos los residuos que
conforman el sitio catalitico de MAO-B. b) Resultados de docking con ARO1,
considerando solo los residuos principales Tyr398 y Tyr435.
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La estructura con el valor de energia mas favorable entre las estructuras evaluadas
fue ARQO7 con un valor de 6,9 kcal/mol. El analisis de los estudios de docking mostro
que dentro de las conformaciones probables, las mas favorable presenta una
aproximacion mayor entre el carbono terminal del grupo acetileno y el N(5) del FAD,
siendo esta distancia de 3,0 A (3,8 A en el caso de ARO1) como se muestra en la
Figura 23. Ademas, se ve reducida la distancia de acercamiento que favorece la
formacion del enlace covalente fundamental para la inhibicion, mientras que la
distancia a Tyr435 también se ve reducida considerablemente a 2,9 A, formando un
puente de hidrogeno. Esta molécula ademas presenta una interaccion extra con el
sitio activo de MAO-B, la cual se da con el residuo de Cys172 a una distancia de
3,3 A entre uno de los O del grupo nitro del ligando y el S de Cys172.

Figura 23. Conformacién de ARO7 en el sitio activo de MAO-B, se muestra el puente
de hidrégeno formado entre el N de ARO7 y Tyr435, en conjunto con la interaccion
con Cys172 a 3,3 A.

Siguiendo en orden decreciente de energias obtenidas mediante docking, las
estructuras ARO5 y AR08 arrojaron como resultado una energia de 6,8 kcal/mol. La
Figura 24 muestra como ARO5 se posiciona en el centro activo de MAO-B, lo que
permite observar que se acerca el carbono terminal del grupo acetileno al N(5) del
FAD a una distancia de 4,4 A, la que resulta ser mayor a las observadas
previamente; sin embargo, se podria explicar esta alta afinidad que arrojaron los
resultados a la formacion de un puente de hidrogeno entre el N del fragmento de
Pargilina del ligando con Tyr435.
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Figura 24. Conformacion de ARO5 en el sitio activo de MAO-B, donde se muestra
el puente de hidrégeno formado con Tyr435.

Situacioén similar ocurre con AR08 como muestra la Figura 25, la cual también forma
un puente de hidrégeno con Tyr435 a una distancia de 2,9 A. También se puede ver
que esta estructura formaria un puente de hidrégeno adicional con Tyr326, y
reduciendo ademas la distancia de acercamiento del carbono terminal del grupo
acetileno a 3,6 A.

Figura 25. Conformacion de AR08 en el sitio activo de MAO-B, formando un puente
de hidrégeno con Tyr326 y otro con Tyr435.
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Las energias menos favorables fueron las obtenidas con las estructuras AR14 y
ARQ9; con -6,3 kcal/mol cada una. Lo que comparten en comun estas dos
estructuras al estudiar el sitio activo con MAO-B, es que ambas se verian impedidas
de formar alguno de los puentes de hidrogenos que mostraron las estructuras con
valores energéticos més favorables; sin embargo, mantienen algunas de las
interacciones descritas anteriormente, pero aumentando las distancias, que sin
embargo no anularian estas interacciones. AR14 tiene una distancia de
aproximacion de 4,0 A y una interaccion con el residuo de Tyr398 a una distancia
de 3,8 A como se puede observar en la Figura 26. La presencia de mas de un grupo
metoxilo, permite que se sume una interaccion con Tyr326 a 3,7 A en conjunto con
una interaccion con Cys172 a una distancia de 3,5 A.

Figura 26. Conformacién de AR14 en el sitio activo de MAO-B, donde se muestra
la interaccion con Tyr326 a 3,7 A, con Cys172 a 3,5 Ay con Tyr398 a 3,8 A.

Finalmente, AR09 mostré dos conformaciones. La primera de ellas mostrada en la
Figura 27a muestra una distancia de aproximacion del carbono terminal del grupo
acetileno de 3,6 A. La interaccion con los residuos principales se da con Tyr398 a
4,4 A en conjunto con una interaccién a 3,5 A con el residuo Cys172. La segunda
de las conformaciones encontradas muestra un aumento en la distancia de
aproximacion a 3,8 A, en conjunto con un aumento en la distancia de interaccion
con Cys172 a 4,2 A, mientras que la interaccion con Tyr398 presente en la primera
conformacion disminuyé a 4,0 A, resultados que se muestran en la Figura 27b.
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Figura 27. a) Conformacion 1 para AR09 en el sitio activo de MAO-B, con la
interaccion a 3,4 A con Cys172, y la interaccion con Tyr398 a 4,4 A. b) conformacion
2 para ARQ9 en el sitio activo de MAO-B donde se evidencia el aumento en la
distancia con Cys172 a 4,2 A.
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6.2 Estimaciones de pKa

Como se menciono en el punto 4.2.1, diversos estudios han propuesto mecanismos
probables mediante los cuales moléculas que contengan un fragmento de
propargilamina llevan a cabo la inhibicion de MAOs, los cuales dependen de la
facilidad con la que los hidroégenos presentes en el fragmento (metileno y metino)
sean transferidos hacia el anillo de isoaloxazina, dando origen a reordenamientos
internos que dan paso a la formacion del enlace covalente entre el N(5) de la
iIsoaloxazina y el carbono terminal que contiene el triple enlace en la propargilamina.

El mecanismo propuesto en base a estudios llevados a cabo con el derivado de
propargilamina ASS234 (Figura 28),% propone la unién covalente entre el carbono
terminal del grupo acetileno y el N(5) del FAD, en conjunto con la importancia de la
desprotonacion del fragmento de propargilamina en el mecanismo catalitico de la
inhibicibn de MAO-A, considerando como sitios de desprotonacion y de
reordenamiento probables solo los hidrogenos cercanos al triple enlace,
considerados como los con mayor probabilidad de abandonar el fragmento al ser
los mas acidos de este fragmento, para dar inicio al mecanismo de inhibicién y al

reordenamiento final.
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Figura 28. Estructura quimica de ASS234.

Como muestra la Figura 28, la estructura quimica de la molécula ASS234 en la que
se basaron Albreht y col,?® tiene dos protones metilénicos adyacentes al nitrégeno,
(al igual que lo tienen la Pargilina y las moléculas propuestas en este trabajo de
tesis) los cuales podrian participar en el reordenamiento mencionado, o ciertamente
podrian ser la especie que deje la molécula para dar inicio al mecanismo de unién
entre el ligando y el sitio activo de la MAO, dependiendo de si tienen una mayor o
menor facilidad de ser el hidrogeno cedido.

Para aclarar si estos protones pueden estar involucrados en el proceso de
desprotonacion y/o reordenamiento, de acuerdo al patron de sustitucion en el anillo
aromatico de los derivados de propargilamina sintetizados en esta tesis, se procedio
a calcular el pKa en forma tetrica de los diferentes hidrégenos presentes en el
fragmento de propargilamina, utilizando la metodologia que se describid en la
seccion 4.2.2, esto considerando que el conocer los valores tedricos de pKapara los
diferentes hidrogenos, permite evaluar cual de ellos tendra una mayor probabilidad
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de ser el hidrégeno saliente que dé inicio al mecanismo de inhibicion. Previo a la
estimacion teorica de los pKa de los protones de interés en los ligandos propuestos
como posibles IMAO, con la finalidad de evaluar la efectividad del mecanismo de
estimacion de pKa utilizado por el software maestro, se compararon datos
experimentales de pKa con los resultados arrojados por el software. La Tabla 4
muestra los valores de pKa experimentales (protén del carbono a) para una serie de
compuestos en solvente DMSO, y los resultados obtenidos por Jaguar de manera
tedrica en este mismo solvente.

La Tabla 4 muestra en este grupo de moléculas, que los valores de pKa de los
hidrogenos enlazados al carbono a entregados por Jaguar son cercanos a los
valores experimentales. La comparacion de los resultados tedricos y experimentales
muestran diferencias practicamente despreciables, y en algunos casos un valor
exactamente igual a los experimentales que fueron recopilados. Luego de estos
primeros calculos, se llevo a cabo la estimacién de pKa para los hidrégenos de
interés en cada una de las moléculas involucradas en esta tesis, donde ademas se
incluyé la Pargilina y N-metilpropargilamina. Los calculos de pKaj se llevaron a cabo
en agua y en DMSO como solventes.

Los resultados obtenidos en agua se muestran en la Tabla 5, mientras que los
resultados obtenidos en solvente DMSO se muestran en la Tabla 6. Ambas tablas
consideran la nomenclatura de hidrogenos A, B y C, asignados como muestra la
Figura 29.
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N N/\Q}
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Figura 29. Nomenclatura asignada para cada uno de los hidrogenos evaluados.
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Tabla 4. pK, experimentales DMSO y pK, estimados por Jaguar para el protdn alfa
del carbono carbonilico de diversos compuestos.

pKa pKa pKa pKa
exp maestro exp maestro
Compuesto DMSO DMSO Compuesto DMSO DMSO
(0]
1 e I Mo, | 159 14,3 8 C‘f 25,2 26,2
0 o}
2 T 7,3 76 |9 m 226 | 208
H3?<CH3 , , ~ O/\CH3 ’ ’
0 0 o}
3 M 18,0 182 |10 CCf 18,8 17,9
CH4
O\/J-\fo CHs
al T 1 7.4 80 |11 0\/% 24,0 23,7
6]
HB(?<CH3
O Q
5 ”Sc“o)ﬁ)Lo”C”s 18,5 18,0 12 0 20,1 19,3
(1
CH4
o} o} | = 0
6| 7.6 7,2 13 P 16,9 16,9
(o] 0]
b
H3C CH3
0 %
7 A, |30 | 2ra jua [ L = 135 | 133
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Tabla 5. Resultados de pKa calculados por Jaguar en H20 como solvente.

Molécula H(A) H(B) H(C)

ARO1 19,2 23,6 26,8

ARO02 19,1 115 11,2

ARO3 20,1 234 26,6

ARO4 20,1 239 28,2

ARO05 20,6 24 28,2

ARO06 195 224 16,1

AROQ7 19,4 244 233

AR08 19,6 23,3 17,2

ARO09 19,4 23,4 25,7

AR10 19,4 23,8 254

AR11 19,4 239 27,6

AR12 19,4 23,8 27,3

AR13 19,6 23,7 25

AR14 19,8 24,1 259

AR15 19,3 11,6 115
Propargilamina 19,1 22,8 -
N-metilpropargilamina 19,3 22,7 -

Tabla 6. Resultados de pKa calculados por Jaguar en DMSO como solvente.

Molécula H(A) H(B) H(C)
ARO1 28,5 344 404
ARO2 27,8 176 17,8
ARO3 28,7 34,2 399
ARO4 28,9 34,2 399
ARO5 29,5 351 425
AROG6 29 31,8 21,5
ARO7 28,6 34,5 34
AR08 28,8 33,4 20,8
ARO09 28,6 34,4 38,9
AR10 29 345 40,2
AR11 28,9 349 423
AR12 28,8 349 418
AR13 28,8 34,4 38,2
AR14 29,6 352 399
AR15 28,1 17,8 17,7

Propargilamina 27 32,8 -

N-metilpropargilamina 27,2 32,9 -



Los valores de pKa predichos con Jaguar, muestran una correlacion al comparar los
resultados de manera individual con cada una de las estructuras, coincidiendo la
tendencia de los valores obtenidos con agua y DMSO como solventes, como se
muestra en las Figuras 30 y 31. La discusion de los resultados obtenidos en agua
pueden ser correlacionados a los obtenidos con DMSO al ser consistentes,
presentando cada una de las moléculas el mismo comportamiento en ambos
solventes, tal como se puede interpretar en las gréficas de las Figuras 30 y 31. La
diferencia radica en los pKa obtenidos en agua los cuales resultan ser menores a
los obtenidos en DMSO, implicando esto, que en medio acuoso las moléculas
presentadas tendran una acidez mayor. Esto se debe a la diferencia de polaridades
entre estos solventes, siendo el agua un solvente méas polar que el DMSO, con
constante dieléctricas (¢) de 80 y de 47 respectivamente. La solvatacidon de las
especies ionicas en un solvente de mayor polaridad sera mayor, desplazando el
equilibrio acido/base hacia la formacién de productos, por ende, aumentando la
fuerza del &cido.

Se observa en las Tablas 5y 6 que los pKa de los hidrégenos en estudio tienen la
tendencia general A < B < C, con excepciones que seran discutidas mas adelante.

De las Tablas 5 y 6 se desprende que los pKa obtenidos para el hidrogeno A no
varian significativamente en presencia de los diferentes sustituyentes utilizados en
el anillo aromético, incluso los valores obtenidos con todas las estructuras son
similares a los predichos para la propargilamina y la N-metilpropargilamina, lo que
podria implicar en que cualquier sustituyente en el anillo aromatico de la Pargilina
no provocara cambios considerables en el caracter acido de este hidrogeno. Se
consider6 también la estructura ASS234, resultados que se muestran en la Figura
32, los cuales muestran un valor de pKa estimado de 20,4 para el hidrégeno A, valor
muy cercano a lo promediado por todas las estructuras en estudio, lo que permite
ampliar la hipétesis previa considerando un efecto nulo de los sustituyentes, hasta
el punto de que incluso un cambio estructural drastico en la estructura de derivados
de propargilaminas, no provocaria cambios en el caracter acido de este hidrogeno.
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Figura 30. Gréfico pKa de hidrogenos en la cadena alquilamina en estructuras ARO1
a la ARO9.
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Figura 31. Grafico pKa de hidrogenos en la cadena alquilamina en estructuras
AR10 a la AR15, propargilamina y N-metilpropargilamina.
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Figura 32. pK, obtenidos para los hidrégenos de ASS234 en H;0.

Los valores de pKa mostrados en la Tabla 5, utilizando agua como solvente
muestran que, para el caso de la Pargilina, el hidrogeno més acido corresponde al
adherido al carbono (denominado como A), con triple enlace terminal en el
fragmento derivado de la propargilamina, seguido del hidrégeno B y finalmente el
hidrogeno C. Esto indicaria que la desprotonacién inicial de la Pargilina como
inhibidor para MAOs tendria una probabilidad mas alta de ocurrir en este hidrégeno
ubicado en el triple enlace. De ser probable la pérdida de otro hidrogeno para dar
inicio al mecanismo de formacién del enlace covalente entre Pargilina y el N(5) del
FAD, podria ser el hidrégeno B ubicado en el fragmento de propargilamina, en el
cual se estimé un pKa mayor en 4,4 unidades con respecto al hidrogeno A. La
diferencia entre los hidrégenos Ay C en la molécula base de propargilamina resulté
ser de 7,6 unidades, lo que practicamente descarta la posibilidad que sea el
hidrégeno C el desprendido en una etapa inicial de este mecanismo, 0 que esta
parte de la molécula esté involucrada en el reordenamiento de cargas propuesto por
Albreht y col.?8

Como se menciond previamente, este resultado obtenido para la Pargilina es
extrapolable a lo obtenido con la mayoria de las moléculas propuestas, entre ellas
la propargilamina y la N-metilpropargilamina. La Figura 33 muestra las moléculas
en estudio que no mantuvieron este comportamiento y los respectivos valores de
pKa obtenidos para cada uno de los hidrogenos en evaluacion, considerando agua
como solvente.

Las moléculas que sufrieron cambios drasticos en su pKa representadas en la Figura
33 se agrupan en dos grupos. El primer grupo que considera las moléculas AR06 y
AR08, mantuvieron valores de pKa similares a los de Pargilina en sus hidrégenos A
y B, pero sus hidrégenos C vieron reducido el valor de pKaen 3,4 y 2,4 unidades,
respectivamente. Ambas moléculas tienen en comin como sustituyente un grupo
nitro, en posicién orto- y para-, respectivamente. El segundo grupo que representan
las moléculas AR02 y AR15 presentan un cambio aun mas drastico en el pKa
estimado de los hidrégenos C y B, disminuyendo en 7,8 unidades promedio, lo que
indica que estos hidrogenos son considerablemente mas acidos que el hidrégeno A
de sus correspondientes moléculas, ademas, son mas acidos que los hidrogenos
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equivalentes de la Pargilina. Estas moléculas del segundo grupo tienen en comun
el grupo hidroxilo en posicion orto- del anillo aromatico.

OQNVO
16,1 & 17,2 513\
N . N e
| \\CH 195 _ | \\CH 196
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OH OH
312 IY5 115 3116
N S .
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0
ARO2 AR15

Figura 33. Estructuras quimicas que cambiaron su valor de pKa con sustituyentes
especificos en el anillo aromético.

Las diferentes variaciones, especificamente la disminucién del pKa de los
hidrégenos evaluados, se puede discutir desde el punto de vista del efecto
electrénico, el cual corresponde al efecto sobre la estructura o la reactividad que se
atribuye al cambio de distribucién electronica que causa un sustituyente en una
molécula o sistema.>? La presencia de un sustituyente atractor de electrones va a
generar una disminucion de la densidad electrénica en el centro al cual se encuentra
unido (en este caso el anillo de benceno y por consecuencia directa en el fragmento
de propargilamina), lo que va a ocasionar un debilitamiento de los enlaces, en este
caso puntual, un debilitamiento de los enlaces C-H presentes en el fragmento de
propargilamina, siendo mas facil romper estas uniones, disminuyendo el pKa.

Dos son los efectos eléctricos que puede presentar un sustituyente. El efecto
inductivo actua en sistemas con enlaces 0, viéndose afectado principalmente por la
distancia a la que se encuentre el sustituyente, debilitAndose a medida que esta
aumenta,®3 mientras que el efecto mesomérico o por resonancia afecta solamente
a sistemas 1 conjugados, perdiéndose el efecto si no hay enlaces 1 conjugados
mediante los cuales se transmita este efecto eléctrico.>* A pesar de que un
determinado sustituyente tenga ambos efectos eléctricos de manera implicita en su
naturaleza, el efecto que estos causan en un sistema o la predominancia de uno u
de otro efecto solo puede determinarse de manera experimental.
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El grupo nitro es un sustituyente con caracter atractor de electrones a través de
efecto inductivo y de resonancia. La disminucién de pKa mas considerable en
presencia del grupo nitro es cuando este se encuentra en posicion orto- del anillo
aromatico, siendo esta posicion la méas cercana al hidrogeno C, mientras que en
posicion para- la disminucion de pKade este hidrogeno es menor en 1,1 unidades.

Al no existir cambios considerables en los hidrogenos B de las estructuras
comparadas con los valores de pKa de la Pargilina, implicaria que el efecto
predominante en las moléculas derivadas de Pargilina AR06 y AR08, es el de
resonancia. Esto podria reafirmarse con la evidencia de que el grupo nitro sélo
provoco una disminucién de 3,5 unidades de pKa en el hidrogeno C de la molécula
ARO07, donde sélo estaria actuando el efecto inductivo del grupo nitro.

El grupo hidroxilo es considerado como captador de electrones mediante efecto
inductivo, y como un donador de electrones mediante efecto de resonancia. Como
se menciono, el grupo hidroxilo causo las disminuciones de pKa mas considerables
para los hidrogenos B y C en las estructuras ARO2 y AR15 cuando este se
encuentra en posicion orto-, siendo levemente mas acidos los hidrégenos C. Este
hecho indicaria que el efecto predominante es el inductivo en esta posicion,
principalmente por el cambio que genera en el pKa del hidrogeno B, el cual la Gnica
manera de modificar seria mediante el efecto inductivo, ya que no hay un sistema
T conjugado que llegue hasta él.

Los resultados indican que moléculas con un grupo hidroxilo en otras posiciones del
anillo aromatico no presentan cambios considerables en los pKa evaluados; sin
embargo, se puede ver que en posicion para- el grupo hidroxilo provoc6 un aumento
en el pKa del hidrogeno C, por lo que en esta posicion estaria predominando el
efecto de resonancia donador de electrones que tiene el grupo hidroxilo como
sustituyente, probablemente anulando el efecto inductivo aceptor de electrones.
Estos resultados indicarian, ademas, que el efecto eléctrico producido por el grupo
hidroxilo es mucho mas fuerte que los producidos por el grupo nitro, en lo que a la
disminucion de pKa respecta.

Los otros dos sustituyentes, dimetilamino y metoxilo, los cuales son ambos
sustituyentes con el mismo caracter que el hidroxilo, no demostraron tener
variaciones de pKa en las posiciones del anillo aromatico que se consideraron, por
lo que no se podria identificar para estos sistemas la predominancia de alguno de
los efectos eléctricos involucrados.
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6.3 Sintesis
6.3.1 Estudio de la metodologia de sintesis

La ruta de sintesis utilizada en esta tesis, basada en la metodologia propuesta por
Krysiak y col.?! fue estudiada desde el punto de su efectividad y rendimiento para
obtener las moléculas propuestas en este trabajo, mediante la aminacion reductiva
de aldehidos unidos a un anillo aromético.

H4C
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Figura 34. Mecanismo de reaccion general, descrito a partir de la formacién de
pargilina a partir de benzaldehido y de N-metilpropargilamina.

La Figura 34 muestra el mecanismo general mediante el cual se llevaron a cabo las
reacciones para formar los derivados de bencilpropargilaminas en estudio, usando
THF como solvente, en el cual los reactantes arrojaron una buena solubilidad. No
fue necesario el uso de THF seco como describen los métodos en los cuales se
basé el proceso de sintesis, dando cuenta que el uso de THF sin secar no influyo
de manera negativa, obteniéndose rendimientos dentro de lo reportado para el
método usando THF seco.

Este tipo de reacciones se caracteriza por la formaciéon de un equilibrio entre el
aldehido y la formacién de una imina intermediaria como muestra la Figura 34, por
lo que la eleccién del agente reductor debid ser cuidadosa, eligiéndose un agente
reductor capaz de desplazar el equilibrio hacia la formacién del producto deseado
sin reducir el aldehido a su correspondiente alcohol y sin la necesidad de aislar la
imina formada. Tal como ha sido reportado, el triacetoxiborohidruro de sodio es
capaz de llevar a cabo la reduccién de la imina sin reducir el aldehido,*® ademas de
no reducir el triple enlace presente en la N-metilpropargilamina, lo cual fue
comprobado en los resultados obtenidos.

La sintesis de las moléculas propuestas se llevé a cabo con rendimientos de entre
80-90%. La diferencia de sustituyentes en el anillo aromético no generd problemas
en el rendimiento de las reacciones una vez encontradas las condiciones ideales
para cada aldehido utilizado. Para las reacciones que arrojaron menores
rendimientos, se comprobd que un aumento en los tiempos de agitacion y la
cantidad de agente reductor agregado era un cambio suficiente en las condiciones
de reaccion para aumentar el porcentaje de rendimiento hasta los niveles reportados
en bibliografia.
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6.3.2 Preparacion de oxalatos

Para definir si las moléculas propuestas en esta tesis tendrdn un comportamiento
como iIMAO o como sustratos de MAO, en conjunto con su selectividad para MAO-
A o0 MAO-B, se hace necesario someter a estudios bioldgicos estas moléculas, los
que seran llevados a cabo posteriormente. Estos estudios requieren que las
moléculas objetivo se encuentren en un alto estado de pureza, e idealmente sean
solubles en medio acuoso. Para satisfacer este requerimiento, es comun precipitar
los compuestos sintetizados en forma de clorhidratos o mediante el uso de
contraiones que permitan la precipitacion del compuesto como una sal, procesos
gue a pesar de la importancia que tienen para la industria farmacéutica, hoy en dia
siguen siendo métodos llevados a cabo por ensayo y error.50:5°

Las moléculas obtenidas fueron tratadas con HCI para obtenerlas en forma de
clorhidrato, obteniéndose solidos blancos solubles en agua; sin embargo, los
resultados espectroscépicos demostraron la reduccion del triple enlace.
Posteriormente, se probd la preparacion de estos clorhidratos mediante burbujeo de
HCI, lo cual dio como resultado, sélidos estables en solucion, pero que perdian su
estabilidad al ser filtrados, siendo delicuescentes.

Dada esta situacion, se descarté la posibilidad de preparar las moléculas como
clorhidratos y se optd por preparar los compuestos en forma de sales de acido
oxalico, segun la metodologia descrita en la seccion 5.1.2. La Tabla 7 resume los
tiempos de agitacion necesarios para la preparacion de cada uno de estos
compuestos, factor que se identific6 como el determinante en la preparacion exitosa
de estas sales, en conjunto con la necesidad de llevar a cabo la reaccion con la
minima cantidad posible de solvente y un cambio de polaridad en el medio
agregando éter dietilico una vez cumplido el tiempo necesario de agitacion. De
forma general, las moléculas que presentan algun grupo hidroxilo como sustituyente
en el anillo aroméatico fueron las que requirieron mas tiempo de agitacién para la
preparacién de los oxalatos y a su vez fueron las que presentaron mayor dificultad
en el proceso. La molécula designada como ARO3, la cual tiene un grupo hidroxilo
en posicion meta-, no pudo ser precipitada como sal mediante este método,
probandose distintas variaciones en la metodologia sin arrojar resultados positivos.

Tabla 7. Tiempos de agitacion para cada una de las sales de acido oxalico.

tiempo de agitacion (h) Molécula
2 ARO1, ARO5
4 ARO6, ARO7, AR09, AR10, AR11, AR13
14 AR12, AR14
24 ARO02, AR04, AR08, AR15
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6.3.3 Anadlisis Espectroscédpico

La Figura 35 muestra el espectro de *H-RMN para Pargilina (AR01). Esta permite
ilustrar las sefales caracteristicas que presentan todos los compuestos
sintetizados, las cuales corresponden a los hidrégenos de la cadena alquilamina
que no fue sometida a cambios, por lo que en el desplazamiento quimico que
presentan estas sefiales fueron similares en todas las moléculas sintetizadas, por
lo que el analisis realizado para esta estructura puede ser extrapolado para todas
las moléculas planteadas en este estudio.
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Figura 35. Espectro 'H-RMN de ARO1 Pargilina.

Las sefales caracteristicas son principalmente cuatro, el grupo metilo (2,84 ppm)
apantallado por la presencia del nitrégeno cercano; el hidrégeno del grupo acetileno
(3,1 ppm); mientras que los metilenos de la cadena alquilamina tienen diferentes
desplazamientos, donde el mas apantallado corresponde al mas cercano al triple
enlace (3,89 ppm), siendo el restante desapantallado por su cercania con el anillo
aromatico (4,32 ppm). La sefial singulete observada corresponde al solvente D20

(4,7 ppm).

Los protones correspondientes al anillo aromatico son los que permitieron verificar
la sustitucion en esta parte de las moléculas (~7 ppm). En el caso de la Pargilina
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s6lo se observa una sefial (7,43 ppm), correspondiente a un benceno
monosustituido.

Se puede establecer una comparacién en detalle consultando la seccion de anexo,
donde se adjuntan todos los espectros de Los espectros de *H-RMN y de *C-RMN
de las moléculas sintetizadas.

7. Conclusiones

Las conformaciones obtenidas mediante los estudios de acoplamiento molecular
muestran que se cumplen las interacciones descritas para ambas isoformas en los
sitios activos de MAO, acomodandose a una distancia lo suficientemente cercana
al N(5) del anillo se isoaloxazina del FAD para formar el enlace covalente necesario
para la inhibicion de MAOs realizada por este tipo de moléculas derivadas de
propargilaminas, lo que indica que las moléculas propuestas podran interactuar con
estas enzimas. Esto también puede ser confirmado por las energias obtenidas con
los estudios realizados en ambas isoformas, donde todos los resultados fueron
favorables para la unién entre los ligandos y ambas isoformas de MAO; sin
embargo, se hace necesario profundizar en este tipo de estudios tedricos, con la
realizacion de estudios de dinamica molecular que permitan predecir la forma en
gue cada una de estas estructuras acceden al sitio activo, complementando los
datos obtenidos en esta tesis.

Los resultados de los estudios teéricos de pKa sugieren que un cambio en los
hidrogenos presentes en el anillo aromatico de la Pargilina por sustituyentes tales
como grupos nitro o hidroxilo en posicion orto- del anillo, provocarian un cambio en
la acidez de los protones de la cadena alquilamina que no ha sido considerado en
estudios previos de mecanismos por los cuales se lleva a cabo la inhibicion de MAO
por propargilaminas. El considerar estos nuevos antecedentes, podria entregar
nuevas directrices en el desarrollo de nuevos farmacos orientados al tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Los métodos de sintesis utilizados demostraron ser convenientes y simples de llevar
a cabo, con buenos rendimientos para la obtencion de esta clase de compuestos,
pudiendo producir sin inconvenientes estas moléculas, las que seran puestas a
disposicion de nuevos grupos de investigacion que puedan estudiar
experimentalmente sus caracteristicas en futuras investigaciones.
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