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RESUMEN

TiTULO: Disefio y sintesis de a-aminonitrilos, analogos del alcaloide girgensohnina,
como nuevos insecticidas: Evaluacion de su mecanismo de accion a nivel inhibicion
de la AChE y bioenergética mitocondrial sobre vectores de Dengue y Chagas’

AUTOR: CARRENO OTERO, Aurora Lisette.*

PALABRAS CLAVES: Reacciéon de Strecker, catalizador SSA, girgensohnina, a-
aminonitrilos, insectos vectores, enzimas detoxificantes, enzima acetilcolinesterasa,
actividad insecticida, evaluacion enzimatica, modelos de evaluacion in vivo.

A través de los afios, la quimica organica se ha establecido como una poderosa
ciencia experimental al brindar la posibilidad de acceder a un amplio numero de
sustancias de origen sintético y natural, las cuales han encontrado una amplia
variedad de aplicaciones a nivel farmacéutico, biolégico, bioquimico, industrial y
agricola, entre otras. Realizando una variacion sobre la metodologia reportada por
Vargas y Kouznetsov, se usé el alcaloide girgensohnina como modelo natural en el
disefio y generacion de nuevas series de a-aminonitrilos mediante el uso de la
reaccion de Strecker catalizada por SSA entre benzaldehidos sustituidos,
heterociclos nitrogenados y fuentes de cianuro.

Los resultados de inhibicién sobre la enzima acetilcolinesterasa de Electrophorus
electricus y los de actividad insecticida in vivo determinados para las moléculas
sintetizadas, llevaron a proponer a los sistemas generados como tacticas viables
para abordar los problemas socio-econdmicos de salud publica como son el control
de vectores. Se realizaron ensayos biologicos para evaluar su accién sobre
diferentes estadios del mosquito A. aegypti y sobre los instares ninfales | y V de
triatominos de R. prolixus encontrando valores de CLsg inferiores a 100 mg L. Para
la determinacion del mecanismo de accion de los compuestos sobre los vectores
previamente citados, se evaluo la bioenergética mitocondrial en larvas y la actividad
de las enzimas detoxificantes modificando la metodologia existente para mosquitos
adultos.

En conclusion, las condiciones de quimica verde, la simplicidad y la eficacia del
procedimiento sintético empleado para la generacion de los a-aminonitrilos no solo
permitieron su preparacion a gran escala sino su evaluacion tanto in vivo e in vitro
sobre diferentes modelos de insectos contribuyendo con el estudio y elucidacion de
sSu mecanismo de accion.

T Tesis Doctoral

* Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Director: Kouznetsov, V. V.
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ABSTRACT

TITLE: Design and synthesis of a-aminonitriles, girgensohnine alkaloid analogs, as
new insecticides: Evaluation of its mechanism of action as AChE inhibitor and its
behavior on the mitochondrial bioenergetics on dengue and Chagas vectors.?

AUTHOR: CARRENO OTERO, Aurora Lisette.*

KEYWORDS: Strecker reaction, SSA catalyst, girgensohnine, a-aminonitriles,
vectors, detoxification enzymes, acetylcholinesterase enzyme, insecticidal activity,
enzymatic evaluation, in vivo evaluation models.

Over the years, organic chemistry has established itself as a powerful experimental
science providing the possibility of accessing a large number of substances of
synthetic and natural origin, which have found a wide variety of applications at the
pharmaceutical, biological, biochemical, industrial and agricultural, among others.

Girgensohnine alkaloid was used as a natural model in the design and generation of
new series of a-aminonitriles. Using a variation on the Strecker methodology
reported by Vargas and Kouznetsov, a catalyzed by SSA between substituted
benzaldehydes, nitrogen heterocycles and cyanide sources was used for the
generation of the molecules of interest.

Inhibition results on Electrophorus electricus acetylcholinesterase AChE and in vivo
insecticidal activity determined for the synthesized molecules, led to propose these
new generated systems as viable tactics to address socio-economic problems of
public health such as vector control. Biological tests were conducted to evaluate its
action on different stages of the A. aegypti mosquito and on the nymphic instars |
and V of R. prolixus triatomines finding LCso values lower than 100 mg L. For
determination of the mechanism of action of these compounds on the previously
mentioned vectors, mitochondrial bioenergetics on larvae and the activity of
detoxifying enzymes were evaluated modifying the existing methodologies for adult
mosquitoes.

In conclusion, the green chemistry conditions, the simplicity and the efficiency of the
synthetic procedure used for the generation of the a-aminonitriles not only allowed
its preparation on a large scale but its evaluation both in vivo and in vitro on different
models of insects and enzymes contributing to the study and elucidation of its
mechanism of action.

3 Research Work

4 Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Research advisor: Kouznetsov, V.V.
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INTRODUCCION

Previo al siglo XIX, la quimica se enfocaba en el estudio y aislamiento de sustancias
naturales encontradas principalmente en las plantas, con las que se buscaba dar
tratamiento a dolencias siendo esta la unica fuente de medicacion. Un avance
significativo se logré después de que en 1828 Friedrich Wohler sintetizara la urea,
demostrando que era posible la obtencion, en el laboratorio, de productos
encontrados en los organismos vivos. Este hecho impulso la sintesis de diferentes
compuestos organicos incluso aquellos que no se encontraban de forma natural y

aun asi presentaban alguna actividad biologica.

Apoyada en el desarrollo de técnicas para la caracterizacion estructural de estas
nuevas moléculas y protocolos para su evaluacion bioldgica, la sintesis organica se
convirtio en una de las herramientas mas destacadas y la base del desarrollo y
progreso de la humanidad. Con aportes significativos que van desde medicinas para
el tratamiento o prevencion de enfermedades, agroquimicos para la proteccion de
cultivos y el suministro de alimentos, hasta materiales y fibras sintéticas para dar
abrigo y refugio, no es una sorpresa entonces que la expectativa de vida ascendiera
de los 30 afios a mediados del siglo XIX hasta cerca de los 70 afos para finales del
siglo XX.

Es asi que la quimica organica sintética se ha centrado desde siempre no solo en
el descubrimiento de los beneficios de los productos naturales, sino también en el
desarrollo de nuevas técnicas y métodos que permiten la sintesis de productos
bioactivos. La escasa presencia de estos productos de forma natural en la corteza,
hojas, frutos y semillas de las plantas mantiene a todo quimico organico en la
busqueda de nuevas metodologias que permitan replicar lo que la naturaleza
produce de forma magnifica. De esta manera se observé una aceleracién en el
desarrollo de la quimica medicinal ya que la sintesis organica generaba los
conocimientos en torno a los métodos de construccion de entidades quimicas con

propiedades privilegiadas, mientras que la bioquimica ofrecia informacion en torno
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al funcionamiento de los sistemas bioldgicos y su respuesta frente a las moléculas
generadas. Este avance mancomunado permitié generar librerias moleculares
determinando los derivados o familias de productos que podian ser explotados y a
su vez podrian ser utilizados como moléculas cabezas de serie para su aplicacion

en diferentes campos como en las ciencias biomédicas.

Este estudio particular y la determinacion de las sustancias naturales responsables
de las actividades biolégicas observadas llevaron a determinar que muchas de ellas
se presentaban como sistemas heterociclicos nitrogenados denominados
alcaloides. Aunque son un grupo muy diverso de estructuras moleculares, estos
metabolitos secundarios se derivan generalmente de los aminoacidos L-lisina, L-
ornitina, L-tirosina, L-triptéfano, L-histidina, L-fenilalanina, de los acidos nicotinico y
antranilico, del acetato o por procesos de transaminacion a partir de las vias de
acetato, shikimato y mevalonato. Su estudio permitié reconocer que alcaloides
similares pueden tener no solo rutas biosintéticas bastante diferentes sino también

variadas e intensas acciones fisioldgicas.

La determinacion del rol de un alcaloide en la planta que lo genera le permite a la
quimica sintética no solo determinar su estructura sino desarrollar metodologias que
permitan su obtencion en mayores cantidades a las encontradas de forma natural.
Determinar o generar protocolos para lograr su sintesis supone grandes beneficios,
principalmente permite también la generacion de nuevos sistemas con
modificaciones estructurales buscando potenciar su accién y ademas permite su
estudio y evaluacion sobre diferentes sistemas biologicos. Estos conocimientos han
permitido brindar soluciones a problemas de importancia a nivel mundial que afectan

tanto directa como indirectamente a los seres vivos.

El surgimiento de nuevas enfermedades, ademas de las existentes, que no cuentan
con tratamientos completamente efectivos, como diferentes tipos de cancer,
enfermedades parasitarias y virales, contindan estimulando la interfaz entre la

quimica organica y la bioquimica. Entre los padecimientos que aquejan
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especialmente a paises en desarrollo se cuentan los transmitidos por insectos

vectores como los mosquitos y los triatominos.

En el caso de los mosquitos, aunque individuos del género Culex y Anopheles son
responsables de transmitir enfermedades importantes como el virus del Nilo
Occidental, la filariasis, encefalitis virales y la malaria, son aquellos del género
Aedes los mas comunes y los de mayor relevancia en la salud publica mundial. Dos
especies importantes de este grupo taxondémico, Aedes aegyptiy Aedes albopictus,
los cuales son responsables de transmitir los virus que causan fiebre dengue, fiebre

amarilla, chikungunya, y virus del Zika.

Referente a los triatominos, son insectos responsables de transmitir protozoos
flagelados del género Trypanosoma, agentes causantes de la enfermedad
parasitaria del mal de Chagas. Debido a que generalmente se presenta de forma
asintomatica y que los farmacos Nifurtimox y Benznidazol solo son efectivos en la
fase aguda de la enfermedad, alrededor del 30% de los pacientes desarrollan dafio
cardiaco y alrededor de un 10% sufren transtornos motores gastrointestinales.

Debido a que tanto el dengue como el mal de Chagas estan entre las 18
enfermedades denominadas desatendidas u olvidadas, estas enfermedades
representan un problema grave de salud en 17 paises de America. Ademas, la
incidencia de nuevas enfermedades como el chikungunya y el Zika plantea nuevos
desafios para la salud publica en todos los paises tropicales y subtropicales del
planeta.

En busca de soluciones viables a problemas de salud publica que afectan a nuestra
poblacidén, como los previamente expuestos, el Laboratorio de Quimica Organica y
Biomolecular LQOBIo se encuentra comprometido con la busqueda de soluciones
viables a problemas de gran impacto, incursionando en el campo de la quimica
sintética de productos naturales y sus derivados y en el de quimica medicinal con el
desarrollo y consolidacion de metodologias que permiten la obtencion de moléculas
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con diferentes actividades biolégicas como las antifungicas, antiparasitarias y

anticancerigenas.

Este es el caso del alcaloide natural girgensohnina, metabolito secundario
encontrado en el arbusto Girgensohnia oppositiflora (Fam. Chenopoidaceae). Este
metabolito, como fue reportado por Vargas y Kouznetsov en el 2013, presenta
actividad inhibitoria moderada sobre la enzima acetilcolinesterasa AChE, proteina
encargada de la degradacion del neurotransmisor acetilcolina. El uso de moléculas
antropogénicas con esta actividad son empleadas como insecticidas buscando
disminuir las poblaciones de artropodos vectores de diferentes enfermedades.
Buscando contribuir con el control de padecimientos causados por insectos como
los mosquitos y triatominos, este proyecto busco la generacidn de librerias de
nuevos y diversos a-aminonitrilos y plante6 diferentes ensayos biologicos in vitro
para evaluar su accion sobre diferentes estadios del mosquito Aedes aegyptiy sobre
los instares ninfales | y V de triatominos Rhodnius prolixus. Finalmente, se
involucraron calculos computacionales y ensayos in vivo de las moléculas mas
activas con lo que se contribuyd con el estudio del mecanismo de accion de las

moléculas generadas.

El presente trabajo ha sido estructurado en 4 capitulos, cada uno de las cuales
presenta su propia estructura soportada en los diferentes articulos publicados
productos de esta investigacion. Mientras que en el primer capitulo se incluye una
revision de los fundamentos tedricos de la investigacion, los capitulos siguientes
presentan los resultados obtenidos referentes a la sintesis y caracterizacion de las
moléculas obtenidas, a las evaluaciones in vitro e in vivo realizadas y a los calculos
computacionales donde se evalud la interaccidn receptor-ligando de los analogos
generados sobre la enzima AChE.

Capitulo primero: Reacciones multicomponentes como estrategias de sintesis

para la diversificacion estructural de moléculas organicas.
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Capitulo segundo: Sintesis “one-pof’ de a-aminonitrilos sustituidos, analogos al

alcaloide natural girgensohnina, via la reaccion de Strecker de tres componentes.

Capitulo tercero: Evaluacion bioldgica in vitro y docking molecular de analogos del
alcaloide girgensohnina como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa AChE.

Capitulo cuarto: Evaluacion la actividad in vivo e in vitro de analogos de la

girgensohnina frente a diferentes modelos animales.
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1. REACCIONES MULTICOMPONENTES COMO ESTRATEGIAS DE
SINTESIS PARA LA DIVERSIFICACION ESTRUCTURAL DE
MOLECULAS ORGANICAS.

Las reacciones multicomponentes (RMCs), investigadas desde hace mas de dos
décadas, se consideran una estrategia sintética de gran importancia debido a su
alta eficiencia, facil ejecucién y economia atémica (Esquema 1)."> Comparadas con
las reacciones organicas convencionales, las RMCs presentan grandes ventajas,
como su alta convergencia, que permite disminuir los tiempos de reaccién y ofrece
productos con gran complejidad estructural.® Este tipo de reacciones proveen un
nuevo enfoque hacia la sintesis eficiente de nuevas bibliotecas de compuestos y a
andamios altamente funcionalizados, siendo reconocida por su alta relevancia en el
descubrimiento de farmacos, sintesis total y bioconjugacién.* La planificacion de la
sintesis de productos bajo RMCs junto con la prediccion in silico e in vitro de sus
propiedades biolégicas es una nueva y poderosa herramienta para el

descubrimiento de farmacos.>®

Las RMCs se han clasificado en tres tipos diferentes: las de tipo | donde se presenta
un equilibrio entre las diferentes subreacciones incluidas en la que se forma el
producto final y generalmente las constituyen tres componentes que forman sus
productos a partir de aminas, compuestos carbonilicos y compuestos nucleofilicos
neutros o aniones de acidos débiles. Como ejemplos de estas RMCs se tienen a las
reacciones de Strecker y de Mannich. En las clasificadas como tipo IlI, como las
reacciones de Hantzsch, Biginelli y Bucherer-Bergs, tanto los aductos como los
intermediarios se encuentran en equilibrio y el compuesto final se obtiene como
resultado de una reaccion irreversible y a veces, secuencial (reaccion de Ugi). Las

RMCs de tipo lll, con pocos ejemplos en la quimica preparativa, son empleadas por
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las células en diferentes procesos bioquimicos debido a que el producto final se
forma como resultado de reacciones reversibles secuenciales. Los productos
generados empleando RMCs estan fuertemente condicionados por la naturaleza de
los disolventes, los catalizadores, las concentraciones y tipo de precursores,
haciendo que la optimizacion de las condiciones de reaccion sea mas exigente en
comparacion con aquellas necesarias para reacciones secuenciales. Esta exigencia
adquiere gran importancia debido a que, en la actualidad, varias reacciones
multicomponentes se emplean para la sintesis de series de compuestos con

potenciales aplicaciones en el desarrollo de farmacos y en la ciencia de materiales.’

Esquema 1. Reacciones multicomponentes mas reconocidas
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1.1.IMINAS EN LAS REACCIONES MULTICOMPONENTES (RMCS)

Desde la primera reaccion multicomponente, reportada en 1850 por Adolph Strecker
para la sintesis de a-aminonitrilos, las iminas estan involucradas en varias RMCs,
como las reacciones de Hantzsch reportada en 1882, Biginelli en 1893, Mannich en
1912 y Ugi en 1959 (Esquema 2).8° Las RMCs basadas en iminas (como sustrato
o intermediario) continuan ganando una atencion considerable ya que compuestos
que presentan nitrogeno en su estructura se encuentran en la naturaleza, son
bioldbgicamente activos y se ha encontrado que estas unidades nitrogenadas juegan
importantes roles en su bioactividad.

Esquema 2. Reacciones multicomponentes de Strecker y Ugi.
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1 N 1
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Existe una gran disponibilidad comercial de cientos de aminas y aldehidos con los
cuales se pueden acceder a un gran numero de intermediarios iminicos que pueden
llevar a la generacion de andamios de diversidad molecular. Por esto, las iminas
son consideradas bloques de construccion versatiles en RMCs para la sintesis
drigida a la diversidad (DOS) y son indispensables para los estudios de relacion

estructura-actividad (SAR)."°

Las iminas exhiben un comportamiento quimico interesante en las reacciones

multicomponentes. Su atomo de nitrégeno rico en electrones no solo puede actuar
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como un nucledfilo sino también se comportan como grupos carbonil electrofilicos
enmascarados en presencia de buenos C-nucledfilos brindando productos tipo
Mannich. La electrofilicidad de las iminas pueden incrementarse protonando su
nitrogeno usando acidos de Brgnsted y Lewis e incluso también pueden usarse
como azadienos (cuando R3 es arilo) o incluso como diendfilos en reacciones de

cicloadicion (Figura 1).!"
Figura 1. Reactividad de las iminas.

Nucledfilo

lR
TS

Diendfilo — || ]4— Azadieno
R4 T Rz

Electroéfilo

Aunque su reactividad es alta, frecuentemente reaccionan con marcada selectividad
en casos especificos, ya que ésta depende de tanto los componentes de la reaccion,
asi como de la naturaleza de los sustituyentes presentes en la amina y aldehidos
de las que proceden. El equilibrio de la reaccion controla la formacion de la imina,
la cual se da eliminando agua para de esta manera dirigirla a los productos. La imina
formada puede ser facilmente hidrolizada adicionando agua y cantidades cataliticas
de acidos. Ademas de la hidrdlisis, las iminas también pueden participar en otros
dos tipos de reaccion controladas por el equilibrio como lo son las de intercambio y
metatesis (Esquema 3).
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Esquema 3. Reactividad reversible observada en las iminas.

R1/N§/R5 . R4/N§/R2
Metatesis
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Intercambio
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RS/ 2

R3/N§/R2 + R4—NH,

Un ejemplo de su alta reactividad se observé cuando Choudhury y colaboradores
trataron de realizar una reacciéon de tres componentes tipo Mannich empleando
malononitrilo."” Encontraron que en lugar del producto tipo Mannich se generaba un
producto diferente debido a la condensacion de Knoevenagel, lo que llevo a concluir
que la imina formada era hidrolizada por el acidos de Lewis empleado como
catalizador y el aldehido libre reaccionaba entonces con el malononitrilo para brindar

dicho producto (Esquema 4).

Esquema 4. Reactividad de las iminas frente al malononitrilo.
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11.1. Comportamiento de las iminas como electréfilos. El
comportamiento quimico del del doble enlace C=N es comparable al observado en
C=0. Cuando un nucledfilo ataca un sistema carbonilico se requiere muy poca
energia para distorsionar la polaridad del enlace = debido a que el atomo de oxigeno
es mas electronegativo y acomoda mejor la carga. Se puede, sin embargo, activar
la imina por tratamiento con cantidades cataliticas de un acido para generar un
cation iminio, producido por la protonacion del nitrégeno de la imina, el cual es un
electrofilo altamente reactivo y el ataque sobre esta carga positiva genera como
intermediario una especie neutra (Esquema 5). Debido a la necesidad protonar el

sistema, las iminas son menos electrofilicas que los aldehidos y las cetonas.

Esquema 5. Ataque nucledfilo a sistemas carbonilos e iminas.

R1/—; R1 —
B O —> Nu 0]
Nu/_‘RZ: A’F;
Ri .. + H* R /7 R+ Ry, — N
=N >=NHR <— >»~NHR | —> /v>:NHR — R1“)\NHR
R, R Ro Ro N R Ro
u

1.1.2. Reaccién de Mannich. Las iminas actuan como electroéfilos en
la mayoria de las RMCs. Entre estas reacciones, la reaccion de Mannich es una de
las reacciones de tres componentes mas ampliamente usadas debido a que es
posible la formacién de enlaces C-C. Esta caracteristica la convirtio en una de las
reacciones mas importantes y fundamentales en la sintesis organica.'? La reaccion
de Mannich involucra un aldehido no enolizable, una amina primaria o secundaria 'y
un compuesto carbonilo enolizable para generar compuestos -aminocarbonilos, los
cuales son intermediarios importantes para, por ejemplo, la sintesis de productos

naturales y farmacéuticos.'>"

La sintesis de N-heterociclos que involucran la iminas en RMCs han ganado
popularidad en la comunidad cientifica. Liang y colaboradores reportaron en 2007
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la sintesis sencilla y eficiente de 1,3-diaril-5-espirohexahidropirimidinas 1 via
condensacidon one pot entre anilinas, formaldehido y ciclohexanonas en presencia
de (S)-prolina como organocatalizador.’® En este caso seis moléculas estan
involucradas y seis nuevos enlaces covalentes generan productos biciclicos

(Esquema 6).

Esquema 6. Sintesis de 1,3-diaril-5-espirohexahidropirimidinas via condensacién one-pot.
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Dixon y colaboradores reportaron la reaccidon de tres componentes nitro-
Mannich/lactamizacion en cascada entre aldehidos, aminas y un nitro ester
(Esquema 7).'® Se encontr6é que la imina formada intercambiaba un proton con el
nitroalcano acidico, lo que sugiri6é que el par A era reactivado y entonces se daba el
producto B por una adicién tipo Mannich. Finalmente, el ataque nucleofilico de la
amina sobre la funcién ester de B lleva a la lactamizacion irreversible que ofrecié el

producto esperado 2 con una alta diastereoselectividad.
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Esquema 7. Reaccién de tres componentes nitro-Mannich/lactamizacion.

R |
| Ry NH H.+.R4 (0]
N . 0 { -
o © = M — Ty N/\)]\O/
O,N o Ry~ H 2
O,N (1
2 B A

El caracter electrofilico de las iminas también fue explorada por Liu y colaboradores
para obtener imidazo[1,2-a]piridinas 3 via la RMC de 2-aminopiridinas, aldehidos y
alquinos en presencia del sistema CuSO4/TsOH como catalizador (Esquema 8).""
El ataque nucleofilico del alquino sobre la imina gener6 la propargilamina y
seguidamente un ataque nucleofilico intramolecular del nitrdgeno en el anillo de
piridina sobre el triple enlace y la isomerizacién aromatica del intermediario ciclico
brind6 el producto final. Esta metodologia no es adecuada cuando se emplean
sustratos que contiene sustituyentes hidroxilos, dialquilaminicos o bromados.

Esquema 8. Sintesis de imidazo [1,2-a]piridinas via RMC.

R (j
. /ﬁ\ o Cuso, 2 KN Ny
2 * + Ry—=—H __ISOH _ -
KN )J\H 8 Tolueno 2‘\<
Ri

Los sistemas heterociclicos que contienen un nucleo de quinolina han encontrado
una amplia aplicacién en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de receptores
de la hormona concentradora de melanina, enfermedades proliferativas celulares,
encefalopatias espongiformes transmisibles, tumores malignos como el cancer de
estomago, tumores cerebrales, cancer de intestino grueso, e infecciones
bacterianas en mamiferos. La reaccion tipo Mannich que involucra aldehidos
aromaticos, naftalen-2-amina y tetrahidropiran-4-ona bajo condiciones de reflujo y

en presencia de cantidades cataliticas de yodo generd los derivados 1-H-5-

36



arilbenzo[flpirano[3,4-c]quinolinicos 4, en Ilugar de los -aminocetonas

generalmente obtenidas (Esquema 9).'®

Esquema 9. Sintesis de derivados 1-H-5-arilbenzo[f]pirano[3,4-c]quinolinicos.

o] O o)
NH, I
ACHO  + + - N
THF _
(@] N Ar
4

De acuerdo con el mecanismo propuesto, el enol formado de la tetrahidropiran-4-
ona ataca la base de Schiff activada con yodo, el cual sufre una ciclacion
intramolecular de Friedel-Crafts y su subsecuente deshidratacion brindando una
dihidroquinolina, la cual es seguidamente oxidada por el aire para ofrecer los

productos aromatizados 1-H-5-arilbenzo[f]pirano[3,4-c]quinolinicos.

El uso de acidos organobordnicos en la reacciéon de Mannich, reportada en 1993
por Petasis y colaboradores involucro la condensacion one-pot de tres componentes
entre un acido aril o alquil boronico, una amina y un aldehido a temperatura
ambiente para generar aminas sustituidas.’ Una mejora significativa a esta
metodologia, publicada por Mandai et al., empled varios 2-piridinecarbaldehidos con
aminas secundarias y acido bordnico, bajo condiciones libres de catalizador, para
generar los derivados deseados 5 con rendimientos superiores al 96% (Esquema
10).20
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Esquema 10. Condensacion one-pot de tres componentes bajo condiciones libres de catalizador.

NBn,
N CHO MeCN
R_:( = + HNBn2 + (Ho)ZB/\/Ph4> R(N\ = Ph
= s

3]

1.1.3. Naturaleza nucleofilica de las iminas en RMCs. E| caracter
nucleofilico de las iminas se debe al par de electrones libres que presenta el atomo
de nitrégeno. Cuando los sustituyentes de las iminas son especies ricas en
electrones y el sustrato de la reaccion es deficiente de electrones como los cloruros
de acilo, la imina exhibe su nucleofilicidad para ofrecer los cloruros N-aciliminio

correspondientes (Esquema 11).

Esquema 11. Nucleofilicidad de las iminas.

o
Ry .. o + R
>:N + )J\ — R3)J\JN\ 2 le

R "H

Arndtsen y colaboradores desarrollaron variadas RMCs donde el primer paso es el
ataque nucleofilico de la imina sobre los cloruros de acilo deficientes de electrones
seguida por una adicion de tres componentes, brindando una libreria de moléculas
con potenciales actividades biolégicas. La reaccion multicomponente de iminas,
cloruros de acilo y alquinos en presencia de un catalizador de paladio y mondéxido
de carbono es una aproximacion conveniente para acceder a diversos derivados del
pirrol (Esquema 12).2' En esta reaccion, la sal aciliminio experimenta una adicion
oxidativa con el paladio y se incorpora entonces el mondxido de carbono
proporciona un intermediario de paladio altamente activo. La eliminacién del HCI de
este intermediario brinda un producto ciclico y su isébmero ceteno aciclico, para que
finalmente se de la adicion 1,3-dipolar a alquinos para formar los pirroles deseados
6.
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Esquema 12. Sintesis de derivados del pirrol.

0 H R, Re
+ _R, | Ry——=R N__R
Fis)LN’R2 o~ —Pd. OC;PdXN 2| T4 — 75 Ry ] s
J\ co cl N )\ -CO, \
R H 0% “Rs H, s

Usando una estrategia similar, demostraron que una amplia variedad de derivados
7 del imidazol pueden ser generados a partir de la RMC de dos iminas diferentes y
cloruros de acido en presencia de Pd/CO (Esquema 13).%? Los imidazoles han
encontrado gran utilidad en una amplia gama de areas incluyéndolos como nucleos
importantes para el disefio de farmaco por ejemplo, como inhibidores de la
angiotensina Il, como agentes antiinflamatorios y anticancerigenos, como polimeros
conjugados y funcionales, productos naturales y complejos de coordinacion y
también se ha encontrado que estos productos sirven como precursores de

disolventes idnicos ambientalmente amigables y como ligandos de carbenos.

Esquema 13. Sintesis de derivados del imidazol.

R4
R Pdcat 0. O )=N ?i
-2 \
N § o W Mmoo
M R e N Y={
R{ O H 3 Ri R, R,

Arndtsen y colaboradores publicaron también una estrategia eficiente de tres
componentes usando iminas con alquinos y RCOCI para preparar las
propargilamidas 8 , usando Cul como catalizador (Esquema 14).23 Entre las ventajas
que presenta esta metodologia esta el uso de una amplia variedad de iminas, no
solamente ricas o pobres en electrones sino también aquellas derivadas de

heteroarilaldehidos, entre otros.
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Esquema 14. Preparacion de propargilaminas empleando Cul como catalizador.

)J\ -Ro

— Cul R3 N

N
| + + R;——H -
R )\H RS)J\CI 4 iProNEt R “«
! MeCN, rt T
8

Este proceso transcurre rapidamente con Cul como catalizador y proporciona un

R4

meétodo de acoplamiento de tres componentes eficiente para preparar
propargilamidas. El acoplamiento también puede ser diversificado para permitir la

formacién propargilaminas protegidas con el uso de cloroformiatos.

En el caso en el que se emplean iminas a,p-insaturadas y cloruros de acilo en
presencia de trifenilfosfina se obtuvieron pirroles 9 via eliminacion del 6xido de
fosfina seguida de una ciclacién (Esquema 15).2* Esta reaccion procede via una
reaccion de Wittig intramolecular y provee un amplio rango de pirroles en un solo

paso.

Esquema 15. Sintesis de pirroles via reacciéon de Wittig intramolecular.

0 O_Rs
R)I\CI )Ob R T R R Ez R %
.Ro ¢
’ . . R IN PPh; Ry | ! Base 3\[]/ | ! Rs \N/ Ry
= Frhs . Base_ - -
(6] -0=
N RSN/L'“ N R, Phop= Re ~O7FPNa
R R
| R4 RS R5 5 4
R5 = R1 9
Rs -

De igual forma, empleando una reaccidbn multicomponente ambientalmente
amigable tipo domino, se obtuvieron estructuras poliheterociclicas
(pirrolopiperazinicos y azaesteroidales) con potencial sintético y bioldgico.
(Esquema 16).25 Esta metodologia involucré cuatro diferentes reacciones, a saber:
|. adicion de Michael, Il. formacion de la aldimina, Ill. adicion nucleofilica que lleva

a un intermediario eno-iminio y IV. ciclacion tipo Pictet-Spengler.
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Esquema 16. Obtencion de estructuras poliheterociclicas

N_z
HoN
O O N« [
o + o + X
N =
COR

1.1.4. Iminas como azadienos en RMCs. El desarrollo de nuevas,
versatiles y eficientes metodologias para la sintesis de N-heterociclos ha sido desde
siempre de suma importancia para la comunidad cientifica. La reaccién aza-Diels-
Alder, por ejemplo, la cicloadicion [4+2] de iminas con alquenos, es una de las
estrategias mas ampliamente usadas para la generacion de sistemas N-
heterociclicos (tetrahidroquinolinas sustituidas) en un solo paso. Esta reaccion es
conocida como la reaccion de Povarov y sus productos son derivados quinolinicos

11 (Esquema 17).

Esquema 17. Cicloadicién [4+2] de iminas y alquenos.

o R H [EL( R
© + \WR . © +ﬁ [4+2] %/Rz 2
1 — — HN
N N
NH2 W R1

R;
1

En esta reaccion, el alqueno debe ser un sistema rico en electrones, lo que significa
que los grupos funcionales unidos al alqueno deben ser capaz de donar electrones.
La reaccion de Povarov requiere acidos de Lewis, como el trifluoruro de boro, para
activar la imina. Es necesario el empleo de diendfilos ricos en electrones y su
mecanismo se puede racionalizar por dos modelos mecanisticos, uno que envuelve
un mecanismo [4+2] concertado asincronico 0 un mecanismo paso a paso. Tanto
las aldiminas aromaticas como las N-alquil aldiminas pueden emplearse como

compuestos azadienos. La formacion de aldiminas con aldehidos alifaticos se
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complica debido a su facil hidrolisis y a su tendencia a experimentar condensaciones

alddlicas o polimerizaciones en condiciones acidas.

El diendfilo en la reaccion de imino Diels-Alder (reaccion de Povarov) esta
usualmente limitado a alquenos activos y ricos en electrones. Esta limitacién puede
ser superada introduciendo la tension de un anillo en el diendfilos. Smith y
colaboradores han demostrado que biciclos moderadamente tensionados como los
norbornenos reaccionan con N-arilaminas formadas in situ empleando acidos de
Lewis BF3OEt2, como catalizadores, obteniendose los productos 12 deseados

(Esquema 18).%6
Esquema 18. Empleo de norbornenos como diendfilos en la reaccién de Povarov.

R;—CHO

+ —

Lavilla y colaboradores exploraron la actividad catalitica de los acidos de Lewis InCl3
y Sc(OTf)s, para las reacciones de cicloadicion [4+2] entre iminas generadas in situ
y dihidropiridinas.?” Bajo esta metodologia se emplearon diferentes sustituyentes
unidos al nitrégeno dihidropiridinico y en la posicion C-3 se utilizaron diferentes
grupos electroatractores como el CN, CO:Me, CONH: genererando
tetrahidroquinolinas 13 y 14 altamente sustituidas con buenos rendimientos
(Esquema 19).
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Esquema 19. Cicloadicion [4+2] empleando InCI3 o Sc(OTf)3 como catalizador.

H :
R4
13 1

R1

H
4

Buscando expandir la versatilidad sintética de la reaccion de Povarov, e mismo
grupo emple6 3,4-dihidro-6-metil-2H-piran-2-ona, un enol ester como el alqueno rico
en electrones en la reaccién de Povarov (Esquema 20).28 El tratamiento de este
enol ester con p-toluidina y glioxalato de etilo empleando Sc(OTf)z como catalizador
en MeCN y a temperatura ambiente, brindaron inesperadamente las N-aril lactamas
15. Estos trabajos demuestran que los productos generados en las reacciones
multicomponentes de derivados de aldehidos, aminas y alquenos, varian con el

comportamiento quimico de todos los participantes en la reaccion.

Esquema 20. Generacién de N-aril lactamas via reaccion de Povarov.

R R
R
R N R
0.0 i Sc(OThH; i o o (O\ R
X + NH, + MeCN R N LEt HN
NH 0. _O._R _0 o
Me
« L
0”0 07 "OEt 0 0~ "OEt
15

Shidharan y colaboradores reportaron el uso de un catalizador CAN como un
meétodo conveniente para obtener sistemas 1,4-dihidropiridinicos usando reacciones
multicomponentes 1-azadienicas.?® En este caso al 1-azadieno produciendo in situ,
por la condensacién de aminas aromaticas se adiciond un compuesto B-
dicarbonilico generando los derivados de las 1,4-dihidropiridinas 16 con buenos
rendimientos (Esquema 21). Encontraron que el uso de aminas alifaticas o

aldehidos a,B-insaturados diferentes a derivados del cinamaldehido resultaron en
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masas de reaccion complejas obteniendo solo pequefias cantidades del producto
deseado.

Esquema 21. Sintesis de sistemas 1,4-dihidropiridinicos usando CAN como catalizador.

z . Re
0% o CAN 5 mol%
EtOH
NH, Rs
Rs
R

R4 R3

Rs 16
1.1.5. Iminas como dienéfilos en RMCs. La reaccién de iminas
como diendfilos con dienos es una herramienta poderosa para la construccion
rapida de heterociclos nitrogenados de seis miembros altamente funcionalizados,
como piperidinas y tetrahidroquinolinas. Usualmente, para esta reaccion se hace
necesario el uso de dienos activados como el dieno Danishefsky o iminas sustituidas
con grupos electro atractores. En general, la reactividad de las iminas como
diendfilos en muy baja, aunque esta desventaja se solventa empleando diferentes
acidos de Lewis. Asi, la reaccion de iminas y varios dienos en reacciones aza-Diels-
Alder catalizadas por acidos es considerada como una estrategia versatil para la
sintesis dirigida a la diversidad molecular DOS (Diversity Oriented Synthesis).

Akiyama y colaboradores han demostrado que en presencia de agua, las aldiminas
pueden ser generadas in situ de forma espontanea y la reaccion aza-Diels-Alder se
da sin problemas para proporcionar el producto de cicloadicion con buenos
rendimiento (Esquema 22).3° Bajo este protocolo se pueden obtener aldiminas

derivadas de aldehidos alifaticos.
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Esquema 22. Reaccion aza Diels-Alder con generacién de aldiminas in situ.

OTMS
HBF, R o
RCHO + ArNH, + _ >
= MeOHH,0 | N~
OMe

17

Alaimo y colaboradores reportaron la reaccién one pot de tres componentes
empleando nitroarenos, aldehidos y dienos Danishefsky usando indio tanto como
agente reductor como catalizador para la generacion in situ de In®" y asi acceder a
las dihidropiridin-4-onas 18.%' En este proceso, el In®" que se genera cataliza la
reaccion de cicloadicién en una secuencia one pot tandem. En su mecanismo, el In°
en presencia de NH4Cl genera InClz como producto de reaccion, y es este acido de
Lewis el que promueve la reaccion aza-Diels-Alder entre la imina y el dieno

agregado (Esquema 23).

Esquema 23. Obtencion de derivados de la dihidropiridin-4-ona usando sales de In®* como

catalizador.
In0 0
R'NO onp, RCHO_ - NRTTMSO In3* cat. J\)j
— —_—
2 EtOH/H,0 2 R) * \ oue RN
NH,CI R’

Khan y colaboradores desarrollaron una metodologia para acceder a piperidinas
altamente funcionalizadas 19 combinando aldehidos aromaticos, aminas y
compuestos 1,3-dicarbonilicos en presencia de cantidades cataliticas de bromuro
de bromodimetilsulfonio, donde la imina generada in situ actua como diendfilos
(Esquema 24).32
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Esquema 24. Sintesis de sistemas piperidinicos funcionalizados.

©/CHO 0 0 .
Me,S*BrBr
|, A e, Me:

_—
R1 + 3

El mecanismo propuesto en el caso de los B-cetoesteres, donde R es un grupo metil,
inicia con la enamina formada por la reaccién con la amina. Esta enamina puede
entonces reaccionar con el aldehido aromatico para generar un producto tipo
Knoevenagel, el cual tiene una tendencia espontanea de tautomerizacion bajo
condiciones acidas, para brindar el enlace intramolecular de hidrogeno de la
enamina generada. Este enlace de hidrégeno junto con su alta conjugacion es la

fuerza motriz para esta tautomerizacion (Esquema 25).

Esquema 25. Mecanismo propuesto para la generacion de los sistemas piperidinicos.
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1.2.REACCION DE STRECKER: ANTECEDENTES®

Conocida como la primera reaccion multicomponente, desarrollada en 1850 por
Adolph Strecker, la reaccién que lleva su nombre es la mas antigua ruta sintética
para la produccién de a-aminoacidos, los cuales se obtienen como resultado de la
condensacion entre un aldehido, una amina y NaCN en fase acida, seguida de una

hidrdlisis basica (Esquema 26).33:34

Esquema 26. Generacién de a-aminonitrilos via reaccion de Strecker.

Rg\
o NaCN Re~nH NH
+ Rp—NH, - > o
R1)J\H AcOH R1/kC¢N R1)Y
) OH

Los a-aminonitrilos han demostrado ser intermediarios versatiles en la sintesis de
aminoacidos naturales o sintéticos, péptidos, amidas y ademas de una variada
cantidad de heterociclos nitrogenados. Los productos de Strecker han sido
empleados como precursores para la sintesis de productos farmacéuticos notables

como el ecteinascidin-743, la ftalascidina-650 y la saframicina A (Figura 2).35-38

Figura 2. Productos farmacéuticos que contienen fragmentos a-aminonitrilicos.

CH3
Ecteinascidina-743 Saframicina A

Ftalascidina-650

5 Aunque la reaccion de Strecker se cataloga como una RMC de tipo I, al igual que la reaccion de Mannich,

debido a la relevancia que esta reaccion tuvo en esta investigacion se presenta el siguiente apartado.
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Modificaciones realizadas a la metodologia clasica de Strecker como variaciones en
la fuente de cianuro, condiciones de reaccion, compuestos carbonilicos y aminas
utilizadas, la convirtieron en una ruta muy atractiva al brindar productos de gran
importancia tanto a escala de laboratorio como a escala industrial.®® Es asi que su
fiabilidad, disponibilidad de los materiales de partida y su versatilidad la convirtieron
en un importante proceso para la obtencion de productos de interés quimico (como
herbicidas y agentes quelantes), biolégico (como aminoacidos) y farmacolégico

(como analgésicos y antimicéticos).84°

La formacion de estos productos generalmente se da a través de la adicidn
nucleofilica de la amina al carbono carbonilo en medio acido, brindando una imina,
cuando se emplean aminas primarias, o un ion iminio, en el caso de las aminas
secundarias, inclusive las ciclicas. Las iminas también pueden ser generadas por la
oxidacion de aminas secundarias. Zhu y colaboradores describieron una reaccion
de Strecker oxidativa que permitié la cianacién directa de p-metoxifenilaminas
protegidas empleando complejos de vanadio como catalizadores y TBHP como
agente oxidante.*! La cianacion ocurre sobre el carbono o teniendo ya sea un grupo
alquilo o uno aromatico. Se sugiere que el catalizador de vanadio es activado por el
TBHP el cual se coordina con la amina para realizar una transferencia de un solo
electron del centro de nitrégeno rico en electrones al complejo de vanadio generado,
seguidamente la homolisis O-O y la abstracciéon C-H brinda el ion iminio que

reacciona con el cianuro para generar los a-aminonitrilos (Esquema 27).

Esquema 27. Obtencion de a-aminonitrilos via reaccion de Strecker oxidativa

V cat.

M
O/OMG TBHP OO ° N/g\o
TMSCN =N_v.

Eagte vy

) CH4CN, 23°C, 24 h. o OMe
R R™ O CN

Catalizador de Vanadio
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1.21. Fuentes de cianuro. Al ser la cianacién de iminas una
importante herramienta para la construcciéon de moléculas en las que se encuentran
dos atomos de nitrégeno funcionalizados, la exploracion de fuentes de cianuro mas
seguras Yy eficientes sigue presentandose como un objetivo para el desarrollo de
nuevas metodologias.*?>*3 Entre los inconvenientes que surgen al emplear fuentes
de cianuro como acido HCN, (EtO).P(O)CN, EtAICN y BusSnCN, se cuentan
principalmente las fuertes condiciones de reaccion y la complejidad en su manejo.**
La manipulacion del HCN gaseoso y de los liquidos inestables y tdxicos
(EtO)2P(O)CN, EtAICN, BusSnCN y TMSCN (cianuro de trimetilsililo) es muy
engorrosa haciendose necesarias condiciones de seguridad especiales y mas

exigentes para su uso a pequefia y gran escala.*>46

Aunque para el TMSCN su desventaja se centra en su costo y adquisicion, cabe
resaltar las ventajas que ofrece, ya que en muchas reacciones no se requiere el uso
de catalizadores acidos para promover la reaccion (Esquema 28). Como condicion
se utilizan aldehidos y aminas aromaticas y se emplean disolventes organicos
polares (MeCN, tolueno o CH2Cl>) que mejoran considerablemente la solubilidad de
los precursores empleados.*”*® En estos casos los rendimientos son excelentes
(75-99%) facilitando el aislamiento y purificacion de los productos finales. Los
derivados cianohidrintrimetilsililicos no se detectan, permitiendo afirmar que el
TMSCN no es lo suficientemente nucleofilico para reaccionar con el precursor

carbonilico.
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Esquema 28. Ruta sintética de la reaccion de Strecker empleando TMSCN.

H.+.R
Q NH, N2
PR e ow
R H R{” H
+ TMSCN
CN
HsCud -
H3C,S|i—CH
3~ OH
ne N ox
HSC'(I) H3 R/I\N,RZ
/“<+ R ! H
Ry N2 /
1 H2 (CH3)3SIOH

Empleando en la reaccién de Strecker aldehidos y cetonas bajo condiciones
cataliticas suaves y libres de metales, Nammalwar y colaboradores sintetizaron una
serie de 30 a-aminonitrilos. Las iminas generadas entre el compuesto carbonilico y
las aminas se llevd a cabo usando NH4Cl al 30 mol% a 90°C y condiciones de
microondas usando TMSCN, reduciendo considerablemente el tiempo de reaccion
a unos pocos minutos.*® El estudio de disolventes realizado en esta investigacion
demostré que los mayores rendimientos se obtenian al emplear MeCN o etanol

como medios de reaccion.

La busqueda de mejores y mas seguras fuentes de cianuro condujo a la generacion
y empleo de la acetona cianhidrina (CN(OH)CMez). Este compuesto, utilizado en
las industrias quimicas y metalurgicas como agente acomplejante en el refinado y
separacion de metales al igual que en la de plasticos y caucho, es producido a partir
de la reaccion de acetona con NaCN en presencia de acido sulfurico. Sipos y
colaboradores generaron, in situ, alanos de aldiminas por la adicion de hidruro de
diisobutilaluminio a los nitrilos empleados, los cuales brindaron las iminas
correspondientes al reaccionar con (S)-(-)-1-feniletilamina.® La adicion nucleofilica
de las iminas en presencia de cantidades cataliticas de trietilamina y usando como
fuente de cianuro a la acetona cianhidrina, brindaron los a-aminonitrilos esperados
(Esquema 29). El empleo de variados alquil-, aril y arilalquilnitrilos demostraron la

importancia de los factores estéricos cuando se busca la sintesis de a-aminonitrilos.
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Esta conclusion fue soportada en el hecho de que, al emplear cianuro de alilo,

acrilonitrilo y cinamonitrilo, no se observé el producto esperado.

Esquema 29. Generacion de a-aminonitrilos via generacion aldiminas.

CHj

RN
DIBAL-H /\( (S)-(-)-1-Feniletilamina e
RCN —GH,Cl, ~ EwN, 78°C, 2h. |7 N

+
R CH,
NCJ\HJ\Q HO_ ON

1.2.2. Catalizadores empleados. Al igual que con las fuentes de
cianuro y hasta cierto punto debido a ellas, se han empleado y desarrollado diversos
tipos de catalizadores. Su implementacion ha permitido, en muchos casos, mejoras
significativas en los rendimientos y tiempos de reaccion.’’%2 Entre estos
catalizadores y debido a su economia, simplicidad operacional, estabilidad al
encontrarse con pequefias cantidades de agua y amplio rango de disolventes a
usar, sobresalen acidos de Lewis como InCl3,%3% BiCl3,%® CoCl»,%¢ Cu(OTf), y
NiCl,.%7

Desde hace algunos anos, los catalizadores heterogéneos soportados sobre gel de
silice o alumina han emergido en la metodologia organica sintética debido a
aspectos tanto ambientales como economicos e industriales (quimica verde). Entre
los catalizadores acidos mas usados se tienen los obtenidos a partir de gel de silice
o alumina y HF, H2SO4, HCIO4 y H3POs4, los cuales ofrecen incrementos en las
velocidades de reaccién, facil manejo, mayor selectividad y en la mayoria de los
casos un tratamiento mas sencillo de la masa de reaccion. Ademas, disminuyen los
problemas de corrosion de plantas y reactores a escala industrial y su reusabilidad
es uno sus beneficios mas importantes haciéndolos muy atractivos para su

aplicabilidad comercial.®®-%° Chen y colaboradores demostraron que después de la
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recuperacion por filtrado y lavado con CH2Cly, el catalizador podia ser empleado sin
perder actividad catalitica hasta por tres ciclos. Estudios mas recientes mostraron
que si el filtrado y lavado se realiza con CHCI3 y el secado se realiza a una
temperatura no mayor a 60°C, el catalizador puede ser utilizado, por lo menos,

durante cinco ciclos mas sin ninguna disminucion de su actividad.
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2. SINTESIS “ONE-POT’ DE o-AMINONITRILOS SUSTITUIDOS,
ANALOGOS AL ALCALOIDE NATURAL GIRGENSOHNINA, VIiA LA
REACCION DE STRECKER DE TRES COMPONENTES.

Articulos publicados del capitulo:

Andrés G. Rueda, Aurora L. Carrefio Otero, Jonny E. Duque L., Vladimir V.
Kouznetsov. Revista Brasileira de Entomologia, 62 (2018) 112—118.

Aurora L. Carrefio Otero, José H. Quintana, José Antonio Henao, Vladimir V.
Kouznetsov, José Miguel Delgado, Graciela Diaz de Delgado. Journal of Chemical
Crystallography, 48 (2017) 1-7.

Jose H. Quintana Mendoza, J. A. Henao, Aurora L. Carrefo Otero, Vladimir V.
Kouznetsov,. Powder Diffraction, 2 (2016) 149-152.

Aurora L. Carrerio Otero, Leonor Y. Vargas Méndez, Jonny E. Duque L., Vladimir
V. Kouznetsov. European Journal of Medicinal Chemistry, 78 (2014) 392-400.

2.1. RESUMEN

Las reacciones de condensacién multicomponente one pot son una importante
herramienta para la generacion eficiente de librerias orientadas a la diversidad. La
adicién de nucledfilos a enlaces iminicos generados in situ se presenta como un
proceso util para la generacion de moléculas que contienen nitrégeno tales como
aminas, aminonitrilos, aminofosfonatos y diferentes compuestos de interés. Entre

estos se destacan los a-aminonitrilos, clase importante y muy util de productos
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intermedios, que se emplean como precursores en la sintesis de a-aminoacidos,
diversos compuestos heterociclicos que contienen nitrogeno y moléculas bioactivas.
El alcaloide girgensohnina se emple6 como un modelo natural en el disefio de una
nueva serie de a-aminonitrilos. Los parametros ADMETox calculados para los
analogos disefiados revelaron buenos perfiles farmacocinéticos indicando sus
caracteristicas lipofilicas. A través de la reaccion clasica de Strecker de ftres
componentes se emplearon benzaldehidos comerciales, aminas heterociclicas
secundarias y una fuente de cianuro logrando la sintesis tanto el alcaloide natural
como de 70 a-aminonitrilos analogos con buenos rendimientos. Las reacciones
procedieron eficientemente empleando SSA como catalizador sélido a temperatura
ambiente. Los a-aminonitrilos esperados fueron purificados y sus caracteristicas
estructurales determinadas por técnicas espectroscopicas. El protocolo empleado
mostré ser eficiente al emplear aldehidos aromaticos y aminas secundarias

heterociclicas.

2.2. INTRODUCCION

Entre los mas de 50000 productos naturales estudiados hasta el afio 2000, algo mas
de 12000 moléculas son clasificadas como alcaloides, compuestos producidos por
el metabolismo secundario de organismos vivos, marcados con prominente
bioactividad y acompafiada numerosas veces de toxicidad.'? La afirmacién que
sostiene “200 anos de investigacion no han sido suficientes para explicar la
compleja conexidn entre los alcaloides y la vida”, se ve apoyada por el creciente
numero de investigaciones acerca de estos metabolitos, los cuales llegan a mas de
100000 comunicaciones y articulos publicados, aumentando cada afio con cientos
de trabajos adicionales.?

La gran variedad, en muchas ocasiones complejidad y propiedades biologicas de
las estructuras de los alcaloides han intrigado durante mucho tiempo a los cientificos

de diferentes ramas de investigacion. Debido al alto costo que supone para la planta
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la generacién de estas moléculas, por ejemplo como mecanismo de defensa
quimica, es recurrente encontrar en una misma molécula diferentes fragmentos
bioactivos que permiten su interaccién con varias diana moleculares.*® Si bien
identificar la actividad biologica de un alcaloide especifico y su rol dentro de un
organismo vivo ha llevado a estudiar y entender el por qué son producidos y
degradados, determinar su estructura le ha permitido a investigadores sintéticos

proponer rutas para su generacion.®

Dentro del amplio arsenal de metabolitos secundarios, especificamente aquellos
que contienen nitrogeno, existe un grupo de compuestos que exhiben al fragmento
nitrilico como caracteristica estructural particular. El estudio de estos compuestos,
clasificados como cianogénicos, ha generado numerosas publicaciones que buscan
determinar, aclarar y consolidar las diversas hipotesis que se tienen acerca de sus
rutas biosintéticas, funciones y roles en el desarrollo y sostén de las plantas que los
poseen. Por ejemplo, mientras se han encontrado niveles de acido prusico (HCN)
en diferentes plantas superiores no cianogénicas, en plantas como la Hevea
brasiliensis, con un porcentaje mayor al 80% de compuestos cianogénicos, no se

detecta la generacion de HCN.”

La mayoria de informacioén disponible que involucra el estudio de compuestos
cianogénicos se centra en aquellos con uno o mas fragmentos glucosidicos,
denominados glucdsidos cianogénicos. La amigdalina presente en las almendras,
semillas de melocoton, cerezas y ciruelas, la prunasina en las ciruelas negras y las
manzanas, la linamarina y la lotaustralina en algunas especies de trigo y yuca, y el
dhurrin que se encuentra en el sorgo, centeno y trigo, son algunos ejemplos de esta
familia de compuestos.®'* Alun mas extrafo, intrigante y dificil de explicar es la
presencia en la naturaleza de metabolitos sin el fragmento glucosidico, como el
alcaloide girgensohnina, el cual exhibe similitudes estructurales con el glucosido

cianogénico dhurrin.
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La girgensohnina es un metabolito cianogénico presente en la Girgensohnia
oppositiflora (Amaranthaceae) extraido con un rendimiento de no mas del 0,05%.
La escasez de este alcaloide de manera natural se ha evidenciado en trabajos que
buscaron su extraccion y aislamiento, pero informaron su ausencia en el material
evaluado.'>'® Diferentes factores como la baja proporcion de compuestos
cianogénicos no glucosidicos en la naturaleza y su uso como mecanismo de
defensa quimica contra insectos y herbivoros, los resultados desalentadores
alcanzados al tratar de aislar a la girgensohnina y su clasificacibn como a-

aminonitrilo llevaron a la busqueda de estrategias sintéticas para su generacion.

Aunque su elucidacion estructural se remonta a 1946, solo hasta el 2013 Vargas y
colaboradores del LQOBIo reportaron la sintesis de este alcaloide y de sus primeros
analogos a-aminonitrilicos empleando la reaccion de Strecker. Se utilizé piperidina,
p-hidroxibenzaldehido, NaCN y cantidades cataliticas de InCl; , obteniéndose el
alcaloide natural con un rendimiento del 76%."” Bajo esta metodologia y empleando
piperonal, p-hidroxibenzaldehido y piperidinas sustituidas se sintetizaron tres
nuevos analogos. La evaluacion de su accion inhibitoria sobre la enzima AChE y su
capacidad antioxidante mostraron que el analogo sintetizado empleando piperonal
inhibia a la AChE en un mayor grado que la girgensohnina. Este resultado indicé
que el alcaloide natural podria convertirse en un compuesto lider, el cual, sujeto a
transformaciones quimicas, podria ofrecer nuevos analogos con bioactividades mas

potentes.

De acuerdo con las caracteristicas de los a-aminonitrilos anteriormente expuestas
y a los resultados encontrados para el alcaloide girgensohnina, nuestro estudio se
centrd en: i) el disefio de a-aminonitrilos a partir de la estructura de girgensohnina;
ii) la determinacion y analisis de sus propiedades ADMETox in silico, con base en
la regla de Lipinski y iii) la preparacion de una quimioteca de nuevos analogos del
alcaloide girgensohnina.
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2.3. EXPERIMENTAL

2.3.1. Diseno racional: virtual screening y propiedades moleculares.
Se realizdé un estudio computacional de todos los compuestos propuestos para
predecir sus propiedades de absorcidn, distribucién, metabolismo, excrecion vy
toxicidad (ADME-Tox). Se determinaron tanto sus parametros de Lipinski asi como
de descriptores de area de la superficie polar (TPSA) y numero de enlaces rotables
(NER) empleando los recursos en linea Molinspiration, ALOGPS y OsirisWarrior
software (1).18:19
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos calculados para la girgensohnina 1 y los aminonitrilos propuestos 2-71.

CN
Ry
H '\O T H
HO Rs R4

)\(x

CN

Rs Rs
Girgenlohnina 2-7
PM LogP LogS nON nOHN ER tPSA
Comp. Ri R2 Rz n X R4+ Rs Formula H

<500 <5 452 <10 <5 <10 <140
1 H OH H 1 CH: H H CisHisN2O  216.28 2.05 -2.77 3 1 2 47.26
2 H OMe H 1 CH: H H Ci4H1sN20O  230.32 2.38 -3.10 3 0 3 36.26
3 H OMe H 1 CH: Me H CisH20N20 24433 2.63 -3.42 3 0 3 36.26
4 H OMe H 1 CH:Me H H CisH20N20 24434 2.63 -3.42 3 0 3 36.27
5 H OMe H 1 CH: H OH CiH1sN202 246.30 1.51 -2.46 4 1 3 56.49
6 H OMe H 0 CH: H H CiHisN2O 216,28 2.05 -2.79 3 0 3 36.26
7 H OMe H 1 O H H CisHisN202 23228 1.46 -2.31 4 0 3 45.49
8 H OMe H 1 NMe H H C14H1oN3O 24532 154 -2.39 4 0 3 39.50
9 H OMe H 1 N(CH2)20H H H  CisH21NsO2 27535 1.06 -2.11 5 1 5 59.73
10 H OMe H 1 Ph H - CisH1sN2O  278.35 3.09 -4.29 3 0 3 36.26
11 H OMe OMe 1 CH: H H CisHoN202 260.33 233 -3.22 4 0 4 45.49
12 H OMe OMe 1 CH: Me H  CieH2N202 274.36 259 -3.54 4 0 4 45.49
13 H OMe OMe 1 CH:Me H H CiH2N202 27436 2.58 -3.54 4 0 4 45.49
14 H OMe OMe 1 CH: H OH CisH2oN203 276.33 1.47 -2.58 5 1 4 65.72
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294.35
246.30
262.30
232.28
248.28
261.32
291.35
294.35
306.40
292.37
308.37
354.44
243.35
257.37
257.37
259.35
229.32
245.32
258.36
288.39
291.39

1.71
1.10
1.17
0.72
2.73
2.03
1.1
1.69
1.09
1.17
0.69
2.71
3.77
3.45
2.84
4.44
2.52
2.80
2.81
1.64
2.18
1.59
1.66
1.18
3.19

-2.57
-2.10
=217
-1.89
-4.06
-2.88
-2.24
-2.57
-2.10
=217
-1.89
-4.06
-4.93
-4.61
-4.14
-6.08
-3.16
-3.48
-3.48
-2.52
-2.85
-2.37
-2.45
=217
-4.34

N A WO W N WDNDNDNDWPKPMWW P> OO Oa b a b~ b o o o b

O -~ O O O ~ O O O O O O O A~ N 2 A a N 22 =22 N 22 2 -

W 01 W W W W W W W oo oo WwW O W W W W W wou w wow

56.49
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65 H Cl H 1 CH: H H CuHisCIN2 23472 298 -3.60 2 0 2 27.03

66 H cl H 0  ChH H H CuHiCIN2 22070 266 -329 2 0 2 27.03
67 H Cl H o 1 0 H H CQHgClNZ 23670 201 -2.81 3 0 2 36.26
68 H Cl H o 1 Ph H -  CrHisCIN: 28277 367 -479 2 0 2 27.03
69 H H H o 1 Ph H - CuHeN: 24832 311 -417 2 0 2 27.03
70 H OH H 1 Ph H -  CrHiN:O 26432 272 -395 3 1 2 47.26
1 1Ph - H o 1 Ph H -  CuHeN: 20838 4.03 -554 2 0 2 27.03

PM: Peso molecular (g/mol); LogP: coeficiente de particion n-octanol-agua; LogS: solubilidad acuosa; nON: aceptores de enlaces de
hidrogeno (expresados como la suma de Ns y Os); nOHNH: donadores de enlaces de hidrogeno (expresados como la suma de OHs
y NHs); NER: niumero de enlaces rotables y TPSA: area de superficie polar topoldgica.
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2.3.2. Consideraciones generales. Los precursores empleados se
adquirieron de las casas comerciales Merck, Sigma-Aldrich y J.T. Baker. Los
aldehidos solidos se usaron sin previa purificacion mientras que las aminas y los
aldehidos liquidos se destilaron antes de su uso. Todos los disolventes anhidros se
secaron y purificaron mediante técnicas estandar justo antes de su uso. El progreso
de las reacciones se controlé usando cromatografia en capa fina sobre placas de
alumina Silufol UV 254 TLC. La cromatografia en columna se llevo a cabo usando
gel de alumina (100-200) y una mezcla apropiada de éter de petréleo/acetato de

etilo para la elucion.

Los puntos de fusion se midieron en un aparato de punto de fusién de Fisher Johns.
Los analisis elementales se realizaron en un analizador PerkineElmer 2400 Series
Il. Los espectros IR se registraron en un espectrofotometro Lumex Infralum FT-02 y
los valores se expresan como vmax cm™'. Se utilizd un cromatégrafo de gases
Hewlett Packard 5890a Serie Il con un detector selectivo de masas HP 5972 con un
sistema de datos MS ChemStation de HP para la identificacion de EM a 70 eV
utilizando una columna capilar de 60 m recubierta con HP-5 [5% de
fenilpoli(dimetilsiloxano)]. Los espectros RMN de 'H y '3C se midieron en un
espectrometro Bruker AM-400 (400 MHz RMN 'H y 100 MHz RMN '3C), usando
CDCl3z o DMSO-d6 como disolventes. TMS se usé como un estandar interno. Los
cambios quimicos (3) y los valores J se informan en ppm y Hz, respectivamente. En
los espectros DEPT-135, las sefiales de los carbonos CH3 y CH como positivas (+)

y CH2 se muestran negativas (-). Los carbonos cuaternarios no se muestran.

El patrén de difraccion de polvo se registro a temperatura ambiente (298 K) en un
difractometro Bruker D8 Advance trabajando en la geometria de Bragg-Brentano
usando radiacion CuKa (A = 1,541 84 A), operando a 40 kV y 40 mA. El patron se
registré en pasos de 0.0156° (28), de 5° hasta 50° a 0.8 s/step™. El difractémetro
estaba equipado con ranuras de Soller primaria y secundaria de 2,5°, rendija de

divergencia de 0,6 mm, filtro de Ni de 0,02 mm y un detector LynxEye.
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Para el estudio de difraccion de rayos X de monocristal se seleccion6é un prisma
amarillo bajo el microscopio y se corté en un fragmento con dimensiones de 0,200
x 0,200 x 0,200 mm. Luego se montd en un MicroLoop MiTeGen de doble espesor
de 200 pym unido a un cabezal de gonidmetro XYZ. El conjunto se transfirio a un
difractometro Rigaku XtaLAB PRO equipado con un detector Pilatus 200 K y una
optica SHINE (monocromador de grafito curvo). La recoleccion de los datos de
intensidad se llevd a cabo a 293 K con radiacién MoKa (A = 0.71075 A) desde un
tubo sellado y el difractometro operando a 50 kV y 40 mA. Se recolectd un total de
720 imagenes en dos conjuntos de datos (360 imagenes cada uno) con 20 = -
19.9306° y ® = 0° como valores iniciales y valores A / x de 0° / 45° y 90° / 45°,
respectivamente. Las imagenes se recogieron en pasos de 0,50° en w con un
tiempo de exposicidn porimagen de 25.00 s. La distancia entre el cristal y el detector
se optimizé a 45.2051 mm. No se observé descomposicidon del cristal durante la
recoleccion de datos.

Los parametros de la celda unitaria final se determinaron a partir de las posiciones
de 3143 reflexiones en el rango 1,9° < 0 < 23,2° y posteriormente se refinaron
mediante minimos cuadrados. La absorcion, la forma, el factor de escala, entre otras
correcciones, se realizaron mediante una rutina de exploracion multiple utilizando
una funcion de forma basada en armoénicos esféricos. El paquete CrystalClear-SM
Expert se utilizé6 para la recopilacion de datos, determinacién, integracion vy
reduccion de celdas unitarias. La estructura se resolvié con SHELXT y se refind
mediante minimos cuadrados de matriz completa con SHELXL, implementado
dentro del software OLEX2. Las posiciones y los parametros de desplazamiento
anisotropico se refinaron para todos los atomos que no son de hidrégeno. Los
atomos de hidrégeno se identificaron en el mapa de Fourier diferente y se refinaron
utilizando un modelo de conduccion con su Uiso igual a 1.2Ueq del atomo de
carbono (atomos de carbono aromaticos, secundarios y terciarios) a los que estan

unidos. A los atomos de hidrégeno de los grupos metilo se les asigno Uiso = 1.3Ueq
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del atomo de carbono correspondiente. Diamond 2.1e. se us6 para graficos. Platon

y enClFer se utilizaron para la validacion de estructuras y la edicion de CIF.

2.3.3. Obtencion del precursor acetona cianhidrina. A un baldn
provisto de un embudo de adicidon, un condensador, un termometro y agitacion
constante, se adicioné una disolucidon de cianuro de sodio (15.12 g), acetona (30
mL) y agua (36 mL). Posteriormente se adicion6 lentamente una disolucidon de
H>S0O4 al 40% por espacio de 1.5 horas a 15 °C. Después de completarse la adicién,
la disolucion acida se agitd por 20 min. mas hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Se decantd la disolucion, se extrajo con éter etilico y se dejo sobre sulfato de sodio
por 2 horas después de lo cual se concentré y se destilé a presion reducida. El
producto final (19.53 g) se almacend protegido de la luz a -5 °C para su posterior
uso. La acetona cianhidrina se obtuvo con un rendimiento del 75% como un liquido
incoloro. IR (KBr): 3410 v(o-H), 2245 v(cn), 1373 vic-nyecm™'. Férmula empirica: CsH/NO
(P.M. 85.11 g/mol). Las demas caracteristicas estan de acuerdo con los datos

referidos en la literatura.20:21

2.3.4. Preparacion del catalizador acido soportado en gel de silice
SSA. Se cargdé un baloon de fondo redondo con gel de silice (15.0 g) y se
acondiciond un sistema de agitacion y una trampa de gases para observar el
burbujeo caracteristico producto del desprendimiento de gas (HCI) durante la
reaccion. el acido clorosulfénico (5.83 g) se agregd gota a gota lentamente a
temperatura ambiente hasta que no se observo generacion de gases. Se dejo el
sistema por media hora mas, obteniendo 19.2 g de catalizador acido sélido de color
blanco, el cual fue almacenado a temperatura ambiente.??>?3 La cantidad de H* en
el catalizador se determina por titulacion acido-base. La liberacién de H3zO" se titula
con una solucion de NaOH estandar calculandose asi la cantidad de H* como 0.05

g de catalizador soportado/0.13 mmoles.
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2.3.5. Procedimiento general para la sintesis de derivados a-
aminonitrilicos. Los analogos se sintetizaron usando una reaccion de Strecker
modificada de la siguiente manera: En un balén de fondo redondo de 100 mL de
capacidad y dos bocas, acoplado a un condensador, se depositd una mezcla
equimolar de benzaldehido (1 mmol) y amina ciclica (1,1 mmol) y se agité durante
30 minutos. Se anadieron entonces la fuente de cianuro seleccionando entre KCN
(método A) y acetona cianhidrina (método B) (1,5 mmol) y el catalizador SSA (1: 1
en peso) empleando acetonitrilo como disolvente (15-20 mL) a temperatura
ambiente (16-24 h) (Esquema 30).

Esquema 30. Preparacion de la girgensohnina y sus analogos.

Ho. CN CN
A KCN o " ><M R, N
3 \O HN/\(j)n e e R n
* )\(x . s )\/X
Rs Rq SiO.-0-SO5H S SR
R; Rs MeCN, t.a. 8 5
16-24 h 1-7

El progreso de la reaccion se monitore6 por TLC (éter: acetato de etilo, 10: 1). A
continuacion, la mezcla de reaccion se filtré y evaporo del disolvente, el residuo se
purificé por cromatografia en columna sobre alumina (100-200 mesh) eluyendo con
éter de petroleo: acetato de etilo (15:1) para proporcionar sélidos blancos con

puntos de fusion definidos.

- 2-(4-Hidroxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (1). Sélido blanco; P.f. 115-117 °C;
Rto: a. 68%, b. 73%; IR (KBr): 2232 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm):
9.61 (1H, sa, OH), 7.22 (2H, d, J = 8.5 Hz, 2,6-Har), 6.80 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3,5-Ha:),
5.11 (1H, s, 1-H), 2.40 (4H, m, 2-Hpip y 6-Hpip), 1.51 (4H, m, 3-Hpip y 5-Hpip), 1.39 (2H,
m, 4-Hpip); RMN-13C (100 MHz) § (ppm): 157.5, 128.9 (2C), 123.6, 116.2, 115.2 (2C),
60.9, 50.0 (2C), 25.2 (2C), 23.6; CG-EM (70 eV): tr = 18.9 min, m/z = 216 (M**, 17),
132 (48), 85 (15), 84 (100), 77 (12); analisis calculado para C13H1sN20: C, 72.19; H,
7.46; N, 12.95
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- 2-(4-Metoxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (2). Solido blanco; P.f. 78-79 °C; Rto:
a. 66%; IR (KBr): 2222, 1250, 849, 818 cm™'; RMN-"H (400 MHz, CDCls): § 7.43 (2H,
dd, J = 8.3, 2.9 Hz, 2,6-Har), 6.90 (2H, dd, J = 8.8, 3.0 Hz, 3,5-Har), 4.76 (1H, s, 1-
H), 3.81 (3H, s, OCHg), 2.51 (4H, ddd, J = 10.7, 6.9, 3.9 Hz, 2,6-Hpip), 1.59 (4H, pd,
J =13.0, 6.8 Hz, 3,5-Hpp), 1.47 (2H, dd, J = 5.5, 5.5 Hz, 4-Hip); RMN-13C (CDCls,
100 MHz): 5 159.9, 129.2 (2C), 125.6, 116.0, 114.0 (2C), 62.6, 55.3, 51.0 (2C), 25.9
(2C), 24; ESI-EM: m/z = 483.1 (2M** + Na), 253.2 (M** + Na), 231.3 (M** + H), 204 4;
analisis calculado para C14H1sN20: C, 73.01; H, 7.88; N, 12.16.

- 2-(4-Metoxifenil)-2-(2-metilpiperidin-1-il)acetonitrilo (3). Soélido blanco; P.f. 57-58
°C; Rto: a. 66%; IR (KBr): 2931, 2221, 1604, 1511, 1450, 1249, 817 cm™'; RMN-"H
(400 MHz, CDClz): 6 7.43 (2H, dd, J = 8.5, 3.2 Hz, 2,6-Har), 6.90 (2H, dd, J = 8.8,
3.0 Hz, 3,5-Har), 5.23 (1H, s, 1-H), 3.81 (3H, s, OCH3), 2.52 (1H, m, 2-Hpjp), 2.50
(1H, m, 6-Hax,pip), 2.08 (1H, td, J = 8.8, 2.5 Hz, 6-Heq,pip), 1.71 (1H, M, 3-Heq,pip), 1.69
(1H, m, 5-Hegq,pip), 1.54 (1H, m, 4-Hax pip), 1.38 (1H, m, 5-Hax pip), 1.35 (1H, m, 3-Haxpip),
1.33 (1H, m, 4-Heqpip), 1.22 (3-H, d, J = 6.1 Hz, 2-CH3); RMN-"3C (100 MHz, CDCls):
5 159.8, 129.1 (2C), 126.3, 115.6, 114.1 (2C), 56.8, 55.6, 55.5, 47.6, 35.3, 25.9,
247, 20.6; ESI-EM: m/z = 5111 (2M™ + Na), 218.3; analisis calculado para
C1sH20N20: C, 73.74; H, 8.25; N, 11.47.

- 2-(4-Metoxifenil)-2-(4-metilpiperidin-1-il)acetonitrilo (4). Sdélido blanco; P.f. 95-96
°C; Rto: a. 88%; IR (KBr): 2931, 2885, 2221, 1604, 1511, 1450, 1265, 833 cm™;
RMN-'H (400 MHz, CDCls): 6 7.43 (2H, dd, J= 8.4, 3.2 Hz, 2,6-Ha/), 6.90 (2H, dd, J
= 8.8, 3.0 Hz, 3,5-Har), 4.78 (1H, s, 1-H), 3.81 (3H, s, OCHa), 2.89 (1H, dt, J = 4.5,
2.0 Hz, 6-Heqpip), 2.56 (1H, m, 2-Heqpip), 2.49 (1H, dd, J = 11.2, 2,6 Hz, 6-Haxpip),
2.06 (1H, td, J=11.40, 2.7 Hz, 2-Haxpip), 1.70 (1H, dq, J = 5.9, 2.6 Hz, 5-Heq,pip), 1.57
(1H, qd, J=5.9, 3.0 Hz, 3-Heqpip), 1.42 (1H, m, 4-Hpjp), 1.34 (1H, ddd, J = 11.5, 4.0,
4.0 Hz, 5-Haxpip), 1.09 (1H, ddd, J = 12.0, 4.0, 3.9 Hz, 3-Haxpip), 0.92 (3H, d, J=6.4
Hz, 4-CHs); RMN-'3C (100 MHz): § 160.1, 129.4 (2C), 125.9, 116.2, 114.6 (2C), 62.4,
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55.6,53.5,47.4, 34.6,34.1, 30.7, 22.1; ESI-EM: m/z=511.1 (2M** + Na), 267.1 (M**
+ Na), 218.3; analisis calculado para C1sH20N20: C, 73.74; H, 8.25; N, 11.47.

- 2-(3-Hidroxipiperidin-1-il)-2-(4-metoxifenil)acetonitrilo (5). Liquido amarillo; Rto: a.
40%; IR (KBr): 2221, 1604, cm™'; RMN-'H (400 MHz, CDCls): 5 7.40 (2H, m, 2,6-
Har), 6.91 (2H, m, 3,5-Har), 4.79 (1H, s, 1-H), 3.81 (4H, m, OCHs y 3-Hpip), 2.55 (4H,
m, 2,6-Hpip), 2.26 (1H, sa, OH), 1.77 (2H, m, 5-Hpip), 1.55 (2H, m, 4-Hpip); RMN-13C
(100 MHz): 8 160.3, 129.4 (2C), 125.1, 115.7, 114.4 (2C), 66.72, 62.1, 57.4, 55.6,
49.9, 31.9, 21.77; ESI-EM: m/z = 515.6 (2M** + Na), 269.3 (M** + Na), 247.3 (M** +
H), 219.3 (M** - CN), 146.0; analisis calculado para C14H1sN202: C, 68.27; H, 7.37;
N, 11.37.

- 2-(4-Metoxifenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (6). Liquido amarillo; Rto: a. 63%; IR
(KBr): 2221, 1249 cm™'. RMN-"H (400 MHz, CDCls): & 7.43 (2H, dd, J = 8.4, 3.0 Hz,
2,6-Har), 6.90 (2H, dd, J=8.8, 3.0 Hz, 3,5-Har), 4.97 (1H, s, 1-H), 3.81 (3H, s, OCH3),
2.63 (4H, m, 2,5-Hpir), 1.82 (4H, m, 3,4-H,ir); RMN-"3C (100 MHz, CDCls): & 190.9,
159.9, 132.1, 129.0, 126.5, 116.5, 114.4, 114.2, 58.8, 55.7, 55.4, 50.3, 23.5. ESI-
EM: m/z = 455.1 (2M** + Na), 239.2 (M** + Na), 217.4 (M* + H), 190.5; analisis
calculado para C13H1sN20: C, 72.19; H, 7.46; N, 12.95.

- 2-(4-Metoxifenil)-2-morfolinoacetonitrilo (7). Solido blanco; P.f. 79-80 °C; Rto: a.
57%; IR (KBr): 2222, 1250, 1188 cm™"; RMN-"H (400 MHz, CDCls): § 7.42 (2H, dd,
J = 8.6, 3.0 Hz, 2,6-Har), 6.91 (2H, dd, J = 8.8, 3.0 Hz, 3,5-Har), 4.75 (1H, s, 1-H),
3.81 (3H, s, OCHBa), 2.55 (4H, m, 2,6-Hmorr), 3.70 (4H, m, 3,5-Hmorf). RMN-13C (100
MHz, CDCls): & 160.4, 114.5 (2C), 124.7, 115.9, 129.6 (2C), 67.0 (2C), 62.1, 55.7,
50.3 (2C). ESI-EM: m/z = 487.0(2M** + Na), 255.1 (M* + Na), 206.3; analisis
calculado para C13H16N202: C, 67.22; H, 6.94; N, 12.06.

- 2-(4- Metoxifenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)acetonitrilo (8). Solido blanco; P.f. 118-
119 °C; Rto: a. 58%; IR (KBr): 2222, 1250 cm™'; RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 7.41
(2H, dd, J=8.9, 3.0 Hz, 2,6-Har), 6.89 (2H, dd, J = 8.8, 2.9 Hz, 3,5-Ha), 4.76 (1H, s,
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1-H), 3.80 (3H, s, OCHs3), 2.43 (8H, m, 2-6-Hpipz), 2.26 (3H, s, 7-Hn-me). RMN-13C
(100 MHz, CDCIs): 6 160.7, 129.81 (2C), 125.50, 116.1, 114.5 (2C), 61.6, 55.5, 54.9
(4C), 46; ESI-EM: m/z=513.1 (2M** + Na), 268.1 (M** + Na), 246.3 (M** + H), 219.3;
analisis calculado para C14H19N3O: 68.54; H, 7.81; N, 17.13.

- 2-(4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-il)-2-(4-metoxifenil)acetonitrilo (9). Solido blanco;
P.f. 101-102 °C; Rto: a. 56%; IR (KBr): 2222 cm'; RMN-"H (400 MHz, CDCls3): 5 7.42
(2H, dt, J = 8.3, 3.0, 0.8 Hz, 2,6-Har), 6.91 (2H, dd, J = 8.8, 3.1 Hz, 3,5-Ha/), 4.79
(1H, s, 1-H), 3.81 (3H, s, OCH3), 3.60 (2H, m, 8- Hpipz), 2.57 (11H, m, 2-7-Hpipz y -
OH) ; RMN-"3C (100 MHz, CDCls): § 160.3, 129.5 (2C), 125.1, 115.9, 114.4 (2C),
61.8, 59.3, 58.0, 55.7, 52.8 (4C); ESI-EM: m/z = 573.7 (2M** + Na), 298.4 (M** +
Na), 249.4 (M** - CN); analisis calculado para C1sH21N302: C, 65.43; H, 7.69; N,
15.26.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(4-metoxifenil)acetonitrilo (10). Solido blanco;
P.f. 98-99 °C; Rto: a. 56%; IR (KBr): 2221 cm™'; RMN-'H (400 MHz, CDCls): § 7.52
(2H,dd, J=8.6, 2.7 Hz, 2,6-Har), 7.15 (3H, m, 5-7-HHiq), 7,00 (1H, m, 8-Hrhia), 6.94
(2H, dd, J = 8.8, 3.0 Hz, 3,5-Ha/), 5.02 (1H, s, 1-H), 3.84 (3H, s, OCHa), 3.76 (2H, s,
1-Htria), 2.90 (4H, m, 3-4- Hrhiq); RMN-"3C (100 MHz, CDCls): 6 160.8, 134.4, 134.3,
129.8 (2C), 129.4, 127.2, 127.0, 126.4, 125.5, 116.1, 114.7 (2C), 61.8, 55.5, 52.4,
47.5, 29.3; ESI-EM: m/z = 579.0 (2M** + Na), 301.1 (M** + Na), 279.1 (M** + H),
252.2; analisis calculado para C1gH1sN20: C, 77.67; H, 6.52; N, 10.06.

- 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (11). Solido blanco; P.f. 60-62 °C;
Rto: a. 72%, b. 75%; IR (KBr): 2229, 1250 cm™'. RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) §
(ppm): 6.16 (3H, m, 2,5,6-Har), 4.38 (1H, s, 1-H), 2.95 (6H, s, 3,4-OCHj3), 1.72-1.54
(4H, m, 2,6-Hpip), 0.79-0.64 (4H, m, 3,5-Hyip), 0.59 (2H, d, J = 5.2 Hz, 4-Hpip). RMN-
3C (100 MHz) & (ppm): 149.9, 149.0, 126.8, 120. 8, 117.1, 112.4, 112.0, 62.1, 56.4
(2C), 51.1 (2C), 26.2 (2C), 24.6; CG-EM (70 eV): tr = 20.7 min, m/z = 260 (M**, 6),
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132 (48), 85 (15), 84 (100), 77 (12); analisis calculado para C1sH20N202: C, 69.20;
H, 7.74; N, 10.76.

- 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(2-metilpiperidin-1-il)acetonitrilo (12). Solido blanco; P.f. 94-
95 °C; Rto: a. 91%; IR (KBr): 2221, 1604, 1511, 1450, 1249 cm'; RMN-"H (400 MHz,
CDClz): 8 7.09 (1H, dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 6-Ha/), 7.00 (1H, d, J = 1.5 Hz, 2-Ha/), 6.85
(1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Har), 5.24 (1H, s, 1-H), 3.89 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H, s, OCH3),
2.53 (1H, m, 2-Hpip), 2.52 (1H, m, 6-Haxpip), 2.08 (1H, td, J=11.2 Hz, J=2.3 Hz, 6-
Heq,pip), 1.72 (1H, m, 3-Heqgpip), 1.70 (1H, m, 5-Heqpip), 1.55 (1H, m, 4-Haxpip), 1.38
(1H, m, 5-Hax,pip), 1.35 (1H, m, 3-Hax,pip), 1.33 (3H, m, 4-Heq,pip), 1.22 (3-H, d, J = 6.1
Hz, 2-CHs); RMN-'3C (100 MHz, CDCls): § 149.3, 126.7, 120.2, 115.5, 110.9, 110.6,
57.1,56.1,56.0, 55.6, 55.2, 47.8, 35.3, 26.0, 24.6, 20.5; ESI-EM: m/z = 843.1 (3 M**
+ H), 571.1 (2M** + Na), 248.3; analisis calculado para C1eH22N202: C, 70.04; H,
8.08; N, 10.21.

- 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(4-metilpiperidin-1-il)acetonitrilo (13). Sélido blanco; P.f. 88-
87 °C; Rto: a. 82%; IR (KBr): 2206, 1619, 1465 cm™'; RMN-"H (400 MHz, CDCls): &
7.08 (1H, ddd, J = 8.3, 1.3, 0.8 Hz, 6-Har), 7.00 (1H, d, J = 2.1 Hz, 2-Ha), 6.84 (1H,
d, J=8.3 Hz, 5-Har), 4.78 (1H, s, 1-H), 3.89 (3H, s, OCH3), 3.88 (3H, s, OCH3), 2.88
(1H, dt, J = 6.8, 4.6 Hz, 6-Heq,pip), 2.56 (1H, M, 2-Heqpip), 2.50 (1H, td, J = 8.7, 2.7
Hz, 6-Hax pip), 2.05 (1H, td, J = 8.8, 2.6 Hz, 2-Haxpip), 1.70 (1H, dt, J=7.0, 2.7 Hz, 5-
Heq,pip), 1.57 (1H, dt, J =7.7, 2.7 Hz, 3- Heqpip), 1.42 (1H, m, 4-Hpjp), 1.33 (1H, qd, J
=8.3,7.7, 3.9 Hz, 5-Haxpip), 1.09 (1H, qd, J= 8.9, 7.7, 4.0 Hz, 3-Haxpip), 0.91 (3H, d,
J = 6.4 Hz, 4-CH3); RMN-"3C (100 MHz, CDCls): § 149.3, 149.2, 126.1, 120.2, 115.9,
110.7, 110.6, 62.4, 56.1, 56.0, 53.3, 47.3, 34.4, 33.9, 30.5, 21.8. ESI-EM: m/z =
571.1 (2M* + Na), 275.2 (M*™ + H), 248.3; analisis calculado para C1sH22N202: C,
70.04; H, 8.08; N, 10.21.

- 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(3-hidroxipiperidin-1-il)acetonitrilo (14). Solido blanco; P.f.
71-72 °C; Rto: a. 41%; IR (KBr): 2206 cm™'; RMN-'H (400 MHz, CDCls): § 7.06 (1H,
ddd, J=8.3, 2.2, 0.7 Hz, 6-Har), 6.95 (1H, d, J = 2.0 Hz, 2-Ha), 6.84 (1H, d, J=8.3
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Hz, 5-Har), 4.79 (1H, s, 1-H), 3.87 (6H, s, OCH3), 2.56 (4H, m, 2,6-Hpip), 1.84 (1H,
m, 4-Hpip), 1.71 (1H, m, 5-Hyip), 1.54 (2H, m, 4,5-H,ip); RMN-"3C (100 MHz, CDCls):
5 149.7, 149.5, 125.5, 120.5, 115.7, 111.1, 110.8, 66.3, 62.4, 60.7, 56.3 (2C), 50.8,
31.9, 21.8; ESI-EM: m/z = 575.1 (2M** + Na), 299.1 (M** + Na), 277.2 (M** + H),
250.2; analisis calculado para C1sH20N203: C, 65.20; H, 7.30; N, 10.14.

- 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (15). Solido blanco; P.f. 69-70 °C;
Rto: a. 56%, b. 58%; IR (KBr): 2229, 1273 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) §
(ppm): 6.27 (3H, m, 2,5,6-Har), 4.62 (1H, s, 1-H), 3.06 (6H, s, 3,4-OCH3), 1.88-1.77
(4H, m, 2,5-Hir), 1.04-1.01 (4H, m, 3,4-Hyir); RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 150.2,
150.1, 128.1, 120.8, 118.0, 112.8, 112.4, 58.9, 56.8 (2C), 50.9 (2C), 24.1 (2C); CG-
EM (70 eV): tr = 19.4 min, m/z = 246 (M**), 177 (29), 176 (100), 151 (6), 146 (6), 70
(34); analisis calculado para C14H1sN202: C, 68.27; H, 7.37; N, 11.37.

- 2-(3,4- Dimetoxifenil)-2-(morfolin-1-il)acetonitrilo (16). Solido blanco; P.f. 95-96 °C;
Rto: a. 75%, b. 78%; IR (KBr): 2229, 1281, 1111 cm™'; RMN-'"H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 6.17 (3H, m, 2,5,6-Har), 4.43 (1H, s, 1-H), 2.95 (6H, s, 3,4-OCH3),
2.79 (4H, sa, 3,5-H morf), 1.68 (2H, m, 6-H morf), 1.63-1.52 (2H, m, 2-H morf); RMN-3C
(100 MHz) & (ppm): 150.1, 149.8, 125.9, 121.1,117.0, 112.4, 112.2, 66.9, 61.6 (2C),
56.5 (2C), 50.4 (2C); CG-EM (70 eV): tr = 21.0 min, m/z = 262 (M**), 177 (23), 176
(100), 86 (38), 56 (29); analisis calculado para C14H1gN203: C, 64.10; H, 6.92; N,
10.68.

- 2-(3,4- Dimetoxifenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)acetonitrilo (17). Sélido blanco; P.f.
71-73 °C; Rto: a. 71%, b. 73%; IR (KBr): 2220, 1247 cm™'. RMN-'"H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 7.06 (1H, ddd, J = 8.3, 2.1, 0.7 Hz, 6-Ha), 6.98 (1H, d, J = 2.0 Hz, 2-
Har), 6.83 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Har), 4.76 (1H, s, 1-H), 3.87 (6H, s, 3,4-OCH3), 2.74-
2.16 (11H, m, 2-7-Hpipz); RMN-'3C (100 MHz) § (ppm): 149.6, 149.4, 125.6, 120.6,
115.8, 111.0, 110.9, 62.0, 56.2, 56.2, 55.1, 46.2 (4C); CG-EM (70 eV): tr = 21.0 min,
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m/z = 275 (M**, 28), 176 (10), 99 (100), 70 (14), 56 (34); analisis calculado para
C15H21N302: C, 65.43; H, 7.69; N, 15.26.

- 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)acetonitrilo (18). Liquido
amarillo; Rto: a. 63%; IR (KBr): 2220, 1247 cm™'. RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) &
(ppm): 7.07 (1H, ddd, J = 8.3, 2.1, 0.7 Hz, 6-Ha/), 6.98 (1H, d, J = 2.1 Hz, 2-Ha/),
6.84 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Ha(), 4.78 (1H, s, 1-H), 3.88 (6H, s, 3,4-OCHz3), 3.60 (2H,
td, J=5.5, 0.6 Hz, 8-Hpipz), 2.74-2.16 (11H, m, 2-7-Hpip; ¥ -OH); RMN-"3C (100 MHz)
S (ppm): 149.7,149.5, 125.4, 120.6, 115.8, 111.0, 110.9, 62.0, 59.4, 58.0, 56.2 (2C),
52.8 (4C); ESI-EM: m/z = 633.1 (2M** + Na), 328.1 (M** + Na), 306.2 (M** + H),
279.2, 176.4; analisis calculado para C1sH23N303: C, 62.93; H, 7.59; N, 13.76.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(3,4-dimetoxifenil)acetonitrilo  (19). Solido
blanco; P.f. 99-100 °C; Rto: a. 52%, b. 50%; IR (KBr): 2220, 1247 cm™'. RMN-'H
(DMSO-d6, 400 MHz) 5 (ppm): 7.16 (4H, m, 6-Har y 5,7-Hthic), 7.08 (1H, d, J = 2.1
Hz, 2-Har), 7.01 (1H, m, 8-Hrhia), 6.89 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Ha/), 5.02 (1H, s, 1-H),
3.91 (3H, s, 3-OCHg), 3.88 (3H, s, 4-OCHs), 3.78 (2H, s, 1-HtHi@), 2.89 (4H, m, 3,4-
Hrhia); RMN-'3C (100 MHz) § (ppm): 149.8, 149.6, 134.1 (2C), 129.1, 127.0, 126.8,
126.1, 125.7,120.5, 115.9, 111.0, 110.7, 62.2, 56.3 (2C), 52.8 (4C), 47.5, 29.7; CG-
EM (70 eV): tr = 32.0 min, m/z = 308 (M**, 3), 282 (10), 177 (47), 176 (91), 132
(100); analisis calculado para C19H20N202: C, 74.00; H, 6.54; N, 9.08.

- 2-(3,4,5-Trimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (20). Sdélido blanco; P.f. 115-
117 °C; Rto: a. 87%, b. 83%; IR (KBr): 2221,1231 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400
MHz) 6 (ppm): 6.76 (2H, s, 2,6-Har), 4.75 (1H, s, 1-H), 3.87 (6H, s, 3,5-OCH3), 3.84
(3H, s, 4-OCH3), 2.59-1.68 (4H, m, 2,6-Hpip), 1.68-1.53 (4H, m, 3-5-H;ip),1.48 (2H,
dd, J = 10.8, 5.2 Hz 4-H,ip). RMN-"3C (100 MHz) § (ppm): 153.6 (2C), 138.2, 129.4,
116.0, 104.8 (2C), 63.3, 61.2, 56.5 (2C), 51.2 (2C), 26.1 (2C), 24.2; CG-EM (70 eV):
tr = 21.2 min, m/z = 290 (M**), 207 (63), 206 (100), 192 (12), 176 (32), 84 (50);
analisis calculado para C1sH22N203: C, 66.18; H, 7.64; N, 9.65.
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- 2-(2-Metilpiperidin-1-il)-2-(3,4, 5-trimetoxifenil)acetonitrilo (21). Sélido blanco; P.f.
62-63 °C; Rto: a. 70%; IR (KBr): 2216, 1620, 1465 cm'; RMN-"H (400 MHz, CDCls):
8 6.76 (2H, s, 2,6-Har), 5.23 (1H, s, 1-H), 3.86 (9H, s, OCH3), 2.53 (1H, m, 2-Hypp),
2.51 (1H, m, 6-Haxpip), 2.08 (1H, td, J = 11.6, 2.7 Hz, 6- Heq,pip), 1.71 (1H, m, 3-Hegq,pip),
1.70 (1H, m, 5-Heqypip), 1.57 (1H, m, 4-Haxpip), 1.41 (1H, m, 5-Haxpip), 1.40 (1H, m, 3-
Haxpip), 1.39 (1H, m, 4-Heqpip), 1.21 (3H, d, J = 6.4 Hz, 2-CH3); RMN-"3C (100 MHz,
CDCl3): 56 153.66 (2C), 138.1, 130.1, 115.7, 104.8 (2C), 61.2, 57.7, 56.5 (2C), 55.8,
48.2, 35.4, 26.2, 24.9, 20.7; ESI-EM: m/z = 631.8 (2M** + Na), 327.0 (M** + Na),
305.4 (M** + H), 278.0 (M** - CN); analisis calculado para C17H24N203: C, 67.08; H,
7.95; N, 9.20.

- 2-(4-Metilpiperidin-1-il)-2-(3,4, 5-trimetoxifenil)acetonitrilo (22). Sélido blanco; P.f.
12-103 °C; Rto: a. 72%; IR (KBr): 2206, 1619, 1465 cm™'; RMN-'H (400 MHz,
CDCl3): 8 6.76 (2H, s, 2,6-Har), 4.78 (1H, s, 1-H), 3.86 (9H, s, OCH3), 2.88 (1H, m,
6-Hegpip), 2.58 (1H, m, 2-Heq,pip), 2.52 (1H, tt, J = 10.8, 3.0 Hz, 6- Haxpip), 2.07 (1H, tt,
J=11.2, 2.6 Hz, 2-Haxpip), 1.72 (1H, m, 5-Heq,pip), 1.60 (1H, m, 3-Heqpip), 1.44 (1H,
m, 4-Heq,pip), 1.34 (1H, ddd, J = 11.4, 4.0 Hz, 5-Haxpip), 1.11 (1H, ddd, J = 11.7, 3.5
Hz, 3-Haxpip), 0.93 (3H, d, J = 6.0 Hz, 4-CH3); RMN-"3C (100 MHz, CDCls): § 153.7
(2C), 138.3, 129.5, 116.00, 104.9 (2C), 63.0, 61.2, 56.5, 53.5, 47.8, 41.3, 34.6, 34.2,
30,7, 22.0; ESI-EM: m/z = 631.8 (2M** + Na), 327.4 (M** + Na), 278.0 (M** - CN);
analisis calculado para C17H24N203: C, 67.08; H, 7.95; N, 9.20.

- 2-(3-Hidroxipiperidin-1-il)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)acetonitrilo (23). Soélido blanco;
P.f. 127-128 °C; Rto: a. 52%; IR (KBr): 2206, 1619, 1465 cm™'; RMN-"H (400 MHz,
CDClz): 6 6.71 (2H, s, 2,6-Har), 3.85 (6H, s, 7,9-OCHa), 3.83 (3H, s, 8-OCHj3), 2.70
(1H, m, 3-Hpip), 2.19 (4H, m, 2,6-Hpip), 1.86 (1H, m, 4-Hpip), 1.74 (1H, m, 5-Hpjp), 1.54
(2H, m, 4,5-Hpjp); RMN-"3C (100 MHz, CDCls): § 153.7 (2C), 138.5, 128.7, 115.5,
105.0 (2C), 66.9, 62.77, 61.2, 56.5, 50.8, 31.9, 21.9; ESI-EM: m/z = 635.7 (2M** +
Na), 329.4 (M** + Na), 307.4 (M** + H), 280.4 (M** - CN); analisis calculado para
C16H22N204: C, 62.73; H, 7.24; N, 9.1.
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- 2-(3,4,5-Trimetoxifenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (24). Sdélido blanco; P.f. 91-93
°C; Rto: a. 86%, b. 82%; IR (KBr): 2220, 1235 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz)
3 (ppm): 6.73 (2H, s, 2,6-Har), 4.97 (1H, s, 1-H), 3.87 (6H, s, 3,5-OCHz), 3.84 (3H, s,
4-OCHj3), 2.71-2.59 (4H, m, 2,5-Hpir),1.89-1.78 (4H, m, 3,4-Hpir). RMN-"3C (100 MHz)
& (ppm): 153.7 (2C), 138.3, 130.1, 116.5, 104.8 (2C), 61.2, 59.8, 56.5 (2C), 50.6
(2C), 23.8 (2C); CG-EM (70 eV): tr = 20.0 min, m/z = 276 (M**), 207 (68), 206 (100),
192 (15), 176 (39), 70 (21); analisis calculado para C1sH20N203: C, 65.20; H, 7.30;
N, 10.14.

- 2-(3,4,5-Trimetoxifenil)-2-(morfolin-1-il)acetonitrilo (25). Sélido blanco; P.f. 137-139
°C; Rto: a. 83%, b. 77%; IR (KBr): 2224,1248 cm™'; RMN-'H (DMS0-d6,400 MHz) &
(ppm): 6.74 (2H, s, 2,6-Har), 4.74 (1H, s, 1-H), 3.87 (6H,s, 3,5-OCHj3), 3.83 (3H, s,
4-OCHg), 3.79-3.66 (4H, m, 3,5-Hmorf), 2.68-2.43 (4H, m, 2,6-Hmorr); RMN-'3C (100
MHz) & (ppm): 153.7 (2C), 138.5, 128.2, 115.5, 105.1 (2C), 66.9 (2C), 62.8, 61.2,
56.5 (2C), 50.3 (2C); CG-EM (70 eV): tr = 21.3 min, m/z = 292 (M**), 207 (52), 206
(100), 176 (14), 86 (20), 66 (14); analisis calculado para C1sH20N204: C, 61.63; H,
6.90; N, 9.58.

- 2-(3,4,5-Trimetoxifenil)-2-(4-metilpiperazin-1-i[)acetonitrilo (26). Solido blanco; P.f.
117-118 °C; Rto: a. 73%, b. 69%; IR (KBr): 2221,1247 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6,
400 MHz) & (ppm): 6.73 (2H, d, J = 0.5 Hz, 2,6-Har), 4.76 (1H, s, 1-H), 3.86 (6H, s,
3,5-OCH3), 3.83 (3H, s, 4-OCHj3), 2.78-2.14 (11H, m, 2-6-Hpip ¥ H-n-cH3). RMN-13C
(100 MHz) & (ppm): 153.7 (2C), 138.4, 128.8, 115.6, 104.9 (2C), 62.4, 61.2, 56.5
(2C), 55.1 (2C), 46.2; CG-EM (70 eV): tr = 22.1 min, m/z = 305 (M**), 305(26), 206
(16), 99 (100), 70 (14), 56 (31); analisis calculado para C1sH23N303: C, 62.93; H,
7.59; N, 13.76.

- 2-(4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-il)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)acetonitrilo (27). Solido
blanco; P.f. 117-118 °C; Rto: a. 69%; IR (KBr): 2221,1247 cm™'; RMN-'H (DMSO-
d6, 400 MHz) & (ppm): 6.73 (2H, s, 2,6-Har), 4.77 (1H, s, 1-H), 3.86 (6H, s, 3,5-
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OCHs), 3.82 (3H, s, 3-OCHs), 3.60 (2H, t, J = 5.3 Hz, 8-Hpipz), 2.63-2.53 (11H, m, 2-
2-7-Hpipz y -OH). RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 153.7 (2C), 138.4, 128.6, 115.6, 104.9
(2C), 62.4, 61.1, 59.4, 58.0, 56.5 (2C), 52.8 (4C); ESI-EM: m/z = 693.8 (2M** + Na),
336.0 (M** + H), 309.4 (M** - CN); analisis calculado para Ci7HzsN3O4: C, 60.88; H,
7.51; N, 12.53.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(3,4, 5-trimetoxifenil)acetonitrilo (28). Solido
blanco; P.f. 133-134 °C; Rto: a. 62%; IR (KBr): 2221,1247 cm™'; RMN-'H (DMSO-
d6, 400 MHz) s (ppm): 7.15 (3H, m, 5-7-Hrtni@), 7.04 (1H, m, 8-Hthia), 6.83 (2H, s,
2,6-Har), 5.02 (1H, s, 1-H), 3.88 (9H, s, 3-5-OCH3), 3.79 (2H, m, 1-HtHia), 2.95 (2H,
m, 4,-Htria), 2.82 (2H, m, 3,-Hrhio); RMN-13C (100 MHz) § (ppm): 153.8 (2C), 138.4,
134.0 (2C), 129.1, 128.9, 126.9, 126.8, 126.2, 115.7, 104.8 (2C), 62.5, 61.2, 56.5
(2C), 53.0, 47.5, 29.6; CG-EM (70 eV): tr = 33.9 min, m/z = 339 (M**), 206 (70), 132
(100), 192 (18), 176 (40); analisis calculado para C2oH22N203: C, 70.99; H, 6.55; N,
8.28.

- 2-(3,4-Dioximetillenfenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (29). Sélido blanco; P.f. 74-75
°C; Rto: a. 72%, b. 71%; IR (KBr): 2229, 1257 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz)
8 (ppm): 6.12 (3H, m, 2,5,6-Har), 5.24 (2H, s, 3-OCH20), 4.36 (1H, s, 1-H), 1.70-1.52
(4H, m, 2,6-Hpip), 0.77-0.62 (4H, m, 3,5-Hpip), 0.58 (2H, d, J = 5.1 Hz, 4-Hpjp); RMN-
3C (100 MHz) & (ppm): 148.6, 148.4, 128.4, 121.9, 117.0, 108.9, 108.8, 102.4, 62.0,
51.1 (2C), 26.2 (2C), 24.6 (2C); CG-EM (70 eV): tr = 20.0 min, m/z = 244 (M**), 161
(24), 160 (100), 84 (85); analisis calculado para C14H1sN202: C, 68.83; H, 6.60; N,
11.47.

- 2-(3,4-Metilendioxifenil)-2-(2-metilpiperidin-1-il)acetonitrilo (30). Solido blanco; P.f.
80-81 °C; Rto: a. 68%; IR (KBr): 2190, 1604, 1249 cm™'. RMN-'H (400 MHz, CDCls):
57.02 (1H, ddd, J=8.0, 1.7, 0.9 Hz, 6-Har), 6.99 (1H, d, J = 1.6 Hz, 2-Ha(), 6.79 (1H,
d, J=8.0 Hz, 5-Har), 5.98 (2H, s, 3-OCH20), 5.18 (1H, s, 1-H), 2.54 (1H, m, 2-Hpip),
2.52 (1H, m, 6-Heq,pip), 2.08 (1H, td, J = 11.2, 2.6 Hz, 6-Haxpip), 1.71 (1H, m, 3-Hegq,pip),
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1.69 (1H, m, 5-Heq,pip), 1.54 (1H, m, 4-Heq,pip), 1.38 (1H, m, 5-Hax,pip), 1.35 (1H, m, 3-
Hax,pip), 1.33 (1H, m, 4-Haxpip), 1.20 (3H, d, J = 6.1 Hz, 2-CH3s). RMN-"3C (100 MHz,
CDClz): 6 148.2, 147.9, 128.2, 121.2, 115.4, 108.1, 108.0, 101.5, 57.0, 55.5, 47.7,
35.3, 25.9, 24.6, 20.6. ESI-EM: m/z = 539.0 (2M** + Na), 281.1 (M** + Na), 232.3;
analisis calculado para C1sH1sN202: C, 69.74; H, 7.02; N, 10.84.

- 2-(3,4-Metilendioxifenil)-2-(4-metilpiperidin-1-il) acetonitrilo (31). Soélido blanco; P.f.
88-89 °C; Rto: a. 81%; IR (KBr): 2221, 1604, 1249, 863 cm™. RMN-'H (400 MHz
CDCl3): 6 7.03 (1H, dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 6-Har), 7.00 (1H, ddd, J = 2.9, 1.8 1.0 Hz, 2-
Har), 6.79 (1H, d, J = 7.9 Hz, 5-Ha(), 5.98 (2H, s, 3-OCH:0), 4.73 (1H, s, 1-H), 2.87
(1H, dt, J = 8.5, 4.9 Hz, 6-Heqpip), 2.57 (1H, dt, J = 8.9, 3.7 Hz, 2-Heq,pip), 2.50 (1H,
td, J = 11.2, 2.7 Hz, 6-Haxpip), 2.07 (1H, td, J = 11.5, 2.7 Hz, 2-Haxpip), 1.71 (1H, dq,
J =125, 7.0, 2.8 Hz, 5-Heqpip), 1.59 (1H, dq, J = 13.0, 7.3, 3.0 Hz, 3-Heqpip), 1.42
(1H, m, 4-Hpjp), 1.33 (1H, qd, J = 8.1 7.6, 4.0 Hz, 5-Haxpip), 1.11 (1H, qd, J=8.7, 7.8,
3.9 Hz, 3-Haxpip), 0.92 (3H, d, J = 6.4 Hz, 4-CH3). RMN-3C (100 MHz, CDCls): &
148.3, 148.1, 127.6, 121.4, 115.8, 108.3, 108.2, 101.5, 62.4, 53.3, 47 .4, 34.5, 33.9,
30.5, 21.8. ESI-EM: m/z= 539.0 (2M** + Na), 281.1 (M™ + Na), 232.3; analisis
calculado para C1sH1sN202: C, 69.74; H, 7.02; N, 10.84.

- 2-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-(3-hidroxipiperidin-1-il)acetonitriio  (32). Solido
amairillo claro; P.f. 91-92 °C; Rto: a. 42%; IR (KBr): 2190, 1604, 1249 cm™'. RMN-"H
(400 MHz, CDClz): 6 6.98 (1H, ddd, J = 8.0, 1.6, 0.9 Hz, 5-Har), 6.94 (1H,d, J=1.8
Hz, 2-Har), 6.79 (1H, d, J = 8.0 Hz, 6-Ha), 5.98 (2H, d, J = 1.4 Hz, 3-OCH20), 4.74
(1H, s, 1-H), 3.82 (1H, dq, m, J = 9.1, 3.1 Hz, 3-Hpip), 2.58 (4H, m, 2,6-Hpjp), 2.22
(1H, s, -OH), 1.84 (1H, m, 4-Hpip), 1.72 (1H, m, 4-Hgip), 1.55 (1H, m, 5-Hyix RMN-13C
(100 MHz, CDClz): 6 148.5 (2C), 126.9, 121.7,115.6, 108.1, 108.4 (2C), 101.8, 66.3,
62.3, 57.2, 51.0, 31.8, 21,8; ESI-EM: m/z = 543.0 (2M** + Na), 283.1 (M** + Na),
261.2 (M** + H), 234.3; analisis calculado para C14H1eN203: C, 64.60; H, 6.20; N,
10.76.
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- 2-(3,4-Dioximetilenfenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (33). Solido blanco; P.f. 55-56
°C; Rto: a. 62%, b. 54%; IR (KBr): 2229, 1257 cm™'. RMN-'"H (DMSO-d6, 400 MHz)
3 (ppm): 6.12 (3H, m, 2,5,6-Har), 5.23 (2H, s, 3-OCH20), 4.51 (1H, s, 1-H), 1.78-1.71
(2H, m, 2-Hyir), 1.69-1.63 (2H, m, 5-Hyir), 0.92 (4H, m, 3,4-H,ir); RMN-"3C (100 MHz)
3 (ppm): 148.6, 148.4, 129.3, 121.8, 117.6, 109.0, 108.8, 102.3, 58.5, 50.6 (2C), 23.8
(2C). CG-EM (70 eV): tr = 18.3 min, m/z = 230 (M**), 161 (23), 160 (100), 70 (20);
analisis calculado para C13H14N202: C, 67.81; H, 6.13; N, 12.17.

- 2-(3,4-Dioximetilenfenil)-2-(morfolin-1-il)acetonitrilo (34). Solido blanco; P.f. 118-
119 °C; Rto: a. 78%, b. 79%; IR (KBr): 1250, 1119 cm™". RMN-'"H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 6.13 (3H, m, 2,5,6-Har), 5.24 (2H, s, 3-OCH20), 4.43 (1H, s, 1-H),
2.83-2.72 (4H, m, 3,5-Hmorf), 1.74-1.64 (2H, m, 6-Hmorf), 1.61-1.53 (2H, m, 2-Hmor).
RMN-"3C (100 MHz) 5 (ppm): 148.7, 148.6, 127.5, 122.3, 116.8, 109.0, 109.0, 102.4,
66.8, 61.5 (2C), 50.4 (2C). CG-EM (70 eV): tr = 20.3 min, m/z = 246 (M**) 161 (21),
160 (100), 102 (14), 86 (69), 56 (64); analisis calculado para C13H1N203: C, 63.40;
H, 5.73; N, 11.38.

- 2-(3,4-Dioximetilenfenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)acetonitrilo (35). Solido blanco;
P.f. 84-86 °C; Rto: a. 68%, b. 71%; IR (KBr): 2227, 1247 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6,
400 MHz) & (ppm): 7.00 (1H, ddd, J = 8.0, 1.8, 0.9 Hz, 6-Har), 6.97 (1H, dd, J = 1.3,
0.5 Hz, 2-Har), 6.79 (1H, d, J = 8.0 Hz, 5-Har), 5.98 (2H, s, 3-OCH30), 4.73 (1H, s,
1-H), 2.72-2.19 (11H, m, 2-7-Hpipz); RMN-3C (100 MHz) § (ppm): 148.5, 148.4,
127.1, 121.8, 115.7, 108.5, 108.4, 101.8, 61.9, 55.1 (2C), 46.2; CG-EM (70 eV): tr
= 20.2 min, m/z = 259 (M**, 31), 160 (19), 99 (100), 70 (14), 56 (35); analisis
calculado para C14H17N30O2: C, 64.85; H, 6.61; N, 16.20.

- 2-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-(4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il)acetonitrilo (36). Solido
blanco; P.f. 129-130 °C; Rto: a. 68%; IR (KBr): 2221,1247 cm™'; RMN-'H (DMSO-
d6, 400 MHz) 6 (ppm): 7.00 (1H, ddd, J = 8.0, 1.8, 0.8 Hz, 6-Ha), 6.97 (1H, d, J =
1.8 Hz, 2-Har), 6.79 (1H, d, J = 8.0 Hz, 5-Har), 5.98 (2H, s, 3-OCH30), 4.73 (1H, s,
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1-H), 3.60 (2H, t, J = 5.5, 0,6 Hz, 8- Hpipz), 2.56 (11H, m, 2-7-Hpipz y -OH); RMN-13C
(100 MHz) & (ppm): 148.5 (2C), 126.9, 121.8, 115.7, 108.5 (2C), 101.8, 62.0, 59.4,
58.0, 52.8 (4C); ESI-EM: m/z = 601.1 (2M** + Na), 312.1 (M** + Na), 290.1 (M** +
H), 263.2; analisis calculado para C1sH19N3O3: C, 62.27; H, 6.62; N, 14.52.

- 2-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-(3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)acetonitrilo  (37).
Sdlido blanco; P.f. 106-107 °C; Rto: a. 50%; IR (KBr): 2221,1247 cm™'; RMN-'H
(DMSO-d6, 400 MHz) 5 (ppm): 7.11 (4H, m, 6 Har y 5-7-HtHi@), 7.06 (1H, d, J =1.8
Hz, 2- Har), 7.00 (1H, dd, J = 8.0, 2.3 Hz, 8-Hrhia), 6.83 (1H, d, J = 8.0 Hz, 5-Ha),
6.00 (2H, q, J = 1.4 Hz, 7-Har), 4.96 (1H, s, 1-H), 3.75 (2H, s, 1-H y 7-Har), 2.90 (4H,
m, 3-4-Hrhiq); RMN-13C (100 MHz) & (ppm): 148.6 (2C), 134.0 (2C), 129.1, 127.1,
126.9, 126.7, 126.2, 121.7, 115.8, 108.5 (2C), 101.8, 62.1, 52.6, 47.8, 29.58; CG-
EM (70 eV): tr = 31.4 min, m/z = 292 (M**, 13), 266 (7), 160 (70), 132 (100); analisis
calculado para C1gH1sN202: C, 73.95; H, 5.52; N, 9.58.

- 2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (38). Soélido blanco; P.f.
133-135 °C; Rto: a. 72%, b. 65%; IR (KBr): 2230,1248 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6,
400 MHz) & (ppm): 7.04 (1H, ddd, J = 8.2, 2.1, 0.8 Hz, 6-Ha/), 7.00 (1H, d, J = 2.0
Hz, 2-Har), 6.91 (1H, d, J = 8.2 Hz, 5-Har), 5.72 (1H, sa, -OH), 4.75 (1H, s, 1-H), 3.91
(3H, s, 3-OCHa), 2.58-2.41 (4H, m, 2,6-Hypp), 1.68-1.45 (6H, m, 3-5-Hpip); RMN-"3C
(100 MHz) 6 (ppm): 146.9, 146.2, 125.6, 121.2, 116.2, 114.6, 110.4, 63.0, 56.4, 51.3
(2C), 26.1 (2C), 24.3; CG-EM (70 eV): tr = 23.6 min, m/z = 246 (M** + 19), 162 (80),
163 (19), 85 (19), 84 (100); analisis calculado para C14H1gN202: C, 68.27; H, 7.37;
N, 11.37.

- 2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-2-(3-hidroxipiperidin-1-il)acetonitrilo  (39). Liquido
crema; Rto: a. 43%; IR (KBr): 2230,1248 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) &
(ppm): 7.01 (1H, dt, J = 8.2, 2.0 Hz, 6-Har), 6.95 (1H, d, J = 1.8 Hz, 2-Har), 6.90 (1H,
dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 5-Ha/), 4.77 (1H, s, 1-H), 3.89 (3H, s, 3-OCHg3), 3.83 (1H, m, 3-
Hpip), 2.58 (4H, m, 2,6-Hpip), 1.79 (2H, m, 4a,5a-Hpip), 1.56 (2H, m, 4b,5b-Hpip); RMN-
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13C (100 MHz) & (ppm): 147.1, 146.5, 124.9, 121.3, 115.8, 114.8, 110.5, 66.9, 62.5,
62.4, 56.4, 50.0, 32.0, 21.8; ESI-EM: m/z = 547.6 (2M** + Na), 285.1 (M** + Na),
263.1 (M** + H), 236.1; analisis calculado para C14H1sN203: C, 64.10; H, 6.92; N,
10.68.

- 2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (40). Soélido blanco; P.f.
118-119 °C; Rto: a. 71%, b. 70%; IR (KBr): 2217, 1232 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6,
400 MHz) & (ppm): 7.01 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 6-Ha/), 6.98 (1H, d, J = 1.8 Hz, 2-
Har), 6.89 (1H, d, J = 8.1 Hz, 5-Har), 4.95 (1H, s, 1-H), 3.88 (3H, s, 3-OCH3), 2.70-
2.58 (4H, m, 2,5-Hyir), 1.89-1.76 (4H, m, 3,4-Hpir); RMN-3C (100 MHz) & (ppm):
147.0, 146.3, 126.3, 121.0, 117.0, 114.7, 110.3, 59.4, 56.3, 50.6 (2C), 23.7 (2C);
CG-EM (70 eV): tr = 20.1 min, m/z = 232 (M**), 207 (38), 206 (33), 138 (48), 137
(100), 70 (73); analisis calculado para C13H1sN202: C, 67.22; H, 6.94; N, 12.06.

- 2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-2-morfolinoacetonitrilo (41). Solido blanco; P.f. 107-109
°C; Rto: a. 72%, b. 68%; IR (KBr): 2236 cm™'. RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) § (ppm):
7.02 (1H, ddd, J = 8.2, 2.1, 0.7 Hz, 6-Har), 6.98 (1H, d, J = 2.0 Hz, 2-Ha), 6.90 (1H,
d, J = 8.2 Hz, 5-Har), 4.73 (1H, s, 1-H), 3.90 (3H, s, 3-OCHa), 3.79-3.64 (4H, m, 3,5-
Hmort), 2.63-2.49 (4H, m, 2,6-Hmorr); RMN-'3C (100 MHz) § (ppm): 147.1, 146.5,
124.4,121.5, 115.7, 114.8, 110.6, 66.9 (2C), 62.4, 56.3, 50.2 (2C); CG-EM (70 eV):
tr = 23.9 min, m/z = 248 (M**, 29), 162 (100), 87 (24), 86 (55), 56 (39); analisis
calculado para C13H16N203: C, 62.89; H, 6.50; N, 11.28.

- 2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)acetonitrilo (42). Sélido blanco;
P.f. 151-153 °C; Rto: a. 61%, b. 61%; IR (KBr): 2247, 1219 cm™'; RMN-'H (DMSO-
d6, 400 MHz) & (ppm): 6.02 (1H, d, J = 1.7 Hz, 2-Ha), 5.95 (1H, dd, J = 8.2, 1.7 Hz,
6-Har), 5.91 (1H, d, J = 8.1 Hz, 5-Ha/), 4.28 (1H, s, 1-H), 2.87 (3H, s, 3-OCH3), 1.73-
1.21 (11H, m, 2-7-Hpipz); RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 148.7, 148.0, 124.9, 121.3,
117.3, 116.3, 112.6, 61.4, 56.6, 55.4 (2C), 46.6; CG-EM (70 eV): tr = 24.6 min, m/z
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=261 (M*, 37), 162 (46), 99 (20), 56 (36), 44 (21), 42 (16); analisis calculado para
C14H19N302: C, 64.35; H, 7.33.

- 2-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)-2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)acetonitrilo (43). Solido
blanco; P.f. 116-117 °C; Rto: a. 51%; IR (KBr): 2247, 1219 cm™'; RMN-'H (DMSO-
d6, 400 MHz) 6 (ppm): 7.02 (1H, ddd, J = 8.2, 2.0, 0.6 Hz, 6-Ha), 6.97 (1H, d, J =
2.0 Hz, 2-Har), 6.89 (1H, d, J =8.2 Hz, 5-Har), 4.76 (1H, s, 1-H), 3.89 (3H, s, 3-OCH3),
3.61 (2H, t, J = 5.5 Hz, 8-Hpipz), 2.57 (10H, m, 2-7-Hyipz); RMN-"3C (100 MHz) &
(ppm): 1471, 146.5, 124.8, 121.3, 115.9, 114.8, 110.5, 62.0, 59.4, 58.0, 56.3, 52.8;
ESI-EM: m/z = 605.1 (2M** + Na), 314.1 (M** + Na), 292.2 (M** + H), 265.3; analisis
calculado para C1sH21N303: C, 61.84; H, 7.27; N, 14.42.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acetonitrilo  (44).
Sdlido blanco; P.f. 135-136 °C; Rto: a. 46%; IR (KBr): 2247, 1219 cm™'; RMN-'H
(DMSO-d6, 400 MHz) 5 (ppm): 7.15 (4H, m, 6-Har y 5,7-Hthi), 7.08 (1H, d, J = 1.9
Hz, 2-Har), 7.01 (1H, dd, J = 7.9 Hz, 8-Hrhia), 6.95 (1H, d, J = 8.2 Hz, 5-Har), 5.80
(1H, sa, -OH), 5.00 (1H, s, 1-H), 3.90 (3H, s, 3-OCHa), 3.79 (2H, s, 1-HtHia), 2.89
(4H, m, 3,4-Hrhiq); RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 147.6, 147.0, 134.4 (2C), 129.4,
127.2,127.0, 126.5, 125.4, 121.5, 116.2, 115.0, 110.6, 62.1, 56.2, 52.6, 47.4, 29.3;
CG-EM (70 eV): tr = 27.1 min, m/z = 294(M**), 269 (10), 163 (70), 138 (26), 137
(57), 133 (15), 132 (100), 104 (18); analisis calculado para C1gH1gN202: C, 73.45; H,
6.16; N, 9.52.

- 2-(3-Hidroxi-4-metoxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (45).Solido blanco; P.f. 93-
95 °C; Rto: a. 70%, b. 71%; IR (KBr): 2232, 1248 cm™'; RMN-'"H (DMSO-d6, 400
MHz) 6 (ppm): 7.09 (1H, dd, J = 2.2, 0.6 Hz, 2-Ha/), 7.02 (1H, ddd, J = 8.3, 2.2, 0.8
Hz, 6-Har), 6.83 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Har), 4.72 (1H, s,1-H), 3.89 (3H, s, 4-OCHs),
2.58-2.34 (4H, m, 2,6-Hpip),1.66-1.51 (4H, m, 3,5-Hypp), 1.51-1.41 (2H, dd, J = 10.8,
5.2 Hz 4-Hpp). RMN-"3C (100 MHz) § (ppm): 147.1, 146.1, 126.9, 119.8, 116.1,
114.4, 110.5, 62.8, 56.3, 51.1 (2C), 26.1 (2C), 24.3; CG-EM (70 eV): tr = 21.5 min,
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m/z = 246 (M*™), 221 (24), 137 (100), 98 (20), 84 (77); analisis calculado para
C14H1sN202: C, 68.27; H, 7.37; N, 11.37.

- 2-(3-Hidroxi-4-metoxifenil)-2-(3-hidroxipiperidin-1-il)acetonitrilo (46). Sélido crema;
P.f. 135-136 °C; Rto: a. 46%; IR (KBr): 2232, 1248 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 7.04 (1H, t, J = 2.2 Hz, 2-Har), 7.00 (1H, m, 6-Ha/), 6.84 (1H, dd, J =
8.3, 2.6 Hz, 5-Har), 4.75 (1H, s, 1-H), 3.90 (3H, s, 4-OCH3), 3.83 (1H, m, 3-Hpip), 2.55
(4H, m, 2,6-Hpip), 1.74 (2H, m, 4a,5a-Hpip), 1.57 (2H, m, 4b,5b-H,ip); RMN-13C (100
MHz) & (ppm): 147.4, 146.3, 126.2, 119.8, 115.7, 114.4, 110.7, 66.3, 62.3, 56.5,
56.3, 51.0, 31.9, 21.8; ESI-EM: m/z = 547.1 (2M** + Na), 263.2 (M** + H), 258. 2;
analisis calculado para C14H1sN203: C, 64.10; H, 6.92; N, 10.68.

- 2-(3-Hidroxi-4-metoxifenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (47). Sélido blanco; P.f. 93-
95 °C; Rto: a. 71%, b. 65%; IR (KBr): 2220, 1218 cm™'; RMN-'"H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 7.06 (1H, d, J = 2.2 Hz, 2-Ha(), 7.00 (1H, ddd, J = 8.3, 2.2, 0.7 Hz, 6-
Har), 6.82 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Ha), 4.94 (1H, s, 1-H), 3.88 (3H, s, 4-OCH3), 2.69-
2.57 (4H, m, 2,5-Hyir), 1.85-1.77 (4H, m, 3,4-Hpir). RMN-3C (100 MHz) & (ppm):
147.2, 146.1, 127.6, 119.5, 116.6, 114.3, 110.7, 59.0, 56.3, 50.5 (2C), 23.6 (2C);
CG-EM (70 eV): tr = 20.7 min, m/z = 232 (M**), 207 (20), 137 (100), 84 (22), 70 (50);
analisis calculado para C13H16N202: C, 67.22; H, 6.94; N, 12.06.

- 2-(3-Hidroxi-4-metoxifenil)- 2-(morfolin-1-il)acetonitrilo (48). Solido blanco; P.f.
142-143 °C; Rto: a. 76%, b. 71%; IR (KBr): 2238, 1249 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6,
400 MHz) & (ppm): 7.07 (1H, d, J = 2.2 Hz, 2-Ha/), 7.01 (1H, ddd, J = 8.3, 2.2, 0.7
Hz, 6-Har), 6.84 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Har), 5.90 (1H, sa, 3-OH), 4.72 (1H, s,1-H), 3.89
(3H, s, 4-OCHj3), 3.78-3.62 (4H, m, 3,5-Hmor), 2.66-2.45 (4H, m, 2,6-Hmorr). RMN-3C
(100 MHz) 6 (ppm): 147.4, 146.2, 125.7, 120.0, 115.7, 114.5, 110.6, 67.0 (2C), 62.2,
56.3, 50.1 (2C); CG-EM (70 eV): tr = 21.9 min, m/ z = 248 (M**, 16), 162 (100) 163
(23), 86 (57), 56 (37); analisis calculado para C13H16N203: C, 62.89; H, 6.50; N,
11.28.
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- 2-(3-Hidroxi-4-metoxifenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)acetonitrilo (49). Sélido blanco;
P.f. 167-169 °C; Rto: a. 63%, b. 64%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-
d6, 400 MHz) & (ppm): 7.03 (1H, dd, J = 2.2 Hz, 2-Ha), 6.98 (1H, ddd, J = 8.3, 2.2,
0.7 Hz, 6-Har), 6.82 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Har), 4.72 (1H, s, 1-H), 3.88 (3H, s, 4-OCHj),
2.74-2.30 (8H, m, 2-6-Hpipz), 2.28 (3H, s, 7-Hpipz). RMN-13C (100 MHz) & (ppm):
147.6, 146.4, 126.2, 119.8, 115.8, 114.7, 110.7, 61.7, 56.3, 55.0 (2C), 46.1; CG-EM
(70 eV): tr = 22.6 min, m/z = 261 (M**), 236 (67), 165 (47), 137 (100), 99 (62), 56
(47); analisis calculado para C14H19N3O2: C, 64.35; H, 7.33; N, 16.08.

- 2-(3-Hidroxi-4-metoxifenil)-2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)acetonitrilo (50). Solido
blanco; P.f. 103-104 °C; Rto: a. 42%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'"H (DMSO-
d6, 400 MHz) & (ppm): 7.21 (1H, dt J = 8.3, 2.9, 0.6 Hz, 2-Hx), 6.69 (2H, dt, J = 8.3,
3.0 Hz, 6-Har), 4.74 (1H, s, 1-H), 3.59 (2H, m, 8-Hpipz), 2.96 (6H, s, 7-Hpipz), 2.55
(11H, m, 2-7-Hpipz); RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 151.0, 129.2 (2C), 120.1, 116.2,
112.3, 61.9, 59.4, 58.0, 52.8 (2C), 40.7; ESI-EM: m/z = 605.1 (2M** + Na), 314.2
(M** + Na), 292.2 (M*™ + H), 265.2; analisis calculado para C1sH21N303: C, 61.84; H,
7.27; N, 14.42.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)acetonitrilo  (51).
Sdlido blanco; P.f. 96-97 °C; Rto: a. 47%; IR (KBr): 2232, 1236 cm'; RMN-'H
(DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm): 7.13 (4H, m, 2,6-Har y 5,7-HtHiq), 6.99 (1H, m, 8-
Hthi@), 6.87 (1H, d, J = 8.3 Hz, 5-Har), 5.75 (1H, sa, -OH), 4.94 (1H, s, 1-H), 3.92
(2H, s, 7-Har), 3.76 (2H, s, 1-Hthiq), 2.89 (4H, m, 3,4-Hrria); RMN-'3C (100 MHz) §
(ppm): 147.4, 146.3, 134.0 (2C), 129.0, 126.9, 126.8, 126.4, 126.1, 119,8, 115.8,
114.4, 110.8, 62.0, 56.3, 52.6, 47.8, 29.6; CG-EM (70 eV): tr = 27.9 min, m/z = 294
(M**), 268 (14), 138 (35), 132 (100), 104 (15); analisis calculado para C1gH1sN202:
C, 73.45; H,6.16; N, 9.52.

- 2-(4-(Benciloxi)fenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (52). Sélido blanco; P.f. 88-89 °C;
Rto: a. 87%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™!; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) § (ppm): 7.39
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(7H, m, 2,6-Har y 2-6-Hg;), 7.00 (2H, dt, J = 8.8, 3.0 Hz, 3,5-Har), 5.08 (2H, s, CH2-
Bz), 4.76 (1H, s, 1-H), 2.52 (4H, m, 2,6-Hpip), 1.60 (4H, m, 3,5-Hpip), 1.49 (2H, m, 4-
Hpip); RMN-3C (100 MHz) & (ppm): 159.3, 137.0, 129.4 (2C), 128.9 (2C), 128.4,
127.8 (2C), 126.2, 116.1, 115.2 (2C), 70.4, 62.7, 51.1 (2C), 26.1 (2C), 24.3; ESI-EM:
m/z = 635.8 (2M** + Na), 329.4 (M** + Na), 280.4 (M**- CN); analisis calculado para
C20H22N20: C, 78.40; H, 7.24; N, 9.14.

- 2-(4-(Benciloxi)fenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (53). Sélido blanco; P.f. 81-82 °C;
Rto: a. 82%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHZz) § (ppm): 7.42
(7TH, m, 2,6-Har y 2-6-Hg), 6.99 (2H, dt, J = 8.6, 3.0 Hz, 3,5-Har), 5.07 (2H, s, CH2-
Bz), 4.98 (1H, s, 1-H), 2.64 (4H, m, 2,5-H,ip), 1.83 (4H, m, 3,4-H,ip); RMN-"3C (100
MHz) & (ppm): 159.3, 137.0, 129.2 (2C), 129.1, 129.0 (2C), 128.4, 127.8 (2C), 116.6,
115.3,70.4, 59.0, 50.5 (2C), 23.7 (2C); ESI-EM: m/z = 607.7 (2M** + Na), 266.4 (M**
- CN); analisis calculado para C19H20N20: C, 78.05; H, 6.89; N, 9.58.

- 2-(4-(Benciloxi)fenil)-2-morfolinoacetonitrilo (54). Solido blanco; P.f. 138-139 °C;
Rto: a. 78%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™!; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) § (ppm): 7.39
(7H, m, 2,6-Har y 2,6-Hg;), 7.00 (2H, dt, J = 8.8, 2.1 Hz, 3,5-Ha/), 5.07 (2H, s, CHo.
Bz), 4.76 (1H, s, 1-H), 3.72 (4H, m, 2,5-H,ip), 2.57 (4H, m, 2,6-Hyip); RMN-"3C (100
MHz) & (ppm): 159.6, 136.9, 129.6 (2C), 129.0 (2C), 128.4, 127.8 (2C), 124.9, 115.7
(2C), 115.3, 70.4, 67.0, 62.1, 46.8; ESI-EM: m/z = 639.7 (2M** + Na), 331.4.4 (M**
+ Na), 282.4 (M** - CN); analisis calculado para C19H20N202: C, 74.00; H, 6.54; N,
9.08.

- 2-(4-(Benciloxi)fenil)-2-(3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)acetonitrilo  (85). Solido
blanco; P.f. 105-106 °C; Rto: a. 83%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'"H (DMSO-
d6, 400 MHz) & (ppm): 7.52 (2H, m, 2,6-Har), 7.39 (5H, m, 2-6-Har), 7.14 (3H, m, 25-
7-Hpip), 7.02 (3H, m, 8-Hthia y 3,5-Har), 5.10 (2H, s, CH2.Bz), 5.02 (1H, s, 1-H), 3.77
(2H, m, 1-Hrria), 2.90 (4H, m, 3,4-Hrhia); RMN-3C (100 MHz) § (ppm): 159.4, 136.9,
134.0, 133.9, 129.4 (2C), 129.0, 128.9 (2C), 128.4, 127.8, 126.9, 126.7, 126.2,
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125.6, 115.9, 115.4, 70.4, 61.9, 52.6, 47.7, 29.6; ESI-EM: m/z = 355.4 (M** + H),
328.4 (M**- CN); analisis calculado para C24H22N20: C, 81.33; H, 6.26; N, 7.90.

- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (56). Solido blanco; P.f. 77-78
°C; Rto: a. 43%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm):
7.35 (2H, dt, J = 8.9, 3.0 Hz, 2,6-Har), 6.70 (2H, dt, J = 8.8, 3.1 Hz, 3,5-Ha/), 4.73
(1H, s, 1-H), 2.97 (6H, s, -N(CHa)2), 2.52 (4H, m, 2,6-Hpip), 1.59 (4H, m, 3,5-Hpip),
1.47 (2H, dd, J = 10.6, 5.3 Hz, 4-H,p); RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 151.3, 129.4
(2C), 121.2, 116.8, 112.5 (2C), 62.6, 50.8 (2C), 40.5 (2C), 25.8 (2C), 24.0; ESI-EM:
m/z = 509.1 (2M** + Na), 266.1 (M** + Na), 244.2 (M** + H), 217.3, 159.5; analisis
calculado para CisH21Ns: C, 74.03; H, 8.70; N, 17.27.

- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-(2-metilpiperidin-1-il)acetonitrilo (57). Soélido blanco;
P.f. 98-99 °C; Rto: a. 41%; IR (KBr): 2232, 1236 cm'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz)
3 (ppm): 7.33 (2H, m, 2,6-Har), 6.70 (2H, dt, J = 8.8, 3.2 Hz, 3,5-Ha/), 4.78 (1H, s, 1-
H), 2.99 (6H, s, -N(CH3)2), 2.92 (1H, m, 2-Hypp), 2.62 (1H, m, 6-Haxpip), 2.08 (1H, td,
J =11.6, 2.7 Hz, 6- Heq,pip), 1.71 (1H, m, 3-Heqpip), 1.70 (1H, m, 5-Heq,pip), 1.57 (1H,
m, 4-Hax,pip), 1.40 (2H, m, 3,5-Haxpip), 1.39 (1H, m, 4-Heq,pip), 1.21 (3H, d, J = 6.4 Hz,
2-CHs); RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 150.9, 129.2 (2C), 121.1, 116.5, 112.4 (2C),
62.5, 53.4,47.5,40.7 (2C), 34.7, 34.2, 30.8, 22.1; ESI-EM: m/z = 637.7 (2M** + Na),
280.0 (M*™ + Na), 231.4 (M** - CN); analisis calculado para C1sH23Ns: C, 74.67; H,
9.01; N, 16.33.

- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-(2-metilpiperidin-1-il)acetonitrilo (58). Soélido blanco;
P.f. 101-102 °C; Rto: a. 62%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 7.34 (2H, m, 2,6-Har), 6.70 (2H, dt, J = 8.8, 3.2 Hz, 3,5-Har), 4.75 (1H,
s, 1-H), 2.97 (6H, s, -N(CHz)2), 2.89 (1H, dt, J = 11.0, 4.5 Hz, 6-Heq,pip), 2.60 (1H, dt,
J =10.6, 4.5 Hz, 2-Heq,pip), 2.48 (1H, td, J = 11.3, 2.8 Hz, 6-Haxpip), 2.05 (1H, td, J =
11.6, 2.8 Hz, 2-Haxpip), 1.70 (1H, m, 5-Heqpip), 1.57 (1H, m, 3-Heqpip), 1.43 (1H, m, 4-
Hax pip), 1.32 (1H, ddd, J = 11.8, 4.0 Hz, 5-Haxpip) 1.08 (1H, ddd, J =12.0, 4.1 Hz, 3-
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Hax,pip), 0.92 (1H, d, J = 6.3 Hz, 4-CH3); RMN-'3C (100 MHz) & (ppm): 150.9, 129.1
(2C), 121.1, 116.5, 112.4 (2C), 62.4, 53.4, 47.5, 40.7 (2C), 34.6, 34.2; ESI-EM: m/z
= 637.7 (2M* + Na), 280.4 (M** + Na), 231.4 (M** - CN); analisis calculado para
C16H23Na: C, 74.67; H, 9.01; N, 16.33.

- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-(3-hidroxipiperidin-1-il)acetonitrilo (59). Solido blanco;
P.f. 230-231 °C; Rto: a. 41%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 7.33 (2H, m, 2,6-Ha/), 6.69 (2H, m, 3,5-Ha/), 4.75 (1H, s, 1-H), 2.97
(6H, s, -N(CHa)2), 2.86 (1H, m, 3-Hpip), 2.56 (4H, m, 2,6-Hpip), 1.30 (4H, m, 3,5-Hyip),;
RMN-"3C (100 MHz) § (ppm): 151.0, 129.1 (2C), 120.1, 116.2, 112.4 (2C), 62.5,61.7,
51.4, 46.1, 44.7 (2C), 35.2, 24.9; ESI-EM: m/z = 541.7 (2M** + Na), 260.35 (M** -
CN), 217.3; analisis calculado para C1sH21N30O: C, 69.47; H, 8.16; N, 16.20.

- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (60). Liquido amarillo; Rto: a.
46%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'"H (DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm): 7.33 (2H,
dt, J = 8.5, 2.1 Hz, 2,6-Ha), 6.69 (2H, dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 3,5-Ha), 4.93 (1H, s, 1-H),
2.95 (6H, s, -N(CHz3)2), 2.63 (4H, m, 2,5-H,ir), 1.81 (4H, m, 3,5-H,ir); RMN-'3C (100
MHz) & (ppm): 150.9, 128.8 (2C), 121.8, 116.9, 112.4 (2C), 59.0, 50.4 (2C), 40.7
(2C), 23.6 (2C); ESI-EM: m/z = 481.6 (2M** + Na), 229.3 (M** + H); analisis calculado
para C1sH19N3: C, 73.33; H, 8.35; N, 18.32.

- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-morfolinoacetonitrilo (61). Solido blanco; P.f. 67-68 °C;
Rto: a. 60%; IR (KBr): 2232, 1236 cm!; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) § (ppm): 7.33
(2H, dt, J = 8.5, 3.0 Hz, 2,6-Har), 6.69 (2H, dd, J = 8.9, 3.1 Hz, 3,5-Har), 4.71 (1H, s,
1-H), 3.71 (4H, m, 3,5-Hmorf), 2.97 (6H, s, -N(CH3)2), 2.56 (4H, m, 2,6-Hmorr); RMN-
3C (100 MHz) § (ppm): 151.5, 129.6 (2C), 119.9, 116.3, 112.5 (2C), 66.92 (2C),
62.0, 49.9 (2C), 40.4 (2C); ESI-EM: m/z=513.1 (2M** + Na), 268.1 (M** + Na), 246.2
(M* + H), 219.3, 159.5; analisis calculado para C14H19N3O: C, 68.54; H, 7.81; N,
17.13
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- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)acetonitrilo (62). Sdélido blanco;
P.f. 62-63 °C; Rto: a. 53%; IR (KBr): 2232, 1236 cm'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz)
3 (ppm): 7.32 (2H, dt, J = 8.5, 3.4 Hz, 2,6-Hx), 6.68 (2H, dd, J = 8.9, 3.0 Hz, 3,5-
Har), 4.72 (1H, s, 1-H), 2.95 (6H, s, -N(CHs)z2), 2.51 (8H, m, 2-6-Hpipz), 2.27 (3H, s, 7-
Hpipz); RMN-3C (100 MHz) § (ppm): 150.9, 129.2 (2C), 120.3, 116.2, 112.3 (2C),
61.7, 55.1 (4C), 46.2, 40.4 (2C); ESI-EM: m/z = 539.3 (2M** + Na), 232.3 (M** + H),
159.5; analisis calculado para C1sH22N4: C, 69.73; H, 8.58; N, 21.69.

- 2-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-(4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il)acetonitrilo (63). Solido
blanco; P.f. 99-100 °C; Rto: a. 48%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-"H (DMSO-d6,
400 MHz) 6 (ppm): 7.32 (2H, dt, J = 8.3, 2.9, 0.6 Hz, 2,6-Har), 6.69 (2H, dt, J = 8.8,
3.0 Hz, 3,5-Har), 4.74 (1H, s, 1-H), 3.59 (2H, m, 8-Hpipz), 2.96 (6H, s, -N(CH3)2), 2.55
(11H, m, 2-7-Hpipz y -OH); RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 151.0, 129.2 (2C), 120.1,
116.2, 112.3 (2C), 61.8, 59.4, 58.0, 52.8 (4C), 40.7 (2C); ESI-EM: m/z = 599.8 (2M**
+ Na), 262.4 (M**- CN), 159.5; analisis calculado para C16H24N4O: C, 66.64; H, 8.39;
N, 19.43.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(4-(dimetilamino)fenil)acetonitrilo (64). Solido
blanco; P.f. 106-107 °C; Rto: a. 63%; IR (KBr): 2222, 1080 cm™'; RMN-'H (DMSO-
d6, 400 MHz) 6 (ppm): 7.43 (2H, dt, J = 8.4, 3.0, 0.6 Hz, 2,6-Har), 7.13 (3H, m, 5-7-
Hrhio), 7.0 (1H, m, 8-Hrhio), 6.74 (2H, dd, J = 8.9, 3.0 Hz, 3,5-Har), 4.99 (1H, s, 1-
H), 3.77 (2H, s, 1-HtHia), 2.99 (6H, s, -N(CH3)2), 2.88 (4H, m, 3,4-H;ipz); RMN-13C
(100 MHz) & (ppm): 151.0, 134.2, 134.1, 129.3 (2C), 129.0, 127.0, 126.6, 126.1,
120.4, 116.3, 112.4 (2C), 62.0, 52.6, 47.6, 40.7 (2C), 29.6; ESI-EM: m/z = 605.1
(2M** + Na), 314.1 (M*™ + Na), 265.1, 159.5; analisis calculado para C19H21N3: C,
78.32; H, 7.26; N, 14.42.

- 2-(4-Clorofenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo (65). Solido blanco; P.f. 76-77 °C; Rto:
a. 68%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm): 7.48 (2H,
m, 3,5-Har), 7.36 (2H, dt, J = 8.6, 2.0 Hz, 2,6-Har), 4.77 (1H, s, 1-H), 2.49 (4H, t, J =
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5.0 Hz, 2,6-Hpip), 1.66 (4H, m, 3,5-Hpip), 1.48 (2H, m, 4-Hpip); RMN-"3C (100 MHz) &
(ppm): 135.0, 132.5, 129.4 (2C), 129.2 (2C), 115.6, 62.7, 51.2 (2C), 26.1 (2C), 24.2;
ESI-EM: m/z = 492.4 (2M** + Na), 256.5 (M** + Na), 207.5 (M** - CN); analisis
calculado para C13H15CIN2: C, 66.52; H, 6.44; Cl, 15.10; N, 11.93.

- 2-(4-Clorofenil)-2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo (66). Sélido blanco; P.f. 163-154 °C;
Rto: a. 61%; IR (KBr): 2232, 1236 cm!; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) § (ppm): 7.46
(2H, m, 3,5-Har), 7.35 (2H, m, 2,6-Har), 5.01 (1H, s, 1-H), 2.63 (4H, m, 2,5-Hpir), 1.82
(4H, m, 3,4-Hpir), 1.48 (2H, m, 4-Hpip); RMN-C (100 MHz) & (ppm): 135.0, 133.1,
131.2 (2C), 129.7 (2C), 116.0, 50.5 (2C), 23.7 (2C); ESI-EM: m/z = 221.7 (M** + H),
194.7 (M** - CN); analisis calculado para C12H13CIN2: C, 65.31; H, 5.94; Cl, 16.06;
N, 12.69.

- 2-(4-Clorofenil)-2-morfolinoacetonitrilo (67). Solido blanco; P.f. 65-66 °C; Rto: a.
61%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-"H (DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm): 7.48 (2H,
d, J = 8.4 Hz, 3,5-Har), 7.38 (2H, d, J = 8.5 Hz, 2,6-Har), 4.78 (1H, s, 1-H), 3.71 (4H,
m, 3,5-Hmorf), 2.56 (4H, t, J = 4.4 Hz, 2,6-Hmorf); RMN-3C (100 MHz) 5 (ppm): 135.4,
131.4, 129.6 (2C), 129.4 (2C), 115.1, 66.9, 62.1 (2C), 50.2 (2C); ESI-EM: m/z =
496.5 (2M** + Na), 259.7 (M** + Na), 237. (M** + H), 210.7 (M** - CN); analisis
calculado para C12H13CIN20: C, 60.89; H, 5.54; CI, 14.98; N, 11.84.

- 2-(4-Clorofenil)-2-(3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)acetonitrilo (68). Solido blanco;
P.f. 93-94 °C; Rto: a. 76%; IR (KBr): 2232, 1236 cm'; RMN-'H (DMS0O-d6, 400 MHz)
8 (ppm): 7.57 (2H, m, 3,5-Har), 7.41 (2H, dt, J = 8.6, 2.0 Hz, 2,6-Har), 7.16 (3H, m, 5-
7-Hthia), 7.00 (1H, m, 8-HtHia), 5.04 (1H, s, 1-H), 3.77 (2H, dd, J = 20.2 Hz, 1-HtHIq),
2.90 (4H, m, 3,4-Hthio); RMN-3C (100 MHz) § (ppm): 135.3, 133.9, 133.7, 132.0,
129.5 (2C), 129.4 (2C), 129.1, 126.9, 126.8, 126.2, 115.3, 61.9, 52.7, 47.8, 29.5;
ESI-EM: m/z = 588.5 (2M** + Na), 283.7 (M** + H), 256 (M**- CN); analisis calculado
para C47H1sCIN2: C, 72.21; H, 5.35; Cl, 12.54; N, 9.91.
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- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-fenilacetonitrilo (69). Solido blanco; P.f. 78-79
°C; Rto: a. 80%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz) & (ppm):
7.62 (2H, m, 2,6-Har), 7.43 (3H, m, 3-5-Har), 7.15 (3H, m, 5-7-Htniq), 7.00 (1H, m, 8-
Hthiq), 5.09 (1H, s, 1-H), 3.79 (2H, dd, J = 17,7 Hz, 1-HtHia), 2.92 (4H, m, 3,4-HTHiq);
RMN-"3C (100 MHz) & (ppm): 133.7, 133.6, 133.0, 129.1, 128.9 (2C), 128.8, 127.9,
126.7,126.5, 125.9, 115.4, 62.2, 52.4, 47 .6, 29.3; ESI-EM: m/z = 519.1 (2M** + Na),
271.3 (M** + Na), 249.3 (M**+ H), 222.3 (M**- CN); analisis calculado para C17H1sN2:
C, 82.22; H,6.49; N, 11.28.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(4-hidroxifenil)acetonitrilo (70). Solido blanco;
P.f. 129-130 °C; Rto: a. 67%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 7.43 (2H, d, J = 8.4 Hz, 2,6- Htri), 7.13 (3H, m, 5-7-Hrhi), 6.99 (1H,
m, 8-Hthia), 6.85 (2H, d, J = 8.6 Hz, 3,5- HTHia), 4.99 (1H, s, 1-H), 4.71 (1H, sa, OH),
3.75 (2H, m, 1- Hrhia), 2.89 (4H, m, 3,4-Hthia); RMN-3C (100 MHz) & (ppm): 156.7,
133.9, 133.8, 129.7 (2C), 129.1, 126.9, 126.8, 126.2, 116.1, 116.0, 61.9, 52.6, 47.8,
29.5; ESI-EM: m/z = 551.6 (2M** + Na), 287.3 (M** + Na), 238.3 (M**- CN); analisis
calculado para C17H1sN20: C, 77.25; H, 6.10; N, 10.60.

- 2-(3,4-Dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(naftalen-1-il)acetonitrilo (71). Solido blanco;
P.f. 133-134 °C; Rto: a. 81%; IR (KBr): 2232, 1236 cm™'; RMN-'H (DMSO-d6, 400
MHz) & (ppm): 8.17 (1H, m, 8-Hnar), 7.90 (3H, m, 4,5,7-Hnar), 7.52 (3H, m, 6-Hnary
7,8- Hrhia), 7.11 (3H, m, 5-6-Hrhia y 3- Hnar), 7.01 (1H, m, 2-Hnaf), 5.67 (1H, s, 1-H),
3.97 (1H, d, J = 14.5 Hz, 1a-Hnar), 2.87 (1H, d, J = 14.4 Hz, 1b-Hnar); RMN-"3C (100
MHz) & (ppm): 134.1, 133.9, 133.7, 131.0, 130.3, 128.7, 128.6, 128.2, 126.9, 126.8,
126.6, 126.4, 125.8,124.8,123.9, 115.4,60.9,52.3,47.2, 29.4; ESI-EM: m/z=619.3
(2M** + Na), 321.4 (M** + Na), 299.4 (M** + H), 272.4 (M** - CN); analisis calculado
para C21H1sN2: C, 84.53; H, 6.08; N, 9.39.
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2.3.6. Colecciéon de datos de polvo de 2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-
(morfolin-1-il)acetonitrilo 25. EI compuesto 2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-(morfolin-1-
il)acetonitrilo 25 se triturd y se tamizé hasta un tamafio de grano inferior a 38 um. El
patron de difraccion de polvo se registro a temperatura ambiente (298 K) en un
difractometro BRUKER D8 ADVANCE trabajando en la geometria de Bragg-
Brentano usando radiacion CuKao (A = 1.541 84 A), operando a 40 kV y 40 mA). El
difractometro estuvo equipado con ranuras de Soller primaria y secundaria de 2.5°,
rendija de divergencia de 0,6 mm, filtro de Ni de 0.02 mm y un detector LynxEye.
Se utilizé el programa Powder X para eliminar el fondo, suavizar el perfil y eliminar
el componente Ka2. Se utilizé el método de segunda derivada para determinar las
posiciones e intensidades observadas de los picos. La indexacion del patron se
realizé con el programa DICVOLOG6 con un error absoluto de 0.03 ° (20).

2.3.7. Coleccion de datos de monocristal de 2-(3,4-
dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(4-(dimetilamino)fenil)acetonitrilo 64. Un solo
cristal del compuesto 2-(3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(4-(dimetilamino)fenil)
acetonitrilo 64 obtenido en 2 dias por evaporacién controlada de una solucién en
mezcla de éter de petroleo: acetato de etilo (30:1) a 25 °C, demostro ser de calidad
apropiada para estudios de difraccion de rayos X de cristal unico. Esto permitio
confirmar la formula estructural propuesta de la molécula 64 y la determinacion de

sus interacciones C-H:--N y C-H--- «.

2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

Al disponer de un nutrido conjunto de aldehidos aromaticos y aminas ciclicas
secundarias de diferentes compafias quimicas, que al variarlas podrian generar
numerosos a-aminonitrilos, su seleccién se apoyo en principios disefio racional e
hibridacion molecular. El método mas comun de disefio racional inicia con la
busqueda de un compuesto lider, que se basa, por lo general, en un sustrato natural,

metabolito secundario que exprese alguna actividad bioldgica potente. La ventaja

94



ofrecida por los resultados de la evaluacion bioldgica de la girgensohnina y los
reportes de correlacion entre la estructura molecular y la actividad biologica de

moléculas bioactivas se empleé como mecanismo seleccionador (Figura 3).

Figura 3. Ejemplos de moléculas bioactivas naturales y sintéticas.
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La revision de entidades con accidn biolégica como alcaloides y candidatos a
farmacos (Figura 4)?+-33 permitio la limitacion de la lista de posibles precursores a
los aldehidos aromaticos benzaldehido, 1-naftaldehido, 4-hidroxibenzaldehido, 4-
metoxibenzaldehido,  3,4-dimetoxibenzaldehido, 3,4,5-trimetoxibenzaldehido,
piperonal, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido, 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido, 4-
(benciloxi)benzaldehido, 4-(dimetilamino)benzaldehido y 4-clorobenzaldehido) y las
aminas secundarias ciclicas piperidina, 2-metilpiperidina, 4-metilpiperidina, 3-
hidroxipiperidina, pirrolidina, morfolina, N-metilpiperazina, 1-(2-
hidroxietil)piperazina, y 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina. Antes de su sintesis se
evaluaron sus parametros fisicoquimicos empleando diferentes propiedades
fisicoquimicas seleccionando 70 analogos para su evaluacion.3-3 Cabe sefalar
que estos parametros fisicoquimicos y algunos descriptores adicionales como el
area de superficie polar topolégica tPSA, numero de enlaces rotables NER vy
solubilidad en agua LogS) han demostrado ser utiles para predecir las propiedades
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biologicas tanto de nuevos agentes farmacolégicos, como de nuevas sustancias

agroquimicas.37-38

Figura 4. a-Aminonitrilos inspirados por un alcaloide natural.
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Los resultados obtenidos mostraron que los a-aminonitrilos, producto de la
combinacion de los precursores propuestos, incluido el alcaloide girgensohnina,
presentan perfiles farmacocinéticos aceptables y cumplen con los diferentes
parametros establecidos por las reglas de Lipinski y demas descriptores (peso
molecular PM = 216.28-354.44 g/mol, logP = 0.69-4.44, numero de enlaces
aceptores de hidrogeno nON = 2-7, numero de enlaces donadores de hidrogeno
NOHNH = 0-2, NER = 2-7 y tPSA = 27.03-79.96) (Tabla 1).

En general, aunque se observa que los a-aminonitrilos 1-71 son moléculas
lipofilicas, al mostrar valores de logP por debajo de 5, cabe esperar que las
moléculas con fragmentos tetrahidroisoquinolilo y 4-(benciloxi)fenilo se distribuyan
preferentemente en areas hidrofébicas como las bicapas lipidicas. Esta baja
solubilidad acuosa se observa también en los resultados de LogS donde se
obtuvieron valores inferiores a -4.0. Cabe mencionar que cerca del 20% de
moléculas activas empleadas como farmacos presentan valores Log S estimados

menores a -4, como los encontrados para este grupo moléculas.

La prediccion de riesgos toxicologicos mostro alerta baja para los compuestos 3, 12,
21, 30 y 57 (precursor aminico 2-metilpiperidina) con respecto al riesgo irritante y
para los compuestos 65 a 68 (precursor 4-clorobenzaldehido) con respecto al riesgo
reproductivo. Si bien ninguna de las moléculas propuestas mostré riesgos

mutagénicos, las moléculas 56 a 64 indicaron alerta alta en riesgo tumorigénico,
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debido a la semejanza del fragmento N,N-dimetilaminofenilo con los encontrado en
el filtro PAINS (Pan Assay Interference Compounds), identificado como
anil_di_alk_By D y sefialados por la escasa funcionalizaciéon de su grupo arilo.3%43

Luego, para la planificacion de la preparacion de los a-aminonitrilos se
seleccionaron las fuentes de cianuro y catalizadores a emplear en la reaccion de
Strecker de tres componentes.** Aunque esta reaccion se ha estudiado
ampliamente usando diferentes metales complejos y acidos y bases de Lewis, la
busqueda de metodologias mas verdes a dirigido sus esfuerzos al empleo de
catalizadores acidos sélidos, donde sobresale el acido sulfurico soportado sobre gel
de silice SSA.45-%0 Entre sus ventajas se destacan su facil preparacion y manejo,
baja toxicidad y amplio rango de tolerancia a variados disolventes ademas de ser

un catalizador recuperable y reutilizable.

Entre las fuentes de cianuro empleadas en la reacciéon de Strecker las sales
inorganicas, como los cianuros de sodio NaCN y potasio KCN, se emplean
regularmente debido a la ventaja que supone el trabajo con estos solidos en
comparacion con el HCN gaseoso y los liquidos inestables y toxicos (EtO)2P(O)CN,
Et-AICN y BusSnCN.5":52 También se destacan el cianuro de trimetilsililo, debido a
que promueve en muchos casos esta reaccion sin el empleo de catalizadores, y la

acetona cianhidrina, compuesto liquido estable de facil manejo y generacion.>?

Con estos antecedentes y de acuerdo con las tendencias modernas de quimica
sintética y criterios verdes para reducir y eliminar el uso y generacion de sustancias
peligrosas para el medio ambiente, se evaluaron diferentes protocolos de sintesis
encontrados en la literatura. Los reportes de sintesis de Strecker empleando agua
como disolvente y otras libres de disolventes, asi como las que se reportan sin el

empleo de catalizadores, fueron evaluadas.

Empleando como precursores al 3,4-dimetoxibenzaldehido, piperonal, piperidina,
pirrolidina y morfolina, las moléculas 11, 15, 16, 29, 33 y 34 se buscaron obtener
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empleando agua como disolvente y en ausencia del catalizador SSA sin observarse
la generacion del producto esperado. Cuando no se uso disolvente en la reaccion,
se observo la formacion de la imina como un sdlido, por lo que para la adicion del
KCN, también sodlido, se hizo necesario el empleo de disolvente. Finalmente, la
reaccion en MeCN sin el catalizador SSA no genero los productos de interés.

En forma general se ha reportado que durante el mecanismo de reaccion que sigue
el proceso descubierto por Strecker se dan dos adiciones nucleofilicas asi, en la
primera etapa se genera la imina correspondiente a la adicién nucleofilica de la
amina al compuesto carbonilico seguida de la eliminacion (E) del agua y luego, la
adicidon nucledfilica del ion cianuro para atrapar in situ la imina formada (Esquema
31).

Esquema 31. Mecanismo de reaccion propuesto.
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Debido al mecanismo que sigue esta reaccidon se ha encontrado que esta se
favorece en presencia de catalizadores que activen a los precursores en lugar del
empleo, por ejemplo, de promotores que faciliten la formacién del cianuro. Esto se
pudo corroborar al tratar de obtener los productos a-aminonitrilicos empleando
ferrocianuro de potasio con cloruro de benzoilo como promotor en etanol, sin la
generacion de los sistemas esperados con rendimientos comparables a los

brindados al usar SSA como catalizador.

Teniendo en cuenta lo encontrado, se establecieron como las mejores condiciones
el empleo del catalizador solido SSA y como fuentes de cianuro a la acetona

cianhidrina y el cianuro de potasio KCN. Bajo este protocolo sintético, en MeCN a
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temperatura ambiente durante 16-24 h, se generd la libreria de compuestos
propuesta como cristales claros con puntos de fusién definidos o liquidos amarillos
(Tabla 2). De acuerdo con los resultados y teniendo en cuenta la naturaleza del
componente iminico precursor, los mejores rendimientos fueron obtenidos para los
compuestos que presentaron fragmentos piperidinicos, metil-piperidinicos y
morfolinicos en sus estructuras. En el caso de la evaluacion de los grupos arilos
sobresalen los compuestos di- y trimetoxi sustituidos y los compuestos 52-55 con el
grupo benciloxil en la posicion C-4 del anillo aromatico. La 3-hidroxipiperidina, entre
los precursores aminicos, y el 4-(dimetilamino)benzaldehido, entre los
benzaldehidos empleados, brindaron los rendimientos mas bajos. Se encontré que
los grupos electroatractores (-OH) unidos al anillo de piperidina y grupos
electrodonores en la posicion C-4 del arilo (-OCHs y -N(CHs)2), disminuian

drasticamente la generacion de los a-aminonitrilos de interés.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de la girgensohnina 1 y sus analogos 2-71.

CN
R1 N/\ﬁ)n
y R4)\(><
Rs Rs
1-71
PM Rend.? P.F.
Comp. R4 R2 Rz n X Rs Rs Aspecto
g/mol % °C
Cristales
1 H OH H 1 CH; H H 216.28 68 115-117
blancos
Cristales
2 H OMe H 1 CH; H H 230.32 66 78-79
blancos
Cristales
3 H OMe H 1 CH; Me H 244.33 66 57-58
blancos
Cristales
4 H OMe H 1 CH; H Me 244.34 88 95-96
blancos
Liquido
5 H OMe H 1 CH; H OH ) 246.30 40 -
amarillo
Liquido
6 H OMe H 0 CH: H H ) 216,28 63 -
amarillo
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OH
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OH

Cristales
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Cristales
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Cristales
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Cristales
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Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Liquido
amarillo
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales

blancos

232.28

245.32

275.35

278.35

260.33

274.36

274.36

276.33

246.30

262.30

275.35

305.37

308.37

290.36

304.38

304.38

306.36

276.33

292.33

305.37
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58

56
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72

91
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41

56

75
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63
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87
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52
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101-102
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60-62

94-95

88-87

71-72

69-70
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71-73

99-100

115-117

62-63
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127-128

91-93

137-139

117-118
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Cristales
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Liquido
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Cristales
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Cristales
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Cristales
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Cristales
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Cristales
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Solido
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258.32
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289.33

292.33

246.30

262.30

232.28

248.28
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291.35
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69
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81
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68
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46

70

46

117-118

133-134

74-75

80-81

88-89

91-92

55-56

118-119

84-86

129-130

106-107

133-135

118-119

107-109

151-153

116-117

135-136

93-95

135-136



47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

OMe

OMe

OMe

OMe

OMe

OBz

OBz

OBz

OBz

N(Me)2

N(Me)2

N(Me)2

N(Me)2

N(Me)2

N(Me)2

N(Me)2

N(Me)2

N(Me)2

Cl

Cl

OH

OH

OH

OH

OH

CH2

NMe

N(CH2).OH H

Ph

CH2

CH2

Ph

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

NMe

Me

N(CH2).OH H

Ph

CH2

CH2

102

Me

OH

Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
Cristales
blancos
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232.28

248.28
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308.37
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257.37

259.35
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42
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43
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62
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93-95

42-143
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Cristales

67 H Cl H 1 (0] H H 236.70 61 65-66
blancos
Cristales

68 H Cl H 1 Ph H - 282.77 76 93-94
blancos
Cristales

69 H H H 1 Ph H - 248.32 80 78-79
blancos
Cristales

70 H OH H 1 Ph H - 264.32 67 129-130
blancos
Cristales

71 1-Ph - H 1 Ph H - 298.38 81 133-134
blancos

aRendimiento empleando KCN como fuente de cianuro

La caracterizacion estructural de los o-aminonitrilos obtenidos 1-71 se realizo
empleando las técnicas analiticas de IR, como primera aproximacion y prueba
diagnostica, seguida de analisis de CG-EM o ESI-EM, previo tratamiento de
extraccion y purificacion. La confirmacion estructural definitiva se obtuvo producto
de los andlisis de RMN-'H y RMN-"3C realizados.

Los espectros de infrarrojo de los compuestos se caracterizaron por presentar una
banda débil entre 2190 y 2230 cm! perteneciente a la tension del enlace nitrilico -
C=Ny entre 1230 y 1280 cm™' una banda debida a la tension del enlace -C-N. Como
ejemplo representativo se presenta el espectro del compuesto 4 donde se indican
las bandas caracteristicas de los enlaces aromaticos y los observados para el grupo
metilo y metoxilo (Figura 5).
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Figura 5. Espectro infrarrojo del compuesto 4.
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Seguidamente y como buscando continuar con la identificacién de los productos
obtenidos, se emplearon las técnicas cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas CG-EM o la ionizacion por electrospray acoplada a

espectrometria de masas ESI-EM segun la disposicion de los equipos.

Los perfiles cromatograficos obtenidos permitieron confirmar la pureza y la
formacién de los productos deseados al registrarse los picos para los respectivos
iones moleculares cuya relacion m/z correspondié a la masa nominal de sus
férmulas moleculares condensadas. Debido a la analogia estructural entre los
sistemas generados, se observa un alto grado de similitud de los patrones de su
fragmentacion. Ademas de la presencia de sus iones moleculares con baja
intensidad, se observaron el fragmento ®4 [M**-26], producto de la pérdida del
fragmento nitrilico, y los iones complementarios @, y ®3 producto de la escision del
enlace C-N entre el fragmento aminico y el carbono a. Como ejemplo se presentan
los fragmentogramas de las moléculas 37, 40 y 45 donde se puede ver el patrén de

fragmentacién mencionado (Figura 6).
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Figura 6. Espectros de masas y posibles fragmentaciones para 37, 40 y 45.
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Al emplear la técnica de ionizacion por electrospray acoplada a espectrometria de
masas ESI-MS se observaron las masas de los aductos (2M**+Na), (M*+Na) y
nuevamente el aducto producto de la escision del enlace que genera la perdida del
fragmento nitrilico (M**-CN), indicativo de su labilidad (Figura 7). Solo en algunos
espectros se encontrd la sefal correspondiente al aducto (M**+H). Este fenomeno
fue atribuido a la ionizacién electroquimica de la molécula durante la exposicién a
la diferencia de potencial del capilar durante el proceso de nebulizacién en el
electrospray dando origen preferiblemente al aducto (M**-CN) encontrado para las

moléculas evaluadas.
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Figura 7. lones caracteristicos ESI-EM para los compuestos 2, 10 y 31.
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Finalmente, las estructuras de los productos obtenidos fueron confirmadas por
analisis de espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones y de
carbono (RMN-'H y RMN-'3C) y, en algunos casos, experimentos bidimensionales
de correlacién homonuclear como 'H, "H-COSY.

Las diferentes sefiales observadas en los espectros de RMN-'H de los compuestos
1-71 fueron asignados de acuerdo a su desplazamiento quimico. Las sefiales
registradas a campos bajos fueron asignados a los protones aromaticos presentes
en las estructuras, mientras que las sefiales a campos altos se asignaron a los

protones pertenecientes a las aminas precursoras.

Como caracteristica general para todas las moléculas sintetizadas, entre 4.28 y 5.24
ppm (moléculas 42 y 12, respectivamente), resondé en forma de singulete, el
hidrogeno a al grupo nitrilo. Los grupos metoxilo de los benzaldehidos empleados

se presentaron como singuletes entre 2.95 y 4.00 ppm mientras que solo en los
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compuestos 1, 44, 38, 48 y 51 se observo el grupo hidroxilo del arilo como un
singulete ancho a 9.61, 5.80, 5.72, 5.90 y 5.75 ppm respectivamente (Figura 8).

Figura 8. Espectros de RMN 'H de los compuestos 19 y 38.
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Ademas, mientras los hidrégenos metilénicos del fragmento bencilo de los

compuestos 52 a 55 resonaron a 5.08 ppm, los seis protones metilicos unidos al
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nitrégeno en la posicion C-4 del arilo resonaron como un singulete entre 2.95 y 2.99

ppm en las moléculas 56 a 64 (Figura 9).

Figura 9. Espectros de RMN 'H de los compuestos 52 y 61.
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En los compuestos 65 a 68 la presencia del sustituyente cloro en la posicion C-4 del
arilo llevo a que los protones unidos a los carbonos en las posiciones C-3 y C-5
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resonaran a campos mas bajos, entre los 7.57 y 7.48 ppm, que ninguno de los

demas hidrogenos unidos a este anillo aromatico (Figura 10).
Figura 10. Espectro de RMN 1H del compuesto 68.
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Con respecto a los protones presentes en las aminas heterociclicas de las
moléculas obtenidas, se observan senales como multipletes no resueltos lo que en
la mayoria de los casos no permitid la asignacion especifica de cada uno de ellos.
Para las moléculas obtenidas empleando 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina, si bien los
protones unidos a los carbonos identificados como C-3 y C-4 se observaron como
multipletes, los protones geminales del carbono 1 resonaron como un singulete
entre 3.75y 3.79 ppm para las moléculas 10, 19, 37, 44, 51, 55 y 64.

Un caso particular se observo para los compuestos 2-(3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-
il)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)acetonitrilo 28 y 2-(4-clorofenil)-2-(3,4-dihidro isoquinolin-
2(1H)-il)acetonitrilo 68 en los cuales los protones geminales unidos al carbono C-1
se observaron como un multiplete y como dos dobletes respectivamente. En el
compuesto 28 la sefal de estos protones aparece solapada con la sefal de los tres
grupos metoxilo de la molécula, pero para la molécula 68, sin grupos que resonaran

en esta zona, los hidrégenos metilénicos del carbono C-1 se observaron como un
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par de dobletes con constantes de acoplamiento de 20.2 Hz, constante tipica para
protones geminales (Figura 10). Esto puede deberse a la simetria que supone la
presencia del cloro en la posicidon C-4 del arilo, lo que le permitiria al anillo
tetrahidroisoquinolinico rotar generando dos minimos de rotacion brindando dos

conformaciones diferenciables.

Debido a la presencia de un grupo metilo en el anillo piperidinico, para las moléculas
3,4,12, 13, 30 y 31 los protones geminales de este anillo fueron distinguibles. Los
protones axiales y ecuatoriales aparecieron como senales independientes entre
2.89 y 1.09 ppm, con constantes de acoplamientos de Jax-ax Y J(ax-eq) - J(eg-eq) tipicas

para protones vecinales (Figura 11).

Figura 11. Representacién de los posibles acoplamientos para las 4-metilpiperidinas.
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La evaluacion de sus espectros bidimensionales 'H-'H COSY y 'H-'3C HSQC
permitio la identificacion de los diferentes protones y la duplicacion de las sefales
mostro la presencia de diasteroisomeros. Tomando como ejemplo a la molécula 4
se observo que los protones equatoriales unidos a los carbonos C-3 y C-5
aparecieron como doblete de dobletes con constantes de acoplamiento de 5.9y 3.0
Hz mientras que sus protones axiales aparecieron como doble doblete de dobletes
con constantes de 12.0, 4.0 y 3.9 Hz. La constante de acoplamiento de 12.0 Hz deja
en evidencia la interaccion con dos protones axiales, en el caso de 5-Hax con 6-Hax
y 4-Hax y en el caso de 3-Hax con 2-Hax y 4-Hax, en todos los casos con un 6 = 180°

y su multiplicidad encontrada (Figura 12).
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Figura 12. Representacién de los posibles acoplamientos para las 4-metilpiperidinas.
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Para el caso de grupos metilénicos identificados como C-2 y C-6 se observo un
solapamiento de las sefiales para los protones 2-Heq Y 6Hax, |2 aparicion del protdn
6-Heq como un doblete de tripletes y una tripleta de dobletes para el 2-Hax. La
reduccion en su multiplicidad, con respecto a lo encontrado para los grupos
metilénicos 3 y 5, se observd debido a que en la posicién C-1 del anillo el grupo
metilénico ha sido sustituido por un nitrégeno. El estudio del espectro 'H-"3C HSQC
permitio la asignacion inequivoca de los diferentes carbonos con sus respectivos
protones (Figura 13). Los protones unidos a los carbonos C-2 a C-6 de la piperidina
presentaron caracter diasterotdpico, debido a que se observaron que sefiales de
protones bien diferenciadas interaccionaban con una misma sefial en el espectro de
RMN-13C.
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Figura 13. Espectro 'H-"*C HSQC del compuesto 4.
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La asignacién completa de las sefiales obtenidas en los espectros de RMN-"3C se
llevo a cabo mediante la directa comparacion de los resultados de los experimentos
de 3C y DEPT-135, en los que se logro diferenciar los carbonos metilicos de los
metilénicos y cuaternarios (Figura 14). Ademas de estos resultados, las
asignaciones propuestas fueron comparadas con los resultados de 'H-'H COSY y
'H-13C HSQC para las moléculas con anillos de piperidina metil e hidroxi sustituidos

y fragmentos tetrahidroisoquinolinicos.
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Figura 14. Espectro RMN-13C y DEPT-135 para el compuesto 10.
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El numero de senales en los espectros de todas las moléculas obtenidas fue
consistente con el numero de carbonos esperados, teniendo en cuenta que, en
algunos casos como en el mostrado en la figura, se observd solapamiento de

sefales para los carbonos del arilo provenientes del benzaldehido precursor.

Debido a que informacién cristalografica por DRX de este tipo de compuestos ha
sido poco explorada, el compuesto 25 se caracterizo por difraccion de rayos X de
polvo y el compuesto 64 por difraccion de rayos X de monocristal. El patron de DRX
experimental del compuesto 25 se presenta en la figura 15 y los datos obtenidos en
la tabla 3.
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Figura 15. Patron de difraccion de rayos X en polvo de 25.
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El 2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-(morfolin-1-il)acetonitrilo 25 cristalizd en un sistema
monoclinico con grupo espacial P2+/a (N° 14) estimado por el programa
CHEKCELL, compatible con las ausencias sistematicas. La densidad calculada
para Z = 4 estuvo en concordancia con el valor medido, Dm = 1.29 g cm3. El analisis
de todo el patron (111 maximos de difraccidn) con NBS*AIDS83 dio como resultado
una celda unitaria con parametros: a = 13.904 (2), b = 5.1696 (6), ¢ = 21.628 (3) A,
B = 104.31 (1)° y V = 1506.3 (3) A3. El conjunto de reflexiones observadas es
consistente con el grupo espacial P2+1/a (N° 14). Las cifras de mérito de Wolfy Smith-
Snyder fueron M2 = 54.1y F30=151.4 (0.0051, 39), respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros obtenidos por DRX de polvo para el compuesto 25.

Compuesto 25
Sistema cristalino Monociclico
Grupo espacial P2i/a (14)
a (A 13.904 (2)
b (A) 5.1696 (6)
c(A) 21.628 (3)
B(°) 104.31 (1)
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V (A% 1506.3 (3)

Z 4
My 541

Fso 151.4 (0.0051.39)
Dm 1.29gcm3

Finalmente, se llevd a cabo la caracterizacion del compuesto 2-(3,4-
dihidroisoquinolin-2(1H)-il)-2-(4-(dimetilamino)fenil)acetonitrilo 64 mediante la
difraccion de rayos X de monocristal lo que permitiéo determinar que cristaliza en un
sistema monoclinico con grupo espacial P21/c (No. 14) (Figura 16). Los datos de
cristal, los parametros de recopilacion de datos y los resultados del refinamiento de

la estructura se presentan en la Tabla 4.
Tabla 4. Parametros y refinamiento para el a-aminonitrilo 64.

Datos del cristal

CCDC referencia 1499111
Formula Molecular C1gH21N3

M 291.41
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P24/c (No. 14)

alblclA

BI°]

V A9

Z

Dc[g cm?]
p(MoKa) [mm-]
F (000)

13.2197(9) / 6.4454(4) / 19.1092(13)
95.051(8)

1621.90(19)

4

1.193

0.071

624

0.10x0.13x0.26

amarillos / prismas

Tamafrio del cristal [mm]
Color del cristal / habit

Recopilacion de datos

Temperatura (K) 293
Radiacion [A] MoKo. 0.71075
0 Min / Max [°] 2.1/27.6

Conjunto de datos “16<h<17;-6<k<8;-24</<24
Tot., Uniq. Data, Rint, Rs 12233, 3681, 0.022, 0.0199
Datos observados [/ > 2.0 o(/)] 2639
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Refinamiento

Nref / Npar 3681 /202
R, wR2, S 0.0434, 0.1248, 1.02
Max. and Av. variacion/error 0.00, 0.00
Min. and Max. Resd. Dens. [e” A -0.16, 0.15

La unidad asimétrica contiene una molécula de 64. Se observo que el anillo que
contiene el nitrégeno en el fragmento 3,4 dihidroisoquinolin adopta una
conformacién de media silla torcida, basado en el analisis de los parametros de

agrupamiento de anillo de Cremer y Pople realizado con PLATON (Figura 16).

Figura 16. Estructura molecular de 64 y su asignacion obtenida (50% de probabilidad de elipsoides).
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Los mejores planos a través de los anillos de arilo de la molécula presentan un
angulo de 86.67(7)° mientras que los contactos convencionales de enlace de
hidrogeno no se observaron. Sin embargo, se determiné que una serie de
interacciones intermoleculares desempefian un papel importante en el

empaquetamiento del cristal (Tabla 5).

Tabla 5. Pardmetros geométricos para las interacciones intermoleculares de 64.

Contacto D(HJ) (A) —C-H"J(°) Simetria
C(5)-H(5) "N(3) 2.70 D(HCg) (A) 121 -C-H~Cg (°) 1-x, 2-y, 1-z
C(11)-H(11B)-Cs 2.86 156 2-x,1-y,1-2
C(9)-H(9)Cc 287 137 1-x1-y,1-2
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Se produce un contacto C-H-:--N entre el nitrilo N3 y el C5-H5 de un anillo C con la
operacion de simetria 1-x, 2-y, 1-z (2.700 A, 121°). Un analisis de contactos C-H---N
similares en estructuras contenidas en el CSD indicé que las distancias varian entre
2.332y2.749 A (media 2.619 A) y los angulos difieren entre 77.96° y 175.42° (media
131.61°). Las interacciones C-H:-:N observadas dan como resultado dimeros
ciclicos entre moléculas antiparalelas que se puede representar, de manera similar

a los enlaces de hidrégeno convencionales (Figura 17).

Figura 17. Interacciones C-H-::-N formando dimeros del compuesto 64.

Igualmente, se observaron dos interacciones C-H---r, donde los pares de moléculas
relacionadas por 2-x, 1-y, 1-z interactuaron de forma antiparalela a través de C (11)
-H (11B) y el centroide del anillo B (CB) (Figura 18). Al mismo tiempo, las
interacciones entre C(9)-H(9) con el centroide del anillo C (CC) relacionadas por 1 -
x, 1 -y, 1 -z ocurrieron para producir cintas en zigzag que se extienden a lo largo

del eje a.
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Figura 18. Interacciones C-H::-n produciendo cintas en zig-zag del compuesto 64.

Las distancias entre el atomo de Hy el centroide (Cg) de cada anillo, H---CB y H---CC
encontradas fueron de 2.86 y 2.87 A y los angulos C-H---Cg de 137° y 156°
respectivamente (Tabla 5). Las cintas resultantes se apilaron a lo largo del eje c e

interactuaron a través de contactos van der Waals (Figura 19).

Figura 19. Empaquetamiento del compuesto 64 a lo largo del eje b.

2.5. CONCLUSIONES

Se consiguio el disefio de nuevos a-aminonitrilos, analogos del alcaloide natural
girgensohnina, incorporando fragmentos con reportada accién biologica. La

realizacion del cribado in silico, utilizando como criterio seleccionador varios
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descriptores moleculares relacionados con las propiedades ADMET, mostré que
todas las moléculas disefiadas presentan perfiles farmacocinéticos aceptables,

convirtiéndolas en blancos atractivos para su desarrollo experimental.

La evaluacion de diferentes modificaciones sobre la version clasica de Strecker
permitio la seleccion un protocolo en el que se hace uso de (KCN)/acido sulfurico
soportado en gel de silice SSA como fuente de cianuro y catalizador
respectivamente. Usando las condiciones de reaccién y el sistema catalitico
estudiado fue posible el acceso sintético a las 70 moléculas disefiadas, empleando
una reaccién “one-pot”, cuya formacién se realizé bajo las normas de la quimica

sostenible.

La completa caracterizacion de los productos obtenidos empleando técnicas
espectroscopicas y espectrométricas demostré la obtencién inequivoca de los
productos disefados. El estudio de los espectros obtenidos para los compuestos
con sustituyentes en su anillo de piperidina confirmé la presencia de
diasteroisomeros y los resultados de empaquetamiento producto del analisis de
difraccion de rayos X mostraron que los productos se generaron como mezclas
enantioméricas. Finalmente, cabe sefalar que las condiciones de reaccion verdes,
la simplicidad y la eficacia del procedimiento sintético propuesto para la obtencién
de los a-aminonitrilos permitieron su preparacion a gran escala, consideracion de
gran importancia al tener en cuenta el interés particular para su evaluacion sobre

diferentes modelos in vitro e in vivo.
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3. EVALUACION BIOLOGICA IN VITRO Y DOCKING MOLECULAR DE
ANALOGOS DEL ALCALOIDE GIRGENSOHNINA COMO INHIBIDORES
DE LA ENZIMA ACETILCOLINESTERASA ACHE.

Articulos publicados del capitulo:

Andrés G. Rueda, Aurora L. Carrefio Otero, Jonny E. Duque L., Vladimir V.
Kouznetsov. Revista Brasileira de Enfomolgia, 62 (2018) 112-118.

Aurora L. Carrerio Otero, Leonor Y. Vargas Méndez, Jonny E. Duque L., Vladimir
V. Kouznetsov. European Journal of Medicinal Chemistry, 78 (2014) 392-400.

3.1. RESUMEN

La quimica organica como ciencia en constante evolucion, ha estado desde siempre
ligada a los diferentes y variados procesos que toman lugar en los organismos vivos.
La generacion de sistemas inspirados en los metabolitos encontrados en la
naturaleza ha permitido el descubrimiento de nuevos compuestos capaces de
actuar sobre blancos enzimaticos especificos. Dentro de estos sistemas naturales
se destacan aquellos que poseen en su estructura heterociclos nitrogenados, a los
cuales se les ha atribuido una gran variedad de propiedades bioldgicas incluidas
aquellas para el control y tratamiento de patologias como el Parkinson, Alzheimer,
cancer, leishmaniasis tripanosomiasis, malaria, e incluso para el control de plagas.
Reportes previos indicaron la capacidad del alcaloide natural girgensohnina para
inhibir moderadamente la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE), este hallazgo
llevo ha proponer la sintesis y evaluacién de nuevos analogos a-aminonitrilicos

buscando potenciar esta accion bioldgica. El alcaloide natural girgensohnina 1y 83
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analogos, sintetizados empleando modificaciones de la reaccion clasica de
Strecker, fueron evaluados en ensayos in vitro, sobre la AChE comercial de
Electrophorus electricus encontrando valores de inhibicion ICsp mas bajos que el
obtenido para 1 previamente. Con el objetivo de explorar y comprender mejor las
interacciones receptor-ligando, AChE-analogos y, se realizaron estudios de
acoplamiento molecular basados en la estructura cristalina de la enzima AChE
encontradas en el ProteinData Bank PDB. Se encontraron valores de energias de
acoplamiento mas bajas que las reportadas y validadas para los ligandos de
referencia (-9.89 y -10.97 Kcal mol' para el diazinon y la galantamina,
respectivamente), a excepcion de aquellas moléculas con morfolina como

fragmento aminico.

3.2. INTRODUCCION

El estudio a nivel molecular de los distintos tipos de sinapsis ha permitido conocer
mejor la etiologia y la patologia de diferentes enfermedades y ademas ha
contribuido con el desarrollo de nuevos sistemas y estrategias terapéuticas para
prevenirlas, tratarlas e incluso curarlas.! El descubrimiento en los afios 50 de las
acciones antisicoticas de la reserpina, alcaloide inddlico, y de la clorpromazina, una
fenotiazina, permitieron determinar que es en la sinapsis en donde residen las
dianas bioldgicas susceptibles a moléculas con utilidad clinica.?® De acuerdo a la
distancia por la cual se encuentran separadas dos células, la sinapsis puede ser
eléctrica o quimica.* En la sinapsis eléctrica las células estan separadas por un
espacio sinaptico de solo 20 A lo que permite una transmisién rapida de la sefal,
mientras en la sinapsis quimica, con un espacio de mas de 200 A, el potencial de
accion, necesita la liberacién, desde la neurona presinaptica, de sustancias
especificas conocidas como neurotransmisores, que se difunden y se unen a sus

receptores correspondientes en la membrana postsinaptica.>®
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El neurotransmisor monoaminérgico acetilcolina ACh se encuentra ampliamente
distribuido en el sistema nervioso tanto central como periférico y su funcion, al igual
que la de otros neurotransmisores, es mediar en la actividad sinaptica del sistema.”-
9 Este éster acético de la colina es sintetizado en el citoplasma neuronal a partir de
la union de la colina, producida en el higado y transportada a las neuronas por via
hematica, y el acido acético en presencia de la acetil CoA. Su participacion en
diversas funciones fisiolégicas y su caracter de neurotransmisor en la union
neuromuscular y cerebral de vertebrados e invertebrados ha propiciado su
investigacion buscando nuevas formas de bloquear o incrementar su actividad
colinérgica. Un punto para su control se encuentra en la acetilcolinesterasa AChE,
proteina tetramérica del grupo de las hidrolasas [EC.3.1.1.7] (Figura 20).1%-12

Figura 20. Sitio activo de la AChE.
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Esta enzima se encuentra localizada en el sistema nervioso y los musculos y es la
principal responsable de la degradacion, por hidrdlisis, del neurotransmisor ACh a
colina y acido acético permitiendo la transmision de la sefal nerviosa en el sistema
nervioso central y periférico (Esquema 32).'* Comparaciones entre las
caracteristicas estructurales de la enzima en diferentes organismos y los

requerimientos del sitio activo para lograr interacciones efectivas, han permitido
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establecer que la AChE se encuentra evolutivamente conservada entre las

diferentes especies.™

Esquema 32. Mecanismo simplificado de la degradaciéon de la acetilcolina en el sitio activo de la
AChE.
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La AChE consta de tres sitios principales: un sitio activo (sitio A), donde se
encuentra la triada catalitica conformada por los residuos Ser203, His447, Glu334,
un sitio anionico periférico (PAS) con los residuos aromaticos Tyr72, Asp74, Trp86,
Tyr124, Trp286, Tyr341 y una larga garganta hidrofobica estrecha, que conecta el
sitio A y el PAS, recubierta por los residuos aromaticos Tyr72, Trp86, Phe123,
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Tyr124, Tyr133, Trp236, Trp286, Phe295, Phe297, Tyr337, Tyr341, Phe338, Trp439
y Tyrd449. Estos 14 residuos se encuentran conservados entre diferentes especies
y Trp86 es vital para la unién de ACh en el bolsillo de la AChE ya que su mutacion
resulta en una disminucion en 3000 veces de su actividad.®'® Se han encontrado
moléculas que al unirse a cualquiera de estos sitios llevan a la inhibicion de la
actividad de la enzima y al consecuente aumento en la concentracion del
neurotransmisor ACh en el espacio sinaptico. Estas moléculas conocidas como
inhibidores de la AChE han tenido un amplio uso clinico, como la galantamina que
se emplea como tratamiento paliativo en la enfermedad de Alzheimer al retrasar el
deterioro cognitivo de los pacientes. Otro uso de gran importancia es en el campo
agricola, al ser esta enzima una de las dianas sobre la que actuan insecticidas como

el diazinén y el propoxur.'7:18

Debido al conocimiento alcanzado al estudiar las diferentes interacciones de las
moléculas con los residuos del sitio activo al PAS y a la suposicion de que la AChE
promueve la formacion de fibrillas amiloides mediante la interaccion a traves de los
residuos del PAS, la busqueda se ha orientado generacion de inhibidores duales.
Un excelente ejemplo es el donepecilo, inhibidor reversible de la AChE que se
emplea como tratamiento en pacientes con enfermedad de Alzheimer, el cual es
reconocido por el sitio A y el PAS conjuntamente.'®'® Estudios cristalinos reportados
en la PDB han mostrado interacciones del fragmento bencilo del donepecilo con el
sitio A, del nitrogeno del fragmento piperidinico con la garganta hidrofoba y del

fragmento dimetoxinodanona con el PAS de la enzima (Figura 21).
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Figura 21. Disposicién del donepecilo en el sitio activo de la AChE.
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Debido la necesidad de nuevos y eficientes inhibidores de la AChE, la busqueda
continua apoyandose en las moléculas sintetizadas por las plantas, donde los
metabolitos naturales continuan siendo ejes centrales debido a sus potentes
acciones sobre otros sistemas vivos, incluidos mamiferos e insectos.?’ Esta
investigacion involucré al alcaloide natural girgensohnina, compuesto cianogénico
con un anillo de piperidina y un fragmento nitrilico que, contrario a los demas
alcaloides clasificados en este grupo, no presenta un fragmento glucosidico en su
estructura.?’ Apoyados en reportes que indicaron su capacidad de inhibir a la
actividad de la AChE de forma moderada y teniendo en cuenta la serie de analogos
o-aminonitrilos generados empleando una metodologia verde de Strecker, se
propuso la evaluacion in vitro de la actividad de estas moléculas sobre la AChE
comercial de Electrophorus electricus.?>?® Finalmente, y gracias a diferentes
herramientas computacionales que han permitido explorar las interacciones que
estabilizan los sistemas AChE-ACh y AChE-inhibidor, se realizaron simulaciones de
acoplamiento molecular AChE-a-aminonitrilos analogos.?* Los hallazgos

encontrados proporcionaron informacion acerca de los requerimientos del sitio
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catalitico y la disposicion de los analogos en el sitio activo, la cual puede ser usada

para el disefio de nuevas moléculas activas.
3.3. EXPERIMENTAL

3.3.1. Procedimiento general para la sintesis de derivados a-
aminonitrilicos. La girgensohnina 1 y sus analogos 2-71 se sintetizaron usando
una reaccion de Strecker modificada, como se reporta en el capitulo dos del
presente texto (Esquema 33). La caracterizacién estructural de los productos se
realizé empleando las técnicas analiticas de IR, CG-EM o ESI-EM y la confirmacién

estructural definitiva se obtuvo producto de los anélisis de RMN-"H y RMN-"3C.

Esquema 33. Preparacion de la girgensohnina y sus analogos.

Rs So HN s KCN /\(;P(
X >
Ry R4)\( SSA Ry R4)\(
o 3

Ry Rs 16-24 h

Teniendo en cuenta los principios de la quimica verde, los analogos 72 a 78 fueron
sintetizados empleando una metodologia de la reaccion de Strecker sin catalizador
y con agua como disolvente. Se empled una mezcla de benzaldehido (2 mmol) y
amina ciclica (1,2 mmol) agitando durante 30 minutos. Se afiadieron entonces KCN
(1,2 mmol) como fuente de cianuro empleando agua como disolvente (15-20 mL) a
temperatura ambiente (6-14 h). Los productos se obtuvieron como sélidos blancos
insolubles en el medio de reaccién, por lo que se filtraron, lavaron y se secaron a 40
°C (Esquema 34).
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Esquema 34. Obtencion de los compuestos 72 - 78 bajo condiciones verdes.

CN Rs
Rs x Ry N R
0, HNTY KCN O
e
Rs K/NH H,0, t.a. Ry N R4
6-14h CN

RS
72-78

Comp. R, R2 R; n
72 H OMe H 1
73 H OMe OMe 1
74 OMe OMe OMe 1
75 H (OCH20) - 1
76 H OH OMe 1
77 H OMe OH 1
78 H N(Me) - 1

Los compuestos 79 a 84 fueron sintetizados empleando NaBH4 y SSA en metanol
obteniendo las aminas secundarias de interés. Los productos se obtuvieron como
liquidos amarillos y transparentes después de su purificacion por columna
cromatografica. La caracterizacion estructural de los productos 72 a 84 se realiz6
empleando diferentes técnicas analiticas y los resultados encontrados fueron

consistentes con las reportados en la literatura (Esquema 35).25:26

Esquema 35. Obtencién de los compuestos 79 - 84 via aminacioén reductiva.

R; X0 HN/\(\I)H NaBH,, SSA Ry N/\

Rs 0°C,4-6h Rs
79 -84
Comp. R4 R2 R3 n X
79 H OMe OMe 1 CH:
80 H OMe OMe 0 CH:
81 H OMe OMe 1 0]
82 H (OCH20) - 1 CH2
83 H (OCH20) - 0 CH2
84 H (OCH20) - 1 0]
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3.3.2. Ensayo de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa. La
actividad inhibidora de los compuestos sintetizados 1-84 sobre la AChE se realizd
empleando la metodologia descrita por Ellman empleando AChE de Electrophorus
electricus, acido 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzoico) (DTNB) y yoduro de acetiltiocolina.?’
En una placa de 96 pocillos, se disolvieron 50 pyL de la muestra en tampdn fosfato
(K2HPO4 8 mM, NaH2PO4, 2.3 M, NaCl 150 M y Tween 20 al 0.05% a pH 7,6) asi
como 50 yL de la solucion AChE (0,25 unidades/mL). Las soluciones de ensayo,
excepto el sustrato, se pre incubaron con la enzima durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de la pre incubacién, se afadio el sustrato (0.1 mM
de Na:HPO4, 0.6 mM de yoduro acetiltiocolina y 0.5 mmol/L de DTNB en agua
Millipore, pH 7.5). La absorbancia del producto de color amarillo, generado por la
hidrolisis espontanea del sustrato por accién de la AChE, se midié a 410 nm durante
5 minutos en un lector de placas. El alcaloide galantamina y el insecticida diazindn
se emplearon como referencia. En cada ensayo se evaluaron cinco concentraciones
diferentes de cada uno de los analogos obtenidos y cada ensayo general se realiz6
por triplicado en tres dias diferentes para finalmente determinar los valores de 1Cso

por analisis de regresion.

Software y métodos computacionales. Para el acoplamiento molecular, disefo,
manipulacion y analisis de estructuras, minimizacién de energia y generacion de
conformeros se utilizaron diferentes herramientas disponibles en el paquete
OpenEye Scientific Software (OSS) bajo licencia académica, incluyendo un conjunto
de aplicaciones para modelado molecular y quimioinformatico.?® Se generd un
maximo de 1000 conféormeros con el software OMEGA 2.5.1.4 para describir el
espacio conformacional para cada ligando.?® Todos los conférmeros se generaron
dentro de una ventana de energia de 10,0 Kcal/mol y se utilizé un limite de RMSD
de 0,01 A para eliminar las estructuras redundantes. El software SZYBKI 1.8.0.2 se
utilizé para la optimizacion de la geometria y el calculo de las energias de tension
en diferentes etapas del estudio.*® Un acoplamiento molecular rigido entre multiples
conformaciones de cada uno de los ligandos y el receptor AChE se llevo a cabo con
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software OEDocking 3.0.1. empleando este mismo programa para optimizar la

conformacion en el sitio de union del receptor.?’

3.3.3. Acoplamiento molecular. Para realizar las simulaciones, se llevd
a cabo una busqueda en modo de texto completo en el sitio web de Protein Data
Bank (PDB) de cristales de la AChE de diferentes especies. El programa Clustal X
y el algoritmo MUSCLE se utilizaron para el alineamiento de secuencia multiple
identificando las regiones conservadas y el porcentaje de identidad entre todas las

secuencias evaluadas.3233

3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

La ventaja que supone descubrir una actividad biolégica especifica de un metabolito
secundario contribuye con el desarrollo de nuevos sistemas analogos que potencien
esta actividad. Esta molécula se convierte entonces en el compuesto cabeza de
serie que dirige el disefio y respalda la busqueda de estrategias sintéticas que
permitan la obtencidon de este producto natural y de sus analogos estructurales.
Hallazgos de este tipo han fomentado el trabajo y el desarrollo mancomunado de
areas de la ciencia que van desde la quimica organica hasta la medicinal y la

agroquimica.

Para la realizacién de pruebas en las que se evalua la bioactividad de este tipo de
moléculas es necesaria la obtencion de cantidades considerables de productos con
alta pureza. Los métodos tradicionales de extraccion se encuentran limitados debido
a la gran cantidad de metabolitos secundarios obtenidos junto con el material de
interés, ademas de presentarse en la mayoria de las ocasiones con rendimientos

bajos, sin siquiera representar el 1% del material vegetal estudiado.

Empleando la reaccion modificada de Strecker, empleando KCN y SSA como
catalizador, se gener6 una serie de a-aminonitrilos analogos a la girgensohnina

1.22.23 Reportes de la accion inhibitoria moderada sobre la AChE determinados para
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la girgensohnina respaldaron la evaluacion de los analogos obtenidos sobre esta
enzima.?! La evaluacion de su estructura al ser comparada con la del donepecilo
mostré consistencias estructurales que previamente han sido exploradas en

diferentes investigaciones (Figura 22).26:34

Figura 22. Identificacion de motivos estructurales en los sistemas evaluados.
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Buscando comprender la importancia del fragmento nitrilico presente en 1 y sus
analogos se empled una version verde de la reaccion de Strecker obteniéndose asi
una serie de 7 moléculas con dos fragmentos nitrilicos en su estructura. Los
productos 72 a 78 se obtuvieron como sdlidos blancos poco solubles en agua, lo
que permitié su purificacion por filtracion. Igualmente, empleando una reaccion de
aminacion reductiva, una serie de 6 moléculas sin este fragmento fue obtenida e

identificada como los compuestos 79 a 84 (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas de los compuestos 72 - 84.
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PM Rto
Estructura Comp. R1 R2 Rs n X Formula

g/mol %

72 H OMe H 1 N CuHuNO, 37645 61

. 73 H OMe OMe 1 N CauHuN4O, 43650 61

RZ@jN 74 OMe  OMe OMe 1 N  CaxpHnNOs  496.56 62

R: C_’,} e 75 - (OCH:0) - 1 N C22H20N404 404.42 59

NC&}’RZ 76 H OH OMe 1 N  CyuHuN4O, 40845 58

72-7e " 77 H OMe OH 1 N  CupHuNO, 40845 58

78 - N(Me), - 1 N Ca4H3oNs 40254 56

79 H OMe OMe 1 CH, CuHzNO; 23532 90

:' “@ 80 H OMe OMe 0 CH, CisHioNO, 22130 88

R 81 H OMe OMe 1 O CiHioNOs 23729 92

oo 82 H (OCHO) - 1 CHz CiHisNO, 21928 90



83 H (OCH0) - 0 CHy CpHisNO, 20525 89
84 H (OCH0) - 1 O  CpHisNOs 22125 87

La busqueda de nuevos modelos moleculares que presenten actividad inhibitoria
frente a la AChE, importante linea de estudios del LQOBIo, llevé a la evaluacion de
las 84 moléculas obtenidas sobre la enzima AChE. El método mas ampliamente
utilizado para la determinacion de la actividad de la acetilcolinesterasa, elaborado
por Ellman en 1961, se basa en un ensayo colorimétrico, donde en lugar de utilizar
acetilcolina, compuesto que no presenta propiedades espectroscépicas
caracteristicas, se utiliza la acetiltiocolina como sustrato alternativo (Esquema

36)_35,27,36

Esquema 36. Generacion del anién TNB.

+ AChE " _ _
HO  + (CH3)sNCH,CHo,SCOCHy — > (CH5)gNCH,CH,S + CHSCOO + 2H*
Acetiltiocolina Tioocolina
NO,
. LI
|\ S CoO
0N DTNB
Ccoo-
+ S-
S\S/\/N(CHs)s
+
O2N COO

COO-
Anién del acido tionitrobenzéico (TNB)

Coloracion Amarilla
Para permitir su deteccién por medio de la absorcion de la luz se acopla una
reaccion a la conversion. La acetiltiocolina se hidroliza por medio de la AChE
produciendo sus respectivos compuestos tiol. Este es interceptado por el acido
5,5 ditiobis [2-nitrobenzoico] (DTNB) formando un enlace bisulfuro y liberando el
anion TNB de color amarillo. La formacion de este compuesto se monitored

midiendo la absorcion de la mezcla reaccionante a una longitud de onda de 410 nm.
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De las 84 moléculas evaluadas 45 mostraron valores de inhibicion media ICso
inferiores al reportado previamente para el alcaloide natural 1. Se encontré que
mientras solo dos analogos con sustituyente metoxilo en la posiciéon C-4 del arilo,
compuestos 5 y 9, hacian parte de este grupo, la inclusidbn de dos grupos
electrodonadores en las posiciones 3 y 4 del arilo, llevd a que seis de estos
analogos, compuestos 11, 14 - 16, 18 y 19, presentaron valores de inhibicibn mas
bajos que para 1 (ICsp = 92.9 uM). Igualmente, y debido a su equivalencia biolégica,
la presencia del fragmento dioximetilenico en los analogos 29, 32 - 34, 36 y 37 brindo
valores de ICs inferiores a 79 uM. Entre los 14 analogos sustituidos con grupos
metoxilo e hidroxilo en las posiciones C-3 y C-4 del arilo, solo los compuestos 39,
con un sustituyente hidroxilo en la posicion 3 de la piperidina, 43 y 50, con piperacina
N- sustituida, y 44 y 51, con el fragmento de la tetrahidroisoquinolina, presentaron

valores de ICsg inferiores que el encontrado para el alcaloide 1 (Tabla 7).

Tabla 7. Valores ICso encontrados para los compuestos 1 - 84.

PM ICso
Comp. Ry R2 R3 n X Rs Rs Formula
g/mol mg/lL uM
1 H OH H 1 CH: H H CisHiN2O  216.28 20.1 929
2 H OMe H 1 CH: H H CiHgN2O  230.32 50.1 217.3
3 H OMe H 1 CH: Me H CisHoN2O  244.33 53.8 220.4
4 H OMe H 1 CH: H Me CisHxoN2O  244.34 36.3 148.6
5 H OMe H 1 CH: H OH CyHgN202 24630 16.5 67.1
6 H OMe H 0 CH: H H CisHisN2O  216.28 51.6 238.8
7 H OMe H 1 0] H H CiHiN20O2 23228 60.3 259.4
8 H OMe H 1 NMe H H CiHigN3O 24532 234 955
9 H OMe H 1 N(CH2):OH H H  CisHN3O2 27535 20.2 73.3
10 H OMe H 1 Ph H - CigH1gN2O  278.35 33.0 118.6
11 H OMe OMe 1 CH, H CisHoN20,  260.33  11.6  44.6
12 H OMe OMe 1 CH, Me CieH22N2O,  274.36  40.0 145.8
13 H OMe OMe 1 CH; H Me CieH2N2O, 274.36 43.8 159.6
14 H OMe OMe 1 CH: H OH CisHxoN203 276.33 11.2 404
15 H OMe OMe O CH, H H C1sH1gN20O2  246.30 10.3 41.8
16 H OMe OMe 1 0] H H CiuHiN20O3 26230 14.1 53.8
17 H OMe OMe 1 NMe H H  CisHaiN3O2 27535 104.4 379.2
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18 H OMe OMe 1 N(CH2)OH H H CieH2sN3O3  305.37 16.1 52.6
19 H OMe OMe 1 Ph H Ci9H20N2O,  308.37 222 72.0
20 OMe OMe OMe 1 CH: H H CieH22N203  290.36  110.1 379.2
21 OMe OMe OMe 1 CHa Me H Ci7H24N20O3  304.38 47.6 156.4
22 OMe OMe OMe 1 CH: H Me Ciy7HuN2O3 304.38 13.6 44.8
23 OMe OMe OMe 1 CH: H OH CiH2N2Os 306.36 18.7 61.2
24 OMe OMe OMe O CH: H H CisH2oN203  276.33 88.7 321.0
25 OMe OMe OMe 1 (0] H H CisH2oN204  292.33 113.7 388.9
26 OMe OMe OMe 1 NMe H H CieH2sN3O3  305.37 124.0 406.1
27 OMe OMe OMe 1 N(CH2):OH H H Ci7H2sN3O4 33540 15.1  45.0
28 OMe OMe OMe 1 Ph H - CoH22N203  338.40 33.9 100.3
29 H (OCH20) - 1 CH, H Ci4HigN2O2 24429 150 61.4
30 H (OCH20) - 1 CH, Me CisHigN2O,  258.32  43.0 166.3
31 H (OCH0) - 1 CH, H Me CisHigN2O2 258.32 421 163.0
32 H (OCH0) - 1 CH, H OH CyHieN20O3 26029 205 78.8
33 H (OCH0) - 0 CH2 H H CiHuN202 23026 116 504
34 H (OCH-0) - 1 (0] H H CisH1sN2Os  246.26 14.2 58.6
35 H (OCH0) - 1 NMe H H Ci4H17N3O2  259.30 123.2 475.1
36 H  (OCH0) - 1 N(CH2OH H H CisHiNsOs 28933 19.3 66.5
37 H (OCH20) - 1 Ph H - CigHieN202  292.33 20.0 68.5
38 H OH OMe 1 CH; H H Ci4H1gN2O2  246.30 110.3 447.8
39 H OH OMe 1 CH, H OH CiuHigN2O3 26230 20.8 79.1
40 H OH OMe O CH2 H H CisHigN2O,  232.28 83.2 358.2
41 H OH OMe 1 (0] H H CisHigN20O3  248.28 101.6 409.2
42 H OH OMe 1 NMe H H CisH1gN3O2  261.32  88.9 340.2
43 H OH OMe 1 N(CH2)OH H H CisH21N3O3  291.35 23.1  79.2
44 H OH OMe 1 Ph H - CigH1sN202 29435 17.3 58.9
45 H OMe OH 1 CH, H H Ci4H1gN2O2  246.30 117.7 477.9
46 H OMe OH 1 CH, H OH CiuHigN2O3 262.30 49.2 187.8
47 H OMe OH 0 CH2 H H CisHigN202  232.28 915 393.9
48 H OMe OH 1 (0] H H CisHigN2O3  248.28 90.1 362.9
49 H OMe OH 1 NMe H H Ci4H1gN3O2  261.32  91.5 350.1
50 H OMe OH 1 N(CH2):OH H H CisH21N3O3  291.35 16.2 55.6
51 H OMe OH 1 Ph H - CigH1sN202 29435 204 69.4
52 H OBz H 1 CH, H H CoH22N2O  306.40 256 83.6
53 H OBz H 0 CH2 H H CigHoN2O 29237 7.8 26.6
54 H OBz H 1 (0] H H C1igH2oN20,  308.37 23.0 74.6
55 H OBz H 1 Ph H - CosHoN2O  354.44 371 104.6
56 H N(Me): H 1 CH; H H Ci5H21N3 243.35 139 56.9
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57 H N(Me), H o 1 CHs Me H  CiuHsNs  257.37 8.8  34.1

58 H N(Me), H o 1 CHs H Me CiHasNs 25737 107 414
59 H N(Me)z H o 1 CHa H OH CisHxNsO 259.35 36.3 139.8
60 H N(Me)z H 0 CHa H H  CuHiNs 22932 04 19

61 H N(Me), H 1 o) H H  CuHiNsO 24532 41.9 171.0
62 H N(Me), H 1 NMe H H  CisHnN, 25836 188 72.6
63 H N(Me), H 1 NECH)OH H H  CiHuNsO 28839 162 56.2
64 H N(Me), H 1 Ph H -  CiHaNs 29139 7.7 264
65 H cl H 1 CH, H H  CisHisCIN, 23472 264 1125
66 H cl H 0 CHa H H  CiHisCINy 22070 295 1335
67 H cl H o 1 o) H H CiHisCINO 23670 263 111.1
68 H cl H 1 Ph H -  CyHisCINy 28277 413 146.1
69 H H H 1 Ph H -  CuwHieNy 24832 118 476
70 H OH H o 1 Ph H -  CyHiN20 26432 155 587
71 1-Ph - H o 1 Ph H - CaHiN, 29838 388 129.9
72 H OMe H 1 N H H CxpHuNO, 37645 95 252
73 H OMe OMe 1 N H H  CxuHxNsOs 43650 14.1 324
74  OMe OMe OMe 1 N H H  CaxHpN:Os 49656 26.8 53.9
75 H  (OCH,0) H o 1 N H H  CxpHoNsOs 40442 236 583
76 H OH OMe 1 N H H  CxHuNsOs 40845 272 665
77 H OMe OH 1 N H H  CxHuNO, 40845 521 1277
78 H N(Me), H 1 N H H  CuHiNs 40254 104 258
79 H OMe OMe 1 CH, H H  CuHxNO, 23532 188 79.9
80 H OMe OMe 0 CHa H H  CiHieNO, 22130 19.8 892
81 H OMe OMe 1 o) H H  CiHieNOs 23729 216 90.9
82 H  (OCH0) - CHa H H CiHyNO, 21928 122 556
83 H  (OCH0) -0 CHa H H CpHiNO, 20525 133 649
84 H  (OCH,0) - o) H H  CpHiNOs 22125 27.8 1256

Propoxur 209.25 0.02 0.071
Diazinén 304.35 0.6 1.9
Galantamina 287.35 0.3 1.0

Las lineas horizontales en la tabla agrupan las diferentes familias de compuestos
sintetizados de acuerdo a su aldehido precursor (1 -71), al empleo de piperacina
como motivo estructural aminico (72 -78), a los compuestos obtenidos via aminacion

reductiva (79 -84) y finalmente se presentan los sistemas de referencia empleados.
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Entre los analogos 56 a 64 cuyo precursor fue el 4-(dimetilamino)benzaldehido, los
compuestos 59 y 61, con un sustituyente hidroxilo en la posicion C-3 de la piperidina
y con un anillo de morfolina respectivamente, brindaron valores de 1Cso superiores
a 139 puM. Aunque entre los compuestos 72 y 78, con 2 equivalentes de
benzaldehido, solo el compuesto 77 mostré un ICso de 127.7 uM, menos activo que
1, se deben mencionar los inconvenientes debido a su baja solubilidad en agua y
en la buffer de evaluacion empleada en el ensayo. Estos compuestos se evaluaron
a las concentraciones mas bajas en las que se aseguraba la generacion de
soluciones homogéneas y fue necesario el empleo de Triton en lugar de Tween para
facilitar su solubilidad.

Como tendencias generales entre los compuestos de la serie evaluada se encontro
que mientras que mientras para los analogos 2 y 4-metilpiperidin sustituidos solo los
compuestos 22, 57 y 58 registraron valores de inhibicion ICso inferiores a 50 uM,
ninguno de los analogos obtenidos empleando 4-clorobenzaldehido como precursor
arilico, mostré valores de ICso inferiores a 100 uM. Finalmente, entre la serie
evaluada se encontré que el compuesto 60 con un valor ICso de 1.9 uM, fue el mejor
inhibidor disefado, sintetizado y evaluado. Este valor encontrado es comparable
con el hallado para el diazinon, compuesto organofosforado empleado como
insecticida sobre cosechas de frutas y vegetales y también empleado para la
eliminacién de moscas, pulgas y cucarachas, y que actua inhibiendo a la AChE en
los insectos (Figura 23).37:38
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Figura 23. Andlogo con el mayor valor de inhibicion encontrado.

CN CN 4
XN N N7 o)
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Obtenidos estos resultados se siguié con los estudios tedricos donde, para realizar
las simulaciones, se llevo a cabo una busqueda en modo de texto completo en el
sitio web de Protein Data Bank (PDB) para acetilcolinesterasa de Electrophorus
electricus debido a que los ensayos in vitro se realizaron sobre la AChE de esta
especie. Se encontraron tres resultados, y se seleccioné aquel con la mejor
resolucion (AP ID: 1C20).% Sin embargo, una resolucién de 4,2 A es baja para los
estudios de acoplamiento, se empled esta secuencia como referencia para realizar

una busqueda de similitud con la herramienta BLAST en el sitio web de Uniprot.

Se seleccionaron un total de 5 secuencias de AChE correspondientes a diferentes
organismos y con una estructura 3D informada con una resolucion inferior a 3 A.
Clustal X y el algoritmo MUSCLE se utilizaron para un alineamiento de secuencia
multiple para identificar las regiones conservadas y el porcentaje de identidad entre
todas las secuencias.®®3? Las secuencias seleccionadas y empleadas para el
alineamiento fueron AChE de Electrophorus electricus EeAChE (AP ID: 1C20),
Homo sapiens (AP ID: 1B41), Mus musculus (AP ID: 1KU6), Bungarus fasciatus (AP
ID: 4QWW); Tetronarce californica (AP ID: 1EAS) y Anopheles gambiae (AP ID:
5X61) (Figura 24).
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Figura 24. Superposicion de estructuras de la cadena A vy sitio activo de la AChE: Electrophorus
electricus EeAChE (1C20 naranja), Homo sapiens (1B41 purpura), Mus musculus (1KU6 verde),
Bungarus fasciatus (4QWW rojo); Tetronarce californica (1EA5 azul) y Anopheles gambiae (5X61

).

Entre las 5 secuencias, los sitios de unidn tenian regiones altamente conservadas
con una RMSD menor de 0,5 A, en la que de los 19 residuos informados como
relevantes en la triada catalitica, el sitio anidnico periférico y la garganta hidrofébica,
solo 4 mostraron un valor ligeramente mayor de RMSD. La secuencia con mayores
desviaciones fue observada para de Anopheles gambiae. La alineacién de
secuencias mostro una identidad del 88,5% entre AChE de Electrophorus electricus
y Homo sapiens y como resultado se seleccioné esta AChE (PDB ID 1B41) para las

simulaciones de acoplamiento.4°

La alineacién muestra que hay una alta homologia entre todas las estructuras 3D,
el RMSD entre los residuos conservados estaba por debajo de 0.76 Ay casi un 85%
de los atomos de la cadena principal tenian una RMSD de 2.5 A o incluso mejor.
Aunque se encontraron mayores discrepancias en los bucles, la region del sitio de
union estaba altamente conservada tanto en términos de forma como de naturaleza

de sus aminoacidos.
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Las estructuras moleculares de girgensohnina y sus analogos, como
estereoisdmeros y diasteroisomeros, se generaron con VIDA 4.3.04 y se
optimizaron con SZYBKI. Se generaron multiples conformaciones para cada ligando
con OMEGA y se guardaron en formato de archivo .oeb (Figura 25). El acoplamiento
rigido y multiconformacional de la proteina con cada ligando se realizo utilizando
diferentes herramientas en el paquete OEDOCKING. Para cada ligando se genero6
una caja lo suficientemente grande como para acomodar la cavidad centrada en el
sitio de unidon y se procesaron hasta 1000 conformaciones, pero solo se

seleccionaron las mejores 5 mejores posturas para una reoptimizacién y analisis

Figura 25. Procesamiento estructural del analogo 11.

Y \Z

™

. O (= & ) §\* _
NG

Ligando 3D Optimizacién R

N =1000
Posibles conformaciones

La preparacion de los ligandos desempeiid un papel clave en la estimaciéon vy
simulacién de la interaccion de la girgensohnina 1 y sus 83 analogos sintéticos sobre
la AChE. EIl conjunto de 84 estructuras se acoplo en el sitio de union de AChE y los
resultados encontrados indicaron una fuerte influencia de los fragmentos aminicos

y arilicos entre los compuestos analizados (Tabla 8).

La mayoria de los compuestos, sin tener en cuenta su estructura, se unieron al

grupo hidroxilo de la Tyr124 a través de su amina terciaria. El nitrégeno del nitrilo
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presentd, en muchos casos, interacciones aceptoras-donoras con el grupo hidroxilo
de la Tyr337. Igualmente, se observaron interacciones n-n, n-cation y/o n-H con
uno o mas de los residuos Trp86, Phe295, Tyr337 y Tyr341 pertenecientes al sitio
de union anidnico periférico PAS. Ademas, se observaron interacciones puente de
hidrogeno con Gly121, Tyr124, Ser203, e His447, residuos esenciales del sitio
activo, e interacciones con los residuos Tyr72, Trp86, Tyr124, Tyr133, Trp286,
Phe295, Phe297 Tyr337 y Tyr341 que recubren la estrecha garganta hidrofobica

gue conecta al PAS con el sitio activo.

Tabla 8. Energias de acoplamiento encontrados para los analogos evaluados.

ICso AG ICso AG
Comp. Comp.
uM Kcal mol! uM Kcal mol!
1 92.9 -10.95 44 58.9 -12.91
2 217.3 -11.43 45 477.9 -11.69
3 220.4 -11.98 46 187.8 -12.45
4 148.6 -12.80 47 393.9 -10.98
5 67.1 11.70 48 362.9 -10.56
6 238.8 -11.21 49 350.1 -11.15
7 259.4 -10.36 50 55.6 -12.10
8 95.5 -11.40 51 69.4 -12.76
9 73.3 -11.75 52 83.6 -14.92
10 118.6 -11.89 53 26.6 -13.70
1 44.6 -11.46 54 74.6 -14.09
12 145.8 -11.19 55 104.6 -14.77
13 159.6 -11.57 56 56.9 -11.87
14 40.4 -11.36 57 341 -11.70
15 41.8 -11.09 58 414 -12.06
16 53.8 -10.99 59 139.8 -11.76
17 379.2 -11.54 60 1.9 -11.23
18 52.6 -11.72 61 171.0 -11.14
19 72.0 -12.45 62 72.6 -10.77
20 379.2 -12.72 63 56.2 -12.25
21 156.4 -11.79 64 26.4 -12.97
22 44.8 -13.08 65 112.5 -11.06
23 61.2 -12.84 66 133.5 -10.91
24 321.0 -12.56 67 1111 -10.32
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25 388.9 -12.26 68 146.1 -11.94
26 406.1 -12.36 69 47.6 -12.42
27 45.0 -12.48 70 58.7 -12.66
28 100.3 -13.34 71 129.9 -12.92
29 61.4 -11.24 72 252 -14.30
30 166.3 -11.91 73 32.4 -12.69
31 163.0 -12.27 74 53.9 -11.62
32 78.8 -11.96 75 58.3 -14.54
33 50.4 -11.42 76 66.5 -13.77
34 58.6 -10.77 77 127.7 -13.65
35 475.1 -11.30 78 25.8 -13.82
36 66.5 -13.23 79 79.9 -12.21
37 68.5 -13.17 80 89.2 -11.94
38 447.8 -11.68 81 90.9 -11.70
39 79.1 -12.16 82 55.6 -11.69
40 358.2 -11.00 83 64.9 -11.55
41 409.2 -10.91 84 125.6 -11.10
42 340.2 -11.32 Diazinén 1.9 -9.89
43 79.2 -11.97 Galantamina 1.0 -10.97

La evaluacion de las conformaciones adoptadas por los analogos en el sitio activo
permitié determinar dos modos de union principales, con orientaciones como las
encontradas para el donepecilo y la galantamina (Figura 26). Estos resultados,
acordes con los previamente reportados donde se evaluaron estos farmacos, se
emplearon no solo para validar el tratamiento realizado sobre el receptor, sino
también fueron tenidos en cuenta para determinar las interacciones mas fuertes
presentadas por los diferentes fragmentos que constituyeron los analogos
evaluados. Mientras aquellos analogos que adquirian una disposicién similar a la
encontrada para el donepecilo presentaban interacciones con los residuos del PAS
y de la garganta hidréfoba, los compuestos con un modo de unién como el
observado para la galantamina presentaron interacciones con los residuos que

constituian la parte mas profunda del sitio activo.
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Figura 26. Modos de unién del donepecilo y la galantamina en la AChE.
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Como generalidades observadas se encontr6 que los valores de energia de
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acoplamiento para los analogos dispuestos en la zona profunda de la garganta, por

ejemplo, para 34 y 41, similares a la galantamina, fueron mayores que para aquellos
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interaccionando de modo similar al donepecilo, incluso con residuos del PAS (Figura
27).

Figura 27. Comparacion de residuos que participan en las interacciones con modos de union

similares a A. donepecilo y B. galantamina.

Entre los diferentes motivos estructurales presentes en los analogos sintetizados se
encontro al fragmento morfolinico en 8 de las 20 moléculas con los valores de
energia mas altos, solo el compuesto 54, con un sustituyente benciloxi en la posicion

4 del arilo, presento el 5 mejor valor de energia de toda la serie.

Tanto el 4-(benciloxi)benzaldehido como la 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina fueron los
motivos estructurales con mayor recurrencia entre los compuestos con los valores
de energia mas bajos, es decir, con un mayor numero de interacciones efectivas
con los residuos del sitio activo de la AChE. Esto pudo observarse en los valores de
energia determinados para los analogos 52 a 55 donde se encontré una interaccion
adicional a menos de 1.8 A entre el fragmento nitrilico de los analogos y el residuo
Phe295 (Figura 28). Dentro de los compuestos encontrados en estas familias se
encontraron valores de ICso comparables con el encontrado para el alcaloide 1,
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donde por ejemplo los compuestos 19, 37, 44, 51-54 y 64 mostraron ser de los mas

activos.

Figura 28. Interacciones del compuesto 55 en el sitio activo.
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El anillo aromatico de tetrahidroisoquinolina se encontrd, en la mayoria de las

estructuras, orientado hacia la zona mas hidrofoba de la garganta, salvo para el
analogo 28 donde adquiri6 una disposicion en la que los grupos metoxilo de su

fragmento arilico se orientaron hacia la parte mas profunda de la garganta (Figura

29).
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Figura 29. Interacciones en el sitio activo de analogos con su fragmento tetrahidroquinolinico
orientado hacia A. la profundidad de la cavidad y B. hacia el PAS del sitio activo (observado solo

para los enantiomeros del compuesto 28).
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Analogos con arilos 3,4-disustituidos y 3,4,5-trisustituidos con grupos metoxi, hidroxi
y dioximetilen se dispusieron preferiblemente de forma semejante a la observada
para el fragmento dimetoxiindanona del donepecilo. Los residuos implicados en esta
interaccion fueron la Phe295 y el Trp296, a través de su cadena principal que forma
enlaces H con los atomos de oxigeno del ligando, y a través de enlaces de H con el
grupo hidroxilo de la Asp74.

Debido a la evaluacién de los diferentes enantiomeros y diasteroisémeros de los
analogos sintetizados fue posible determinar que los enantiomeros R mostraron
mayor afinidad que sus respectivos homologos S (Figura 30). En estas situaciones,
la diferencia entre los valores de energia encontrado entre los enantiomeros fue de
alrededor de un 19,73% de variabilidad, mientras que en los casos donde los
enantiomeros S presentaron una mayor energia de acoplamiento esta diferencia fue
de solo un 8,37%.
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Figura 30. Energias de acoplamiento e interacciones encontradas para los enantiémeros del

compuesto 27.
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Esto signific6 que para los compuestos analizados con un solo centro quiral, los
enantiomeros R tienden a producir afinidades mayores, es decir menores energias
de acoplamiento, sin embargo, para los compuestos con multiples centros quirales,
esta tendencia no se observo. Para los diasteroisomeros se observaron diferencias
marcadas con respecto a la disposicion mas estable adoptada en el sitio activo de
la AChE. Los diasteroisomeros, analogos 2-metil y 3-hidroxi piperidin sustituidos,
presentaron interacciones con diferentes residuos tanto del PAS, garganta
hidrofoba y aquellos residuos mas cercanos al sitio A. Resultados reportados vy
encontrados en el PDB para el complejo cristalino de la AChE de Torpedo californica
(AP ID: 2C4H, con una resolucién de 2.15 A) después de ser tratada con una
concentracion de 500 mM de acetiltiocolina, permiten observar que la cavidad donde
se encuentra el sitio activo de la enzima puede enlazar mas de una molécula del
ligando. En este caso la primera molécula ingresa a lo profundo de la cavidad
interaccionando con los residuos cercanos al sitio A y la segunda, en cambio,

presenta interacciones con los residuos hidrofobos del PAS.
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Como ejemplo y tomando en consideracion los resultados encontrados para los
diasteroisomeros, como en el caso del compuesto 46, se observo que, aunque por
sus caracteristicas estructurales no puede actuar como un inhibidor dual, existe la
posibilidad de que dos moléculas interaccionen con la cavidad de la AChE (Figura
31). Como en el caso de la figura 31, el compuesto 46 podria interaccionar con
diasteroisomero RRS cercano al sitio A y el diasteroisomero RRR con el PAS a la
entrada de la garganta de la AChE.

Figura 31. Interacciones de los diferentes diasteroisémeros (RS, SRy RR) del compuesto 46.

Al comparar los resultados de inhibicibn experimental encontrados para los
analogos sintetizados con los determinados de forma tedrica se pudo observar que
aquellos compuestos con fragmento piperidin sustituidos y aquellos con pirrolidina
en su estructura guardaron correlacion al encontrarse entre los compuestos con los

mejores resultados tedricos y experimentales. Aquellos compuestos obtenidos
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empleando morfolina como precursor aminico fueron, entre las series evaluadas,
los que presentaron una inhibicidn mas baja en ambas evaluaciones, o que mostr6

una correlacién entre los resultados teoricos y practicos evaluados.

Al estudiar las diferentes orientaciones de estos analogos en el sitio activo de la
enzima se evidencio que la presencia del oxigeno en el anillo de morfolina oriento
a su grupo nitrilico de forma tal que generaba una interaccion a 2.1 A con la Ser125,
mientras que en los analogos con piperidina el nitrégeno de este mismo fragmento
podia interaccionar a distancias menores con diferentes residuos como la Ser203 y
la Ala204 (Figura 32).

Figura 32. Distancias de interaccién de los compuestos 2 (Ala204 a 1.80 A) y 7 (Ser125 a 2.05 A).
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Los analogos 72 a 78 obtenidos a partir de piperacina y con dos fragmentos nitrilicos
en su estructura mostraron altas afinidades de union, atribuidas a una interaccion
adicional entre el segundo fragmento nitrilico con el residuo Phe295 del PAS a
menos de 2.0 A (Figura 33). Las dificultades en solubilidad observadas en los
ensayos in vitro e incluso en disolventes organicos como el acetato de etilo y el
cloroformo se presentaron como una gran desventaja para nuevas evaluaciones

sobre otros sistemas enzimaticos.
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Figura 33. Interacciones del compuesto 73 en el sitio activo de la AChE.
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La comparacion entre las interaccion

es observadas para esta serie y para los

analogos con y sin el fragmento nitrilico mostré que este grupo orienta a la

estructura dentro del sitio activo de forma tal que se generan interacciones efectivas

que contribuyen con su estabilidad (Figura 34).

Figura 34. Interaccion del compuesto A. 11 con Ser125 no observada en B. 79.

Finalmente, para el compuesto 60, con el menor valor de inhibicién en el ensayo in

vitro sobre la AChE, se encontr6 un valor de energia de acoplamiento mas alto del
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valor promedio de todos los resultados encontrados. Sus enantiomeros Ry S se
orientaron de diferente forma a lo largo de la cavidad del sitio activo de la enzima
presentando interacciones con los residuos Ala 204, Ser125 y Phe295 (Figura 35).

Figura 35. Interacciones de los enantidmeros del compuesto 60: A. isémero R y B. isémero S.
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3.5. CONCLUSIONES

Ochenta y cuatro moléculas, incluido el alcaloide natural girgensohnina empleado
como estructura cabeza de serie, se analizaron para determinar su capacidad para
inhibir la actividad de la AChE en ensayos in vitro, empleando enzima comercial de
la especie Electrophorus electricus. Cuarenta y cinco de las moléculas obtenidas
mostraron concentraciones de inhibicion media menores que la encontrada para la
girgensohnina (ICso = 92.9 uM) bajo las mismas condiciones de evaluacion. Se
destacaron doce de los analogos con ICso entre 25,2 y 45,0 uM y el analogo 60 con
un valor ICsp = 1.93 uM comparable con el encontrado para el diazinén (ICso = 1.87

uM), insecticida comercial organofosforado empleado como control en el ensayo.

El empleo de herramientas de docking molecular permitieron determinar los valores
de la energia de acoplamiento de las moléculas en el sitio activo de la cadena A de
la AChE de Homo sapiens (AP 1D: 1B41). Como interacciones caracteristicas en
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las series evaluadas se encontré que mientras su amina terciaria interacciond con
el grupo hidroxilo de la Tyr124, el nitrégeno del fragmento nitrilico lo hizo el residuo
Tyr337. También se observaron interacciones =n-nt, n-catién y/o n-H con uno o mas
de los residuos pertenecientes al sitio de unidn aniénico periférico PAS e
interacciones tipo puente de hidrogeno con residuos del sitio activo y con los
residuos encontrados entre el PAS y el sitio activo.

Los analogos preferiblemente adoptaron dos modos de union principales
semejantes a aquellos encontrados para el donepecilo y la galantamina, donde los
que adoptaron este ultimo modo de union presentaron valores de energia mas altos.
La evaluacion de los diferentes enantiomeros de los analogos evaluados permitid
determinar como tendencia que los enantidmeros R presentaron una mayor afinidad
por el sitio activo que los enantidmeros S. Finalmente se determiné que el fragmento
nitrilico interactud preferiblemente con los residuos Ser125, Ser203 y Ala 204 via
puentes de hidrégeno a distancias menores a los 2,5 A. El alcance de las
evaluaciones tedricas pudo constatarse después de analizar los resultados
encontrados para los compuestos 72 a 78, los cuales brindaron excelentes valores
de energias de acoplamiento pero que presentaron inconvenientes de alta
relevancia en los ensayos in vitro al presentarse problemas de solubilidad en las

soluciones acuosas a pH morfologico usados en el ensayo.
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4. EVALUACION LA ACTIVIDAD IN VIVO E IN VITRO DE ANALOGOS DE
LA GIRGENSOHNINA FRENTE A DIFERENTES MODELOS ANIMALES.
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4.1. RESUMEN

Hoy en dia, para luchar contra plagas e insectos oportunistas se cuenta con una
amplia gama de insecticidas que van desde los agentes agroquimicos clasicos,
como los compuestos organofosforados, carbamatos y piretroides, hasta los
insecticidas de tipo nicotinoides y neonicotinoides. Todos estos agentes
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insecticidas, ya sean clasicos o modernos, afectan el funcionamiento del sistema
colinérgico de los insectos causando dafos severos en los receptores nicotinicos
y/o en la actividad de la enzima acetilcolinesterasa AChE. El descubrimiento de
nuevas moléculas capaces de inhibir la AChE ha permitido perfilar nuevos
insecticidas, con los cuales se busca solventar los inconvenientes de resistencia
que ya presentan las colonias de insectos frente a productos comercialmente
disponibles. Mediante la modificacion de la reaccion de Strecker, se obtuvo el
alcaloide girgensohnina 1 y una serie de 83 analogos estructurales, de entre los
cuales, y teniendo en cuenta su capacidad de inhibir a la AChE y sus energias de
acoplamiento, 22 analogos fueron seleccionados y evaluados sobre larvas de
Aedes aegypti, triatominos de Rhodnius prolixus y embriones de pez cebra Danio
rerio buscando determinar su capacidad insecticida y su toxicidad. Finalmente,
ensayos sobre las enzimas detoxificantes y la bioenergética mitocondrial de
analogos seleccionados se emplearon para evaluar su mecanismo de accidn sobre
larvas de Aedes aegypti. Se encontré que analogos de la girgensohnina afectan el
desarrollo bioldgico de la larvas de Aedes aegypti y ninfas de Rhodnius prolixus en
condiciones de laboratorio. Mientras que la evaluacion de analogos sobre la
bioenergética mitocondrial mostroé alteraciones en la cadena de transporte de
electrones generando estrés oxidativo, la evaluacidn sobre las enzimas
detoxificantes mostré perfiles conservados. Finalmente, la determinacion de las
CLso sobre embriones de pez cebra demostré que los analogos disefiados y

evaluados son menos toxicos que el alcaloide natural girgensohnina.

4.2. INTRODUCCION

Enfermedades transmitidas a los humanos por la picadura de vectores artrépodos
constituyen una porcion significativa de la carga mundial de enfermedades
infecciosas. Vectores, como los mosquitos, triatominos y garrapatas, entre otros,
son agentes capaces de transportar y transmitir patégenos infecciosos como

parasitos, virus y bacterias a otros organismos vivos.! Segun la Organizacion
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Mundial de la Saludo (OMS) cada afo se registran mas de 700 mil muertes como
una consecuencia directa de enfermedades transmitidas por vectores y su
distribucion y proliferacion es debida a complejos factores demograficos,
medioambientales y sociales.

La fiebre del dengue y del chikungunya, el virus del Zika y el mal de Chagas son
consideradas hoy en dia enfermedades importantes a nivel mundial al afectar
principalmente zonas tropicales y subtropicales, pero con reportes recientes en el
norte de América y Europa.' El creciente nimero de casos probables, la alta
incidencia de estas enfermedades en nuestro pais y las estimaciones de personas
infectadas o en riesgo de infeccion han llevado al estudio de los vectores

transmisores de estas enfermedades.

4.2.1. Aedes aegypti: vector transmisor del dengue, Zika y
chikungunya. El dengue es considerada una de las enfermedades transmitidas por
vectores mas importantes que afectan a las sociedades en términos de morbilidad
y mortalidad, convirtiéndole en un problema de salud publica a nivel mundial.?? El
primer estudio sobre la carga econdmica del dengue para las Américas, realizado
entre 2000 y el 2007 por la Organizacion Panamericana de la Salud, indico solo
para esta enfermedad un costo promedio anual de US $ 2.100 millones. Para el afio
2010 se registraron mas de un millon y medio de casos de dengue y se registraron

1194 muertes en todo el continente americano.*

El virus del dengue pertenece al grupo de los arbovirus del género Flavivirus (Fam.
Flaviviridae) al ser transmitido por artrépodos hemato6fagos. La alta incidencia de
esta enfermedad se debe a la circulacidon en conjunto de los cuatro serotipos de este
virus, los cuales, debido a su sintomatologia, que va desde una enfermedad similar
a la gripe hasta sintomas hemorragicos severos y shock hemodinamico, son
indistinguibles. Se ha sugerido que una infeccidén primaria confiere inmunidad contra

el serotipo que se ha contraido y una proteccion por hasta 3 meses frente a un
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serotipo diferente, tiempo después del cual una nueva infeccién con un serotipo

diferente es mucho mas agresiva.>®

En los Ultimos afios enfermedades descubiertas en Africa y Asia han generado
brotes epidémicos en paises de América Latina. Este es el caso del chikungunya y
el Zika, enfermedades que ingresaron por Brasil y que, debido a factores
ambientales y de migracion, rapidamente se extendieron por todo el continente. El
agente transmisor de estas enfermedades son las hembras de Aedes aegypti las
cuales, mediante picaduras, ingieren la sangre necesaria para su proceso de
ovoposicion y en el proceso infectan a los seres humanos. Después de su
alimentacion parental las hembras depositan sus huevos en agua limpia estancada
en reservorios naturales, por ejemplo, después de la lluvia, o almacenadas por
comunidades para su consumo. Debido a que estrategias para la eliminacion de los
mosquitos, como aquellas que buscan disminuir los criaderos o educar a los
habitantes en zonas de riesgo, y a la ausencia de vacunas para prevenir o farmacos
para tratar estas enfermedades no han brindado los resultados esperados, la
estrategia mas efectiva se ha centrado por afios en el empleo de insecticidas

sintéticos.

4.2.2. Rhodnius prolixus: vector transmisor del mal de Chagas.
Actualmente la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, descubierta
en 1909 por el médico brasilero Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, representa un
grave problema de salud publica en Latinoamérica. De acuerdo a la OMS, la
enfermedad de Chagas, cuyo agente causal es el parasito Trypanosoma cruzi,
afecta la poblacién de 21 paises en América Latina.

Aunque existen diferentes formas de transmision del parasito como por transfusion
de sangre contaminada, por vias orales, transplacentarias o por el canal de parto,
accidentes de laboratorio y trasplante de 6rganos, el principal modo de transmision
es a través del contacto con heces de triatominos infectados cuando la persona
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instintivamente se frota la herida llevando las heces con parasitos a los 0jos, la boca
o alguna lesién en la piel. Aunque su interaccion con los humanos es accidental, la
prevalencia estimada de tripanosomiasis en Colombia varia entre 700,000 vy
1,200,000 habitantes infectados y 8 millones en riesgo de contraer la infeccion.

En nuestro pais diferentes especies de triatominos prevalecen de acuerdo a las
condiciones de las regiones, R. prolixus prolifera en las regiones de los Andes, el
Caribe, el Orinoco y la Amazonia; T. dimidiata en las regiones de los Andes, el
Caribe y el Orinoco; T. venosa en las regiones de los Andes y la Orinoquia; T.
maculata en las regiones de los Andes, el Caribe y el Orinoco, y Pastrongylus
geniculatus en las regiones de los Andes, el Caribe, el Orinoco y la Amazonia. El
departamento de Santander es una de las principales zonas endémicas de
Colombia con la especie R. prolixus como principal agente causal.

Medicamentos como el Nirfutimox y Benznidazol, eficientes en una etapa temprana
de la patologia, no han impactado de forma considerable en la reduccidén de casos
debido a que en la mayoria de los pacientes la enfermedad se expresa de forma
asintomatica, por lo cual no son tratados en su etapa controlable.” Es asi que el
metodo mas efectivo para prevenir esta enfermedad en América Latina ha sido,

igualmente, el control del vector a través de insecticidas sintéticos.

4.2.3. Estrategias para el control de vectores. Debido a la falta de
tratamientos especificos, vacunas efectivas o medicamentos preventivos para estas
enfermedades infecciosas, se ha evidenciado que estas infecciones se previenen
mejor empleando métodos de control de vectores.>'! Estrategias como la gestion
integrada de vectores promovida por la OMS desde el 2012 incluyen la interrupcién
del contacto humano-vector, la gestion ambiental, los controles biologicos y

quimicos y la iniciativa propia para la proteccién individual y doméstica.

El uso de repelentes, mosquiteros tratados con insecticida, insecticidas en aerosol,

e incluso ropa para minimizar la exposicion de la piel y el aire acondicionado para
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reducir la picadura de mosquito son algunas de las estrategias caseras mas
populares.'*'* No obstante, ante brotes epidémicos la alternativa de control de
vectores mas comun en etapas de larvas, ninfas y adultos es el uso de insecticidas
sintéticos. Insecticidas convencionales del tipo organoclorados, organofosforados,
carbamatos y piretroides, en muchos casos toxicos para los mamiferos y
perjudiciales para el medio ambiente, han sido empleados por décadas para el
control de diferentes vectores (Figura 36).

Mientras los piretroides actuan produciendo interferencia en el mecanismo de
transporte idnico dificultando su funcion neuronal, muchos otros perturban el
funcionamiento del sistema colinérgico de los insectos causando dafios severos en
los receptores nicotinicos y/o en la actividad de la enzima acetilcolinesterasa
AChE."® Este es el caso de los carbamatos y compuestos organofosforados que al
inhibir esta enzima producen la acumulacion del neurotransmisor acetilcolina en el
tejido neuromuscular de los insectos observandose su continua estimulacion,

paralisis y posterior muerte.'6-18

Sin embargo, la resistencia a los insecticidas, documentada para mas de 500
especies de artropodos es uno de los principales problemas en el control
vectorial.'’®2" El aumento en las dosis, la falta de rotacion entre los insecticidas
empleados y frecuencias de aplicacion han generado modificaciones en las
conformaciones de los receptores y un aumento en la actividad de enzimas
detoxificantes disminuyendo la efectividad de los insecticidas comerciales. Debido
a la necesidad de dosis mayores de un mismo producto han llegado a afectar a

insectos beneficiosos como a los polinizadores e incluso a seres humanos.

166



Figura 36. Agentes agroquimicos empleados contra insectos vectores.
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De acuerdo con estos hechos y debido a que la resistencia de las poblaciones de
insectos a productos sintéticos esta aumentando a un ritmo dramatico, lo que pone
en peligro la eficacia de cualquier método de control, la busqueda de nuevos
insecticidas ha sido priorizada. La necesidad continua de explorar nuevas
moléculas activas con diferentes mecanismos de accion y el descubrimiento de
productos naturales capaces de inhibir AChE y presentar actividad insecticida ha
llevado al estudio y evaluacién de nuevas entidades quimicas inspiradas en las

estructuras de estos metabolitos.

Orientados en la busqueda de nuevos sistemas activos es particularmente
significativo determinar cuales son los modos de accién de los nuevos sistemas

propuestos y aquellos cambios que resultan en la resistencia a producto aplicados.??
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El descubrimiento de como nuevas moléculas pueden modificar diferentes sitios
diana en insectos, por ejemplo, afectando la actividad normal de AChE, juega un
papel clave en la generacidon de nuevos insecticidas. Ademas de AChE, las
esterasas no especificas (a- y pB-), las oxidasas de funcion mixta (MFO) y la
glutationa S-transferasas (GST) también son enzimas que ayudan a los organismos
a transformar y/o eliminar compuestos endogenos y exdgenos.?*?4 Estas enzimas
de fase | pueden reconocer los xenobioticos ambientales y transformarlos por
oxidacion, reduccién o hidrdlisis. Ocasionalmente, los productos de fase | se
convierten en sustratos para las enzimas de fase Il. Estas enzimas catalizan la
conjugacion de xenobidticos a un compuesto hidrofilo, convirtiéndolo en un
metabolito menos toxico que puede eliminarse mas facilmente que la molécula

precursora.?526

Reconocer los modos de accion de una nueva molécula activa adquiere gran
relevancia cuando se propone su uso como insecticida debido a la exposicion de
diferentes plantas y animales a su accién después de aplicacion. Debido a esto, los
complejos de transporte de electrones en la mitocondria, al igual que las enzimas
detoxificantes, se han estudiado intensamente como objetivo bioquimicos de
insecticidas y acaricidas.?”?® Teniendo en cuenta el papel de las mitocondrias en la
produccion de especies reactivas de oxigeno, la regulacion de los niveles de calcio,
sintesis de ATP, procesos de sefializacion y muerte celular, las evaluaciones
mitocondriales han mostrado ser utiles para comprender el efecto de un insecticida

sobre la respiracion celular.?%-32

Recientemente, la inclusiéon exitosa del vertebrado Danio rerio, conocido como pez
cebra, como un modelo animal en las ciencias biomédicas ha presentado grandes
ventajas con respecto a otros modelos animales empleados como las ratas o
ratones.33-3% Este modelo ha tenido gran aceptacion debido a las facilidades en el
mantenimiento, a la economia de cria y a su alta tasa de reproduccion ademas de
contar con la secuencia de su genoma el cual presenta gran homologia con los

mamiferos. Todo esto ha permitido su empleo en estudios de toxicidad,
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conductuales y genéticos ademas de facilitar el mecanismo de enfermedades

humanas y permitir la evaluacion de nuevos agentes terapéuticos.36:37

El alcaloide girgensohnina y analogos obtenidos via la reaccion de Strecker
mostraron inhibir a la AChE. Este hallazgo y sus caracteristicas estructurales
llevaron a proponer su evaluacion in vivo sobre larvas de A. aegypti y sobre ninfas
de R. prolixus e in vitro sobre las principales enzimas detoxificantes y sobre la
bioenergética mitocondrial buscando determinar su modo de accion. Finalmente,
estudios en los que se emplearon embriones de pez cebra tratados con analogos
del alcaloide natural se llevaron a cabo buscando determinar su toxicidad y

determinar sus concentraciones letales medias.

4.3. EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de los bioensayos presentados en este apartado, se
seleccionaron 23 analogos de acuerdo con sus semejanzas estructurales y los
resultados de inhibicion previamente obtenidos, buscando establecer también

relaciones entre sus estructuras y sus actividades.

4.3.1. Consideraciones generales: especie Aedes aegypti. Se
utilizaron huevos de A. aegypti de la colonia Rockefeller UIS-CINTROP establecida
en un insectario. Las larvas se criaron en bandejas de plastico (35,5 cm x 21,5 cm
x 6,5 cm) con aprox. 3.000 mL de agua sin cloro por debajo de 25 + 5 °C; 75-80%
de humedad y un fotoperiodo 12:12. Los mosquitos adultos de Rockefeller se

mantuvieron en jaulas de cria en las mismas condiciones insectarias.

Una colonia silvestre de A. aegypti establecida a partir de un muestreo realizado
con un total de 120 Ovitraps OV instalados en la Universidad Industrial de
Santander, Bucaramanga-Colombia en febrero de 2016, fue criada en el insectario
del Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales de la misma
Universidad. Los huevos obtenidos se dejaron incubar y las larvas obtenidas se
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usaron para establecer la colonia silvestre Santander en las mismas condiciones de
la colonia Rockefeller. El ensayo biolégico se realiz6 empleando a larvas de A.
aegypti en el tercer estadio (7 + 1 dia de edad). Larvas de referencia Rockefeller,
utilizadas en los bioensayos, se mantuvieron apartadas en bandejas de plastico
(35,5 cm) 21,5 cm) 6,5 cm) con aprox. 3000 mL de agua sin cloro, a temperatura
ambiente (25 °C +5), humedad (80 = 5%) y fotoperiodo (12:12).

4.3.2. Consideraciones generales: especie Rhodnius prolixus. Se
utilizé una cepa de R. prolixus mantenida por mas de diez afios en el insectario de
cria del CINTROP-UIS, el cual no ha tenido aporte de material externo y se ha
mantenido libre de contacto con insecticidas. Esta colonia se mantuvo bajo
condiciones controladas de 25+4 °C de temperatura, humedad relativa de 75+4% vy
un fotoperiodo de 12:12. Los adultos de R. prolixus se alimentaron cada ocho dias
con sangre de gallina Gallus gallus. En los bioensayos se utilizaron ninfas de |
estadio de 24 a 36 horas de edad, con ayuno desde la eclosion y ninfas de V estadio

con 8 dias de ayuno y peso entre 20+30 mg.

4.3.3. Analogos del alcaloide girgensohnina empleados en los
ensayos. Los compuestos ensayados se sintetizaron usando una reaccion de
Strecker modificada, como se reporta en el capitulo dos del presente texto
(Esquema 37). La caracterizacion estructural de los productos se realizé6 empleando
las técnicas analiticas de IR, CG-EM o ESI-EM vy la confirmacion estructural
definitiva se obtuvo producto de los andlisis de RMN-'H y RMN-"3C.
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Esquema 37. Preparacion de la girgensohnina y sus analogos.

CN
Ry
Ry So . AN KCN )N\/:?(n
Rs R4/K/X SSA Rs Ri
MeCN, t.a. Rj
Rs 16-24 h 123

Todos los compuestos se obtuvieron en forma de cristales blancos solubles en los
disolventes y buffers de evaluacién. Los analogos seleccionados se presentan en la
tabla 9 donde también, para facilitar su identificacién, se presenta la numeracion

empleada en los capitulos anteriores.

Tabla 9. Analogos seleccionados para las evaluaciones biologicas.

Comp. Num. R4 R2 Rs n X R4 Formula 7PM
Cap. 2 g/mol
1 1 H OH H 1 CH: H C13H16N20 216.28
2 2 H OMe H 1 CH; H C14H1gN20 230.32
3 3 H OMe H 1 CH; Me Ci15H20N20 244.33
4 4 H OMe H 1 CH:Me H Ci15H20N20 244.34
5 6 H OMe H 0 CH; H C13H16N20 216,28
6 7 H OMe H 1 o H Ci13H16N202 232.28
7 11 H OMe OMe 1 CH; H Ci15H20N202 260.33
8 12 H OMe OMe 1 CH; Me C16H22N202 274.36
9 13 H OMe OMe 1 CH;Me H C16H22N202 274.36
10 15 H OMe OMe 0 CH; H C14H18N202 246.30
11 16 H OMe OMe 1 o H C14H1gN203 262.30
12 17 H OMe OMe 1 NMe H Ci15H21N30; 275.35
13 29 H (OCHxO) - 1 CH; H C14H16N202 244.29
14 30 H (OCHxO) - 1 CH; Me Ci15H1gN202 258.32
15 31 H (OCHxO) - 1 CH:Me H Ci15H1gN202 258.32
16 33 H (OCHxO) - 0 CH; H C13H1aN202 230.26
17 34 H (OCH20) - 1 (@] H C13H1aN203 246.26
18 35 H (OCHxO) - 1 NMe H C14H17N30O2 259.30
19 20 OMe OMe OMe 1 CH; H C16H22N203 290.36
20 24 OMe OMe OMe 0 CH; H Ci15H20N203 276.33
21 25 OMe OMe OMe 1 o H Ci15H20N204 292.33
22 26 OMe OMe OMe 1 NMe H C16H23N303 305.37
23 60 H N(Me), H 0 CH; H C14H19N3 229.32
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4.3.4. Evaluacion insecticida in vivo sobre larvas de A. aegypti.
Después de alcanzar la etapa larval entre el tercer y cuarto instar, larvas de A.
aegypti se contaron y se separaron con pipetas Pasteur y se llevaron a vasos de
plastico con una capacidad de 100 mL que contenian 20 mL de agua declorada y
un total de 10 larvas por evaluacion. Se realizé una prueba de diagndstico en la que
las larvas estuvieron expuestas a diferentes concentraciones de los analogos (1000,
300, 270, 180, 140, 70, 60, 45 y 25 mg L"). Se colocaron cinco larvas por vaso,
cuatro repeticiones por concentracion y un control usando solo DMSO al 1%.
Finalmente, se realiz6 un segundo bioensayo con las moléculas con mayores tasas
de mortalidad en la prueba previa. La mortalidad de las larvas expuestas al
tratamiento se determin6 después de 24 y 48 h. Las larvas que no alcanzaron la
superficie del agua cuando se estimularon se consideraron muertas. Las
concentraciones letales (LCso y LCg9) y sus respectivos intervalos de confianza se
calcularon a traveés de analisis Probit, utilizando el Sistema de Analisis Estadisticos
(SAEG, version 9.1 e 2007).

4.3.5. Actividad de las enzimas detoxificantes extraidas de larvas

tratadas

Tratamiento de las larvas.

Para esta evaluacion se seleccion6 al compuesto 7 y se emple6 al aceite
esencial Cymbopogon flexuosus CFEO como control (Tabla 10). Las dosis
experimentales para el compuesto 7 y la mezcla CFEO se determinaron a partir de

sus valores de CLso encontrados en la evaluacion larvicida previa.383°
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Tabla 10. Componentes mayoritarios de Cymbopogon flexuosus CFEO.

Componentes mayoritarios

Nombres
Especie % cantidad
comunes Compuestos
relativa
Neral 28.2
Citronela, lemon .
Cvmb Geranial 28.2
'mbopogon rass,
ymbopoeg g Geranyl acetate 10.0
flexuosus?® cochin grass or .
Geraniol 9.0
malabar grass
trans-B-Caryophyllene 20

@ Aceite esencial obtenido por hidordestilacién con un 0.3 % de rendimiento.

Se us6 DMSO como disolvente para la preparacion de soluciones matriz,
alcanzando las concentraciones finales en los recipientes de plastico con agua
declorada y manteniendo la cantidad de DMSO por debajo del 1% del volumen final
de evaluacion (50 mL). Se colocaron 20 larvas en vasos de plastico que contenian
50 mL de agua sin cloro y se evalud el efecto después de 24 h de exposicidén a
20,10, 35,18 y 70,35 mg L' para el compuesto 7 y 18,45, 30,75y 61,50 mg L' para
CFEOQ. Se establecieron cuatro repeticiones por concentracion y un grupo de control
que usa DMSO al 0,1%. Después del tiempo de exposicion, se colocaron grupos de
cinco larvas vivas dentro de tubos Eppendorf que se congelaron inmediatamente a
-70 °C. Se realizaron tres réplicas bioldgicas del ensayo en tres dias diferentes.

Ensayos bioquimicos.

Se utilizé una metodologia modificada del Ministerio de Salud de Brasil.*° Los
tubos mantenidos a -70 °C se retiraron del congelador inmediatamente antes de su
uso y cada uno se homogeneizo y se completd hasta 400 yL con tampon de fosfato
de potasio (pH 7,2). Antes de la centrifugacion, tres alicuotas de 25 pyL cada una
para cuantificar AChE y tres alicuotas adicionales, 20 yL cada una, para cuantificar
MFO se retiraron del homogeneizado y se transfirieron a microplacas de 96 pocillos.
El homogenizado restante se centrifugé a 12,000 g durante 60 s. Para reducir la
protedlisis, los tubos se mantuvieron en hielo mientras se distribuia el

homogenizado. Después de su centrifugaciéon se transfirieron aproximadamente
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200-220 uL del sobrenadante de cada tubo a una nueva microplaca de 96 pocillos.
Seis enzimas desintoxicantes diferentes se cuantificaron para cada homogenizado:
a-, B-esterasas, MFO, p-NPA esterasas, GST y acetilcolinesterasa (iIAChE). Los
niveles de absorbancia se midieron con un lector de microplacas Versamax®
(Brand, Inc.) a una longitud de onda apropiada para cada enzima y la absorbancia
media se calculo en base a las tres repeticiones. Las réplicas, que tenian un
coeficiente de variacion> 0.2, se descartaron para eliminar las diferencias debidas
a errores manuales. El porcentaje de actividad enzimatica superior a los 99
percentiles de las cepas se clasific6 como "inalterado" cuando fue <15%, "alterado”

cuando estuvo entre 15% y 50% y "altamente alterado" cuando fue > 50%.
Ensayo de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa AChE

Para el ensayo AChE, que determina si el sitio de unién de la acetilcolina
presente en A. aegypti se encuentra alterado, se distribuyeron 25 uyL de los
homogenados antes de la centrifugacién, por triplicado, en dos microplacas
denominadas AChE y AChl, respectivamente. En la placa AChE se cuantifico la
actividad total de la acetilcolinesterasa y en la placa AChl se mide la actividad
restante de esta enzima, en presencia de un inhibidor. Se empleé Propoxur,
carbamato indicado por WHO/SIT/18.R4, como inhibidor. Se afiadieron 145 uL de
Triton 1% /fosfato de Nay 10 uL de DTNB (12 mg de acido ditio-bis-2-nitrobenzoico
(DTNB)/ 3 mL de tampon de KPO4) a cada pocillo en ambas placas. Se anadieron
25 plL de la solucién ATCh (17,4 mg de yoduro de acetiltiocolina/6 mL de agua Milli-
Q) a cada pocillo de la placa AChE. Se afadieron 25 pL de la solucion ATChl (17,4
mg de yoduro de acetiltiocolina / 6 mL de agua Milli-Q/6 uL de propoxur 0,1 M) a
cada pocillo de la placa AChl. Las preparaciones se leyeron a 405 nm y los
resultados de AChE se expresaron como el porcentaje de la actividad restante

después de la adicién del inhibidor.
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Evaluacion de las oxigenasas de funcion mixtas MFO

Se prepard una solucion tampon de acetato de sodio (NaOAC) adicionando
41,6 mL de acetato de sodio 3 M (NaOAc) a 450 mL de H20 y luego se ajusto su
pH a 5. A cada pocillo de la placa se adicionaron 200 uL de dihidrocloruro de
tetrametilbencidina (TMBZ-10 mg de dihidrocloruro de 3,3,5,5-tetrametil-bencidina/5
mL de metanol/15 mL de tampon NaOAc 0,25 M, pH 5,0). Finalmente, 25 uL de
peroxido de hidrégeno al 3% fueron adicionados a cada pozo. La placa se incub6
luego durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego se ley6 a 620 nm.

Evaluacion de glutationa S-transferasa (GST)

A cada 15 pL homogenizado se anadieron 195 pL de glutationa reducida
(46,1 mg de glutationa reducida / 3,2 mg de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno cDNB/10 mL
de metanol/15 mL de tampdn KPOs). Las lecturas de absorbancia se tomaron
inmediatamente (TO) y en intervalos de un minuto durante 20 minutos a una longitud
de onda de 340 nm. Los valores de absorbancia obtenidos en TO se restaron de los

valores obtenidos en T10 y los resultados se usaron en los analisis estadisticos.
Evaluacion de la p-NPA esterasa

A 15 yL homogenizado se afadieron 200 pL de la solucion de trabajo: p-NPA
[fosfato de Na (3,6 mg de para-nitrofenil acetato/200 yL de acetonitrilo/19,8 mL de
tampodn de fosfato de sodio 50 mM). La absorbancia se ley6 a 405 nm, a intervalos
de 15 s durante 2 min. La lectura de 30 s se resto de la lectura de los 90 s y se us6
en los analisis estadisticos. En este ensayo, el resultado se expres6 como AAbs
min-1 mg-1 de proteina, lo que significa que se calculd la variacién de la absorbancia
en 1 minuto, siendo corregida por el contenido de proteina total en cada adulto.

Evaluacion de las a- y B-esterasas
Se afadieron 200 pL de a-naftil acetato y p-naftil acetato (tampdn 0,3 mM de

KPO4) a cada pozo previamente cargado con 10 uL de homogenizado después de
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la centrifugacion. La preparacion se incubd a temperatura ambiente durante 15
minutos, después de lo cual se afadieron 50 uL de Fast Blue (30 mg/3 mL de agua
Milli-Q/7 mL de SDS al 3%) a cada pozo. Después de un periodo adicional de
incubacion de 5 minutos, la producciéon de a-naftol y B-naftol se midié a 570 nmy
se expreso6 como P moles de a-naftol por mg de proteina por minuto + SE y B-naftol

por mg de proteina por minuto + SE respectivamente.
Determinacion de proteinas totales

Las concentraciones de proteina se determinaron para cada grupo de larvas.
A alicuotas de 10 uL de homogeneizado se ainadieron 300 uL del reactivo BioeRad
a 1:5. El volumen final en cada pozo fue de 310 ulL. La absorbancia se ley6

inmediatamente a 620 nm.
Controles

El mismo volumen de homogenizado usado en los ensayos respectivos se
uso en los controles. Para los ensayos de esterasas, se incluyeron controles tanto
positivos (a-naftol, B-naftol) como negativos (Milli-Q). Para el ensayo de MFO se
uso una solucién de citocromo C a 0,01 mg/mL como control positivo. Para el control
positivo en el ensayo de proteina total, se afiadieron 10 yL de albumina de suero
bovino (BSA) 1 mg/mL y tampon de KPOs como controles positivo y negativo,
respectivamente. Los sustratos estandar para los ensayos de esterasa p-NPA,
glutation-S-transferasa y acetilcolinesterasa no estan disponibles, los controles
negativos (tampon KPOa) se incluyeron en estos ensayos. Todos los controles se

trataron de la misma manera que los homogenizados evaluados.
Actividad de AChE en homogenizado larvas y adultos

Grupos de cinco larvas entre el tercer y cuarto instar y mosquitos adultos se
colocaron por separado en tubos Eppendorf y se congelaron inmediatamente a -70

° C. Los tubos se retiraron del congelador antes de su uso y cada uno se
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homogeneizé en 30 uL de agua Milli-Q y se complet6é a 400 pL. Las larvas y los
adultos se evaluaron por separado: 25 uL de los homogenizados se distribuyeron
por triplicado en dos microplacas siguiendo el protocolo previo de evaluacion de la
AChE. Concentraciones de 20.10, 40.0 y 80.0 mg L' del a-aminonitrilo 7 y 20.6,
41.2 y 82.5 mg L' de CFEO fueron evaluados reemplazando el inhibidor propoxur
en la solucion ATChl. Los controles negativos y positivos (tampdn KPO4 y propoxur)

se incluyeron en estos ensayos. Finalmente, las microplacas se leyeron a 405 nm.
Anélisis estadistico

Los resultados de la actividad enzimatica se realizaron comparando el valor
de la mediana de la cepa Rock y WSant, con y sin tratamiento, mediante la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis (p <0,05) para cada enzima. Los valores de
absorbancia se obtuvieron para las réplicas de larvas y se corrigieron en relacion
con el volumen final de los homogenizados de larvas, la unidad de actividad
enzimatica y el contenido de proteina total de cada conjunto de larvas. El percentil
99 se calcul6 para cada enzima y se calcul6 el porcentaje de muestras con actividad
enzimatica por encima de las cepas Rock o WSant del percentil 99. Las
comparaciones en actividades enzimaticas entre las cepas y la actividad de AChE
en larvas tratadas y homogenizados adultos se analizaron estadisticamente
mediante la prueba no paramétrica (para datos sin distribucion normal) de Kruskal-
Wallis y se graficaron usando el programa GraphPad Prism 7.0a.

4.3.6. Evaluacion de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial. Para estas evaluaciones se emplearon los compuestos 7, 10, 13 y
16 con los cuales se buscd determinar si existe alguna relacidn entre sus
caracteristicas estructurales y su accion sobre los diferentes complejos de la cadena

respiratoria mitocondrial.

177



Aislamiento de mitocondrias de A. larvas aegypti

Se usaron aproximadamente 10 g de larvas (N = 600-800) entre la tercer y
cuarto instar, las se filtraron usando gasa quirurgica y un medio de aislamiento
compuesto de sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM, pH 7,2, EGTA 1 mM vy 0.1% de
BSA. Todas las larvas se procesaron en un homogeneizador Van Potter con el fin
de romper sus membranas y obtener una suspension homogénea para su posterior
centrifugacion. La suspensidn obtenida se filtré6 usando fibra de vidrio, y la solucion
resultante se sometioé a cuatro centrifugaciones adicionales, la primera a 300 x g a
4 °C durante 5 minutos, y luego se descartd el sedimento y el sobrenadante se
sometié a la segunda centrifugacion a 10000 x g a 4 °C durante 10 min. Para la
tercera centrifugacion, el precipitado se suspendié en medio de extraccion y se
centrifugd a 300 x g a 4 °C durante 5 minutos. Finalmente, el sobrenadante se
centrifugd a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado resultante consistié
en mitocondrias aisladas (parcialmente fragmentadas), que se mantuvieron en

medio de extraccion sin BSA a -70 °C hasta su uso.
Fragmentacion mitocondrial

Las mitocondrias aisladas y almacenadas en tubos Eppendorf de 2 mL a -70
°C se fragmentaron usando ultrasonido durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente, la

suspension obtenida se us6 como fuente de enzima y se mantuvo a 4 °C.
Actividad enzimatica de la cadena respiratoria mitocondrial

La NADH oxidasa y la succinato oxidasa se evaluaron polarograficamente
usando un oxigrafo Hansatech (Hansatech Instruments, Norfolk, Inglaterra) dotada
con un electrodo de tipo Clark. La NADH deshidrogenasa (NADH: ubiquinona
oxidorreductasa) y la succinato deshidrogenasa se determinaron mediante
espectrofotometria y la actividad de la succinato de citocromo c¢ reductasa
(succinato: citocromo c oxidoreductasa) se midi6 mediante la reduccion del

citocromo ¢ a 550 nm. Mientras que la actividad citocromo ¢ oxidasa se determind
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a 550 nm, la actividad de la enzima NADH-citocromo c reductasa no se determind

debido a que se encontré una inhibicién del complejo I.
Actividad de enzimas antioxidantes

La suspension de mitocondrias fragmentadas se utiliz6 como fuente de
enzimas (superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation
reductasa) y los resultados se expresaron como porcentaje de actividad especifica.
La SOD también se evaluo en proteinas totales, obtenidas en el sobrenadante de la
primera centrifugacidon durante el aislamiento de las mitocondrias. La generacion de
radicales superéxido y la actividad de SOD se evaluaron mediante el método
descrito por Nishimiki. Se empled una mezcla de fenazina metosulfato PMS-NADH
a pH 8,0 la cual genera un radical superéxido (0O2% -) que puede medirse por su
capacidad para reducir el NBT. Se realizaron tres experimentos usando este
sistema de reaccion. Experimento 1: Se indujo la generacién de radicales
superéxido, como fue descrito previamente y se analizé la capacidad de los
compuestos para generar o eliminar el radical superoxido, este ensayo se realiz6
en ausencia de SOD. Experimento 2: La actividad de superéxido dismutasa se
determino por la presencia de NBT, PMS y NADH, segun lo descrito por Nishimiki.
En este ensayo, se us6 una concentracion de proteina (mitocondrial y total) capaz
de reducir el 50% del radical superéxido generado en el control. Experimento 3:
Para confirmar que los compuestos promueven la formacion de ROS mediante "fuga
de electrones", se incubaron los compuestos y mitocondrias fragmentadas
(activadas con NADH) fueron incubadas (sin emplear SOD y PMS). En esta prueba,
si se produce una fuga de electrones, las mitocondrias induciran la formacién de
02, que se puede medir mediante la reduccion de NBT. Para garantizar que la
generacion de radicales superoxido se generd unicamente debido a los efectos en
la cadena respiratoria mitocondrial, las mitocondrias fragmentadas se centrifugaron,
eliminando las proteinas solubles de la matriz y el espacio intermembrana presente
en el sobrenadante. La actividad de la catalasa se determin6 controlando la
descomposicion de H202 en Oz y H20, como en el método descrito por Marklud. La
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actividad de la glutationa peroxidasa (Gpx) se evalué de acuerdo con la técnica
propuesta por Flohe y Gunzler. La actividad de glutation reductasa (Gred) se evalu6
de acuerdo con lo descrito por Sies, ambas reacciones se leyeron a 340 nm. Las
actividades se informaron como nmol de NADP+ mg™" de proteina.

Determinacion de la concentracion de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo mediante el ensayo de
proteinas Bradford. Se prepard una curva de calibracion usando patrones de BSA
(fraccion V) disueltos en agua Milli-Q. Los valores de absorbancia estandar y de
muestra se midieron usando un espectrometro de microplacas Multiscan GO
(Thermo Scientific, Waltham, EE. UU.) Y los datos se procesaron en el software
Skanlt de cuarta generacion (Thermo Scientific).

Analisis estadistico

Se analizaron cuatro concentraciones para cada compuesto, y las diferentes
concentraciones se evaluaron por ftriplicado, en al menos dos experimentos
realizados en dias diferentes sobre proteinas mitocondriales y enzimas
antioxidantes. La normalidad se prob6 usando las estadisticas de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk. Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA), de acuerdo con los datos de normalidad. Solo se consideraron
significativos los valores de P <0,05, y se realizaron pruebas de comparacion
multiples de Tukey para determinar las diferencias entre el tratamiento y las
concentraciones empleando el software estadistico Statistic V11.

4.3.7. Evaluacion insecticida in vivo sobre ninfas de R. prolixus

Aplicacion topica.

Se utilizé el protocolo OMS, 2005 modificado. Las ninfas de | y V estadio de

R. prolixus se trataron con aplicacion tépica de las diferentes moléculas
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seleccionadas y 2 insecticidas comerciales empleados como referencia, diluidos en
acetona y aplicados con micro jeringa Hamilton de 5y 25 pl provista de descargador
repetitivo. En la region de los terguitos y esternitos de cada ninfa de estadio l y V se
aplicaron 0,1y 0,5 ul de las soluciones, respectivamente. Las dosis utilizadas fueron
500, 125 y 25 mg L' mas el tratamiento control con el mismo volumen de acetona.
Se realizaron 4 réplicas por dosis cada réplica con 3 ninfas para un total de 12 ninfas
por dosis y 48 ninfas por bioensayo incluyendo el control. Cada bioensayo se realiz6
tres veces en dias diferentes. Después del tratamiento, las ninfas se colocaron en
vasos plasticos de media onza, con papel plegado en su interior y cubiertos con
tapas perforadas. El registro de mortalidad se realiz6 las 2, 12, 24, 48 y 72 horas

postratamiento.
Exposicion a superficies tratadas.

Se utilizé el protocolo OMS, 2005 modificado. Se usaron placas Petri de vidrio
de 6 cm de diametro, se colocaron dentro de ellas discos de papel filtro, sus
superficies se impregnaron de manera homogénea mediante una micropipeta
siguiendo un patrén en forma espiralada del centro hacia fuera, para ello se utilizd
un volumen de 437l de la solucién el cual fue calculado segun el protocolo OMS,
2005. Se dejaron secar las superficies impregnadas durante 5 minutos y luego se
expusieron 12 ninfas por dosis para un total de 48 ninfas por bioensayo, después
se cubrieron las placas Petri con vinipel perforado. La mortalidad se registré desde
30 min, 1, 2, 12, 24, 48, hasta las 72 horas postratamiento.

Bioensayos para la determinacion de Dosis Letales (DL).

Para estos bioensayos se utilizaron dosis exploratorias de 25, 125, 500 mg
L-! para cada uno de los analogos evaluados escogiéndose la molécula con mejor
actividad insecticida. Se realiz6 una nueva bateria de dosis multiples asimétricas
cuyos resultados dosis- respuesta se utilizaron para determinar la DLsp y DLos
mediante el analisis de Probit.
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4.3.8. Determinacion de las CLso de analogos de girgensohnina sobre
embriones de pez cebra. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las
diferentes evaluaciones biologicas, los compuestos 1, 2, 7, 11 y 23 fueron
seleccionados para determinar sus LCso frente a embriones de pez cebra Danio
rerio. Embriones fertilizados y sincronizados de 4 hpf fueron separados,
almacenados en reservorios con agua de su medio de cria y revisados cada 30
minutos hasta que alcanzaron las 6hpf, de esta forma se evita la seleccidon
equivocada de huevos no fertilizados u otros defectos que lleven a que su muerte
no sea una respuesta directa de la accidn de los compuestos evaluados.
Alcanzadas las 6hpf, embriones fertilizados fueron separados en grupos de 20
individuos y colocados en micro placas de seis pozos.

Debido a que los rangos de concentraciones que causan letalidad o toxicidad varian
segun cada compuesto, inicialmente se realizé un ensayo de dosis exploratorias
donde se evaluaron 5 concentraciones (1000, 500, 100, 50, 10 uM) por cada
molécula a ensayar empleando Propoxur como control positivo. La concentracion
de DMSO en pozo se mantuvo entre 0,01 y 0,02%. Se realizaron conteos cada 12
horas, retirando los embriones no viables y haciendo recambio (50%) del medio,
hasta que alcanzaron las 120 hpf y a partir de los resultados obtenidos se establecio
una nueva bateria de concentraciones para determinar sus concentraciones letales

medias LCso.

Para la determinacion de las concentraciones letales medias LCso embriones
seleccionados de 6hpf fueron colocados en placas de 96 pozos. Se evaluaron 12
embriones por cada una de las ocho concentraciones establecidas a partir de los
resultados hallados en la evaluacion de dosis exploratorias. Se realizaron conteos
cada 12 horas y los embriones no viables fueron retirados. Cada 24 horas 60% del

volumen de la solucidon de cada pozo de evaluacion fue retirada y reemplazada.
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1 Actividad de los analogos sobre larvas y LCs. Aunque en la
literatura actual se cuentan con algunos estudios que evaluan nuevos sistemas
contra cualquiera de los diferentes estados, larva, pupa y adulto, de mosquitos del
género A. aegypti la mayoria son extractos naturales o aceites esenciales usados
desde la antigledad. En esta investigacion larvas de A. aegypti. fueron expuestas
a diferentes concentraciones (300, 270, 180, 140, 70, 60, 45y 25 mg L") de las
moléculas obtenidas 1-23 como primera prueba diagnostica buscando las mayores

tasas de mortalidad.

Los resultados del bioensayo de pruebas diagnosticas revelaron que todas las
moléculas evaluadas afectaron el desarrollo de las larvas causando su muerte a
concentraciones por enzima de los 150 mg L. Diferentes revisiones han sugerido
gue un nuevo sistema se puede considerar como un larvicida efectivo si presenta
un valor LCsoinferior a 100 mg L', este criterio permitio la seleccion de los analogos
1, 2, 4, 7 y 23 para los cuales fueron determinadas sus concentraciones letales
medias LCso en mg L-' empleando analisis Probit.

Tabla 11. Valores de LCso de los analogos evaluados.

CN CN CN
HO MeO MeO
1 2 4
CN CN
=
MeO \'l\‘
OMe
7 23
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Comp. Concentraciones letales LCso [mg L] ICso

24 h Cl X2  48h Cl X2 mg L
1 4661 (45.09-4843) 3.39 422 (40.87-4359) 0092 20.1
2 5055 (48.13-52.98) 3.77 4853 (46.18-50.94) 2.63 50.1
4 6959 (66.01-7332) 450 64.51 (61.32-67.79) 3.78 53.8
7 8812 (83.43-94.74) 0.58 87.47 (82.38-94.82) 7.14 446
23 4896 (46.67-52.07) 178 38.65 (37.67-39.73) 4.2 0.44

Cl: indice de confianza; X % Shi cuadrado; ICso: Concentracion inhibitoria media frente a la AChE.

Los resultados de bioensayos de actividad insecticida y en condiciones de
laboratorio mostraron que, en la etapa larval, A. aegypti es susceptible al uso de las
moléculas 1, 2, 4, 7 y 23 (Tabla 11). La mortalidad de las larvas debida a la accion
de las moléculas se observo después de 2-4 h de aplicacion en los vasos de prueba,
tiempo durante el cual se observaron cambios morfolégicos como oscurecimiento y
reduccion de tamano en comparacién con los individuos de los controles, lo que
ocasioné la muerte de las larvas. Las larvas que no se vieron afectadas durante los
experimentos emergieron como adultos normales dentro de los parametros
observables en cuatro dias. La evaluacion de sus caracteristicas estructurales
mostré que las moléculas mas activas presentaban grupos electrodonadores en la
posicion para de su arilo. La introduccion de otro grupo electrodonador en la
posicion meta aumento su actividad solamente cuando se empled piperidina como
amina ciclica. La sustitucion de los sustituyentes metoxi e hidroxi en la posicién para
del arilo por el grupo dimetilamino aumenté considerablemente su actividad
insecticida. Al comparar estos resultados con los valores de inhibicién in vitro sobre
la enzima AChE se pudo determinar que el compuesto 23, el cual presenta el valor
mas bajo de ICso causa la muerte de larvas a las concentraciones mas bajas incluso

después de 48 h de tratamiento.

Aunque sus valores LCso son mas altos que los reportados para insecticidas
comerciales (Temefos, LCso = 0,0059 mg L), los a-aminonitrilos mostraron en

analisis in silico previos buenas propiedades farmacocinéticas y baja toxicidad en

184



comparacion con insecticidas comerciales como Temefos. Productos extraidos de
plantas para los cuales se han determinado sus LCsp han mostrado valores
comparables con los encontrados para los analogos o-aminonitrilicos (aceites
esenciales de Croton zehntneri (LCso = 26,2 mg L") y Croton nepetaefolius (LCso =
66,4 mg L'). Seo y colaboradores evaluaron los componentes del aceite esencial
de Apiaceae contra Aedes albopictus, revelando para carvacrol una actividad
larvicida del 80% a una concentracion de 50 mg L' y una LCso de 57 mg L™,
mostrando una correlacion entre la mortalidad de larvas y la inhibicion de la AChE.
Aunque los valores de LCso de los compuestos 1, 2, 4, 7 y 23 encontrados mostraron
actividad larvicida en un rango de concentracion comparable a los reportados
previamente para aceites esenciales, se debe notar que estos compuestos

sintéticos pueden ser producidos en cantidades considerables con alta pureza.

4.4.2. Actividad de las enzimas detoxificantes extraidas de larvas

tratadas

Resultados

El numero de mosquitos evaluados en cada ensayo, los valores de mediana
y el porcentaje de muestra de mosquito con actividad superior al percentil 99
después de los tratamientos se compararon con Rock y WSant y se muestran en
las tablas 12 a 15 junto con los criterios de clasificacién (inalterados, alterados y
muy alterados). Los niveles de actividad de las enzimas en cada cepa se muestran
graficamente en diagramas de dispersion (Figuras 37-42) y en cada figura, los
resultados encontrados para las cepas Rock y WSant se incluyeron facilitando la

comparacion directa con la actividad de cada grupo.
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Tabla 12. Cuantificacién de la actividad enzimatica de AChE, MFO y GST en la cepa Rock.

Rock AChE MFO GST
- (% de inhibicion) (nmol cit mg™' ptn) (nmol min-' mg ' ptn)
N2  Medianaa® p99° N Mediana p99 N Mediana p99
NT 165 79.32 94.8 150 25.37 30.9 150 0.22 0.2
7
mg L™ N Mediana % >p99¢ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
20.10 150 81.61 6.5 150 29.21 1.9 150 0.22 6.9
35.18 150 79.81 9.5 150 29.34 6.6 150 0.18 10.2"
70.35 150 79.79 12.7° 150 29.83 7.6 150 0.21 10.0°
CFEO
mg L™ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
18.45 150 81.45 5.4 150 30.36 1.31 150 0.20 17.82
30.75 150 80.37 7.9 150 30.52 6.1 150 0.34 1003
61.50 150 80.03 10.4" 150 29.08 6.5 150 0.33 1003

Tabla 13. Cuantificacion de la actividad enzimatica de las esterasas en la cepa Rock.

p-NPA esterasas

a-Esterasas

B-Esterasas

Rock (AAbs min™' mg-" ptn) (nmol min-' mg™" ptn) (nmol min-' mg™" ptn)
N2 Mediana® p99° N Mediana p99 N Mediana p99
NT 150 1.28 1.4 150 40.98 46.2 150 56.50 73.9
7
mg L™ N Mediana % >p99¢ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
20.10 150 1.09 0.6 150 35.77 0.5 150 62.19 3.6
35.18 150 1.26 7.6 150 39.23 0.3 150 50.41 7.7
70.35 150 1.29 2.7 150 41.18 1.0 150 50.73 9.0°
CFEO
mg L™ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
18.45 150 1.30 2.9 150 34.90 2.1 150 53.87 1.9
30.75 150 2.71 1003 150 38.06 2.8 150 49.55 15.72
61.50 150 4.23 1003 150 37.75 22.92 150 43.06 19.3?
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Tabla 14. Cuantificacién de la actividad enzimatica de AChE, MFO y GST en la cepa WSant.

AChE MFO GST
WSant
(% inhibition) (nmol cit mg™' ptn) (nmol min-' mg ' ptn)
N2 Mediana® p99° N Mediana p99 N Mediana p99

NT 180 83.63 88.5 120 35.91 70.9 120 1.51 2.0

7
mg L™ N Mediana % >p99¢ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
20.10 120 83.18 2.2 150 59.82 2.1 150 1.20 711
35.18 120 85.27 0.5 150 57.00 511 150 1.28 8.1
70.35 120 87.55 1.1 150 51.23 8.9' 150 1.27 13.6"
CFEO
mg L™ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
18.45 120 84.43 1.9 120 56.86 19.72 120 0.98 711
30.75 120 85.86 1.5 120 75.08 21.32 120 1.41 19.3?
61.50 120 84.35 0.5 120 70.68 35.92 120 1.68 26.0%

Tabla 15. Cuantificacion de la actividad enzimatica de las esterasas en la cepa WSant.

p-NPA esterasas

a-Esterasas

B-Esterasas

WSant
(AAbs min™' mg" ptn) (nmol min-' mg™" ptn) (nmol min-' mg™" ptn)
N2 Mediana® p99° N Mediana p99 N Mediana p99
NT 120 1.99 24 120 47.51 56.2 120 22.61 26.8
7
mg L™ N Mediana % >p99¢ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
20.10 150 2.14 0.6 150 46.98 2.8 150 21.38 2.2
35.18 150 1.75 1.4 150 52.32 7.5 150 22.20 6.4
70.35 150 1.82 9.5 150 52.76 11.6" 150 19.54 12.4"
CFEO
mg L™ N Mediana % >p99 N Mediana % >p99 N Mediana % >p99
18.45 120 2.19 0.2 120 48.50 1.31 120 20.80 7.7
30.75 120 1.93 3.2 120 48.66 2.3 120 21.00 12.8"
61.50 120 2.45 8.7 120 43.78 1.41 120 20.88 18.32

a Numero de larvas probadas. ® Valor de la mediana para cada actividad enzimatica. ¢ percentil 99
para las variedades Rock y WSant respectivamente. ¢ Porcentaje con actividad superior al percentil
99 para cada cepa. NT = No tratado. Criterios de clasificacion%> p99: 1 inalterado, 2 alterado y 3
altamente alterado.
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Figura 37. Porcentaje de inhibicién de la AChE de larvas Rock (A) y WSant (B) tratadas.
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Figura 38 Perfil de actividad de MFO de larvas Rock (A) y WSant (B) tratadas.
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Figura 39. Perfil de actividad de GST de larvas Rock (A) y WSant (B) tratadas.
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Figura 40. Perfil de actividad de p-NPA esterasas de larvas Rock (A) y WSant (B) tratadas.
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Figura 41. Perfil de actividad de a-esterasas de larvas Rock (A) y WSant (B) tratadas.
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Figura 42. Perfil de actividad de B-esterasas de larvas Rock (A) y WSant (B) tratadas.
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La actividad de AChE de las larvas tratadas en la presencia de propoxur no fue
significativamente diferente de la observada para las cepas Rock y WSant (p >
0.05). Se encontro un perfil inalterado de AChE para todas las evaluaciones (Tablas
12y 14).

La actividad de la MFO se cuantifico midiendo el contenido del grupo hemo que, en
mosquitos no alimentados con sangre, se asocia principalmente con el citocromo
P450. Cuando se evalu6 CFEO, los niveles de actividad mediana fueron
significativamente diferentes de los de la cepa Rock (p < 0,05). Ambas poblaciones
tenian un perfil inalterado excepto cuando el CFEO se evalué en WSant, se observo
un perfil incipientemente alterado para CFEQO en esos casos (Tabla 12). Los niveles
de actividad cuando se evalu6 7 no fueron significativamente diferentes de los
observados para Rock y WSant (p > 0,05). Se encontré un perfil inalterado de MFO
para todas las concentraciones de 7 evaluadas (Figura 38).

La actividad de GST no fue significativamente diferente de la observada en las
cepas evaluadas, excepto cuando se evaluaron las dos concentraciones mas altas
de CFEO en sobre la cepa Rock (p < 0.05) (Figura 39). GST mostroé un perfil
altamente alterado cuando CFEO se evalu6 sobre larvas de Rock mientras que se
observo un perfil incipientemente alterado para WSant (Tabla 12y 14). Se encontr6
un perfil inalterado de GST cuando se evalud 7 en ambas poblaciones.

La actividad p-NPA esterasa no fue significativamente diferente de la observada en
las cepas evaluadas excepto cuando las dos concentraciones mas altas de CFEO
se evaluaron en la cepa Rock (p < 0.05) (Figura 40A). Se encontré un perfil
inalterado de p-NPA esterasa en todos los casos excepto cuando se evaluaron las
concentraciones mas altas de CFEO en la colonia de Rock, para lo cual se observo
un perfil altamente alterado (Tabla 13).

No hubo diferencias entre las actividades de las a-esterasas de Rock y WSant

tratadas (p > 0.05) (Figura 41). Para todos los casos, se observo un perfil inalterado
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(Tabla 13 y 15). No hubo diferencias significativas entre las actividades de f-
esterasas de Rock y WSant tratados (p> 0.05) (Figura 42). Se encontraron perfiles
incipientemente alterados al evaluar la concentracion mas alta de CFEO en ambas
cepas (Tabla 13 y 15).

La actividad inhibidora de AChE de larvas de A. aegypti y homogenizados de
adultos, tratados por separado con concentraciones subletales de 7 y CFEO,
mostraron porcentajes de inhibicion entre 12 a 20% en larvas y 14 a 27% en adultos
inducida por 7, mientras que CFEO inhibi6 la actividad enzimatica entre 18 a 26%
en larvas y 26 a 34% en adultos (Tabla 16).

Tabla 16. Porcentajes de inhibicion de la AChE en homogenizado de larvas y adultos.

Rock AChE
(% de inhibicion)
Larvas Mosquitos
Propoxur 83.561+2.5 85.24+1.90
7
mg L™ Media Media
20.1 12.84+2.0* 14.72+2.5*
40.0 18.87+3.5* 25.85+2.8*
80.0 20.5614.7* 27.00+3.2*
CFEO
Media Media
20.6 18.95+2.3* 26.86+2.1*
41.2 25.17+1.4* 31.3243.0*
82.5 26.07+2.9* 34.31+4.4*

Discusion

La necesidad de desarrollar nuevos insecticidas fomenta la busqueda de
moléculas que proporcionen nuevas herramientas para el control y la gestion de
diferentes vectores.*'#? Aunque en la literatura existe una amplia variedad de

estudios que evaluan insecticidas comerciales, muy pocos trabajos se enfocan en
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la investigacion y evaluacion de nuevas moléculas que afecten cualquiera de las

etapas de los mosquitos (huevos, larvas, pupas o adultos).*346

Extractos de plantas, aceites esenciales y alcaloides en general han sido
reconocidos como importantes recursos naturales de insecticidas. Dentro de los
aceites esenciales evaluados previamente por el CINTROP-UIS, el CFEO exhibid
la mayor actividad larvicida y adulticida contra A. aegypti.3®3° La ICso determinada
para el CFEO sobre AChE comercial fue de 65,6 mg L'.#” En cuanto a los
alcaloides, para 2-(3,4-dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo, analogo 7 de la
girgensohnina, obtenido mediante la reaccion de Strecker, se ha confirmado su
efecto sobre el desarrollo en larvas de A. aegypti en condiciones in vivo. Este
resultado podria asociarse con su capacidad para inhibir a la AChE comercial
incluso ya que su inhibicion es aun mejor que el alcaloide natural. Ademas de la
actividad AChE, los insectos cuentan con diversos mecanismos de defensa como
su sistema enzimatico de detoxificacién que involucra el metabolismo xenobidtico
(incluyendo insecticidas) a través de las actividades de esterasa ay 3, MFO, GST
y p-NPA.48-50

Los resultados de evaluacion de la poblacion de WSant sin tratamiento presentaron
perfiles enzimaticos altamente alterados cuando se compard con la colonia de
referencia Rock, encontrando que los niveles de actividad de todas las enzimas
evaluadas, excepto AChE y a-esterasas, fueron significativamente diferentes de los
encontrados para la cepa de referencia Rock (Figura 37 - 42). La actividad MFO de
la cepa WSant duplicé los valores de la Rock mostrando que, incluso después de
tratar la cepa de referencia Rock con los metabolitos de investigacion, sus
resultados fueron significativamente mas bajos que los observados para la
poblacién de WSant (Figura 38). Se observdé un aumento incluso mayor en la
actividad de GST cuando se evalué la cepa WSant y se compard con Rock y, como
en los resultados de la MFO, sus valores fueron significativamente diferentes,
incluso de aquellos obtenidos cuando Rock se traté con la mayor concentracién de
CFEO (Figura 39). Entre las esterasas evaluadas, hubo un aumento en la actividad
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de p-NPA esterasas de la cepa WSant respecto de las determinadas para la Rock
pero, al contrario de lo que se observo en las actividades enzimaticas previas, los
valores encontrados para las larvas de Rock tratadas con las concentraciones mas
altas de CFEO fueron mas altos que los determinados para la cepa WSant (Figura
40). Se observo una disminucion en la actividad enzimatica de WSant con respecto
a la de referencia Rock solo para las B-esterasas, en este caso los valores de la
cepa de referencia duplicaron los valores encontrados para WSant incluso después
del tratamiento (Figura 42). La diferencia entre la actividad enzimatica observada
para Rock y WSant podria haber surgido debido a la capacidad de los insectos para
regular su respuesta cuando se exponen a xenobidticos. Esta exposicion podria
inducir una respuesta transcripcional que regulé las expresiones enzimaticas solo
en la poblacion de WSant y podria explicar por qué no muestran alteracion de la
actividad enzimatica después de la exposicion ni a la CFEO ni a 7 en todas las

concentraciones evaluadas.5-%4

Larvas de A. aegypti de ambas colonias tratadas con diferentes concentraciones de
7 y CFEO mostraron diferentes perfiles de actividad enzimatica. No se observaron
alteraciones en las actividades de las enzimas evaluadas para las larvas tratadas
con diferentes concentraciones de 7 (Tablas 12 - 15). La actividad de AChE para
larvas tratadas en presencia de propoxur no fue significativamente diferente de la
observada en larvas no tratadas (Rock y WSant, p > 0.05) en este experimento y en
los reportados previamente. Se encontré un perfil inalterado de AChE cuando la
concentracion de la molécula evaluada se incremento a 70,35 mg L™, valor maximo
de concentracién en el que no se observé la muerte de las larvas en las pruebas in
vivo (Tablas 12 y 14). Los niveles de actividad de todas las esterasas, las enzimas
MFO y GST no fueron significativamente diferentes de aquellas encontradas para
las larvas Rock y WSant no tratadas (p> 0.05) que muestran un perfil inalterado de
la actividad de las enzimas analizadas cuando se evalud 7. La comparaciéon de los

datos encontrados para Rock y WSant con y sin tratamiento permitié determinar que
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7 no es reconocido por las enzimas desintoxicantes y no lleva a aumentar sus

actividades como ha sido descrito previamente por otros.*%55.56

Cuando larvas Rock y WSant se trataron con diferentes concentraciones de CFEOQO,
la actividad AChE restante en presencia de propoxur no se modificé (<15%) en
ninguno de los casos. Estos resultados son contrarios a los encontrados cuando se
evaluaron organofosforados y carbamatos ya que la exposicion a este tipo de
insecticidas caus6 alteraciones estructurales del sitio AChE activo y mostré perfiles
alterados (Tablas 12 y 14).265357.58 Para |a cepa WSant, se observaron perfiles de
MFO y B-esterasas incipientemente alterados dependientes de la dosis empleada
para tratar las larvas con CFEO. Se observd un perfil de pB-esterasa ligeramente
alterado cuando se traté la cepa Rock con la mayor concentracion de CFEO. Se ha
informado que las MFO vy las esterasas son importantes en el metabolismo de los
insecticidas debido a su flexibilidad biolégica y su capacidad para reducir la actividad
biologica de una amplia gama de sustratos.*® Los perfiles con las alteraciones mas
altas se observaron cuando se determinaron las actividades de p-NPA y GST para
las dos concentraciones mas altas de CFEO en larvas de Rock (Tablas 12 y 13)
mientras que, para WSant, se observo un perfil de GST incipientemente alterado
dependiente de la dosis empleada para tratar las larvas (Tablas 14 y 15).

Se detectaron niveles mayores de actividad de GST, a-, B- y p-NPA esterasas
cuando se evalu6 el CFEO en larvas de la cepa Rock, lo que indica que los
miembros de estas clases de enzimas, que desempefian un papel importante en la
desintoxicacion, pueden identificar diferentes compuestos que constituyen los
aceites esenciales como aquellos encontrados en CFEO (Tablas 12 y 13). Debido
a que WSant sin tratamiento presentd un perfil alterado, con respecto a la colonia
de referencia, solo las actividades de MFO y GST mostraron estar incipientemente
alteradas (Tablas 14 y 15).

La actividad insecticida de un aceite esencial se puede atribuir a la combinacion de

componentes principales y secundarios como en los formulados para
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insecticidas.?%8' Sin embargo, esta caracteristica ha respaldado la evaluacién de la
accion sinérgica cuando los insecticidas comerciales se combinan con CFEO. En
algunos casos, la combinacion de aceites esenciales con insecticidas para los que
una poblacién de insectos ya tenia resistencia ha demostrado disminuir sus
concentraciones letales promedio.f?%4 La actividad de AChE evaluada utilizando
diferentes concentraciones de 7 y CFEO en larvas y homogenizado de adultos
mostré una inhibicion menor en comparacién con los valores encontrados cuando
larvas de Rock y homogenizados de adultos fueron tratados con propoxur. La
evaluacion directa en homogeneizados mostré que es posible que la inhibicion de
AChE no sea la unica interaccion responsable de la muerte de larvas en los ensayos
in vivo y que tanto el compuesto 7 como el CFEO pueden interactuar o alterar otros
objetivos o receptores que conducen a la muerte del insecto.

Esta informacion es util para el diseiio de nuevos insecticidas porque ayuda a
comprender cdmo se produce la mortalidad en el insecto cuando se expone a una
molécula o compendios de moléculas como los aceites esenciales. En este sentido,
en una formulacion con combinacion de diferentes plantas y sus metabolitos se
potenciara el efecto insecticida debido al objetivo celular multiple que podria

alcanzar.%®

4.4.3. Evaluacion de la cadena de transporte de electrones

mitocondrial

Resultados

Cuando se evalu¢ el efecto de los compuestos 7, 10, 13 y 16 sobre los
complejos enzimaticos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial se
observdé que el compuesto 7 exhibié un efecto inhibidor no estadisticamente
significativo sobre la NADH deshidrogenasa en comparacion con el tratamiento de
control (F = 1.265; P = 0.33). Sin embargo, NADH oxidasa se inhibio
significativamente entre un 12 y 33% (F = 24.329, P = 0.000002) en todas las
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concentraciones (8 nM, 2 uM, 8 uM y 40 yM). Asimismo, se observo una disminucion
en la actividad succinato oxidasa con una inhibicion entre 19 y 24% (P <0.05 F =
6.458). A diferencia de las tres enzimas succinato deshidrogenasa anteriores, la
succinato citocromo ¢ reductasa y la citocromo ¢ oxidasa mostraron una mayor
actividad (79-182%, 10-88% y 28-55%, respectivamente). Se encontrd que el efecto
activador fue mayor para la enzima succinato deshidrogenasa que para las otras

dos enzimas (Tabla 17).

También se observd un efecto inhibidor significativo para el compuesto 13 (F =
38.771; P <0.05) en el complejo | de la cadena respiratoria (NADH deshidrogenasa
y oxidasa), con porcentajes de inhibicién de entre el 21 y 31%. La enzima succinato
oxidasa no se inhibi¢ significativamente (F = 1.543, P = 0.24). Las actividades
enzimaticas de succinato deshidrogenasa y citocromo ¢ oxidasa aumentaron
significativamente con todos los tratamientos (F = 11.28, P = 0.000023, F = 12.743,
P = 0.000140). De forma similar, la reductasa de citocromo ¢ de succinato mostro
una actividad aumentada, con diferencias significativas solo en la concentracién de
2 UM (F = 4,3202, P = 0,021515).

El compuesto 10 causo la inhibicion del complejo | de la cadena respiratoria: en el
caso de esta molécula, la actividad de las enzimas NADH deshidrogenasa (F =
9.264, P = 0.000451) y NADH oxidasa (F = 54.210; p < 0.05) disminuyd
significativamente en todas las concentraciones evaluadas, con porcentajes de
inhibiciéon de entre 20 y 44%. La actividad succinato oxidasa también se redujo
significativamente entre un 30 y un 42% (F = 38.821; p <0.05). Al igual que con los
compuestos 7 y 13, el compuesto 10 también produjo un aumento en la actividad
de la succinato deshidrogenasa (F = 5.1868, p = 0.0033), citocromo c oxidasa (F =
20.842, p = 0.000009) y succinato citocromo c reductasa (F = 2.2589, p = 0.12).

Con respecto al compuesto 16, se observo una actividad disminuida del complejo |,
con porcentajes de inhibicion de 22 a 24% para NADH deshidrogenasa (F = 7.575,
P = 0.001511), y nuevamente de 27 a 41% para NADH oxidasa (F = 47.688, P
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<0.05). La actividad succinato oxidasa también disminuyo (22%) como resultado del
tratamiento, aunque solo a la concentracion mas alta evaluada (F = 5.639, P =
0.005642). La actividad enzimatica de la succinato deshidrogenasa aumento del
106 al 116% con todos los tratamientos (F = 8.1440, P = 0.000239), asi como la
actividad oxidasa del citocromo ¢, que aumento del 52 al 88% (F = 14.185; P =
0.000055). La actividad succinato citocromo ¢ reductasa no fue significativamente
diferente del control (F = 3.4079, P = 0.040902).

Tabla 17. Efecto de los compuestos 7, 10, 13 y 16 sobre la cadena de transporte de electrones

mitocondrial.
CN CN CN CN
N N N N
T O LT LT O
OMe OMe -0 -0
7 10 13 16
. . Succinato .
[ NADH NADH Succinato  Succinato citocromo ¢ Citocromo c
Comp. deshidrog. oxidasa deshidrog. oxidasa oxidasa
reductasa
uM % % % % % %
0 100 100 100 100 100 100
8x107? 8716 88162 179118 78162 11048 12812
7 2 92+7 78142 194+162 79442 14745 136424
8 84+19 74122 2364362 81142 1884582 155452
40 8543 67142 2824612 76162 1884682 1334212
0 100 100 100 100 100 100
8x10°? 77422 74112 2234272 58142 135423 1554112
10 2 79452 69+1° 2494342 71482 137+£10 160+£10?2
8 80162 591462 1664362 8315 13146 2064332
40 77422 56162 2054432 70452 11147 1894242
0 100 100 100 100 100 100
8x107? 79422 79422 2314292 83113 180456 153426
13 2 8418 72422 2244222 9415 2014332 168+18?2
8 76452 72422 226+8? 86118 143122 171162
40 74482 69422 2724542 9216 140438 1824252
0 100 100 100 100 100 100
16 8x10°? 77422 73422 2141412 8619 10645 1884232
2 78452 68+1°2 2064372 8318 136420 1524272
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8 81+2 62432 215232 8615 150£23 155+112
40 76+32 59+52 216+142 78+62 118+12 130+£10

El valor del 100% corresponde a: NADH deshidrogenasa: 0,850 + 0,214 nmol min-
1 de ferricianuro reducido mg-1 proteina; NADH oxidasa: 20.917 £+ 6.498 nmol O /
min mg de proteina; Succinato deshidrogenasa: 0.589 + 0.039 pmol de DCPIP
reducido min-1 mg-1 de proteina; Succinato oxidasa: 20.749 + 6.444 nmol de
oxigeno consumido min-1 mg-1 proteina; Succinato citocromo c reductasa: 3.621 £
1.479 pmol de citocromo c reducido por min-1 mg-1 proteina; citocromo c oxidasa:
2.716 = 0.286 pmol citocromo ¢ oxidado min-1 mg-1 de proteina. Para cada enzima
n = 6.

Cuando se evalu¢ la actividad de la superéxido dismutasa y en la figura 43A se
muestra el efecto aislado (es decir, sin proteina) de los compuestos sobre la
formacién de O2*. No se encontraron diferencias significativas entre los compuestos
y el control, lo que significa que no son capaces de generar O2* en ausencia de

proteina.
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Figura 43. Efecto de los analogos evaluados en la formacién del radical superéxido.
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a) En ausencia de SOD, el 100% corresponde a 6.873 £ 3.195 abs / min, n = 6; b) con proteina total
de larvas, el 100% corresponde a 5.993 + 0.817 abs / min, n = 9 yc) con mitocondrias fragmentadas,
n = 6. * Diferencias estadisticamente significativas en comparacién con el control (P <0.05), el 100%
corresponde a 5.591 £ 1.442 abs / min. ** Diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el control (P <0.01). *** Diferencias estadisticamente significativas en comparacién con el control
(P <0,0001).
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Cuando se utilizo la proteina total como fuente enzimatica (Figura 43B), los
compuestos no lograron aumentar la produccion de O2*, lo que significé que los
compuestos no actuan como inhibidores de la superdxido dismutasa. La figura 43C
muestra la produccidén de O2* cuando las mitocondrias se utilizaron como fuente
enzimatica. Los valores de actividad para los compuestos 7 y 13 no presentaron
diferencias significativas cuando se compararon con el control, mientras que los
compuestos 10 y 16 exhibieron un aumento de aproximadamente 50% en la
formacién de O2* a las concentraciones de 2, 8 y 40 yM para el compuesto 10 y 40

MM para compuesto 16.

Todos los compuestos inhibieron la actividad de catalasa (F = 101.2; P <0.0001). La
disminucién de esta actividad enzimatica sugirié un efecto inhibidor dependiente de
la dosis para los compuestos 7, 10 y 16. En todos los casos, la inhibicion fue de
alrededor del 95% cuando se evaluo la concentracion mas alta (Figura 44).

Figura 44. Actividad de la enzima catalasa.
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El control (100%) corresponde a 7.701 + 3.279 pmol de H202 / mg de proteina - min, n = 6. *

Diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el control (P <0,0001).

Los compuestos 10 y 16 mostraron un aumento en la actividad de Gpx ( 30 y 25%,
respectivamente) solo en la concentracion mas alta probada (F = 3.115; P = 0,0003).
Para los compuestos 7 y 13, asi como las concentraciones bajas de los compuestos
10 y 16, no se observaron alteraciones en la actividad de esta enzima (Figura 45).
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Figura 45. Actividad de la enzima glutationa peroxidasa.
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El control (100%) corresponde a 13.07 = 1.73 nmol of NADPH/mg protein-min, n= 9. * Diferencias
estadisticamente significativas en comparacioén con el control (P <0,0001).

Los compuestos 7 y 13 inhibieron la actividad de Gred. El compuesto 7 evaluado a
una concentracion de 8 yM mostro un 17% de inhibicion, y en la concentraciéon mas
alta probado (40 uM) una inhibicion cercana al 40%. El compuesto 13 mostro
diferencias estadisticamente significativas (F = 7.052; P = 0.0001) con relacion al
control en todas las concentraciones probadas, mostrando un 27% de inhibicion a
concentraciones de 2 nM, 2 uM y 8 yM, alcanzando hasta 38% de inhibicién con la
concentracion mas alta probada. Compuestos 10 y 16 no indujeron alteraciones en
Gred (Figura 46).
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Figura 46. Actividad de la glutationa reductasa.
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El control (100%) corresponde a 9.743 + 1.73 nmol of NADPH/mg protein-min, n=9.. * Diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el control (P <0,0001)

Discusion

Los compuestos generados por las plantas han sido considerados como una
estrategia de control alternativa para eliminar mosquitos de A. aegypti. Ciertas
plantas usan estos metabolitos secundarios como un sistema de defensa quimica
contra los depredadores o como agentes que les producen dafio.?4% Se ha
publicado una gran cantidad de estudios centrados en la actividad biologica
(insecticida, fungicida, pesticida, anticancerigeno, etc.) de extractos, aceites
esenciales y metabolitos secundarios de muchas plantas. En el presente estudio,
los analogos estructurales del alcaloide girgensohnina se analizaron como una
contribucion al conocimiento de los mecanismos de accion mediante la
determinacion de sus efectos sobre la cadena respiratoria mitocondrial y las
enzimas antioxidantes de homogenizados de larvas de A. aegypti.

Con respecto a los cambios estructurales de los a-aminonitrilos probados en este
estudio, se observdé que los compuestos 10 y 16 causaron los efectos mas
significativos sobre las actividades enzimaticas mitocondriales. De estos resultados
se pudo inferir que el mayor efecto inhibidor de estos dos compuestos sobre el
complejo | se debe a la presencia del fragmento de pirrolidina en su estructura, ya

que los compuestos 7 y 13 contienen un fragmento piperidinico en su lugar y su
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efecto fue menor. Sin embargo, la diferencia entre los efectos sobre la enzima y las
diferencias entre sus estructuras es minima, por lo tanto, se espero que sus efectos

en la cadena respiratoria fueran similares entre si.

Los compuestos probados produjeron alteraciones en la cadena respiratoria
mitocondrial de larvas de A. aegypti, principalmente en el complejo I. Por ejemplo,
el complejo | se inhibi6 significativamente en la concentracion mas baja probada (8
pMM) con todos los compuestos. La inhibicién de este complejo se ha asociado con
procesos de dafo celular, formacion de especies reactivas de oxigeno e induccidon
de apoptosis.6’%° Por lo tanto, es posible inferir que la actividad insecticida
informada por estudios previos sobre estos analogos no solo puede estar asociada
con un efecto inhibidor sobre la enzima AChE, sino también con un efecto sobre la
cadena respiratoria mitocondrial en la célula. Ademas, los a-aminonitrilos
aumentaron la actividad enzimatica de los complejos I, lll y IV de forma
independiente. De acuerdo con Martin y colaboradores, algunos medicamentos
pueden inducir un efecto estimulante sobre los complejos enzimaticos, pero no hay
certeza razonable sobre la causa de tal efecto.”®’* Ciertos antidepresivos de uso
comun, como venlafaxina, paroxetina y nortriptilina, inducen un efecto estimulante
en los complejos Il y IV en la corteza prefrontal de la rata, el hipocampo, el estriado
y la mitocondria de la corteza cerebral; este proceso es similar al efecto descrito en
el presente documento, aunque para los sistemas en larvas de A. aegypti.”

Dado que nuestros compuestos aumentaron la actividad de los complejos Il, 11l y IV,
la disminucién de la actividad succinato oxidasa fue inesperada. Esta observacion
llevd a la hipdtesis de que el efecto de los compuestos esta relacionado con la
pérdida (liberacién) de electrones entre los complejos proteicos de la cadena. La
liberacidon de electrones o "fuga de electrones”, la inhibicidn de los complejos | y IlI
en la cadena respiratoria, asi como la produccién de ROS, han sido reportados por
diferentes autores. Lambert y Brand informaron que el efecto inhibidor de la
rotenona, la piericidina, la antimicina A y el mixotiazol en los complejos | y IIl esta

relacionado con la produccion de superéxido; sin embargo, se ha observado que
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todos los inhibidores del complejo | generan niveles muy bajos de superoxido,
aunque en presencia de inhibidores en el sitio de unidén a ubiquinona, los niveles
aumentaron de 10 a 30 veces.”? Ademas, Liu y colaboradores evaluaron la
produccion de superédxido en presencia de diferentes inhibidores de la cadena
respiratoria y demostraron que, contrariamente a lo que se pensaba anteriormente,
los inhibidores del complejo 1l no son los principales responsables de la liberacidon
de electrones y la formacion de superoxido.”® En este sentido, los inhibidores del
complejo | tienen un papel informado en la produccion de ROS. También se
demostré que cuando el succinato es utilizado como sustrato en ausencia de ADP,
se produce una transferencia inversa de electrones en el complejo | donde NAD +
se reduce a NADH. Cuando se uso rotenona como inhibidor del complejo |, se
interrumpid dicha transferencia inversa, y el grupo FMN aparentemente participé en
el desvio de estos electrones al oxigeno para facilitar la produccion de especies

reactivas de oxigeno.

En comparacién con otros farmacos, el mecanismo de accion de la mayoria de los
inhibidores | no esta claro. Sin embargo, en un estudio previo de Fato y
colaboradores agruparon a los inhibidores del complejo | en dos clases: los
inhibidores de "clase A" son aquellos que aumentan la produccion de ROS
(rotenona, piericidina Ay rolliniastatina 1 y 2), mientras que los inhibidores de "clase
B" son los que previenen la produccion de ROS (estigmatela, mucidina, capsaicina
y coenzima Q2). Segun el tipo de inhibicion y la produccion de ROS mostrada por
los analogos de alcaloides evaluados en este estudio, los compuestos 7, 10, 13 y
16 pertenecen a los inhibidores de clase A. Teniendo en cuenta las mediciones de
SOD, se podria concluir que los compuestos probados no generan radicales
superéxido en ausencia de proteina, y no pueden inhibir la enzima SOD.
Finalmente, los compuestos 13 y 16 aumentaron la produccion de O2% a través de
la cadena respiratoria mitocondrial, lo que confirma la hipotesis sobre fuga de
electrones en el paso del complejo | al complejo Ill causado por la inhibicion del

complejo |, aunque los compuestos 7 y 10 no aumentaron 0,%.%873
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Sin embargo, como se discutié anteriormente, los compuestos 13 y 16 exhibieron
los efectos mas significativos en las actividades enzimaticas mitocondriales, y
podria ser posible encontrar otros ROS, como el H202. Segun lo indicado por los
resultados de la actividad de catalasa, los compuestos causaron la inhibicion casi
completa de la enzima en la concentracion mas alta; también, los compuestos 7 y
10 inhibieron la actividad de Gred. Estos resultados indicaron que todos los
compuestos podrian promover la acumulacién de ROS (perdxido de hidrégeno) y
adicionalmente los compuestos con fragmento de piperidina disminuirian la
capacidad de reducir el glutation; un péptido esencial para regular el estado redox

de las células.30.74

La confirmacion de la inhibicion del complejo | en la cadena respiratoria mitocondrial
mostré un posible mecanismo de accidn por el cual se puede entender su actividad
insecticida. Esta actividad puede estar vinculada al efecto de la pérdida de
electrones a través del complejo |, asi como a la inhibicion de las enzimas catalasa
y Gred, favoreciendo la acumulacion de ROS, que estan estrechamente
relacionadas con el dafio celular y la muerte.”>’® Los resultados sugieren la
induccion de estrés oxidativo por inhibicion de enzimas antioxidantes y por
liberacién de electrones en la cadena respiratoria en el complejo |. Ademas del
efecto inhibidor sobre el complejo |, los compuestos causaron un efecto estimulante
sobre los complejos Il, Ill y IV de la cadena respiratoria mitocondrial. Los
compuestos 13 y 16 mostraron una mayor actividad inhibidora sobre el complejo | 'y

aumentaron los niveles de O2* % en la cadena respiratoria mitocondrial.

4.4.4. Evaluacion insecticida in vivo sobre ninfas de R. prolixus

Resultados

Se encontré que 11 analogos mostraron actividad insecticida cuando se
realizo aplicacion topica en terguitos, en los 12 analogos cuando se aplico sobre los
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esternitos y seis analogos en superficies tratadas, con la molécula 3 que muestra la

mayor tasa de mortalidad (Figura 47).

Figura 47. Evaluacion tépica sobre terguitos.
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Entre los analogos evaluados la mortalidad en terguitos fue significativamente
diferente (Kruskal-Wallis: H (14 N = 45) = 36.51205 p = 0.0009). La aplicacion topica
en esternitos resultd en una mortalidad significativamente baja (Kruskal-Wallis: H
(14 N = 45) = 33.98065 p = 0.0021) en comparacion con terguitos (Tabla 18). El
mismo efecto se observo en las superficies tratadas (Kruskal-Wallis: H (14 N = 45)
=41.89138 p = 0.0001) (Figura 48B). Como era de esperar, los controles positivos
(deltametrina Del y fenitriotion Fen) y negativos (acetona Ste1) mostraron tasas de
mortalidad del 100% y del 0%, respectivamente. Al comparar las tasas de mortalidad
en los dos tipos de tratamiento, terguitos y esternitos, se observaron diferencias
significativas (Mann-Whitney, MW, p <0,05) para los analogos sintéticos 11, 13 y
22.
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Figura 48. A. Evaluacion tépica sobre esternitos. B. Evaluacion sobre superficies tratadas.
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Al comparar los tres tipos de tratamiento, (Mann-Whitney, MW, p <0,05) se

observaron diferencias para seis de los 12 analogos evaluados, compuestos 10, 11,

13, 16, 21 y 22) donde compuesto 11 mostro la tasa de mortalidad mas alta en cada
uno de los tratamientos, con LDsp 225.60 mg L' y LDgs 955,90 mg L' en aplicacion
topica sobre terguitos a las 72 h y 500 mg L' (Tablas 18 y 19).

Tabla 18. Mortalidad causada por las moléculas evaluadas en ninfas NI.

Mortalidad Mortalidad  Test de probabilidad Mortalidad Test de probabilidad
Comp. terguitos esternitos Mann-Whitney exposicion a Kruskal-Wallis

(%=DE) (%=DE) (p<0.05) superficies (%zDE) (p<0.05)

10 0 19.4+4.8 1.000000 0 0.0457*

11 83.3+16.7 38.9+4.8 0.046302* 16.710 0.0234*
7 2.844.8 11.149.6 0.238594 0 0.195
12 11.1+4.8 13.9+4.8 0.238594 8.3+0 0.195

13 25122 13.9+4.8 0.046302* 0 0.0234*
16 2.844.8 19.414.8 1.000000 5.6+4.8 0.0498*
17 22.2412.7 30.6+26.7 0.512691 11.1+4.8 0.5501
18 22.244.8 22.244.8 0.796254 11.1+4.8 0.067
19 13.9+4.8 8.3+8.3 0.653095 13.9+4.8 0.8599
20 19.414.8 2510 0.113847 0 0.0289*
21 16.748.3 11.1+4.8 0.345779 0 0.0446*
22 27.844.8 16.70 0.043115* 0 0.0226*
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C. flexuosus 0 11.144.8 - 11.1+4.8 0.0457*

C. sinensis 5.6+4.8 8.3+0 - 0 0.0608
E. citriodora 0 0 - 0 -
Acetona Ste1 0 0 - 0 -

Analogos sintéticos y tres aceites esenciales aplicados con tres tipos de tratamiento contra ninfas
Rhodnius prolixus en ninfas etapa | alas 72 h y 500 mg L. * Valores estadisticamente significativos

Tabla 19. LDso para el compuesto 11 y los controles empleados en el ensayo.

Aplicacion
.. LDso LDos X2
tépica
11 225.60 955.9 188
Terguitos (194.38-257.97) (729.31-1443.64) '
0.001 0.01
Deltametrina
(4x10* - 5x1079) (2x102 - 4x10?)
24 110
Fenitotrion
(20 - 36) (100 - 260)

Intervalos de confianza del 95% (entre paréntesis). LDso: dosis letal que causa mortalidad al 50% de
las ninfas expuestas al tratamiento; LDgs: dosis letal que causa mortalidad al 95% de las ninfas
expuestas al tratamiento; * X% Chi cuadrado; LDso y LDgs de deltametrina y fenitrotion utilizados en
el estudio realizado por Vivas, et al.

La mortalidad en ninfas de quinto estadio NV de R. prolixus a las 72 hy 1500 mg L-
' fue baja y solo se evidencid accion sobre esternitos para el analogo 16 con 11.1
96% y 55 + 4.7% para los analogos 1 y 11, registrando una accion
significativamente diferente (Kruskal-Wallis: H (14 N = 45) = 36.64743 p = 0.0008).
No hubo mortalidad con la aplicacion topica sobre terguitos y superficies tratadas

con los 12 analogos sintéticos.

Los ensayos empleando aceites esenciales, usados a modo comparativo sobre
ninfas NI y NV, mostraron al aceite esencial C. flexuosus como el mas activo sobre
esternitos (11.1 + 4.8%) y cuando fueron expuestas a superficies tratadas a las 72
h y 1.000 mg L. Sin embargo, la evaluacion de C. sinensis a la misma dosis
evidencio una baja mortalidad en tergitos (5,6 + 4,8%) y esternitos (8,3 + 0%). Para
las ninfas de la etapa V, la mortalidad fue baja (8,3 £ 0%) y solo se observé con C.
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sinensis en tergitos. Por otro lado, no se registré mortalidad con la aplicacion topica
de C. sinensis y E. citriodora en esternitos ni cuando se evaluaron las superficies
tratadas (Tabla 18).

Discusion

Los analogos evaluados son moléculas hidrofébicas que, cuando se aplican por via
topica, pueden atravesar facilmente el exoesqueleto de ninfas de la etapa | NI, una
propiedad que puede ser responsable de la actividad insecticida observada tanto en
terguitos como en esternitos. Las sustancias hidrofobicas penetran la cuticula del
insecto mas facilmente que las sustancias hidrofilicas porque estan hechas
principalmente de lipidos y ceras, que estan mas relacionadas con las sustancias

evaluadas en nuestro estudio.””-’8

Sin embargo, otros factores intrinsecos y extrinsecos (tamafo, edad, estado
nutricional, humedad y temperatura) pueden cambiar la evaluacion de las
moléculas. Otro hecho a tener en cuenta es la esclerotizacion de la cuticula, ya que
las ninfas de 24 a 36 horas de edad tienen una cuticula semiesclerocida y, por lo
tanto, una mayor susceptibilidad. Como otros autores han mencionado, las
diferencias en el grosor de la cuticula en las ninfas de las etapas | y V pueden afectar
la susceptibilidad a los estimulos externos; por ejemplo, Reyes, et al., observaron
que los insecticidas piretroides (beta-cipermetrina y fenitrotion) fueron mas efectivos
en las ninfas de la etapa | de T. dimidata y T. maculata que en las etapas de la etapa
V. Caceres, et al., encontraron que las ninfas de R. pallescens en la etapa | eran
sensibles a deltametrina y lambda-cihalotrina en diferentes zonas geograficas. En
otro estudio, Germano encontro resultados similares en bioensayos de toxicidad con
deltametrina en diferentes etapas de desarrollo en T. infestans.”®8

Los insecticidas penetran en los insectos hasta que alcanzan su objetivo de tres
maneras: a través de la cuticula, por ingestion y por inhalacion. La penetracion
ocurre a través de la cuticula y de membranas articulares e intersegmentos, y a

través de espiraculos. Encontramos la actividad insecticida mas alta para el analogo
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11 cuando se evalu6é en terguitos de ninfas de la etapa |, sugiriendo que la
penetracion ocurre a través de la cuticula mas delgada en esta etapa en las
posiciones dorsal, ventral y lateral. En ninfas de la etapa V, la penetracion de
moléculas solo se observo en esternitas, con una menor actividad de insecticida

teniendo en cuenta las caracteristicas de la cuticula en esta etapa ninfal.

Debido a que los analogos sintéticos son compuestos no volatiles que, cuando se
disuelven en un disolvente volatili como la acetona, permiten la formacién de
cristales, dejando residuos en sustratos porosos, como papel de filtro. En algunos
estudios de campo, los autores han explicado la falta de persistencia de sustancias
en algunas superficies porosas por el hecho de que estas superficies retienen
particulas, lo que reduce su disponibilidad y la interaccidon de insectos vy
sustancias.??83 Esto puede haber ocurrido en el experimento con las placas de Petri
evaluado ya que la actividad insecticida de los analogos sintéticos en las superficies
expuestas dio como resultado menores tasas de mortalidad. En este sentido,
Stampini, et al., han sugerido aumentar la dosis del ingrediente activo cuando se
usa en superficies porosas. Otro factor que influyd en la bioactividad de los analogos
sintéticos fue el comportamiento observado en las ninfas de la etapa |: se movieron
hacia los extremos del papel, donde permanecieron durante todo el bioensayo, lo

que pudo haber disminuido su interaccion con las moléculas.

Finalmente, La baja actividad insecticida de los aceites esenciales en terguitos y
esternitos probablemente se debio a la volatilidad de algunos de sus componentes,
que, por lo tanto, fueron arrastrados facilmente por la acetona en su proceso de
evaporacion después de la aplicacion topica, disminuyendo asi su bioactividad. Este
fue también el caso en el ensayo con superficies tratadas, en el que disminuyo la
concentracion de los compuestos activos en la placa de Petri.
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4.4.5. Determinacion de las CLso de analogos de girgensohnina
sobre embriones de pez cebra. El pez cebra o Danio rerio es un modelo animal
ideal para estudiar la genética y el desarrollo en organismos vertebrados.485
Debido a que su embriogénesis ocurre externamente y a que los embriones se
encuentran recubiertos por una membrana transparente denominada corién, la
observacion de los diferentes estadios de su desarrollo, con ayuda de un
microscopio, es una herramienta muy util. Este modelo animal presenta grandes
ventajas sobre otros extensamente empleados debido a sus facilidades de
mantenimiento, costos y capacidad reproductiva, ya que parejas de individuos
mantenidos en optimas condiciones pueden generar hasta 200 huevos por semana
listos para empleo en diferentes bioensayos. Otra gran ventaja se encuentra en la
rapidez de su desarrollo y la formacion de las diferentes estructuras, segmentacion
del cerebro, formacién de tubo neural, somitas, ojos, corazén, higado, entre otras,

después de tan solo 5 dias de desarrollo.86-87

Con la orientacion y colaboracion de la profesora Verdnica Akle y su Laboratorio de
Neurociencias y Ritmos Circadianos de la Universidad de los Andes, este modelo
animal se emple6 para realizar pruebas de toxicidad y las LCso de 5 moléculas
analogas del alcaloide girgensohnina, compuestos 1, 2, 7, 11 y 23 fueron
determinadas (Tabla 20).

Tabla 20. LCso mg/L de los analogos evaluados sobre embriones de pez cebra.

PM LCso
Comp.
g mol umol L * DE
1 216.28 409.28 7.40
2 230.31 952.19 0.08
260.43 534.50 0.37
11 262.30 597.41 0.65
23 229.32 608.32 1.40
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Ademas de la determinacion de las LCsp de los 5 analogos evaluados, los ensayos
permitieron determinar que los compuestos 1, 7 y 11 produjeron un retraso en la
eclosion de los embriones de hasta 6 horas, que se mantuvo hasta las 120 hpf
(Tabla 21). Entre los cambios morfolégicos presentados por los embriones cuando
se empled propoxur (100 mg L), insecticida inhibidor de la AChE, como control, se
observaron curvaturas en los cuerpos de los embriones y retrasos en el desarrollo,
caracteristicas no observadas en los embriones tratados con los analogos 1, 2, 7,

11 y 23. Los inhibidores de rutas implicadas en el desarrollo del sistema nervioso y

del corazén provocan la curvatura del tronco de los peces.

A partir de estos resultados se observdé que el compuesto 1, el alcaloide
girgensohnina, presentd una toxicidad mayor que sus analogos evaluados. Esto
indico que la sustitucidn del grupo hidroxilo en el arilo, por grupos electrodonadores,
llevé a la generacion de analogos con una toxicidad menor, destacandose el
compuesto 23, el cual fue el compuesto con menor toxicidad de la serie evaluada.
La inclusion de otro grupo metoxilo en el arilo de los analogos 7 y 11, si bien mostré
una toxicidad menor que aquella encontrada para el compuesto 1, presentoé valores
de LCso mayores que los compuestos con solo un sustituyente en para-. Ninguna
tendencia pudo ser observada con respecto a la incidencia del tamafo y tipo

sustituyente aminico de las estructuras.
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Tabla 21. Cambios observables en los embriones a 96 hpf.

96 hpf

Desarrollo embrionario pez cebra

Control con DMSO. Embrién en desarrollo normal
" - e
Bl S 9] - ;‘, con sus caracteristicas morfologicas de acuerdo a la

literatura

Embriones expuestos al insecticida Propoxur [100
Ve ,O /W /:.- mg L"]. Los individuos presentan curvaturas en sus
" ‘ \ . j:(\ cuerpos, malformaciones en la cola, disminucién en
' ; la longitud de los cuerpos, edemas pericardicos y

retraso en el desarrollo con respecto a los controles

.. k. Embriones tratados con el compuesto 23 [134,7 mg

$.. L"]. Los individuos presentaros una disminucion en

su porcentaje de eclosion de hasta 6 horas, lo que

el genero retraso en su desarrollo. Después de las 120
hpf se retird el corién, no se observaron cuerpos

con longitudes reducidas ni curvaturas en cola.

4.5. CONCLUSIONES

Utilizando los ensayos bioldgicos realizados en laboratorio sobre larvas de A.
aegypti de tercer estadio y ninfas de R. prolixus, se encontré que analogos de la
girgensohnina afectan el desarrollo biolégico de estas especies. Mientras que todos
los analogos evaluados mostraron afectar a las larvas a concentraciones menores
a 140 mg L, donde se destacaron los compuestos 1, 2, 4, 7 y 23, en la evaluacion
sobre ninfas de primer estadio, solo el compuesto 11 se destacd en todas las
evaluaciones realizadas donde se emplearon ninfas de R. prolixus. El compuesto

23, con una ClLso de 48,96 mg L' a las 24 h y una CLso menor de 38,65 mg L', a
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las 48 h, se identific6 como el compuesto con la mejor actividad insecticida sobre

larvas de A. aegypti, entre los analogos evaluados.

Cuando el analogo 7 se evalud sobre las enzimas detoxificantes se observaron
perfiles conservados en la actividad de estas enzimas, lo que sugiere que el analogo
de girgensohnina evaluado no es reconocido por las enzimas desintoxicantes en las
larvas. Caso contrario ocurrié con el aceite esencial evaluado ya que se encontr6
que el CFEO alter6 notoriamente la actividad de las enzimas GST y p-NPA esterasa
en la colonia de Rock, en comparacién con el ligero aumento observado para la
cepa WSant. La evaluacion de la AChE sugiere que la mortalidad observada en los
ensayos in vivo no puede atribuirse completamente a la inhibicion de la actividad de
esta enzima y es posible que tanto 7 como CFEO interactuen con otros sistemas en

las larvas que conducen a su muerte.

Esto se corroboré con los resultados sobre la bioenergética mitocondrial donde se
encontré que los a-aminonitrilos alteran la cadena de transporte de electrones de
las mitocondrias y genera estrés oxidativo en las células de larvas de A. aegypti. Se
encontré que los compuestos 7, 10, 13 y 16 inhibieron notablemente la actividad de
del complejo | y de la catalasa, incluso a las concentraciones mas bajas. Los
compuestos 10 y 16 mostraron una mayor actividad inhibidora sobre el complejo | 'y
aumentaron los niveles de O2* % en la cadena respiratoria mitocondrial. Finalmente,
empleando el modelo de pez cebra, se determinaron los CLsg para los compuestos1,
2, 7,11y 23 encontrando que modificaciones sobre los sustituyentes del arilo de los
compuestos ensayados llevaron a una reduccion en la toxicidad de los compuestos.
Estos resultados validaron la seleccién de los precursores empleados, lo que
permitid la obtencion de sistemas menos tdxicos que el alcaloide girgensohnina

utilizado como alcaloide modelo cabeza de serie.
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5. CONCLUSION

5.1. CONCLUSION GENERAL

- Empleando la reaccion de Strecker en su version catalizada, se disefiaron y
sintetizaron 83 a-aminonitrilos analogos del alcaloide girgensohnina 1 con buenos
rendimientos. Su evaluacion in vivo e in vitro sobre diferentes modelos enzimaticos
y animales mostraron su capacidad para actuar como insecticidas sobre especies
del género Aedes aegypti y Rhodnius prolixus.

5.2. CONCLUSIONES ESPECIFICAS

- La determinacion por cribado virtual de los perfiles tedricos de biodisponibilidad de
analogos de la girgensohnina, llevé a proponer una nueva serie de analogos del
alcaloide natural girgensohnina, incorporando fragmentos con reportada accion
biologica. Los perfiles farmacocinéticos encontrados permiten proponerlas como

blancos atractivos para su evaluacion biologica.

- Se empled la reaccion de Strecker, utilizando acetona cianhidrina y KCN como
fuentes de cianuro y acido sulfénico soportado en gel de silice SSA, para la
obtencidn de los a-aminonitrilos 1 a 71. Los compuestos 72 a 78 se obtuvieron bajo
un protocolo sin catalizador usando agua como disolvente en la reaccion y KCN
como fuente de cianuro. Se empled una reaccion de aminacion reductiva para la
sintesis de los compuestos 79 a 84, los cuales fueron obtenidos con altos
rendimientos. Estas reacciones one-pot permitieron la sintesis de las moléculas 1 a

84 bajo condiciones suaves y amigables con el medio ambiente.

- Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados por medio de métodos
espectroscopicos y espectrométricos demostrando la obtencidn de los productos
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esperados. Los resultados de empaquetamiento, producto del analisis de difraccion

de rayos X, mostraron que los productos se obtienen como mezclas enantioméricas.

- La evaluacion in vitro de la actividad de los 84 analogos sobre la AChE de
Electrophorus electricus, mostré que 45 de las moléculas evaluadas presentaban
concentraciones de inhibicion media mas bajas que las reportadas para el alcaloide
natural (ICso = 92,9 uM). Se destacd el compuesto 2-(4-(dimetilamino)fenil)-2-
(pirrolidin-1-il)acetonitrilo 60 con un valor ICso = 1,93 uM comparable con el

encontrado para el insecticida comercial diazinén (ICso = 1,87 uM).

- Los valores de la energia de acoplamiento de los 84 analogos en el sitio activo de
la cadena A de la AChE de Homo sapiens (AP 1D: 1B41) se determinaron
empleando herramientas de docking molecular. Principalmente se observaron
interacciones de los compuestos con los residuos Tyr124 y Tyr337, interacciones
n-1t, m-catidn y/o n-H con uno o mas de los residuos pertenecientes al PAS e
interacciones tipo puente de hidrégeno. La comparacion de los diferentes
enantiomeros de los analogos evaluados permitio determinar como tendencia que
los enantiomeros R presentaban una mayor afinidad por el sitio activo que los

enantiomeros S.

- La evaluacion in vivo de diferentes analogos sobre larvas de A. aegypti de tercer
estadio y ninfas de R. prolixus mostré que analogos de la girgensohnina afectan el
desarrollo biolégico de estas especies bajo condiciones de laboratorio. Mientras que
los compuestos 1, 2, 4, 7 y 23 se destacaron cuando se evalud su accion sobre
larvas de A. aegypti, el compuesto 2-(3,4-dimetoxifenil)-2-(morfolin-1-il)acetonitrilo
11 lo hizo al emplear ninfas de R. prolixus. El compuesto 2-(4-(dimetilamino)fenil)-
2-(pirrolidin-1-il)acetonitrilo 23 con un valor ICso = 1,93 uM sobre AChE comercial
también presentd la mejor actividad insecticida sobre larvas A. aegypti con valores
ClLso de 48,96 mg L™ a las 24 h y una CLso menor de 38,65 mg L™, a las 48 h.
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- Cuando el 2-(3,4-dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il)acetonitrilo 7 se evaluo sobre las
enzimas detoxificantes se observaron perfiles conservados en la actividad de estas
enzimas, contrario a lo observado para el aceite esencial Cymbopogon flexuosus,
CFEO. Esto sugiri6 que el analogo de girgensohnina no es reconocido por las
enzimas desintoxicantes en las larvas contrario a lo observado para el CFEO. La
evaluacion de la AChE de adultos mostré que la mortalidad observada en los
ensayos in vivo puede no ser completamente atribuida a la inhibicion de la AChE
siendo posible la interaccion de los analogos con otros sistemas bioldgicos.

- La evaluacion de los compuestos 7, 10, 13 y 16 sobre la bioenergética mitocondrial
mostré que estos a-aminonitrilos alteran la cadena de transporte de electrones de
las mitocondrias inhibiendo la actividad del complejo I. Se destacan los compuestos
10 y 16 los cuales presentan a la pirrolidina, anillo de 5 miembros, como fragmento

aminico.

- Se determinaron los CLsp para los compuestos 1, 2, 7, 11 y 23 empleando el
modelo de pez cebra, encontrando que modificaciones sobre los sustituyentes del
arilo de sus estructuras generaron sistemas menos téxicos (2: 952,2 umol L, 7:
534,5 umol L1, 11: 597,4 umol L' y 23: 608,3 umol L") que el determinado para el

alcaloide natural 1 (409,3 umol L"), bajo las mismas condiciones de evaluacion.
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