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Resumen. La serotonina (5-HT) y la dopamina (DA) son neurotransmisores
claves en el sistema nervioso central (SNC) que participan en la regulacion del
comportamiento. La disfuncion de las vias de neurotransmisién dopaminérgica
y serotoninérgica, que son responsables de la regulacion del estado de animo, la
cognicion y el movimiento, puede provocar una amplia gama de trastornos ce-
rebrales, tanto neurolégicos como psiquiatricos. La DA esta implicada en diver-
sas enfermedades neurodegenerativas y neuropsiquiatricas y se conoce que los
sistemas dopaminérgicos en el cerebro reciben inervacion serotoninérgica. En
el presente estudio se presenta la sintesis y la evaluacion farmacolégica preli-
minar de los compuestos N-[(2-cloro-quinolin-3-il)metil]-metiladamantano (7)
y amino-metiladamantano (10), que resultaron tener actividades dopaminérgi-
cas y serotoninérgicas en el sistema nervioso central. La estrategia utilizada en
el diseno del compuesto hibrido 7 permitié obtener un novedoso agente con
actividad antipsicética y/o ansiolitica. El compuesto 10 sélo mostré actividad
antiparkinsoniana. Estos compuestos constituyen un aporte al arsenal farma-
colégico para el tratamiento de patologias relacionadas con las enfermedades
neurodegenerativas y neuropsiquiatricas.
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Novel dopaminergic and serotoninergic derivative agents from
quinoline-methyladamantane and amino-methyladamantane.
Synthesis and pharmacological profile.
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Abstract. Serotonin (5-HT) and dopamine (DA) are key neurotransmitters
in the central nervous system (CNS) that are involved in the regulation of behav-
ior. Dysfunction of dopaminergic and serotonergic neurotransmitter pathways,
which are responsible for the regulation of mood, cognition, and movement,
can lead to a wide range of brain disorders, both neurological and psychiatric.
DA is implicated in various neurodegenerative and neuropsychiatric diseases,
and dopaminergic systems in the brain are known to receive serotonergic in-
nervation. In the present study, we present the synthesis and preliminary phar-
macological evaluation of the compounds N-[(2-chloro-quinolin-3-yl) methyl]-
methyladamantane (7) and amino-methyladamantane (10), which were found
to have dopaminergic and serotonergic activities in the central nervous system.
The strategy used in the design of hybrid compound 7 led to the development of
a novel agent with antipsychotic and/or anxiolytic activity. Compound 10 only
showed antiparkinsonian activity. These compounds contribute to the pharma-
cological arsenal for the treatment of pathologies related to neurodegenerative

and neuropsychiatric disorders.
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INTRODUCCION

La serotonina (5-HT) y la dopamina
(DA) son neurotransmisores claves en el sis-
tema nervioso central (SNC) que participan
en la regulacion del comportamiento. La
disfuncion de las vias de neurotransmision
dopaminérgica y serotoninérgica, que son
responsables de la regulacion del estado de
animo, la cognicién y el movimiento, puede
provocar una amplia gama de trastornos ce-
rebrales, tanto neurolégicos como psiquia-
tricos 1. Asi, la DA estd implicada en diversas
enfermedades neurodegenerativas y neurop-
siquidtricas, incluyendo la enfermedad de
Parkinson, la disquinesia tardia, el sindrome
de Tourette, la enfermedad de Huntington, la
esquizofrenia, adicciones, la mania, la depre-
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sion y los trastornos de la alimentacion 7.
La DA no solo es un intermediario en la sin-
tesis de catecolaminas, sino que también, en
el SNC, juega un papel crucial en la regula-
cion de funciones como la activacion (alerta
y vigilia), atencion, iniciacién de movimien-
tos, percepcion, motivacién y emociones.
Estas funciones se manifiestan a través de
diferentes sistemas y vias dopaminérgicas en
el cerebro. La dopamina se encuentra en dos
formas rotameras, a y B, y su accién depende
de su concentracion, ubicacion y tiempo de
liberacion. La accion de la DA esta mediada
a través de su interaccion con receptores es-
pecificos, que se clasifican en cinco subtipos
(D,, D,, D,, D, y D,). Desde una perspectiva
farmacoldgica, estos subtipos se¢ agrupan en
dos clases principales: los receptores D, (D,
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v D) vy los receptores D, (D,, D,y D,) *'°. La
DA se encuentra principalmente en la sus-
tancia negra, el cuerpo estriado, el ntcleo
caudado vy el sistema limbico, donde desem-
pena un papel fundamental en la motricidad,
la memoria, el aprendizaje, el estado de ani-
mo y el sistema de recompensa . [gualmen-
te, la DA esta directamente implicada en la
enfermedad de Parkinson (EP) y en la enfer-
medad de Huntington (EH), ambas neurode-
generativas, cronicas y progresivas. La EP se
caracteriza por la pérdida de neuronas que
producen DA en los ganglios basales, lo que
causa problemas de movimiento, mientras
que la EH, aunque no estd directamente re-
lacionada con la dopamina, también afecta a
los ganglios basales y causa trastornos en el
movimiento 13,

Los sistemas dopaminérgicos en el ce-
rebro reciben inervacion serotoninérgica
(5-HT) que proviene principalmente del ni-
cleo dorsal del rafe y del nicleo rafe medial.
Estas fibras serotoninérgicas modulan la ac-
tividad de las neuronas dopaminérgicas en
areas como el drea tegmental ventral (ATV),
en la sustancia negra (SN), asi como tam-
bién al niicleo accumbens, a la corteza pre-
frontal y al cuerpo estriado. La accion 5-HT
esta mediada por siete clases de receptores.
Los receptores 5-HT,,, S-HT,,, 5-HT,,, S-HT,
v 5-HT, facilitan la liberacién de DA, mien-
tras que los 5-HT,  inhiben su liberacién. La
serotonina y sus receptores (5-HT,,, S-HT,,
v 5-HT,) en los ganglios basales juegan un
papel importante en el desarrollo de nuevas
drogas para la enfermedad de Parkinson, ya
que la serotonina puede modular la activi-
dad dopaminérgica, la cual es deficiente en
esta enfermedad. La estimulacién de los re-
ceptores 5-HT,, en los ganglios basales y el
cuerpo estriado puede reducir la liberacién
de 5-HT y disminuir el tono glutamatérgico,
lo que podria tener efectos antiparkinsonia-
nos y antidiscinésicos. En el globo palido y
la sustancia negra (SN), la estimulaciéon de
los receptores 5-HT,, reduce la liberacion de
acido gamma-aminobutirico (GABA), lo que
puede tener un efecto antiparkinsoniano y

antidiscinésico. Esta reduccién de GABA,
un neurotransmisor inhibidor, permite que
los circuitos motores de los ganglios basa-
les funcionen de manera mas efectiva, lo que
podria mejorar los sintomas de enfermeda-
des como la enfermedad de Parkinson. Al es-
timular los receptores 5-HT, , en la sustancia
negra reticular (SNr) y el segmento medial
del complejo palidal, se puede aumentar
la sobreactividad en el Parkinsonismo. Por
lo tanto, bloquear estos receptores podria
tener un efecto antiparkinsoniano. En el
contexto de las discinesias inducidas por la
levodopa en la enfermedad de Parkinson, la
activacion de los receptores 5-HT,  mediante
agonistas de la dopamina (como pramipexol
o ropinirol) puede tener un efecto antidisci-
nésico. Estos agonistas imitan la accion de
la dopamina, lo que puede ayudar a reducir
o disminuir los movimientos involuntarios .

Con relacion a los trastornos neuropsi-
quiatricos, hay evidencia que indica que el
estrés juega un papel fundamental en la fi-
siopatologia de la depresion y que altera de
manera compleja la regulacion de la dopa-
mina en el sistema mesolimbico, una region
cerecbral implicada en el procesamiento de
recompensas y emociones. Este sistema se
ve afectado por el estrés en términos de libe-
racién, metabolismo y densidad de recepto-
res para DA 5. Se ha sugerido que el bloqueo
de los receptores 5-HT, puede aumentar la
liberacion de dopamina y norepinefrina, lo
que puede tener efectos antidepresivos y
sugiere el bloqueo de los receptores 5-HT,,
para ejercer efectos antidepresivos '°. Varias
drogas psicotropicas producen regulacion
por disminucién de los receptores 5-HT, .y
se sugiere que la adaptacion de esos recepto-
res tiene un papel en su accién terapéutica.
El tratamiento crénico con agonistas o anta-
gonistas de los receptores 5-HT,, se asocia
con una regulacion a la baja (downregula-
tion) o disminucién de los receptores 5-HT,,
v 5-HT, .. Esto significa que, con el uso pro-
longado de estos medicamentos, el cuerpo
reduce la cantidad o la sensibilidad de es-
tos receptores en respuesta a la exposicion
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prolongada al agonista o antagonista '7. Asi
mismo, los receptores 5-HT, podrian desem-
peiiar un papel en la regulacion de la libera-
cion de DA y los antidepresivos que bloquean
los receptores 5-HT,y que son agonistas de
los 5-HT, podrian mejorar los sintomas de-
presivos mas rapidamente. Esta idea se basa
en la hipétesis que la 5-HT regula los niveles
de DA, y que los receptores 5-HT, podrian
estar involucrados en esta interaccién, espe-
cialmente en el nicleo accumbens 15,

Por su parte se sabe que, en la esquizo-
frenia, existe una hipersecrecion de DA en las
vias mesolimbicas, responsables de los sinto-
mas positivos, mientras que, el bloqueo de la
respuesta dopaminérgica por acciéon de los
antipsicoticos en las proyecciones corticales
se relaciona con los sintomas negativos y los
trastornos cognitivos. Los antipsicoticos tipi-
cos, también conocidos como de primera ge-
neracion, ejercen sus efectos clinicos al blo-
quear los receptores D, en la via mesolimbica,
lo que reduce los sintomas positivos de la es-
quizofrenia, como alucinaciones y delirios. Al
mismo tiempo, ¢l bloqueo de los receptores
D, en la via nigroestriatal causa efectos extra-
piramidales, como temblores, rigidez y movi-
mientos anormales . Ahora bien, el meca-
nismo responsable de los efectos clinicos de
los antipsicéticos atipicos no es totalmente
conocido y diversos estudios indican que es-
timulan la liberacién de DA mas potentemen-
te en la corteza frontal medial y en las areas
mesolimbicas que en ¢l cuerpo estriado. Esta
accion selectiva se asocia con baja incidencia
de efectos adversos extrapiramidales y con
mayor eficacia para mejorar los sintomas ne-
gativos y cognitivos de la esquizofrenia. Una
propiedad comun de este grupo de drogas es
su elevada afinidad por los receptores 5-HT,,
y se ha sugerido que el antagonismo sobre es-
tos receptores, en conjunto con una accion
antagonista débil sobre los receptores D,, se-
ria responsable de los efectos clinicos benefi-
ciosos 2°. Por otro lado la accién facilitadora
ejercida por la estimulacion de los receptores
5-HT,, aumenta la liberacion de DA a nivel
cortical. La combinacion de la accion de un

antagonista o agonista parcial sobre los re-
ceptores D,y la accién agonistica sobre los re-
ceptores 5-HT,, es una de las nuevas terapias
para desarrollar en la basqueda de nuevos
antipsicoticos 2!. Los antipsicéticos atipicos
probablemente aumentan la liberacion de DA
en la corteza prefrontal por bloqueo de los re-
ceptores 5-HT, ., y reducen los efectos extra-
piramidales y ademas mejoran los sintomas
negativos de la esquizofrenia®?. Por otro lado,
el bloqueo de la neurotransmisién DA en el
nicleo accumbens es el mecanismo principal
que subyace a la mejoria de los sintomas po-
sitivos. Entonces, una estrategia posible se-
ria reducir la actividad de la via mesolimbica
por bloqueo de los receptores D, sin afectar
la actividad de la via nigroestriada. Los efec-
tos selectivos de los antagonistas 5-HT,, so-
bre la via mesolimbica sugieren que podrian
tener eficacia antipsicética sin producir efec-
tos adversos extrapiramidales. Diversos datos
recientes indican que la combinacién de blo-
queo D, y el antagonismo sobre los recetores
5-HT,, y 5-HT,, seria el mecanismo de accién
de los nuevos antipsicoticos .

La investigacion y el desarrollo de far-
macos que actiien como agonistas parciales
en los receptores D, y 5-HT,, ha sido consi-
derado para el tratamiento de la esquizofre-
nia, la depresion mayor, el trastorno bipolar
y la enfermedad de Parkinson. Estos farma-
cos, como el aripiprazol y el brexpiprazol,
son ejemplos de antipsicéticos de tercera
generacion que se utilizan para tratar la es-
quizofrenia y otros trastornos. Los agonistas
parciales se comportan como moduladores,
ya que su eficacia o actividad intrinseca de-
penden del tipo de receptor y de las concen-
traciones del neurotransmisor natural; asi
que estas drogas, podrian restaurar la neuro-
transmisién adecuada mientras que induce
menos efectos secundarios 2.

Desde el punto de vista Quimico Me-
dicinal la basqueda de nuevos compuestos
capaces de contrarrestar las enfermedades
neuropsiquiatricas y neurodegenerativas, ha
sido de gran importancia. Para ello, Angel y
col., 2% disenaron, sintetizaron y evaluaron
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farmacologicamente los analogos del clor-
hidrato de N-2-cloro-(mono o di-metilquino-
lin-3-il-metil)-2-aminoindano (1-6) (Fig. 1),
con el fin de obtener nodveles agentes que
podrian ser capaces de aliviar algunas de
estas patologias, tales como la enfermedad
de Parkinson, la esquizofrenia y la Corea de
Huntington. Estos compuestos mostraron
actividad dopaminérgica central y actividad
anti-Corea de Huntington. De aqui se des-
prende que el fragmento quinolin-metilami-
no, guarda las aproximaciones bésicas como
un nuevo farmacéforo dopaminérgico.

En el presente trabajo se presenta la
sintesis y la evaluacion farmacoldgica de los
compuestos N-[(2-cloro-quinolin-3-il)metil ]-
metiladamantano (7) y amino-metiladaman-
tano (10) bajo sus sales clorhidricas, ello con
el proposito de obtener compuestos con po-
sible actividad moduladora de la transmision
dopaminérgica central que contribuyan con
el arsenal farmacolégico para el tratamiento
de patologias relacionadas con las enfermeda-
des neurodegenerativas y neuropsiquiatricas.

Rs
R, Rs
R —
: AN & cl
=
R; N cl
Ry 16
Compuesto R; R; Rz Ry Rs Rg
1 H H H H H H
2 H Me H H H H
3 H H Me H H H
4 H H H Me H H
5 Me H H Me H H

=N

H H H H OMe OMe
Fig. 1. Sustituyentes de los compuestos (1-6).

MATERIALES Y METODOS

SECCION QUIMICA

Los compuestos (7) y (10) fueron ob-
tenidos de acuerdo a la ruta sintética plan-
teada (Fig. 2), y su presencia se corrobor6
de acuerdo a sus datos espectroscopicos de
RMN 'H y BC, punto de fusion y analisis ele-

mental 2+, Todos los reactivos y solventes
utilizados en la sintesis fueron de grado ana-
litico, en los casos necesarios, los solventes
se sometieron a procesos previos de secado
mediante métodos estandar. Los espectros
de resonancia magnética nuclear de 'H y
13C se realizaron en un espectrémetro Jeol
Eclipse 270 (270 MHz/67.9 MHz) ubicado
en la Facultad de Farmacia-UCV. Los des-
plazamientos quimicos son reportados en
partes por millon (ppm). Los puntos de fu-
sion se determinaron en un aparato Stuart
Scientific y estdn sin corregir. Los procesos
de hidrogenacion catalitica se realizaron
utilizando un aparato Parr de baja presion,
empleando para ello Pd/C al 10% como ca-
talizador. El analisis elemental fue realizado
en un equipo Perkin Elmer 2400 CHN Ele-
mental Analyzer, los resultados estan en el
rango de = 0,4% del su valor teorico.

Sintesis de 2-cloro-3-formilquinolina 12

Fueron anadidos en un balén de 3 bo-
cas, 4 mL (51,66 mmol) de N, N-dimetilfor-
mamida con agitacion constante, y colocado
en un bafo de hielo. Luego de esto se agre-
garon, gota a gota, 7 mL (75,09 mmol) de
cloruro de fosforilo (POCL,) con la ayuda de
un embudo de adicién, manteniendo tempe-
ratura menor a 20°C, para la formacion del
reactivo de Vilsmeier, posteriormente fue
retirado el embudo y adicionados 1 g (5,23
mmol) de acetanilida (11) en 2 partes; la
mezcla resultante fue sometida durante 4
horas a reflujo manteniendo temperatura
constante en 100°C. Finalizado el tiempo de
reaccion fue agregado hielo cuidadosamente
y el sélido resultante de color amarillo fue
filtrado, lavado y secado; obteniéndose 0,61
g del producto cuyo punto de fusion fue de
149-150°C (Lit*. p.t. 149°C), con un rendi-
miento de 61%.

Sintesis del 1-nitro-metiladamantano 9

Se colocaron 100 mL de dimetilsulf6xi-
do (DMSO) seco en un balén de 3 bocas bajo
atmosfera de nitrégeno y con agitacion cons-
tante. Posteriormente fueron anadidos pro-
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Fig. 2. Ruta para la sintesis de los compuestos 7 y 10.

panona (2 mmol) y nitrometano (3 mmol),
al transcurrir 15 minutos se agregé el com-
puesto 8 (1 mmol). La mezcla fue irradiada
en un reactor con dos lamparas UV de 400W
por un periodo de 6 horas; al finalizar este
tiempo la reaccion fue detenida incorporan-
do un exceso de nitrato de amonio. El pro-
ducto resultante fue disuelto en 300 mL de
agua y extraido con 100mL de éter etilico y
el residuo fue purificado por cromatogratia
de columna en silica gel, usando como elu-
yente una mezela de éter de petrdleo — éter
etilico (98:2) obteniendo un aceite amarillo
con un 27% de rendimiento.

RMN 'H (8, ppm): 1.70 - 2.50 (m, 15H,
Ad), 4.30 (s, 2H, CH,).

Sintesis del Clorhidrato de Amino-
metiladamantano 10

En un recipiente de vidrio para hidro-
genar se colocaron 0,43 ¢ (2,20 mmol) del
compuesto 9 este fue disuelto con 1,2 mL
de acido clorhidrico (HCI) concentrado y 20
mL de etanol (EtOH) absoluto a temperatu-
ra ambiente, para luego ser agregados cuida-
dosamente 0,2 g de Pd-C 10%, la mezcla fue
sometida a una presion de 10 psi hasta con-
sumirse la cantidad calculada de hidrégeno.
Posteriormente ¢l catalizador fue removido

por filtracion y en el filtrado resultante se
eliminé el solvente a presion reducida, obte-
niendo un aceite amarillo que al ser tratado
con una mezcla éter-HCI se observo la forma-
cion de 0,25 g de un sdlido color crema de
punto de fusién 298°C, con un rendimiento
de 58,14%.2%%

Anal Teérico: C, 65.49; H. 9.99; N, 6.94.
Encontrado: C, 65.53; H. 10.01; N, 7.23.

RMN 'H(CDCI,) (5, ppm): 1.57 — 2.01
(m, 15H, Ad), 2.64 (s, 2H, CH))

RMN C(CDCL) (5, ppm): 27.82,32.11,
36.25,39.55 (CHy CH, Ad), 51.11 (CH,-Ad).

Sintesis de Clorhidrato N-[(2-cloro-
quinolin-3-il) metil]-metiladamantano 7
En un bal6on de 100 mL se anadieron
0,12 ¢ (0,60 mmol) del compuesto 10, 0,095
g (0,5 mmol) del compuesto 12 y 0,05 g
(0,61 mmol) de acetato de sodio, empleando
8 mL de metanol (MeOH) como solvente. La
mezcla resultante fue colocada en agitacion
constante a temperatura ambiente, hasta la
aparicion de un precipitado que fue filtrado
por gravedad, lavado con metanol (MeOH)
y secado en la estufa a presion reducida a
60°C. Seguidamente en un bal6n de 100 mL,
se pesaron 0,55 ¢ (0,16 mmol) del sélido
blanco (la imina 13) y se agregaron 6 mL
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de metanol (MeOH) y NaBH, (0,01 g, 0,159
mmol). Esta mezcla fue colocada en un baiio
de hielo con agitacion constante por 24 ho-
ras y una vez concluido este lapso, se anadio
1 mL de acido clorhidrico (HCI) concentrado
y 20 mL de agua; el solvente fue evaporado
a presion reducida y la solucién acuosa re-
sultante se alcaliniz6 hasta llevarla a pH 10
empleando granallas de hidroxido de sodio
(NaOH). La extraccion se realizé con diclo-
rometano (CH,CL) y los extractos organicos
combinados, se lavaron con agua destilada y
se secaron con sulfato de sodio anhidro, se
filtré por gravedad y el solvente fue evapora-
do a presion reducida. El aceite resultante se
traté tratado con una mezcla éter-HCI, obte-
niéndose un sélido blanco amorfo, recristali-
zado en isopropanol-éter para dar 0,036 g de
un sélido blanco (52,94%) con un punto de
fusion de 222°C.%¢

Anal Teérico: C, 66.84; H. 6.95; N, 7.42.
Encontrado: C, 66.89; H. 7.03; N, 7.31.

'"H-RMN  (MeOH-d,) &: 1,72 ppm (m,
12H, 6CH, Ad); 2.04 ppm (s, 3H, 3CH Ad);
2,95 ppm (s, 2H, CH, Ad (G,))); 4,58 ppm
(s, 2H, CH, Quinolina (C,)); 7,72 ppm (psdt,
1H, CH, Ar-H quinolina (G)) J= 6,9 Hzy J=
1,2 Hz); 7,89 ppm (psdt, 1H, CH, Ar-H qui-
nolina (C.), J= 7,7 Hz, J= 69 Hz y J= 1,2
Hz); 8,0 ppm (d, 1H, CH, Ar-H quinolina (C,)
J= 8,39 Hz); 8,06 ppm (d, 1H, CH, Ar-H qui-
nolina (G J= 8,39 Hz); 8,69 ppm (s, 1H,
CH, Het-quinolina (C))).

YC-RMN (MeOH-d,) &: 28,10 ppm (3CH
Ad); 36,08 y 39,25 ppm (6CH, Ad); 49,70
ppm (CH, (C,-quinolina)); 60,05 ppm (CH,
(C,,-Adamantano)); 123,28 ppm, 126,96
ppm, 127,54 ppm, 127,96 ppm, 128,09
ppm, 131,91 ppm, 141,83 ppm, 147,70 ppm,
150,02 ppm (CH, aromaticos quinolina).

RMN-HETCOR (MeOH-d,) 6:28,10 ppm
(3CH Ad) se correlaciona con la senal a 2.04
ppm (s, 3H, 3CHAd); a 36,08 y 39,25 ppm
(6CH, Ad) se correlaciona con la sefial a 1,72
ppm (m, 12H, 6CH, Ad); a 49,70 ppm (CH,
(C,-quinolina)) se correlaciona con la sefial
a 4,58 ppm (s, 2H, CH, Quinolina (G,)); a
60,05 ppm (CH, (C,,-Adamantano)) se co-

10"

rrelaciona con la senal a 2,95 ppm (s, 2H,
CH, Ad (C,)));a 127,52 ppm (CH, aromatico
(C,)) se correlaciona con la sefial a 8,0 ppm
(d, 1H, CH, Ar-H quinolina (C,) J= 8,39 Hz)
a 127,97 ppm (CH, aromatico (C,)) se corre-
laciona con la senal 7,72 ppm (psdt, 1H, CH,
Ar-H quinolina (G)) J= 6,9 Hzy J= 1,2 Hz);
a 128,10 ppm (CH, aromatico (C,)) se corre-
laciona con la senal a 8,06 ppm (d, 1H, CH,
Ar-H quinolina (Cy) J= 8,39 Hz); a 131,92
ppm (CH, aromdtico (C.)) se correlaciona
con la senal a 7,89 ppm (psdt, 1H, CH, Ar-H
quinolina (C.), J= 7,7 Hz, J= 6,9 Hz y J=
1,2 Hz); a 141,81 ppm (CH, Het-quinolina
(C,)) se correlaciona con la seial a 8,69 ppm
(s, 1H, CH, Het-quinolina (C,)).

SECCION FARMACOLOGICA

Se utilizaron ratas macho de la cepa
Sprague-Dazwley de 150 a 250 g de peso cor-
poral, mantenidas bajo periodos alternativos
de luz y oscuridad, con libre acceso al agua 'y
alimento estandar (Ratarina®, Protinal). Cin-
co dias antes del experimento se les implant6
a las ratas, bajo anestesia con cilazina (Set-
ton® al 2%) (1mg/Kg.; i.p) y relajacion con
ketamina, una cdnula metalica en el ventri-
culo lateral-derecho, segtin las coordenadas:
antero-posterior —0,40 mm del Bregma, 1,2
mm lateral, y 3 mm ventral®®2%3°, Las canulas,
empleadas como guia para la introduccion de
la aguja de inyeccion intracerebroventricular
(ICV), se fabricaron utilizando inyectadoras
20G con un largo inferior a 4 mm, selladas
con silicona y fijadas al craneo permanente-
mente con cemento acrilico. La inyeccion
ICV se realizé utilizando una inyectadora Ha-
milton de 10uL provista de un tope para apli-
cacion precisa de los compuestos.

Protocolo para la evaluacion
de la conducta estereotipada

La conducta estereotipada, definida
como una actividad motora repetitiva y sin
proposito, se evalué mediante observacion,
para lo cual se colocé cada animal dentro
de una caja de acrilico transparente con las
siguientes dimensiones: 32x28x28 c¢m, con
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un periodo previo de 15 minutos de habitua-
cién. Las observaciones se realizaron duran-
te 60 minutos, divididos en 10 intervalos de
6 minutos cada uno. Para cada una de las
pruebas, se utilizaron grupos de cuatro ani-
males y las conductas evaluadas fueron: la-
midas, roidas, olfateos y acicalamientos.

Los datos recolectados se registraron
empleando una computadora dotada de un
software para contar ¢l ntimero de movi-
mientos estereotipados.

Protocolo de administracion de los
compuestos evaluados

Los compuestos 7 y 10 fueron disueltos
en solucion salina y se administré via ICV en
un volumen de inyeccion de Sul., a las dosis
de 50ug/5ul y Sug/5ul. Como control se
utiliz6 solucién salina (Sul). Se emplearon
cuatro animales por cada grupo experimen-
tal. Todos los pretratamientos fueron realiza-
dos por via intraperitoneal, 15 minutos antes
de la administracién ICV de los compuestos
(7 y 10) de la solucién salina, y fueron los
siguientes: 1. Haloperidol (1mg/Kg) (Hal-
dol 50mg/mL, solucién inyectable, Janssen
Pharmaceuticals, Inc), antagonista de los
receptores dopaminérgicos; 2. Ziprasidona
(1mg/ Kg) (Geodon R, Laboratorios Pfizer),
antipsicotico atipico; 3. Buspirona (1mg/
Kg) (Clorhidrato de buspirona, Buspar, com-
primidos de 20 mg, Dalpas®, Biotech Labo-
ratorios), un agonista parcial de los recepto-
res de serotonina (SHT, ) y antagonista de
los receptores D,; 4. Sertralina (dosis de 1
mg/Kg) inhibidor selectivo de la recaptacion
de serotonina; 5. Fluoxetina (dosis de 1mg/
Kg) inhibidor selectivo de la recaptacion de
serotonina y antagonista de los receptores
(5HT,)); 6. Apomorfina (Img/Kg) (APO-go
PEN 10 mg/mlL, solucién inyectable), ago-
nista dopaminérgico D -D.,.

Protocolo de la denervacion
dopaminérgica central

A un grupo de ratas canuladas ICV se
le realiz6 una denervacién quimica con 6-hi-
droxidopamina (6-OHDA) (Sigma Aldrich,

Saint Louis, MO) (112 mM, pl=7,4). Para
ello se inyectd la solucion neurotdxica en
el ventriculo lateral derecho a una dosis
de 200 ug/5ul, 48 y 72 h previas a la ad-
ministracién-ICV de los compuestos 7 y 10
(50ug/5ul, n=4). Como control se usé solu-
cion salina (Sul, n=4).

Anilisis estadistico

Los resultados fueron expresados como
la media = E.E.M. Los datos fueron evalua-
dos mediante el analisis de varianza de una
y dos vias (ANOVA) vy la prueba de Newman-
Keuls *. Un valor de p<0,05 fue considerado
estadisticamente significativo. El analisis de
los resultados y la elaboracion de los graficos
se realizaron empleando ¢l programa Gra-
phPad Prism version 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los compuestos 7 y 10 ad-
ministrados por via ICV sobre la conducta
estereotipada en ratas. Efecto del pretrata-
miento con haloperidol, ziprasidona, bus-
pirona, sertalina, fluoxetina y apomorfina.

La posible participaciéon de los com-
puestos 7 y 10 sobre los sistemas dopami-
nérgico y serotoninérgico central estan
avalados por los resultados farmacolégicos
que se presentan en las Figs. 3 a la 6, cuan-
do se administraron via ICV, a las dosis de
SO0ug/Sully Sug/Sul, respectivamente.

Para poder interpretar estos resulta-
dos, es necesario conocer el mecanismo
de accion de los farmacos utilizados como
patrones. La apomorfina es un agonista do-
paminérgico que actaa sobre los receptores
D, y D,, mientras que el haloperidol es un
antagonista de estos mismos receptores y
es un antipsicotico tipico. En cuanto a la zi-
prasidona, cuya accién farmacolégica se di-
ferencia del haloperidol, por ser un antipsi-
cotico atipico, bloquea los receptores SHT,,
v D, (en una proporcion de 8:1, respectiva-
mente) y es un agonista parcial del recep-
tor SHT, .. La buspirona es un agonista
parcial postsindptico del receptor SHT, vy
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Fig. 3. Efecto del compuesto 7 (5 ug) sobre la conducta estercotipada en ratas. En las ordenadas, la suma
de las conductas medidas. En las abscisas, los compuestos evaluados. Las observaciones se realizaron
por una hora. Los resultados se expresaron como promedio = E.E.M. de cuatro mediciones indepen-
dientes. Los datos fueron analizados mediante andlisis de variancia (ANOVA) de una via y la prueba de
Newman-Keuls. *Diferencia Significativa (DS) vs. salina (SAL); **DS vs. apomorfina (APO); +DS vs.
haloperidol (HAL); ++4DS vs. buspirona (BUS); °DS vs. ziprasidona (ZIP); °°DS vs. sertralina (SER),
@DS vs. fluoxetina (FLU); CDS vs. compuesto 7 (5ug). p< 0,05.
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Fig. 4. Efecto del compuesto 7 (50 ug) sobre la conducta estereotipada en ratas. En las ordenadas, la suma
de las conductas medidas. En las abscisas, los compuestos evaluados. Las observaciones se realizaron
por una hora. Los resultados se expresaron como promedio = E.E.M. de cuatro mediciones indepen-
dientes. Los datos fueron analizados mediante andlisis de variancia (ANOVA) de una via y la prueba
de Newman-Keuls. *Diferencia Significativa (DS) vs salina (SAL); **DS vs. apomorfina (APO); +DS vs.
haloperidol (HAL); ++4DS vs. buspirona (BUS); °DS vs. ziprasidona (ZIP); °°DS vs. sertralina (SER),
@ DS vs. fluoxetina (FLU); C DS vs. compuesto 7 (50ug). p< 0,05.
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Fig. 5. Efecto del compuesto 10 (5 ug) sobre la conducta estereotipada en ratas. En las ordenadas, la suma
de las conductas medidas. En las abscisas, los compuestos evaluados. Las observaciones se realizaron
por una hora. Los resultados se expresaron como promedio = E.E.M. de cuatro mediciones indepen-
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Fig. 6. Efecto del compuesto 10 (50 ug) sobre la conducta estereotipada en ratas. En las ordenadas, la suma
de las conductas medidas. En las abscisas, los compuestos evaluados. Las observaciones se realizaron
por una hora. Los resultados se expresaron como promedio = E.E.M. de cuatro mediciones indepen-
dientes. Los datos fueron analizados mediante andlisis de variancia (ANOVA) de una via y la prueba de
Newman-Keuls. *Diferencia Significativa (DS) vs salina (SAL); ** DS vs apomorfina (APO); + DS vs.
haloperidol (HAL); +4 DS vs. buspirona (BUS); © DS vs. ziprasidona (ZIP); °° DS vs. sertralina (SER),

@ DS vs. fluoxetina (FLU); C DS vs. compuesto 10 (50ug). p< 0,05.
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antagonista débil D,.’” Tanto la fluoxetina
como la sertralina son antidepresivos que
funcionan como inhibidores selectivos de
la recaptacion de serotonina. Sin embargo,
la fluoxetina tiene un mecanismo de accion
adicional, también actiia como antagonista
del receptor 5-HT, 7%

Es bien conocido que la estereotipia es
el principal componente de varios desérde-
nes psiquidtricos, incluidos el autismo infan-
til** y la esquizofrenia. Asi mismo la conducta
de olfateos y roidas, es un comportamiento
dependiente de la dopamina y el sustrato
neural del comportamiento estereotipado
inducido por la apomorfina en animales, se
debe a las proyecciones dopaminérgicas de
la region de los nicleos caudado y putamen.
La apomorfina es un agonista mixto de los
receptores de dopamina D -D,. La activacion
de los receptores de dopamina D -D, sobre el
ntcleo estriado se expresa como la respuesta
de un comportamiento excesivo y repetitivo
(estereotipia)®™°, Es decir, que la activacion
de los receptores dopaminérgicos a nivel del
sistema limbico expresa la conducta estereo-
tipada de lamidas y acicalamientos, mientras
que los olfateos y roidas son respuestas a la
activacion de los receptores a nivel del siste-
ma extrapiramidal.

En el presente estudio se observé que
los compuestos 7 y 10 por si solos, induje-
ron cambios significativos en las respuestas
estercotipadas lamidas, acicalamientos, roi-
das y olfateos a las dosis de 50ug/5ul (Figs.
4 y 6), mientras que a la dosis de Sug/5ul.
aumentaron las conductas lamidas, roidas y
acicalamientos (Figs. 3 y 5). Las conductas
estereotipadas a la dosis de 50ug/5Sul, en
ambos compuestos, fueron bloqueadas por
el antipsicético tipico, haloperidol, demos-
trando que la actividad de ambos compues-
tos esta mediada a través de mecanismos do-
paminérgicos centrales (Figs. 4 y 6). En las
ratas pretratadas con el antipsicotico atipico
ziprasidona y el antidepresivo buspirona, la
administraciéon ICV de ambos compuestos,
a las dosis de Sug/5ul vy 50ug/5ul, produ-
jo cambios significativos de las cuatro con-

ductas estereotipadas, al mostrar un incre-
mento a bajas dosis y un bloqueo altas dosis
(Figs. 3 y 6). Estos resultados encontrados
estdn en concordancia con este comporta-
miento, y corrobora la accién agonistica de
estos compuestos sobre el receptor SHT, .
Efectivamente, la buspirona es un agonista
parcial del receptor SHT, postsindptico y la
ziprasidona ademas de tener actividad sobre
los receptores SHT, y D, como antagonista,
también acttia como un agonista parcial del
receptor SHT, . De manera que la respuesta
farmacoldgica resultante entre un agonista
parcial con uno total es un antagonismo a
alta dosis y un agonismo a baja dosis.

La denervacion presindptica con la
neurotoxina 6-OHDA (ICV), inhibi6 com-
pletamente los aumentos marcados en las
conductas esterecotipadas evaluadas indu-
cidas por los compuestos 7 y 10 a la dosis
de 50ug/5ul, lo que sugiere que la accion
agonista dopaminérgica del compuesto 7 y
10 no proviene de su accién postsinaptica,
sino mas bien presinaptica (Figs. 4 y 6). La
accion de los compuestos evaluados podria
involucrar entonces receptores en los termi-
nales nerviosos presindpticos, produciendo
un incremento del eflujo y/o la deplecion
del neurotransmisor, o bien por un antago-
nismo sobre algiin receptor dopaminérgico
presindptico; mientras que una accién post-
sindptica estaria interactuando sobre su pro-
pio receptor. Aun cuando los resultados de-
muestran que la accion agonista ejercida por
el compuesto 7 y 10 estan mediados a través
de mecanismos dopaminérgicos centrales,
estos parecen no provenir de su acciéon post-
sinaptica, ya que no hubo aumentos marca-
dos en las conductas estereotipadas evalua-
das (Figs. 4 y 6). Sin embargo, aun cuando
los resultados sugieren que los compuestos
actdan a nivel presinaptico, esta aseveracion
no resulta totalmente concluyente, ya que la
respuesta agonistica dopaminérgica de am-
bos compuestos podria resultar de una ac-
cion indirecta al depletar el neurotramisor
(DA) y/o por la estimulacion sobre los recep-
tores SHT | postsindptico.
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Para evaluar la actividad serotoninérgi-
ca de estos compuestos, se realizaron pre-
tratamientos con fluoxetina y sertralina. El
pretratamiento con sertralina y fluoxetina
bloquearon las cuatro conductas estereoti-
padas inducidas por el compuesto 7, mien-
tras que produjeron en el compuesto 10 a
la dosis de Sug/Sul. un aument6 leve de las
lamidas y los acicalamientos, y a la dosis de
50ug/5ul el aumento fue superior, mas en
las lamidas que en los acicalamientos. El
pretratamiento con la apomorfina a la dosis
de 50ug/5ul, bloqued las cuatro conductas
estereotipadas de los compuestos 7 y 10.

Los agonistas del receptor SHT, , au-
mentan la liberacién de dopamina a nivel
central. Los antidepresivos fluoxetina y
sertralina son inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (SHT) y adicio-
nalmente la fluoxetina es antagonista del
receptor SHT, °**%. Es bien conocido que
los inhibidores de la recaptacioén de seroto-
nina conllevan de forma aguda, al aumento
de la disponibilidad sindptica de serotonina
y por ende la activacién de sus receptores
postsinapticos. En vista que los compuestos
7 y 10 mostraron actividad agonistica sobre
el receptor SHT, , se esperaba un aumento
significativo de las conductas estereotipa-
das, cuando se realizé la evaluaciéon con las
ratas pretratadas con sertralina y fluoxeti-
na. Sin embargo, ¢l compuesto 7 en ambos
pretratamientos bloqued las lamidas y los
acicalamientos en ambas dosis estudiadas
mientras que, el compuesto 10 a la dosis
de 50ug/5uL s6lo aumentd los acicalamien-
tos y las lamidas. Es bien conocido que la
fluoxetina también es un antagonista del re-
ceptor SHT,_y por ello su respuesta, es au-
mentar el tono dopaminérgico central 677,
El hecho que, las respuestas ¢jercidas por
el compuesto 7 en los animales pretratados
con sertralina y fluoxetina hayan sido blo-
queadas, es indicativo de su participacion
agonistica sobre el receptor SHT,. Este
resultado fue confirmado por la respues-
ta antagonica ejercida por el compuesto 7
en las ratas pretratadas con apomortfina, al

bloquear las conductas roidas y olfateos;
mientras que en el compuesto 10 se obser-
va un leve bloqueo de la conducta olfateo
en las ratas pretratadas con apomortfina,
frente al incremento significativo de esta
conducta mostrado por el compuesto 10.
La apomorfina es un agonista de los recep-
tores de dopamina D -D,y aumenta las con-
ductas roidas y olfateos significativamente,
y no asi las lamidas y los acicalamientos.?*
Pues la actividad de los compuestos 7 y 10
en las ratas pretratadas con apomorfina se
debe a la activacion del receptor SHT,_ (blo-
queo significativo de las conductas de los
ganglios basales) para el primer compuesto
y la accion de agonistica sobre los recepto-
res SHT, para el segundo. Asi mismo no se
descarta la accion indirecta de estos com-
puestos sobre las neuronas dopaminérgicas
presindpticas.

De acuerdo con los resultados farma-
colégicos podemos presentar una aproxima-
cion quimico medicinal sobre el diseno de
los compuestos 7 y 10. El compuesto 7 tie-
ne presente dos fragmentos (quinolin-metil y
adamantil-metil) unidos a través de un enlace
covalente al grupo amino central y fue disena-
do como un compuesto hibrido con dos frag-
mentos farmacoforicos diferentes. En cuanto
al nicleo adamantano, esta presente en varios
compuestos con actividad farmacoldgica, tal
es el caso que la amantadina (14) que aumen-
tan la liberacion de dopamina endégena (via
indirecta) y son inhibidores de la recaptacion
presinaptica de dopamina '+ (Fig. 7).

También se conoce que el ndcleo ada-
mantil esta presente en varios agentes neu-
roactivos. De hecho, el compuesto 15 es
un potente agonista de los receptores del
tipo D, de la dopamina, de accién oral, por
lo que es considerado un potencial agente
para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson. El adatanserin (16) es un anta-
gonista mixto de los receptores de la sero-
tonina SHT, /SHT, ,y en la actualidad es un
potencial candidato para los ensayos clini-
cos de Fase II como un agente ansiolitico *!
(Fig. 7). Por tales motivos, el disefo hibrido
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del compuesto (7) como derivado quinoli-
nico estd orientado a un novel compuesto
con actividad sobre los sistemas dopaminér-
gicos y/o serotoninérgicos centrales. Los
estudios farmacolégicos conductuales, nos
muestran que tanto el compuesto 7 como
el compuesto 10 actdan posiblemente a ni-
vel presindptico aumentando la liberacion
de dopamina endbégena y sobre el receptor
SHT, ejerciendo actividad agonistica, ya
que los resultados farmacolégicos encon-
trados validan que el fragmento adamantil-
metilamino es el responsable de esta activi-
dad. Sin embargo, ¢l compuesto 7, mostro
actividad agonistica hacia el receptor SHT, ,
y esta selectividad se debe a la presencia del
fragmento quinolil-metilamino. Por otro
lado, la actividad dopaminérgica mostrada
por ambos compuestos probablemente pro-
viene de una accién indirecta (a nivel presi-
néaptico), y no por la activacion de algin re-
ceptor dopaminérgico postsindptico, ya que
ningin compuesto estudiado posee dentro
de sus estructuras los fragmentos farma-
coforicos de los receptores D, (fragmento
3,4-dihidroxi-feniletilamino) y D, (fragmen-
to meta-hidroxi-feniletilamina).

Este estudio tiene algunas limita-
ciones. La primera es que carece de los
estudios especificos para establecer los
mecanismos moleculares de la accion far-
macolégica, de ensayos in vitro de unién
a receptores y de estudios acerca de los
mecanismos de senalizacion. Se requeri-
ran estudios mas amplios para establecer
con mayor certeza la accion farmacoldgi-
ca de los compuestos sintetizados. Serdn
necesarios ensayos adicionales en el futu-
ro para determinar los mecanismos que
median la accién de estos nuevos com-
puestos. En segundo lugar, aun cuando el
namero de animales utilizado por grupo
experimental luce como una posible limi-
tacion del estudio, cabe destacar que la
tendencia actual es de usar el menor na-
mero posible de ratas en experimentos, de
acuerdo con el principio de las tres erres:
reemplazar, reducir y refinar.

La reducciéon implica estrategias para
disminuir la cantidad de animales nece-
sarios sin comprometer la validez de los
resultados, mediante la aplicaciéon de tée-
nicas estadisticas avanzadas. Finalmente,
los resultados son inferencias de los datos
observados y se reconoce que los compues-
tos sintetizados y perfilados son apenas
candidatos con potencial acciéon antipsi-
coOtica y antiparkinsoniana cuya confirma-
cién requiere de estudios adicionales.

En conclusion, la evaluacién farmaco-
l6gica conductual demostré que los com-
puestos 7 y 10 a las dosis evaluadas actian
de manera indirecta sobre las vias dopa-
minérgicas presindpticas y al mismo tiem-
po sobre el sistema serotoninérgico. El
compuesto (7), posee actividad agonistica
sobre los receptores SHT, , lo que abre la
posibilidad de ser un novedoso candidato
para el tratamiento de las enfermedades
neuropsiquidtricas. Asi mismo se demos-
tré que el fragmento “adamantil-metila-
mino” contenido en los compuestos 7y 10
proporciona la actividad serotoninérgica
sobre el receptor SHT |, lo que sugiere que
el compuesto 10 podria ser un candidato
prometedor para tratar las enfermedades
neurodegenerativas.
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Fig. 7. Compuestos 14 - 16.
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