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ABREVIATURAS

AHP Hiperpolarizacién posterior.

AMPA o-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato.

APOE Apolipoproteina E.

APOJ Apolipoproteina J.

APP Proteina precursora de amiloide.

CA Area cornu ammonis del hipocampo.

CREB Proteina de union al elemento de respuesta al AMP
ciclico.

CTD Dominio intracelular.

DIV Dias in vitro.

EA Enfermedad de Alzheimer.

EAAT Transportador de aminodcidos excitadores (glutamato).

EH Enfermedad de Huntington.

ELA Esclerosis lateral amiotréfica.

EM Esclerosis Multiple.

EP Enfermedad de Parkinson.

GDP Guanosina-5’-difosfato.

GluA Subunidades del receptor AMPA de glutamato.

GluK Subunidades del receptor kainato de glutamato.
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GTP Guanosina-5’-trifosfato.

DIBAPS Institut d’investigacions biomeédiques August Pi i Sunyer.
iGIuR Receptor ionotrépico de glutamato.

IL1B Interleucina-1 beta.

iMAO inhibidor de la monoamino oxidasa.

IT 15 Gen asociado a la enfermedad de Huntington, conocido

también como HTT.

LBD Dominio de unién al ligando.

LTD Depresion a largo plazo.

LTP Potenciacién a largo plazo.

MAO Monoamino oxidasa.

mGIuR Receptor metabotrépico de glutamato.

MMCA Bomba de calcio de la membrana mitocondrial.

MNCX Intercambiador de Na*/Ca®" mitocondrial.

NCX Intercambiador de Na*/Ca*".

NMDA N-metil-D-aspartato.

NO Oxido nitrico.

NR Subunidades del receptor NMDA de glutamato.

NTD Dominio extracelular.

OECD Organizacion para la cooperacion y el desarrollo
economico.

PCD Muerte celular programada.
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PMCA Bomba de calcio de la membrana plasmatica.
PS Presenilina.

QSAR Quantitative structure activity-relationship.
rAMPA Receptores glutamatérgicos tipo no-NMDA.
RE Reticulo endoplasmatico.

rNMDA Receptor glutamatérgico tipo NMDA.

ROS Especies reactivas de oxigeno.

RyR Receptores de rianodina.

SAR Structure activity-relationships.

SERCA ATPasa de calcio del reticulo sarco-endoplasmatico.
SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
SNC Sistema nervioso central.

SNS Sistema nervioso simpatico.

SOD Superoéxido dismutasa.

ti2 Tiempo de semivida.

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa.

VDCC Canales de calcio dependientes de voltaje.
VGLUT Transportador vesicular de glutamato.

AY¥Yn, Potencial de membrana mitocondrial.
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Resumen:

Las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington o
la esclerosis lateral amiotréfica (EA, EP, EH o ELA), entre otras, se
caracterizan por la pérdida de poblaciones especificas de neuronas.
Este proceso es multifactorial, y en él intervienen diferentes cascadas
mediadoras de la muerte neuronal. La excitotoxicidad participa en este
proceso, y se debe a una disfuncion en la neurotransmisién
glutamatérgica que produce una acumulacién de glutamato en el
espacio sinaptico. Eso conlleva a una activacion prolongada de los
receptores glutamatérgicos que permite una entrada masiva de calcio
al interior de la neurona, que finalmente causard la muerte celular. Este
influjo de calcio esta mediado principalmente por receptores
ionotropicos de glutamato tipo NMDA que se caracterizan por una
elevada permeabilidad a iones calcio y una cinética de activacion lenta.
Por eso, los antagonistas sobre receptores NMDA son una estrategia
interesante para hacer frente a este tipo de trastornos de incidencia
social y econdmica creciente en los ultimos anos. La memantina es el
Unico antagonista de receptores NMDA aprobado para el tratamiento
de la EA. En la actualidad existe un gran interés en la busqueda de
nuevos compuestos que mejoren las caracteristicas farmacocinéticas y
farmacodinamicas de la memantina.

En este trabajo se han caracterizado tanto la actividad antagonista
sobre receptores NMDA de diversos compuestos de nueva sintesis,
como su capacidad neuroprotectora en cultivos de neuronas granulares
de cerebelo de rata. Para el estudio funcional de la actividad
antagonista sobre receptores NMDA, se ha determinado Ia
concentracion de calcio intracelular con la ayuda de una sonda
fluorescente selectiva de Ca** (Fura-2). La actividad de los compuestos
se ha evaluado frente a glutamato o NMDA, mediante la construccion
de curvas concentracion-respuesta inhibitorias que permitieron Ia
definicion de su potencia como antagonistas de los receptores NMDA.
Asimismo, se ha evaluado la capacidad de algunos de estos compuestos
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para evitar la muerte neuronal inducida por glutamato en cultivos de
células granulares de cerebelo.

Debido a la similitud estructural de algunos de los compuestos
evaluados con rasagilina, selegilina u otros inhibidores de la enzima
monoaminooxidasa, se ha evaluado también este tipo de actividad
farmacoldgica en una seleccién de los mismos.

Finalmente, se han llevado a cabo estudios de toxicidad aguda en
algunos compuestos adamantanicos con la finalidad de establecer su
perfil de seguridad para un posterior uso como antiviricos.

Todo ello ha permitido definir de manera mas precisa el perfil de
actividad de 127 compuestos investigacionales y establecer Ia
posibilidad para un futuro desarrollo que permita la comercializacién de
nuevos farmacos neuroprotectores que puedan ser de ayuda en el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, que requieren
urgentemente de nuevas herramientas para su abordaje terapéutico.

Ademas, se concluye que los cultivos primarios de células granulares de
cerebelo de rata son un excelente sustrato bioldgico para el screening
de nuevos farmacos con actividad antagonista glutamatérgica.
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INTRODUCCION

El aumento de la esperanza de vida al que hemos asistido en los paises
desarrollados durante las Ultimas décadas, ha producido un incremento
destacable de la incidencia de trastornos relacionados con la edad
como las enfermedades neurodegenerativas.

Una caracteristica destacable de estas enfermedades es que se trata de
trastornos cronicos y que los tratamientos existentes tan sélo ejercen
un efecto paliativo y limitado, retrasando la apariciéon de la
sintomatologia como el declive cognitivo en casos de demencia
(Donoso y Delgado, 2009; Daviglus y cols., 2010).

Actualmente en Europa se estima que hay unos 5 millones de personas
afectadas de la principal forma de demencia, la enfermedad de
Alzheimer (EA). Los datos epidemioldgicos espafioles disponibles
estiman que entre 5-15% de la poblacidon mayor de 65 afios sufren este
trastorno. Debe considerarse que en 2005 la poblacion espafiola mayor
de 65 anos era de unas 7.3 millones de personas, pero para 2050 se
prevé gque sea de unos 16 millones (Garcia y cols., 2001; Conduras vy
cols., 2010).

Actualmente la EA ya esta considerada la tercera enfermedad
destacada en términos de costes econdmicos y sociales en los paises
desarrollados, y de cuidados sanitarios tanto para los pacientes como
para sus familias y cuidadores (Casado, 2000; Donoso y cols., 2001;
Conduras y cols., 2010).

Este tipo de enfermedades son el resultado de multiples factores entre
los que se pueden destacar los medioambientales, los enddgenos o los
relacionados con la edad o la genética, si bien su mecanismo molecular
no esta descrito completamente (Jellinger, 2009).

El envejecimiento también es un proceso multifacético que se
caracteriza por la presencia de diferentes déficits funcionales vy
estructurales (Smaili y cols., 2009).
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Determinados procesos pueden ser comunes en estados patoldgicos y
en procesos fisioldgicos como el envejecimiento. En las enfermedades
neurodegenerativas las alteraciones en la homeostasis del Ca®'
contribuyen a la muerte celular. Asimismo, en el envejecimiento, la
regulacién de calcio se ve alterada (Foster, 2007; Smaili y cols., 2009),
produciéndose en ambos casos la activacidn de cascadas intracelulares
qgue ocasionaran la muerte neuronal, facilitando o potenciando la
aparicion de este tipo de dolencias. De hecho, existe un fino equilibrio
entre dos procesos conflictivos, los mecanismos que permiten la
entrada de Ca®' fisioldgica vy aquellos que limitan el exceso de calcio
intracelular para evitar los procesos neurodegenerativos. El
desequilibrio entre ambos determina la viabilidad de la célula (Foster,
2007).

La neurodegeneracion consiste en una desaparicion progresiva de
neuronas que esta presente en distintas enfermedades como isquemia
cerebral, EA, enfermedad de Parkinson (EP), enfermedad de Huntington
(EH) o Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA), entre otras (Rowland vy
Merrit. Merritt’s neurology. 2005).

Esta pérdida o muerte de neuronas puede ser iniciada por senales
extrinsecas (ej. ambiente hostil) e intrinsecas (ej. mutaciones génicas).
Pero a nivel molecular se cree que existen posibles desencadenantes
como la excitotoxicidad y el incremento de calcio intracelular asociado,
las alteraciones del metabolismo energético, el estrés oxidativo, o la
acumulacion de agregados proteicos. A finales del siglo pasado también
se conocid la aparicion de tumefaccidn y la activacién glial durante la
lesion excitotoxica (Dusart y cols., 1991; Marty y cols., 1991).

Esta activacién astrocitica y microglial, libera varias especies quimicas
altamente reactivas como los radicales libres, la interleucina-1 beta
(IL1B), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el éxido nitrico (NO),
que pueden contribuir al proceso de degeneracion neuronal
(Guimaraes y cols., 2009; Love, 1999; Takahashi y cols., 2003).

Las enfermedades neurodegenerativas tradicionalmente se han
definido como entidades clinico-patoldgicas, ahora clasificadas en
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funcién de su mecanismo genético conocido y/o los principales
componentes de sus depdsitos proteicos (Jellinger, 2009).

Todas estas enfermedades tienen varios factores desencadenantes
comunes en casi todas ellas, como los factores genéticos, que se han
ido asociando a las distintas enfermedades neurodegenerativas
durante los ultimos afios (Young, 2009).

1.1 Enfermedades neurodegenerativas.

Los trastornos neurodegenerativos agudos tienen una elevada
incidencia en paises desarrollados y constituyen la tercera causa mas
frecuente de muerte en Europa y Estados Unidos, por detras de las
enfermedades cardiovasculares y el cancer (Guimaraes y cols., 2009).

En la EA, la demencia mas frecuente en paises desarrollados
(Guttmacher y Collins, 2003; Molinuevo y cols., 2005), se produce una
pérdida difusa de neuronas siendo mas evidente esta pérdida en las
estructuras limbicas como el hipocampo y la amigdala, en cuerpos
celulares y dendritas de neuronas glutamatérgicas en las capas lll y IV
de la neocorteza (Hynd y cols., 2004) y nucleos seleccionados del tronco
del encéfalo.

La EP, que entre las afecciones neurodegenerativas del sistema
nervioso central es la segunda en frecuencia, se caracteriza por la
pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la poblacion
compacta de la sustancia nigra (Guttmacher y Collins, 2003), una
poblacion que se proyecta hacia las neuronas del nucleo caudado y el
putamen.

La EH se caracteriza por la presencia de una atrofia profunda pero
selectiva del nucleo caudado y el putamen, con cierta degeneracion
asociada de las cortezas frontal y temporal. Otra enfermedad
neurodegenerativa con menor incidencia, pero no menos grave es la
Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) que se caracteriza por la
degeneracion lenta pero inexorable de las neuronas motoras alfa del
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asta ventral de la médula espinal y el tronco del encéfalo (neuronas
motoras inferiores), y finalmente las neuronas de la corteza motora
(neuronas motoras superiores). En la tabla 1.1 se relacionan algunas de
las caracteristicas epidemiolégicas, anatomopatoldgicas y genéticas de
estos trastornos.

Enfermedad Prevalencia Agregados Genes

a-sinucleina,
Parkin y UCHL1
Placas seniles y ovillos  PS1, PS2, ApoE y

De Parkinson 1 millén Cuerpos de Lewy

De Alzheimer 4 millones o
neurofibrilares APP
. Inclusiones de
De Huntington 30000 - ITIS
huntingtina
Esclerosis lateral )
20000 Cuerpos de Bunina SOD

amiotrofica

Tabla 1.1 Listado parcial de enfermedades neurodegenerativas, los genes con los
que se han relacionado y su prevalencia en Estados Unidos (Shastry, 2003).

Actualmente se sabe que multiples genes estdn asociados con EA, EP,
EH o ELA. Por ejemplo en la EH se identificd en 1993 la mutacidn
genética que subyacia en la enfermedad. Se trata de la expansién de un
triplete de repeticion (CAG) en el gen de la huntingtina, localizado en el
cromosoma 4, en el primer exdn que codifica para la proteina. Cuando
el triplete que codifica para una glutamina (Q) se repite sobre unas 35
veces da lugar a la enfermedad y ademas, la longitud del tramo de
poliglutaminas es inversamente proporcional a la edad de aparicién de
los sintomas; a mas repeticiones mas temprano aparece la enfermedad
(Zuchner y Brundin, 2008; Young, 2009).

Ciertas formas de la EA se han relacionado con el gen para la proteina
precursora de amiloide (APP) en el cromosoma 21, con el gen para
presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 o el de presenilina 2 (PS2), en el
cromosoma 1. No obstante, estas mutaciones solo explican menos del
1% de los casos de EA. La gran mayoria de casos (principalmente para la
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forma de inicio tardio) presentan un cuadro genético mas complejo,
viéndose implicado de forma importante el gen que codifica para
apolipoproteina E (APOE) en el cromosoma 19. Mds recientemente se
han propuesto dos locus mas, posiblemente asociados a una forma
tardia de la enfermedad, uno en CLU también conocido como APOJ que
codifica para la lipoproteina J, en el cromosoma 8 y el otro en CR1 que
codifica para el receptor del complemento (3b/4b), en el cromosoma 1
(Lambert, 2009).

En el caso de EP o de ELA, también se han relacionado con diferentes
genes, el de la proteina a-sinucleina y el de la proteina superdxido
dismutasa, SOD, respectivamente (Young, 2009).

Aparte de los factores genéticos, también se han propuesto como
posibles causas la acumulacién de agregados de proteinas. Por ejemplo,
en la EA se encuentran estos agregados intra- y extracelularmente,
mientras que en EH, EP o ELA se caracterizan por agregados
intraneuronales. Otros de los factores que se ven alterados en este tipo
de enfermedades y con un papel central en ellas son la excitotoxicidad,
el aumento de los niveles de estrés oxidativo y la disfuncion
mitocondrial, entre otros.

Uno de los mas destacados y estudiados es la excitotoxicidad; la
excitotoxicidad inducida por glutamato contribuye a gran nimero de
trastornos cerebrales como isquemia, epilepsia, traumatismos
craneoencefalicos, demencia asociada al SIDA y en enfermedades
neurodegenerativas como EA (Hynd y cols., 2004), EP (Caudle y Zhang,
2009), EH (Estrada Sanchez y cols., 2007), ELA y posiblemente Esclerosis
Multiple (EM) (Young, 2009; Walton y Dodd, 2007; Dingledine y cols.
1999; Kalia y cols., 2008; Lau y Tymianski 2010). Para una mejor
comprension del proceso excitotdxico, a continuacidon se describen las
principales caracteristicas de la neurotransmision mediada por
glutamato.
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1.2 Neurotransmision glutamatérgica

El glutamato es el principal aminoacido neurotransmisor excitador del
cerebro y se encuentra presente en el 70% de todas las sinapsis
excitadoras.

Las neuronas glutamatérgicas comprenden alrededor del 80% de Ia
poblacidn total de neuronas de la corteza cerebral (Guimardes y cols.,
2009). Asi, las neuronas glutamatérgicas forman el principal sistema
excitador en el cerebro y tiene un papel fundamental en diversas
funciones neurofisioldgicas. El glutamato interviene en el aprendizaje,
la memoria y la funcidn cognitiva. También es un neurotransmisor clave
en la percepcion primaria. El efecto excitador del glutamato se ejerce a
través de la activacion de distintos receptores de membrana (Fig. 1.1)
(Tanovié y Alfaro, 2006; Molinuevo y cols., 2005).

Fig. 1.1. En esta figura se muestra un terminal sindptico glutamatérgico con
algunos de sus receptores y el ciclo de liberacién y recaptacion del glutamato.
Extraido de http://www.chrisparsons.de/Chris/glutamate.htm

Para su normal funcionamiento fisiolégico, la correcta homeostasis del
glutamato es esencial y su disfuncién o falta de control puede tener
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consecuencias patoldgicas. La fuente principal de glutamato es la
glutamina, que es transformada a glutamato por accion de la
glutaminasa y se acumula en forma de vesiculas en el terminal
presinaptico con la accion de los transportadores vesiculares de
glutamato (VGLUTS).

El glutamato se libera de sus reservas en las vesiculas sinapticas para
actuar sobre sus receptores de membrana y con posterioridad es
recaptado fundamentalmente por transportadores especificos (EAATs)
presentes en la astroglia circundante (Salinska y cols., 2005) que lo
metabolizan a glutamina, que es liberada al espacio extracelular y es
recaptada por las neuronas que la convierten de nuevo en glutamato.
La homeostasis de la neurotransmision glutamatérgica depende de la
actividad coordinada de estos diferentes componentes, y un fallo en
alguno de ellos puede llevar al dafio excitotdéxico neuronal (Estrada
Sanchez y cols., 2008).

Se han identificado molecularmente y caracterizado funcionalmente
tres isoformas de transportadores de glutamato (vesiculas
presinapticas) VGLUT: VGLUT1, VGLUT2 y VGLUT3. VGLUT1 y VGLUT2 se
expresan selectivamente en los terminales presinapticos, mientras
VGLUT3 se expresa en el soma y las dendritas de neuronas
glutamatérgicas y no glutamatérgicas, como también en astrocitos.
Aproximadamente el 80% de la recaptacién de glutamato vesicular se
lleva a cabo por VGLUT1 en el sistema nervioso central adulto
(Benarroch, 2010).

Esta recaptacion de glutamato esta dirigida por un gradiente
electroquimico dependiente de protones a través de la membrana
vesicular creado por una ATPasa de tipo vacuolar (Benarroch, 2010).

VGLUT1 y VGLUT2 son marcadores especificos de neuronas
glutamatérgicas y los cambios en su expresion pueden indicar/reflejar la
integridad de los terminales sindpticos en enfermedades
neurodegenerativas (Benarroch, 2010).
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Pasando del interior celular al espacio sinaptico, la concentracion
extracelular de glutamato en la sinapsis esta estrictamente controlada.
La concentracidon intracelular de glutamato es alrededor de 10mM,
mientras la concentracion extracelular se mantiene en 1uM. El
mantenimiento de las concentraciones de glutamato extracelular se
lleva a cabo por transportadores de glutamato (EAAT) de alta afinidad
dependientes de Na’ localizados en la membrana plasmatica de
neuronas y células gliales (Estrada Sanchez y cols., 2008; Shimamoto,
2008).

Se han descrito cinco subtipos de transportadores de glutamato.
Inicialmente se identificaron los genes codificantes para los tres
principales subtipos de transportadores de glutamato en ratones y
conejos, y se nombraron GLAST, GLT-1 y EAAC1 (Walton y Dodd, 2007).
Posteriormente se identificaron dos subtipos mas en humano y se
uniformé su nomenclatura a transportadores de aminoacidos
excitadores 1-5 (EAAT1-5).

EAAT1 (GLAST) Y EAAT2 (GLT-1), dos transportadores gliales, son
responsables de reclutar la mayor parte de glutamato y son criticos
para el mantenimiento de la homeostasis de glutamato en el cerebro
(Fig.1.2).

El glutamato se libera continuamente en condiciones basales por un
mecanismo no vesicular. Las células gliales liberan glutamato mientras
simultaneamente lo recaptan a través de los EAATSs. La inhibicién de los
EAATs causa un incremento de la concentracion de glutamato
extracelular que puede resultar en una activacion excesiva de los
receptores glutamatérgicos ionotrépicos. Los EAATs son responsables
no solo de eliminar el neurotransmisor sino también de modular la
transmision sinaptica (Shimamoto, 2008).
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Fig. 1.2. Esquema del mecanismo de homeostasis del glutamato y sus
transportadores (Wang y cols. 2010).

Un EAAT funcional consiste en tres subunidades idénticas que estdn
acopladas funcionalmente a una ATPasa de Na’, K como parte del
mismo complejo macromolecular. Los EAATs operan a través de un
mecanismo de acceso alternativo, la traslocaciéon de una molécula de
glutamato esta acoplada con el co-transporte hacia el interior celular de
3 iones de Na® y un ion H¥, mientras extrae un ién K (Benarroch, 2010;
Estrada Sdnchez y cols., 2008; Shimamoto y cols., 2008; Walton y Dodd,
2007).

En condiciones patoldgicas se pueden producir fallos en la actividad de
estas proteinas. Errores en la actividad de estos transportadores o la
inversion de los mismos puede ser provocada por déficit energético o
por desequilibrio en el gradiente de Na".

Por todo esto, los EAATs y VGLUTs son esenciales para el
mantenimiento y modulacién de la transmisidn sinaptica excitadora y
determina la evolucién de la activacion de los receptores
glutamatérgicos (Benarroch, 2010; Shimamoto, 2008).
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La estimulacion sostenida de estos receptores glutamatérgicos conlleva
la despolarizacién neuronal continuada y la aparicién de flujos iénicos
gue iniciardn los mecanismos del dafio neuronal (Salinska y cols., 2005).

1.3 Receptores glutamatérgicos.

Los receptores glutamatérgicos se dividen en dos grandes familias (Fig.
1.3), los receptores asociados a proteinas G o metabotrdpicos, mGIuRs,
y los canales idnicos activados por ligandos o receptores ionotrdpicos,
iGluRs.

Por lo que se refiere a los receptores metabotrdpicos se conocen ocho
subtipos y han sido clasificados en tres grupos distintos: mGluRs grupo |
(mGIuR1 y mGIuR5) que estimulan la hidrdlisis de fosfatidilinositoles y la
liberacién de calcio intracelular, mGluRs grupo Il (mGIuR2 y mGIuR3) y
mGIluRs grupo Il (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8), que inhiben la
formacion de AMPc (Villmann y Becker, 2007; Salinska y cols., 2005).

lonotropic receptors (iGluRs) Metabotropic receptors (mGluRs)

AMPAR| |KAR| | NMDAR Group | Goups Il, Il

FrEgEAsEASERRE S

[

cAMP
PP
s mGiuR1 1 mGluR2
mGluRS mGluR3
mGiuR4
mGuRE

mGluRS

Fig. 1.3. Los receptores de glutamato. (VerKhratsky y Kirchhoff, 2007).
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El grupo de los receptores ionotropicos comprende tres principales
tipos farmacoldégicos que incluyen los receptores AMPA (o-amino-3-
hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato) y Kainato (acido kainico), también
llamados receptores no-NMDA; y los receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato), denominados asi por los agonistas que los activan
especificamente (Villmann y Becker, 2007; Huggins y Grant, 2004).

1.3.1. Receptores metabotropicos.

Los receptores metabotrépicos de glutamato pertenecen a Ia
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Proteinas unidas a
membrana que se activan por ligandos extracelulares como péptidos,
neurotransmisores o luz, y transducen sefiales intracelulares a través de
dichas proteinas lo que permite la modulacién de la funcién de diversas
moléculas efectoras como enzimas, canales idnicos o factores de
transcripcién (Niswender y Conn, 2010).

Estructuralmente, los receptores metabotrdpicos contienen un dominio
transmembrana con 7 hélices transmembrana, un dominio amino
terminal mas largo que otros receptores metabotrdpicos y un dominio
C-terminal intracelular (Fig. 1.4). Este gran domino N-terminal contiene

N-terminus Ligand Extraceliutar

Bind
Domalrlﬁ

Iintracetlular C-terminus
Fig. 1.4. Estructura bdsica de los receptores metabotrépicos de
glutamato.
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el lugar de unién a glutamato.

Parece que estos receptores trabajan principalmente en forma de
dimeros y cuando el agonista se une al receptor, produce el cambio
conformacional que activa las proteinas G intracelulares (Brock y cols.,
2007; Niswender y Conn, 2010).

El splicing alternativo da lugar a diversos subtipos de receptores mGlu,
en muchos casos con variaciones en el dominio C-terminal. Por
ejemplo, se conocen cinco isoformas del subtipo mGIuR7 (mGluR7a-e),
tres isoformas de mGlu8 (mGlu8a-c) o cuatro isoformas para mGlul
(mGlula-d). Estos receptores estdn ampliamente distribuidos en el
sistema nervioso central. Los receptores del grupo | se distribuyen por
todo el cerebro principalmente en el cerebelo, talamo e hipocampo. Los
receptores del grupo Il se reparten ampliamente por el cortex cerebral
y particularmente en el cerebelo. Finalmente los receptores del grupo
lll se encuentran mas restringidos a nivel espacial; mGlut4 se encuentra
principalmente en las células granulares del cerebelo, mGlut7, mas
disperso, se ha encontrado en la regién CAl y el giro dentado del
hipocampo, el bulbo olfatorio, cuerda espinal y talamo; por ultimo,
mGlut8 todavia tiene una distribucion mas restringida encontrandose
en el cortex, cerebelo y bulbo olfatorio (Ferraguti y Shigemoto, 2006;
Niswender y Conn, 2010).

1.3.2 Receptores ionotrépicos no-NMMIDA.

Como se ha comentado, los receptores Ilamados no-NMDA
comprenden los receptores AMPA y los receptores kainato.

Los receptores AMPA median la neurotransmisidn excitadora rapida en
la mayoria de sinapsis en el sistema nervioso central. Estdn compuestos
por cuatro subunidades llamadas GIuA1-4 que tienen un tamafo similar
y una homologia de secuencia entre ellas de un 70% (Ozawa y cols.,
1998).
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Cada subunidad existe en dos formas distintas, la forma Flip y la forma
Flop, generadas por splicing alternativo de una regién de 115 pb que
precede a la hélice transmembrana M4 (Fig. 1.5).

Parece que en los cerebros embrionarios se expresa
predominantemente la forma Flip, mientras que la forma Flop tiene una
baja expresidon antes de los 8 dias postnatales y va aumentando
gradualmente (Monyer y cols., 1991; Ozawa y cols., 1998).

Extracellular

PDZ Binding
Domain _

Cc

Intracellular

Fig. 1.5. Estructura basica de los receptores ionotrépicos de
glutamato tipo AMPA.

Los receptores AMPA nativos son impermeables a calcio y esta funcion
estd controlada por modificaciones post-transcripcionales de la
subunidad GIuA2. Se produce el cambio de un solo aminoacido en la
region de M2 de glutamina (Q) por arginina (R), dando lugar a
subunidades GIluA2(Q) permeables a iones calcio y subunidades
GIuA2(R) que no lo son. Esta zona es conocida como lugar de editaje
Q/R vy la mayoria de receptores AMPA expresados en el sistema
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nervioso central contienen la subunidad GIuA(R) (Fig. 1.5) (Ozawa y
cols., 1998; Dingledine y cols., 1999).

Los tipos de subunidades que forma cada receptor determinan sus
propiedades biofisicas y sensibilidad farmacoldgica; y se expresan
ampliamente por el sistema nervioso central. GluAl, GluA2 y GIuA3 se
encuentran de manera abundante en la capa de células piramidales y el
giro dentado. GluA4 tiene una expresion bastante menor, pero con una
presencia relativamente mas alta en CAl y giro dentado que en CA3 y
CA4. En el cortex la expresion de GluAl, GIuA3 y GluA4 varia en funcidn
de la capa, mientras que GIuA2 se encuentra uniformemente
distribuido por las diferentes capas. En el cerebelo, GluAl y GIuA3 se
expresan preferentemente en células de Purkinje, GIuA4 lo hace
principalmente en células granulares, mientras que GIuA2 se expresa
abundantemente tanto en células de Purkinje como en células
granulares (Ozawa y cols., 1998).

Los canales asociados a los receptores AMPA se consideran permeables
sélo a iones Na* y iones K* y casi impermeable a iones Ca** en neuronas
del SNC (lino y cols., 1990; Ozawa y cols., 1998).

Los receptores kainato comparten gran parte de su estructura con los
otros receptores ionotrépicos. También se trata de proteinas
multiméricas formadas por diversas subunidades ensambladas. Se
conocen cinco subunidades distintas actualmente I[lamadas GluK1,
GluK2, GluK3 (conocidas anteriormente como GIluR5-7), GluK4 y GluK5
(conocidas como KA1 y KA2). Cada subunidad contiene un dominio N-
terminal, un dominio transmembrana con un giro entre las hélices M3 y
M4 que forma el canal del receptor, y un dominio C-terminal (Fig. 1.6).
Las variantes de splicing y los lugares de modificaciones post-
transcripcionales presentes en los receptores kainato incrementan la
heterogeneidad farmacoldgica de estos receptores (Fig. 1.7). (Jane D y
cols., 2008; Ozawa Sy cols., 1998; Dingledine Ry cols., 1999).
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Fig. 1.6. Estructura basica de los receptores ionotropicos de
glutamato tipo kainato.

Para que estos receptores sean funcionales parece que deben contener
alguna de las subunidades GluK1 y GluK2. Las subunidades GluK3, GluK4
y GluK5 por si solas no dan lugar a receptores con plena funcionalidad
(Ozaway cols., 1998).

Los receptores kainato son relativamente abundantes en todo el SNC,
pero en areas como la region CA3 del hipocampo y la capa granular del
cerebelo su expresion es mayor (Ozawa y cols., 1998).

Toxins
Polyamines
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Fig. 1.7. Lugares de unién y posibles moduladores de los receptores no NMDA.
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1.3.3 Receptores ionotropicos tipo NMDA.

Los receptores NMDA (rNMDA), estan ampliamente distribuidos en el
sistema nervioso central, y en funcion de su composicion pueden
presentar diferentes propiedades fisiologicas y farmacoldgicas
(Doraiswamy, 2003).

En general, muestran una cinética de activacion lenta y una
permeabilidad a iones calcio (Ca®*) muy elevada. Ademas, sufren una
caracteristica particular como es el bloqueo por Mg** dependiente de
voltaje. La dependencia de voltaje significa que tras la despolarizacion
neuronal, este bloqueo desaparece. En reposo, los iones Mg®" bloquean
el canal idnico del rNMDA. Bajo condiciones despolarizantes y en
presencia de glutamato (agonista) y glicina (coagonista), los iones Mg**
salen del canal permitiendo el influjo de Ca®*. Esta caracteristica hace
gue el rNMDA sea ideal para mediar determinados procesos fisioldgicos
como la plasticidad neuronal. Pero bajo ciertas condiciones, como tras
una despolarizacién prolongada, la falta de bloqueo por magnesio
puede mantenerse durante un intervalo de tiempo excesivo
permitiendo un influjo masivo de iones Ca** (Doraiswamy, 2003).

1.3.3.1 Estructura y subunidades del rNMDA.

Los miembros de la familia de los
receptores de NMDA comparten una
estructura proteica comun. Su
estructura es de dimero de dimeros (Fig.
1.8.), formado por cuatro subunidades
ensambladas que constituyen un canal a
través de la membrana. Esta estructura
multimérica esta compuesta por tres

tipos distintos de subunidades: NR1,
Fig. 1.8. Estructura del canal NR2 y NR3, y la combinacion de las
del receptor NMDA. distintas  subunidades es la que

determina las propiedades de cada
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receptor, de forma similar a lo que sucede en los otros receptores
ionotroépicos de glutamato (Huggins y Grant, 2004; Villmann y Becker,
2007).

Cada subunidad del receptor esta organizada en 4 dominios
funcionales. En la figura 1.9.A se muestra la secuencia lineal de una
subunidad de rNMDA, mientras en la figura 1.9.B se puede observar un
modelo de distribucion de los dominios de una subunidad del rNMDA
en membrana

Cada subunidad de rNMDA consta de un dominio extracelular situado
en el terminal amino (NTD, del inglés N-terminal domain) que contiene
péptidos sefiales que aseguran su localizacién extracelular, como otros
canales idnicos activados por ligando; un dominio de union al ligando
(LBD, del inglés ligand-binding domain) formado por el Iébulo S1
situado entre el NTD y M1, y el otro Iébulo S2, que en la secuencia se
encuentra entre M3 y M4. En la interseccion de ambos |6bulos en el
lado extracelular, se encuentra el dominio de unién a los agonistas,
glutamato si el subtipo es NR2 y glicina en el NR1 (Fig. 1.9.C).

El dominio transmembrana estd formado por las a-hélices M1, M3 y
M4, y una region que no sobresale al lado exterior (M2). M2 y M3
forman el filtro selectivo del poro. Finalmente el dominio intracelular
situado en el terminal carboxilo (CTD, del inglés C-terminal domain)
media las interacciones sinapticas proteina-proteina y es determinante
en la movilizacidon y la renovacion de los receptores (Villmann y Becker,
2007).

La homologia que presenta el NTD de estas subunidades con el dominio
de unidn de los receptores metabotrépicos glutamatérgicos, sugiere
gue éste puede formar una estructura de unién al ligando diferente del
dominio de unidn al agonista que forman los segmentos S1-S2, como se
puede ver en la figura 1.9. (Hollmann y cols., 1989; Keinaren y cols.,
1990; Roche y cols., 1994; Taverna y cols., 1994; Paoletti y Neyton,
2007; Kristiansen y cols.,, 2007; Wollmouth y Sobolevsky, 2004;
Spedding y cols., 2003).
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Fig. 1.9. Estructura de los dominios del rNMDA. A Secuencia lineal de los
aminodcidos de las subunidades de los rNMDA: cuatro dominios hidrofébicos
(M1-M4), dos dominios de unidn al ligando (S1 y S2), y los dominios amino y
carboxi terminales (NTD y CTD). B: Modelo de distribucion en membrana de una
subunidad del rNMDA. C: Modelo de distribucion en membrana de dos
subunidades, NR1 que une glicina en el lugar de unién al ligando y NR2 que une
glutamato (Blanke y VanDongen, 2009).
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En la figura 1.10 se detallan algunos de los lugares de unidn de distintas
moléculas agonistas, antagonistas y moduladores sobres estos
receptores.

Channel Blockers
@ Mg"
a Memantine

Antagonists

® Selfotel

® MRZ 2/576
Ifenprodil (2B)

® Zn”

Agonists @G - ¥ Modulators

Glutamate :
NMDA ; @ Polyamines

+ Histamine
Coagonists K

Glycine
bl D-zerine NR1 O@@® Alternative splicing Glycosylation sites @ Phosphorylation sites

Fig. 1.10. Distintos lugares de unién que presenta el receptor NMDA y vista del
bucle transmembrana. (Parsons y cols., 2007).

Ademas de los cuatro dominios bien definidos y los lugares de unidn
identificados, se han identificado otros hipotéticos lugares de unién en
los que determinados ligandos extracelulares podrian modular la
actividad del rNMDA (Fig. 1.11).

También en la regiéon N-terminal se pueden unir diversos posibles
moduladores alostéricos (Zn*, H*, poliaminas como espermina vy
espermidina (site 1, Fig. 1.11).

El espacio entre I6bulos del dominio de unidn al agonista podria ser
otro lugar de uniéon de moduladores alostéricos (site 3, Fig. 11), como lo
es en el caso de los receptores AMPA donde se unen moduladores
alostéricos positivos como ciclotiazida y aniracetam.
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Otra regidon que puede ser modulada es la que conecta el dominio de
union al agonista a la region transmembrana. También en los rAMPA
esta regidon forma un lugar de unidn para antagonistas no competitivos
selectivos de los rAMPA (site 4, Fig. 1.11) (Paoletti y Neyton, 2007;
Furukawa y cols., 2005; Jin y cols., 2005; Balannik y cols., 2005).

NR1 NR2
7 Allosteric
modulators
Site 2 ? / Site 1
N;ﬁg’;{‘nﬂ e _ Zn2* (NR2A>>NR2B)
(NTDs) ifenprodil (NR2B)

L Site 37

(’

) Competitive agonists
Agonist % / and antagonists
-binding "

domains Glycine Glutamate
(ABDs) (or D-serine)
= Site 4 ?
r"
Pore
domains
S

C-terminal -
domains
Current Oninion in Pharmacnalnov

Fig. 1.11. Lugares de unién hipotéticos para los moduladores de los rNMDA
(Paoletti y Neyton, 2007).

Se considera que los rNMDA contienen dos subunidades NR1
obligatorias, que unen glicina, y dos subunidades reguladoras que
pueden ser NR2A —»D o NR3A —*»B, que unen glutamato. La
subunidad inhibitoria NR3, que también une glicina, puede sustituir en
ciertos casos una o dos de las subunidades NR2, dando lugar a un
receptor activado por glicina (Huggins y Grant, 2004; Villmann y Becker,
2007; Kashiwagiy cols., 2002).
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Los genes que codifican para estas subunidades fueron identificados
hace tan solo un par de décadas, y consisten en GRIN1 para NR1,
GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C y GRIN2D para NR2 y GRIN3A y GRIN3B
para NR3 (Kalia, 2008). De todas formas a través del “splicing
alternativo” pueden generarse variaciones de las diferentes
subunidades, de manera que se aumenta la variabilidad funcional de
estos receptores.

Con la ayuda de diferentes técnicas como la utilizacién de radioligandos
o la hibridacién in situ, se ha podido observar la distribucién de los
receptores NMDA en el sistema nervioso central. Se ha observado que
estos receptores estan distribuidos ampliamente por el sistema
nervioso central, pero los niveles mas altos se han encontrado en la
region CA1 del hipocampo. En roedores adultos la subunidad NR1 se
encuentra presente en todo el cerebro. Los diferentes transcritos de la
subunidad NR2 (A-D) presentan distribuciones diferentes entre ellas.
NR2A esta distribuido de manera amplia por el cerebro, pero tiene
mayor presencia en el cértex cerebral, hipocampo y cerebelo. La
subunidad tipo NR2B tiene una distribucion mas restringida y
principalmente se encuentra en el cortex cerebral, hipocampo, séptum,
caudado-putamen y bulbo olfatorio. NR2C se expresa principalmente en
la capa de células granulares del cerebelo y NR2D se ha localizado en el
tdlamo y el bulbo olfatorio (Monyery cols., 1994; Ozawa y cols., 1998).

Ademas las subunidades parecen variar su expresion a lo largo del
desarrollo. Sobre todo es la subunidad NR2 la que presenta mayor
variacion. NR2B y NR2D se expresan en el estadio prenatal, mientras las
subunidades NR2A y NR2C se expresan tras el nacimiento. Durante la
primera semana postnatal la expresién de NR2A va aumentando e
intercambiandose por la expresion de la subunidad NR2B. Por otro lado,
la expresion de la subunidad NR3A disminuye drasticamente después
de la segunda semana postnatal, mientras la expresion de NR3B
persiste en la edad adulta. NR3B se expresa principalmente en
motoneuronas y en cambio NR3A lo hace de manera mas amplia (Sheng
y cols., 1994; Nishi y cols., 2001; Villmann y Becker, 2007).
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1.3.3.2 Funcion fisiologica de los rNMDA.

Como se ha comentado en el apartado 1.3.3, los rNMDA tienen ciertas
caracteristicas que los hacen idéneos para participar en los mecanismos
que subyacen en la plasticidad sinaptica y asi desarrollar un papel
relevante en procesos de aprendizaje y memoria.

Es ampliamente aceptado que la memoria depende de cambios en la
eficiencia sindptica que permiten la potenciacién de asociaciones de
neuronas. Ramén y Cajal S, hipotetizé originalmente que el
almacenamiento de informacidn recaia en cambios en la fuerza de las
conexiones entre neuronas activas (Ramoén y Cajal, 1913). Hebb vy
posteriormente Bliss y Lomo en 1973 confirmaron esta hipodtesis con la
primera descripcidon de la potenciacién a largo plazo (LTP), en la que
trenes de estimulaciones de alta frecuencia causaban un reforzamiento
de la eficiencia en la transmisién sindptica en células granulares del giro
dentado (Lynch, 2004).

Posteriormente se identificd el papel de los rNMDA en este proceso.
Inicialmente se observd que un antagonista de los rNMDA como el
acido 2-amino-5-fosfonopentanoico inhibia la LTP en CA1l, lo que
combinado con el conocimiento de las caracteristicas de estos
receptores (Tabla 1.2) permitid establecer que la mayoria de sinapsis
que llevan a cabo la LTP lo hacen de manera dependiente de rNMDA

Participacion en la LTP y memoria/aprendizaje.

Los antagonistas NMDA inhiben la LTP y el aprendizaje
espacial (Collingridge y cols., 1983; Morris y cols., 1990).
Disfuncion de NR2B lleva a una LTP atenuada (Kutsuwada
y cols., 1996).

La disfuncion de NR2A lleva a una LTP atenuaday
empeora el aprendizaje espacial (Kiyama y cols., 1998).
La sobreexpresion de NR2B potencia la LTP y el
aprendizaje espacial (Tangy cols., 1999).

Tabla 1.2 Listado parcial de publicaciones referentes del papel
de los rINMDA en el proceso de LTP.
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aunque su activacién no es suficiente para la induccién de la LTP. Lo que
si es suficiente y necesario para la induccién de la LTP en el hipocampo,
es un incremento de la concentracién de calcio postsindptico (Aschery
Nowak, 1986; Bliss y Collingridge, 1993).

La fuerza sindptica puede también ser alterada en cualquier direccién si
un solo estimulo sinaptico se acopla con una despolarizacién post-
sinaptica, dando lugar a una LTP heterosindptica que se ha propuesto
como modelo para la memoria asociativa (Bear y Malenka, 1994).

El modelo fisiolégico (Fig. 1.12) relaciona la alteracién del umbral de la
plasticidad sindptica a un cambio en la fuente de Ca*. Un aumento
moderado de Ca”* por los canales de Ca** dependientes de voltaje y de
las reservas intracelulares favorece la induccion de la depresién a largo
plazo (LTD). Ademas, el aumento de Ca®* potencia la hiperpolarizacién
posterior (AHP), la hiperpolarizacién inhibe la activacion de los
receptores NMDA comportando un incremento del umbral de la
potenciacion a largo plazo (LTP). Un cambio en el equilibrio de LTD/LTP
conlleva una disminucion de la transmisidn sindptica (Foster, 2007).

receptor
activation

l

LTP

en funcidn de la fuente de iones calcio (Foster, 2007).
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Una vez aceptada ampliamente la participacion de los rNMDA en estos
dos fendmenos, se ha observado que la localizacion de estos receptores
también parece afectar a su actividad y efectos (Wenzel y cols., 1997,
Sans y cols., 2000). Se han identificado rNMDA sinapticos, perisindpticos
y extrasinapticos que presentan respuestas diferentes entre ellos. Por
ejemplo, el influjo de iones calcio dependiente de una intensa
activacion de rNMDA sinapticos es bien tolerada por las células,
mientras que una activacion equivalente de rNMDA extrasinapticos
solos o con la activacion simultanea de los sinapticos es peor tolerada
por las células y puede desencadenar la muerte neuronal (Lynch vy
Guttmann, 2002; Al-Hallaq y cols., 2008; Soriano y cols., 2006).

También se ha observado que en funciéon de la localizacion de los
receptores activados, pueden variar las vias de sefializacion intracelular.
La activacion de rNMDA sindapticos parece inducir la expresion de genes
dependiente de CREB (del inglés, cAMP-responsive element-binding
protein) como el gen de BDNF, mientras que la activacion de rNMDA
extrasindpticos parece inhibirla. Algo parecido ocurre con la activacion
de la via de ERK y Ras; los rNMDA sinapticos parecen activar la via de
Ras y ERK mientras los rNMDA extrasinapticos parecen favorecer la
inactivacion de la misma. Por otro lado, sélo la activacion de rNMDA
sindpticos es capaz de activar sostenidamente la via de PI3K/AKT
(Hardinghan y cols., 2002; Sala y cols., 2000; Hardingham y Bading,
2002; Ivanov y cols., 2006; Papadia y cols., 2008; Hardingham, 2009;
Vanhoutte y Bading, 2003).

En general se observa una mayor densidad de rNMDA sinapticos que
extrasindpticos y ademas la composicion de estos receptores parece ser
diferente seguin la localizacién del rNMDA. Las subunidades del tipo
NR2A principalmente estan localizadas en la membrana postsinaptica
mientras las NR2B parecen ser esencialmente extrasinapticas. (Tovar y
Westbrook, 1999; Liu y cols., 2004; Chen y cols., 2008; Groc y cols.
2009).

NR2A y NR2B son las subunidades mas estudiadas ya que estan
ampliamente distribuidas por el cerebro, principalmente en el cértex
postnatal, y se cree que juegan un papel importante en la plasticidad
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sinaptica. Estas dos subunidades difieren en la cinética del canal,
localizacidn sinaptica y en las proteinas de unidn, factores que pueden
influir en la induccidn de plasticidad sindptica (Yashiro y Philpot, 2008).

Por ejemplo, los canales di-heteroméricos NR1/NR2A muestran mayor
rapidez en el aumento y decaimiento de las corrientes que los canales
di-heteroméricos NR1/NR2B. Los canales tri-heteroméricos muestran
un curso de tiempo de decaimiento intermedio entre los dos tipos de
canales di-heteroméricos. (Yashiro y Philpot, 2008).

1.4 Excitotoxicidad.

El término excitotoxicidad fue usado por primera vez por John Olney
para identificar el fendmeno de la sobreexcitacion de los receptores
glutamatérgicos (Olney y Ho, 1970), aunque realmente ya se conocia
este fendmeno. Fue observado por primera vez en 1957 por Lucas y
Newhouse al administrar glutamato sédico que destruyd neuronas de la
capa interna de la retina (Lucas y Newhouse, 1957).

Esta estimulacion excesiva se puede deber a la acumulacion de
glutamato en el espacio sindptico, ya sea por una liberacidon masiva del
neurotransmisor o por alguna disfuncidén en la recaptacion del mismo
(Salinska y cols., 2005). En resumen, la excitotoxicidad fue el término
utilizado originalmente para referirse a la capacidad del glutamato de
mediar en la muerte neuronal (Guimaraes, 2009).

En la figura 1.13 se presenta un esquema de cdmo el glutamato media
la muerte celular y a través de qué mecanismos lo lleva a cabo. La
activacion de los diversos receptores glutamatérgicos produce un
conjunto de alteraciones primarias relacionadas entres ellas como la
movilizacién de diferentes iones, estrés del reticulo endoplasmatico,
disfuncion mitocondrial y inestabilidad de lisosomas. Todas estas
alteraciones primarias producen alteraciones secundarias mas
generales como la formacion de radicales libres y dafio oxidativo del
oxido nitrico, la activaciéon de proteinas quinasas, liberaciéon de
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proteasas y alteracion de factores de trascripcion (Wang y cols., 2010).
Todas estas alteraciones llevan a la neurona a la muerte celular
activandose mecanismos de apoptosis, autofagia o necrosis, que son
caracteristicas de las enfermedades neurodegenerativas.

En el fendmeno de excitotoxicidad se pueden distinguir dos procesos
daininos que se diferencian en su curso temporal y las caracteristicas
idnicas. El dano primario, consecuencia temprana del episodio
patolégico inicial, consiste en una inflamacién del cuerpo celular y las
dendritas a través de la apertura de canales catidnicos de membrana,
causando despolarizacién. La expansion del volumen celular va
precedida de una disfuncién de la bomba Na*/K* con un influjo de iones
Na®, y un influjo pasivo de iones CI" y agua (Guimardes y cols., 2009;
Hynd y cols., 2004; Arundine y cols., 2003).

Excitotoxin

kJ
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Endoplasmic reticulum Mnhjli'.r.utiﬂn of jons: I".’Iilc'.hchnn_driul I__ymst_ar_nc
siress Ca’, Na*, K+, Cl- dysfunction instability

Free radicals formation, Protein kinases Transcription factos, Proteases

NO oxidative damage activation immediate early genes releasing
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Neurological disorders

Fig. 1.13. Esquema del mecanismo de excitotoxicidad en enfermedades
neurodegenerativas (Wangy Qin, 2010).
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La degeneracidn neuronal secundaria, que evoluciona mas lentamente,
estd marcada por una entrada de calcio que puede desencadenar un
aumento de su concentracion intracelular, también a través de reservas
intracelulares, lo que puede superar la capacidad de sus mecanismos
reguladores. Ademds puede causar la activacion de varios enzimas
como proteasas, lipasas, fosfatasas y endonucleasas que acabaran
afectando directamente a la estructura celular provocando la
degeneracién neuronal tardia (Guimaraes y cols., 2009; Hynd y cols.,
2004; Arundine y cols., 2003).

Presynaptic terminal

Astrocyie

ieans T e Nitdcoxide —s ON' - meuran
: : symithase l :
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. : 1 g
Proteasies TRy Po T > \ 0. é
Lipases Impaired H, 0y \......E
Endonucleases enerEy v
y production Oxidative damage to
: : cellular components
- TA— R—r— Neuronal AT T, i
death

Fig. 1.14. Esquema de la neurotransmision glutamatérgica y la cascada
excitotoxica que provoca la muerte celular (Estrada vy cols., 2007).
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1.4.1 Papel de los iones calcio en la Excitotoxicidad.

Como ya se ha comentado, la excitotoxicidad se inicia con la
acumulacion de glutamato en las hendiduras sinapticas. El glutamato es
liberado de las neuronas y otras células cerebrales. Esto induce la
entrada de calcio en las neuronas a través, principalmente, de los
receptores glutamatérgicos tipo NMDA y en menor grado tipo AMPA
(Choi y cols., 2005; Foster y cols., 2007).

Como se observa en la figura 1.15, los iones Ca®* también entran a
través de los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC) y otros
tipos de canales de membrana permeables a Ca®*, y ademas, se libera
calcio de las reservas intracelulares a través, en parte, de la activacion
de receptores metabotrdpicos de glutamato (Choi y cols., 2005; Foster y
cols., 2007).

Existe un gradiente de concentraciones a través de la membrana
celular, con una concentracion intracelular de iones calcio libres que es
alrededor de 100-200nM, separados tan solo por una bicapa lipidica de
concentraciones entre 1-2mM en el exterior. Una fina regulaciéon de los
canales permite el paso de pequefas cantidades de calcio a través de la
membrana, causando incrementos localizados de los niveles de calcio
intracelular y la activacion de las moléculas apropiadas (Choi y cols.,
2005; Foster y cols., 2007).

Sin calcio, simplemente la vida no seria posible; actia como importante
mensajero intracelular que gobierna funciones celulares, como la
diferenciacidon y el crecimiento, la excitabilidad de la membrana, la
exocitosis y la actividad sindptica (Arundine, 2003).

La concentracion intracelular de calcio estd regulada por un sistema
dependiente de energia (ATPasa de calcio del reticulo endoplasmatico y
de la membrana citoplasmatica). El influjo masivo de calcio
caracteristico del proceso excitotoxico lleva a una sobrecarga de calcio
intramitocondrial, puesto que esta organela es una de los principales
reservorios de calcio intracelular. Ello altera su actividad e impide la
produccion de ATP. Como consecuencia, se ven afectados la carga de
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calcio dependiente de ATP y los mecanismos de expulsidn, lo que a su
vez, provoca un incremento sostenido del calcio intracelular (Estrada
Sadnchez y cols., 2008).

Endoplasmic reticulum Mitochondrion

Mature Reviews | Neuroscience

Fig. 1.15. Esquema de los sistemas responsables de la homeostasis del calcio
intracelular (Syntichaki y Tavernarakis, 2003).

Como se ha comentado, bajo condiciones de excitotoxicidad y como se
observa en la figura 1.15, a los iones calcio que entran del exterior
celular a través de diferentes canales, se le suma el Ca** que puede ser
liberado de las reservas intracelulares mediante la liberacién de Ca**
inducida por Ca** (CICR, fendmeno que se inhibe bajo concentraciones
muy elevadas de calcio) seguida de la activacion de los receptores de
rianodina (RyR) e inositol-1,4,5-trifosfato (Ins(1,4,5)PsR) que también
liberan calcio de las reservas del reticulo endoplasmatico (Syntichakiy
Tavernarakis, 2003; Krantic y cols., 2005; Desagher y Martinou, 2000).
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Es decir, que dependiendo de la magnitud y la duracion del incremento
del Ca®* intracelular se ven modificadas diferentes cascadas de
sefalizacién y procesos bioldgicos (Foster, 2007).

1.4.2 Papel de la mitocondria.

. e . .7 . 2+
Hay un interés especial en conocer la relacion entre los iones Ca“" y la
sefalizaciéon de muerte celular, en los procesos neurodegenerativos
(Smaili y cols., 2009).

La mitocondria es una importante reserva de calcio que esta
estrechamente relacionada y comunicada con el reticulo
endoplasmatico (RE). La captacion y liberacién de calcio desde estos
organulos modula la sefal de calcio intracelular. En condiciones
fisioldgicas, el calcio captado por la mitocondria contribuye a la
activacién de la deshidrogenasa mitocondrial de Ca** y la produccion de
ATP (Smaili y cols., 2009).

No obstante, el incremento del calcio intracelular lleva a una
sobrecarga de calcio en la mitocondria a través de la bomba de calcio
de la membrana mitocondrial (MMCA) y otros canales especificos (Fig.
1.15). Esta sobrecarga de calcio desencadena una segunda liberacion de
calcio desde los almacenes mitocondriales, a través del intercambiador
de Na*/Ca** mitocondrial (MNCX) y de la formacién del poro
mitocondrial temporal (del inglés Permeability Transition Pore, PTP, o
Mitochondrial Permeability Transition, MPT pore), dando lugar a una
despolarizacion mitocondrial transitoria y un disminucion en la
produccion de ATP. La mitocondria libera proteinas activadoras de
caspasas, como el citocromo C que a su vez también provoca la
liberacién de calcio de las reservas mitocondriales (Syntichaki vy
Tavernarakis, 2003; Krantic y cols., 2005; Desagher y Martinou, 2000;
Boehning y cols., 2003).
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1.4.3 Sistemas de regulacion de los niveles de calcio citosoélico

Para regular estos procesos, las neuronas poseen un mecanismo de
homeostasis especializado para asegurar un control riguroso de los
niveles de calcio citosélico (Arundine M 2003) y la familia de los
intercambiadores de Na‘/Ca®* (NCX) representan la primera defensa
celular contra la sobrecarga de Ca**, bombeando iones Na* hacia el
citoplasma y iones Ca®* fuera de la célula (Fig. 1.16.) (Choi, 2005).

Asi, la familia de proteinas NCX cargan con la responsabilidad de
mantener concentraciones intracelulares de Ca** bajas y junto a la
bomba de calcio de la membrana plasmatica (PMCA) y la ATPasa de
calcio del reticulo sarco-endoplasmatico (SERCA) tienen la funcién de
restaurar los niveles de calcio intracelular. Bajo condiciones normales,
estas proteinas transportan iones Na* disminuyendo sus gradientes de
concentracién en las células y transportando grandes cantidades de
iones Ca** hacia fuera (Choi, 2005; Syntichaki y Tavernarakis, 2003).

Bajo condiciones patoldgicas los mecanismos de regulacién se
encuentran saturados y las concentraciones de calcio incrementan
debido al influjo de calcio desde las distintas fuentes descritas y en
circunstancias extremas, también a través del intercambiador de
sodio/calcio NCX que puede actuar como via de entrada de calcio (en
modo inverso) especialmente durante fuertes despolarizaciones y con
incrementos importantes de sodio intracelular (Syntichaki vy
Tavernarakis, 2003).

1.4.4 Muerte celular

La naturaleza, el transcurso y las causas moleculares de la muerte
celular en enfermedades neurodegenerativas y su relacion con los
procesos basicos todavia es materia de discusion.

En base a los distintos criterios morfoldogicos y caracteristicas
bioguimicas se proponen tres principales mecanismos: apoptosis, una
forma especifica de muerte celular programada dirigida genéticamente;
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necrosis, un tipo de muerte pasiva de la célula; y degeneracion
autofagica (Bredesen y cols., 2006; Bredesen, 2008; Gorman, 2008;
Jellinger, 2006, 2007a; Okouchi y cols., 2007; Jellinger, 2009).

La apoptosis es un proceso de eliminacién natural involucrado en
numerosos eventos fisioldgicos sobre todo durante la etapa del
desarrollo. Pero la apoptosis también ocurre durante ciertos estados
patoldgicos como dafio isquémico, enfermedades neurodegenerativas,
infecciones o toxicidad quimica, y puede ser desencadenada por la
activaciéon de receptores de muerte de la membrana plasmatica o por
estrés celular (Smaili y cols., 2009).

En la figura 1.16 se muestra un esquema de las principales vias
apoptoticas, entre las que se destacan la intrinseca y la extrinseca. La
via extrinseca estd desencadenada por la unidon de las denominadas
moléculas de muerte a sus receptores, mientras que la via intrinseca es
activada por diversos acontecimientos celulares en los que la
mitocondria posee un papel central.

Extrinsic Caspase-2-dependent Caspase-independent
(receptor-mediated) (perforin/GrA-mediated)
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Fig. 1.16. Las diferentes vias de la apoptosis, entre las que destacan la via
extrinseca e intrinseca (Orrenius y cols., 2003).
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La via extrinseca es un mecanismo dependiente de receptor en el que la
activacién de los receptores de muerte lleva a la formacion del
complejo de senalizacién de induccién de muerte por activacién de la
caspasa-8 seguida de una cascada de caspasas que ejecutara la muerte
celular. La caspasa-8 puede activar a Bid (del inglés, BH3 Interacting
domain death agonist) y con ello, provocar la activacién de la via
intrinseca (Fig. 1.16) (Orrenius y cols., 2003).

La via intrinseca se activa por la presencia de diferentes estimulos
apoptoéticos que causan la traslocacién de Bax a la mitocondria
(Orrenius y cols., 2003) e involucra la familia de proteinas Bcl-2. Las
proteinas de esta familia pueden promover la supervivencia celular (Bcl-
2 y Bcl-x,) o la muerte celular (Bax y Bid) (Smaili y cols., 2009).

La insercion de Bax en la mitocondria causa la liberacién de citocromo C
del espacio intermembrana mitocondrial y la pérdida del potencial de

Intrinsic pathway L Extrinsic pathway

TRAI

Chemotherapy
Radiotherapy

c-l1AP2
XIAP
Bcl-2
Bel-XL
Bfl-1/A1
c-FLIP
DcR1

Fig. 1.17. Liberacién de citocromo c y actuacién de las proteinas de la familia

de Bcl-2 y Caspasas, en el proceso de apoptosis (via intrinseca y via extrinseca)
(De Vries y cols., 2006).
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membrana mitocondrial (AW,,). El citocromo C activard finalmente la
caspasa-3 provocando la protedlisis de la célula, mientras que la
disminuciéon de AW,, conlleva una disminucién de la produccién de ATP
y estd asociada con la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial,
contribuyendo a la liberacién de Ca®*n, que constituye el 68% del
contenido celular de (Ca**); (Fig. 1.17) (Orrenius y cols., 2003).

Necrosis y apoptosis parecen coexistir en diferentes trastornos
neurodegenerativos, como las EA, EH y EP, la ELA, las ataxias
espinocerebelosas y las encefalopatias espongiformes transmisibles,
gue también han sido asociados a procesos de necrosis, ademas de la
apoptosis inicialmente propuesta (Bossy-Wetzel y cols., 2004; Mattson,
2000; Taylor y cols., 2002).

Cuando los niveles de ATP son bajos, las células padecen necrosis en
lugar de apoptosis, pero muchas caracteristicas pueden suceder
simultaneamente. Este fendmeno se describe como necrapoptosis, que
puede ocurrir especialmente cuando las células empiezan sufriendo
apoptosis y derivan a una muerte celular necrética (Smaili y cols., 2009).

Los mecanismos de necrosis se ponen en marcha cuando la célula se
expone a variaciones extremas de las condiciones fisiolégicas (hipoxia,
hipotermia), que pueden resultar en dafos a la membrana plasmatica.
El proceso empieza con fallos celulares en el mantenimiento de la
homeostasis, que ocasionan un influjo de agua e iones extracelulares.
Distintos organulos intracelulares incrementan su volumen,
principalmente la mitocondria, y la propia célula hasta su ruptura (lisis
celular). Todos los componentes citoplasmaticos (incluyendo enzimas
lisosomales) se liberan al fluido extracelular. Por eso normalmente el
proceso de necrosis se asocia a un dafo tisular extenso y por tanto una
respuesta inflamatoria intensa.

El dltimo mecanismo de muerte celular propuesto es la autofagia. El
término autofagia (que significa “comerse a si mismo”) fue usado por
primera vez por Christina de Duve hace unos 40 afios. Pero ha sido en la
ultima década cuando ha habido mayor investigacion sobre este
fendmeno. Estudios recientes han demostrado la implicacién de la via
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de autofagia en numerosos procesos bioldgicos como la adaptacion
inducida por estrés, el desarrollo celular, la diferenciaciéon y la
supervivencia. Ademas, disfunciones en esta via parecen promover
enfermedades como el cdncer, enfermedades cardiacas, infecciones,
enfermedades hepaticas y diversas enfermedades neurodegenerativas.
La autofagia es una via evolutivamente conservada que media la
degradacién celular a través de la accidon de los lisosomas, ver figura
1.19. (Lee, 2009; Glick y cols., 2010).

Se conocen tres tipos de autofagia conocidas como macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. En la
macroautofagia, la carga citoplasmatica se entrega al lisosoma a través
de wuna vesicula de doble membrana intermediaria Ilamada
autofagosoma, éste se funde con el lisosoma formando un
autolisosoma. Contrariamente, en la microautofagia los componentes
citoplasmaticos son directamente recogidos por el lisosoma a través de
la invaginacion de la membrana lisosomal. En |la autofagia mediada por
chaperonas, las proteinas diana son transportadas a través de la
membrana lisosomal, formando complejos con chaperonas (como Hsc-

Phagophore

Macrbautdbii'agy

e
( ° |
A o

o ®
Multivesicular body\<

Fig. 1.19. Modelo esquematico de autofagia, mostrandose los tres tipos
conocidos. Aunque la autofagia es una via de degradacion lisosomal
conservada, puede diferir en las maneras de ofrecer la cara citosélica al
lisosoma. (Lee JA, 2009).
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70) que son reconocidas por receptores de membrana lisosomal
asociados a la proteina de membrana 2A, llegando a su
desnaturalizacién y degradacién (Garcia-Arencibia y cols., 2010; Glick y
cols., 2010).

1.5 Memantina como farmaco neuroprotector.

La memantina es un derivado estructural directo de la amantadina. La
amantadina fue el primer miembro de la familia de moléculas llamadas
aminoadamantanos que tuvieron aplicacion clinica. En los afios 60 se
comercializd por primera vez para el tratamiento de infecciones
respiratorias debidas al virus de influenza A, pero de manera casual se
observaron sus efectos beneficiosos sobre sintomas extrapiramidales
en pacientes de enfermedad de Parkinson (Kalia y cols., 2008; Blanpied
y cols., 2005).

Inicialmente se asumid que sus efectos antiparkinsonianos se basaban
en su actividad dopaminérgica. Pero mas tarde algunos estudios
mostraron que el mecanismo de accién predominante para ese efecto
de la amantadina eran sus propiedades antagonistas sobre los
receptores NMDA, actuando como un bloqueador de la apertura del
canal (Kalia y cols., 2008).

La memantina (Fig. 1.20), con féormula molecular C;,H N, tiene una
estructura quimica de 1-amino-3,5-dimetiladamantano. Fue registrada
en Alemania para una gran variedad de indicaciones en trastornos del
sistema nervioso central en 1978 (Molinuevo y cols., 2005). En 1983, el
mismo grupo que llevé a cabo su sintesis publicé un trabajo que
aglutinaba las evidencias experimentales que explicaban las
observaciones clinicas, postulando directa e indirectamente la actividad
dopaminomimética y efectos sobre el sistema serotoninérgico vy
noradrenérgico de la memantina. Desde ese instante, se destinaron
grandes esfuerzos para determinar su mecanismo de accién, pero no
fue hasta 10 afios después cuando se descubrid su mecanismo de
accion como antagonista no competitivo de los receptores NMDA.
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Hasta el dia de hoy, diversa investigacion preclinica ha revelado que el
mecanismo de accidn terapéuticamente mas acertado de la memantina
es la via del antagonismo de los receptores NMDA (Parsons y cols.,
1999; Molinuevo y cols., 2005).

@\NHz NH>

Amantadina Memantina

Fig. 1.20. Estructuras de
Amantadina y 1-amino-3,5-
dimetil-adamantano (memantina).

Se han estudiado gran cantidad de antagonistas de los rNMDA, pero no
todos con el mismo éxito clinico. Un ejemplo claro de ello es el MK-801
(Fig. 1.21), antagonista muy potente de los rNMDA cuyo desarrollo
clinico fue abandonado debido a la aparicion de efectos adversos sobre
el SNC (trastornos cognitivos y de tipo psicodisléptico, entre otros).

D

CH,

MK-801

Fig. 1.21. Estructuras
de MK-801.

Conociendo la actividad principal de este tipo de compuestos,
colaboramos con el grupo del Dr. Santiago Vazquez de la universidad de
Barcelona y con el Dr. Antonios Kolocouris y su equipo de la universidad
de Atenas en Grecia, que nos proporcionaron compuestos
estructuralmente similares a memantina y amantadina, y por tanto con
capacidad potencial de antagonizar los receptores NMDA.
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1.5.1 Mecanismo de accion de la memantina.

El antagonismo que ejerce la memantina es de tipo no competitivo y de
baja-moderada afinidad. Como se puede ver en el modelo tedrico de la
figura 1.22, se postula que se une al sitio de unién del interior del canal
protegiendo a las neuronas de la excitotoxicidad inducida por
glutamato (Tanovié y Alfaro, 2006; Molinuevo y cols., 2005).

E

e AAAAAA

Fig. 1.22. Modelo tedrico de la interaccidon
entre las subunidades del rNMDA vy
memantina.

Ademas de la memantina otros compuestos parecen capaces de
bloguear al receptor NMDA, pero presentan diferencias importantes
con la memantina.

Los antagonistas no competitivos de alta afinidad, como el (+)MK-801
bloguean continuamente el receptor, evitando también la transmision
sindptica normal. Este es el motivo principal por el que tienen muchos e
importantes efectos adversos. En cambio, la memantina al tener una
baja-moderada afinidad, realiza un bloqueo on/off del canal con una
rapida cinética de disociacidon y una elevada dependencia de voltaje.
Como se ha comentado, se une al lugar de unidn del Mg®* (en el interior
del canal) y lo abandona rapidamente. El lugar especifico de accion de
la memantina se sitla cerca del lugar de unién externo donde se
produce el bloqueo por Mg?, en la region de filtrado selectivo del
canal asociado a los receptores NMDA, formado por residuos de
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asparagina en los denominados “N-site” de la subunidad NR1 y los “N-
site” y “N+1-site” de la subunidad NR2 (Chen y Lipton, 2005; Parsons y
cols., 2007).

Una de las posibles explicaciones de la rapida cinética de los
antagonistas no competitivos de baja o moderada afinidad, parece
estar basada en la “ley de masas”. Los antagonistas de alta afinidad
necesitan una presencia muy baja para hacer efecto. Segun esta ley, al
haber menos moléculas, el tiempo requerido para actuar es mayor.
Ocurre lo contrario con los antagonistas no competitivos de baja
afinidad, que al tener un mayor numero de moléculas presentes,
ocupan con mas facilidad el receptor (Fig. 1.23) (Parsons y cols., 2007).

Low affinity antagonists assure fast association and dissociation

O Memantine @ Glutamate

O MK-801 @ Glutamate

Fig. 1.23. Diferencias entre el bloqueo producido por la memantina y por
el MK-801 sobre receptores NMDA (Parsons y cols., 2007).

El esquema de la figura 1.24 muestra su comportamiento dependiente
de voltaje y las diferencias entre la activacidn fisioldgica o patolégica de
estos receptores. Bajo condiciones de reposo (en la figura 1.24, -70mV)
los tres compuestos (magnesio, mk-801 y memantina) bloquean el
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receptor. El magnesio y la memantina, en condiciones fisiolégicas son
capaces de liberar el receptor bajo fuertes despolarizaciones sinapticas
(-20mV), debido a su pronunciada dependencia de voltaje y su rapida
cinética de desbloqueo, mientras que el MK-801 sigue bloqueando el
canal. La memantina no abandona el canal tan facilmente como el
magnesio frente a despolarizaciones moderadas pero prolongadas
como las que se producen durante la excitotoxicidad (Parsons y cols.,
2007).

Fig. 1.24. Bloqueo de la memantina, MK-801 o Mg sobre los
rNMDA en diferentes situaciones (Parsons y cols., 2007).
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1.5.2 Otras caracteristicas farmacoldgicas de la memantina.

La memantina se absorbe completamente por el tracto gastrointestinal,
con una biodisponibilidad absoluta de aproximadamente el 100% y su
pico de concentracion en plasma llega a las 3-8 horas después de su
ingesta oral. No se ha observado ninguna influencia de alimentos en su
absorcidon. La memantina atraviesa la barrera hematoencefalica y los
niveles en el fluido cerebroespinal son de un 20 a 50% menores que en
plasma. La memantina se encuentra unida a las proteinas plasmaticas
aprox. en un 45% y se elimina del plasma con un tiempo de vida media
(T12) de 60 a 100 horas. El proceso de eliminacion se realiza
principalmente por los rifiones, y solo un pequeio porcentaje se
procesa por el higado acabando como bilis o heces (Ficha técnica de
memantina, Ebixa - Clorhidrato de Memantina - 2008).

En general la memantina es bien tolerada, y los ensayos clinicos
realizados por el laboratorio fabricante han demostrado que la mayoria
de los efectos adversos que provoca son de escasa gravedad. Los
sintomas mas frecuentes aparecidos en grupos tratados con memantina
fueron alucinaciones, mareos, agitaciones, cefaleas y fatiga; otros
sintomas mas infrecuentes fueron ansiedad, vomitos, infeccion del
tracto urinario y aumento de la sudoracién (Parsons y cols., 1999; Kalia
y cols., 2008).

Si bien, en general, se considera un farmaco bien tolerado, es preciso
continuar en la busqueda de nuevas moléculas con actividad similar,
pero con mejoras tanto desde el punto de vista farmacocinético como
farmacodinamico.

1.6 Compuestos evaluados en esta memoria.

Todos los compuestos utilizados provienen de tres grupos de
investigacion, quienes nos los han facilitado. El mayor numero de
compuestos, los LD, han sido sintetizados y disefados por el Dr.
Santiago Vazquez y su equipo en la Unidad de Quimica Farmacéutica de
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la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona, como derivados
de memantina y/o amantadina. Se clasifican en 7 grupos distintos en
funcién de su estructura quimica aminas bisnoradamantanicas, aminas
noradamantanicas, aminas oxadamantanicas, aminas
benzohomooxadamantdnicas, aminas pentaciclicas, compuestos ETC
(con estructura de aminas benzohomonoradamantanicas) vy
compuestos RFP (aminas adamantanicas). También se han evaluado los
compuestos AK (adamantanos y adamantanoles), facilitados por el Dr.
Kolocouris y su equipo del departamento de Quimica Farmacéutica de
la Universidad de Atenas. Finalmente, un ultimo grupo de compuestos
ha sido suministrado por el grupo de la Dra. Carmen Escolano de la
Unidad de Quimica Orgdanica de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Barcelona.

1.6.1 Compuestos del Dr. Vazquez y su equipo

A continuacion se muestran los esquemas de las estructuras basicas de
cada grupo de compuestos, mostrandose los radicales del nucleo
principal.

BISNORADAMANTANOS (16 compuestos) Los compuestos de este
grupo tienen unas estructuras con un nucleo central 2 atomos de
carbono menor que los compuestos de referencia y con un puente 1
atomo mas corto reduciendo su volumen. En todos ellos se mantienen
los dos radicales metilo presentes en memantina.

NR1R2HC| CH2NR1R2HC|

Fig. 1.25. Estructuras basicas del grupo
de las aminas bisnoradamantanicas.
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NORADAMANTANOS (18 compuestos) Los distintos noradamantanos
disminuyen el volumen del nucleo central en 1 4tomo de carbono, y en
este caso derivan de amantadina, con un solo sustituyente.

@\ NR{R,-HCI E\CH& R,

Fig. 1.26. Estructuras bdsicas del grupo de
las aminas noradamantanicas.

OXADAMANTANOS (19 compuestos) Los compuestos de este grupo
mantienen la estructura central de los compuestos de referencia
sustituyendo un atomo de carbono del nucleo central por un atomo de
oxigeno, aumentando de manera significativa el volumen del nicleo
central.

Rs H Et
@] 0] 0]
PJF{1F{2'P1(:| PQF{1F22'F1(:| PQF21F22'F1(N

Fig. 1.27. Estructuras basicas del grupo de las aminas oxadamantdnicas.

BENZOHOMOOXADAMANTANOS (19 compuestos) Los distintos
derivados benzohomoxadamantanos, igual que el grupo anterior
también incorporan un atomo de oxigeno en uno de sus ciclos, pero las
estructuras son mayores, con 14 atomos de carbono en el nucleo
central, siendo asi el grupo con los compuestos mds voluminosos.

R, H
0 0
NR;R,-HCI NR;RyHCI

Fig. 1.28. Estructuras basicas del grupo de las aminas
benzohomooxadamantanicas.
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PENTACICLOS (18 compuestos) Estos compuestos presentan
estructuras ligeramente distintas a los compuestos de referencia con un
nucleo central de 12 atomos de carbono con dos estructuras que
sobresalen lateralmente.

Aty Aty

NR;R,-HCI CH,NR4Ry-HC

Fig. 1.29. Estructuras basicas del grupo de las
aminas pentaciclicas.

Compuestos ETC - Benzohomonoradamantanos (9 compuestos) Los
compuestos ETC  presentan una  estructura de aminas
benzohomonoradamantanicas, mantienen l|a estructura de los
benzohomoxadamantanos pero con todos los atomos del nucleo
central como atomos de carbono.

Me

NR1R2

Fig. 1.30. Estructura bdasica del
grupo de las aminas
benzohomonoradamantdnicas.

Compuestos RFP (10 compuestos) Estos compuestos vuelven a tener
un nucleo central de 10 dtomos de carbono como los compuestos de
referencia pero en este caso presentan una diferente ubicacién en los
radicales metilo/etilo del nucleo central respecto a memantina.

NR/R,HCl NR1R, HCI

Fig. 1.31. Estructuras basicas del grupo de
las aminas adamantanicas.
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1.6.2 Estructuras facilitadas por el Dr. Kolocouris (11 compuestos AK)

Los compuestos AK tienen una estructura central muy parecida a la de
amantadina, con gran variedad de sustituyentes. Esto es debido a que
estos compuestos han sido sintetizados con el objetivo de obtener
actividad antivirica (como amantadina).

R: g,

R
OH

5 L

Fig. 1.32.  Estructuras bdsicas de los
compuestos AK.

1.6.3 Alcaloides derivados de la rincofilina.

Los compuestos proporcionados por el grupo de la Dra. Escolano, de la
Unidad de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia (Universidad de
Barcelona), estan relacionados con la rincofilina, un alcaloide aislado de
Uncaria rhynchophylla. La rincofilina ha demostrado actuar como
antagonista no competitivo en receptores de NMDA expresados en
oocitos de Xenopus (Kang vy cols., 2002) y posee efectos
neuroprotectores en el modelo de muerte neuronal inducida por
glutamato en cultivos de neuronas granulares de cerebelo (Shimada y
cols., 1999). Por ello, se decidié evaluar la actividad de una pequena
serie de compuestos sintetizados con estructura espiroinddlica, e indolo
y benzoquinolizidinica.

Las estructuras basicas de estos compuestos se han mostrado en la
figura 1.33 en comparacién con la estructura de la rincofilina.
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Fig. 1.33.  Estructura de rincofilina y las
estructuras basicas de los compuestos PF.

En la presente memoria, cuando se haga referencia a estos compuestos
se usara o bien la nomenclatura facilitada por el grupo que ha
suministrado dichos compuestos (en el caso de los compuestos
facilitados por el Dr. Santiago Vazquez y su equipo, les nombraremos
LDs, ETCs, EVs y RPFs) o una nomenclatura en funciéon del grupo
colaborador del que provienen (el caso de los compuestos facilitados
por el Dr. Kolocouris, AKs y los facilitados por la Dra. Carmen Escolano,
PFs).

Como se verda mas adelante, uno de los objetivos principales de este
trabajo es valorar la actividad como antagonistas de los receptores
NMDA de los compuestos presentados en este apartado, asi como
evaluar su accion neuroprotectora.

Una de las técnicas mas utilizadas en el proceso de investigacion de
nuevos compuestos es el estudio de la estructura de los compuestos en
cuestion, su adaptacion a su lugar de unidn y el establecimiento de
relaciones estructura-actividad.

En nuestro caso, y debido a la falta de un modelo tridimensional del
receptor NMDA, se ha optado por un enfoque basado en
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modificaciones de la estructura de memantina y otras relacionadas que
no permitan determinar qué estructuras pueden definirse como
farmacoéforos para un futuro desarrollo de candidatos.

1.7 Desarrollo de nuevos farmacos.

La historia del medicamento se remonta a los origenes de la sociedad
humana. Desde los primeros tiempos el hombre ha acudido a la
naturaleza para obtener sustancias que, o bien le ayudaran a paliar el
dolor, los sintomas de sus enfermedades o bien le facilitaran la
obtencion del alimento (veneno para la caza), o en sus relaciones
sociales y religiosas (estimulantes y alucinégenos).

En los ultimos afios ha habido grandes avances en el desarrollo de
farmacos, que cada vez son mas seguros, especificos y efectivos en el
tratamiento de enfermedades.

El descubrimiento de un farmaco comprende todas las fases necesarias
para que podamos asegurar que el compuesto tiene un perfil deseable
de actividad. Comprende desde la sintesis, el aislamiento de la fuente
natural, o la obtencidon biotecnoldgica y toda fase preclinica, incluida la
toxicologia, hasta la confirmacién de que el compuesto es aceptable
tanto en eficacia como en seguridad para su ensayo en seres humanos
(Escalonay cols., 2008).

Todo este proceso se puede dividir en tres grandes fases que se
muestran en la figura 1.34. El descubrimiento, que abarca desde un
= ™

Commercislization
Discowvery Development

Thempeutic Target Target Lead Lead Preclinical Clinieal Regulatory Product
conoept selection validation finding optimization  development  development approval

| |

Lead Candidate Registration
comgound rug

L B

Fig. 1.34. Las tres fases principales en la creacién de un nuevo farmaco:
Descubrimiento, desarrollo y comercializacién. (Rang HP, 2005).
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concepto terapéutico hasta la obtencidon de una molécula, el desarrollo
de ensayos preclinicos y clinicos con esta molécula hasta su registro y la
comercializacion del producto para aplicaciones terapéuticas (Rang,
2005).

Uno de los problemas mayores que se presenta en los procesos de
desarrollo de nuevos medicamentos es el tiempo y los costes que
conllevan. Por cada millén de moléculas que se inician en esta larga
cadena para la obtenciéon de nuevos farmacos, sdlo tres recuperan la
inversion inicial. Por este motivo, el disefio racional de farmacos
constituye una herramienta casi indispensable en el desarrollo actual de
nuevos medicamentos (Escalonay cols., 2008).

Tradicionalmente, el descubrimiento de farmacos ha sido un ejercicio
de ensayo-error basado en el screening de compuestos en ensayos
bioldgicos donde existian serias limitaciones en la diversidad quimica
que podia ser explorada, y el resultado dependia enormemente de la
eleccion de los compuestos ensayados (Pouplanay cols., 2009).

La entrada de la computacién en el campo del disefio de farmacos ha
supuesto una revolucidon en el enfoque y en las posibilidades dando
paso a la quimica computacional. Han aparecido nuevas técnicas vy
métodos que permiten relacionar la estructura quimica con la actividad
bioldgica como los métodos de modelacién molecular o SAR (Structure
Activity-Relationships), los Métodos QSAR (Quantitative Structure
Activity-Relationships) y sus nuevas modalidades (por redes de
neuronas y tridimensional) (Escalona y cols., 2008).

En el enfoque tradicional, basado en el ligando, se han utilizado las
técnicas conocidas como “Variaciones estructurales”, y también es la
que utilizamos en esta tesis. Este proceso se inicia con la busqueda y
eleccidon de un compuesto cabeza de serie.

En la fase de descubrimiento se pueden tomar diferentes enfoques para
el desarrollo de nuevos medicamentos, dependiendo de si se conoce la
estructura del receptor, si se tiene informacién sobre el sitio de unién, o
si hay algun ligando de referencia.
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Una vez encontrada y definida la cabeza de serie es necesaria la
exploracion de la serie a través de la modulacién de la estructura base
con el fin de encontrar un producto mejor (Fig. 1.35). Algunos de los
objetivos a conseguir en esta fase pueden ser: mejorar la potencia del
lider, eliminar efectos secundarios no deseados, potenciar acciones
secundarias deseadas, separar actividades en compuestos multiaccion
(normalmente para potenciar alguna de las acciones farmacoldgicas
sobre las demds), combinar actividades en un mismo
compuesto/entidad, modificar la biodisponibilidad del lider, etc.
(Escalonay cols., 2008).

Descubrimiento de

diana ——— Vvalidacién de diana

v

Determinacion
estructural

\%

Desarrollo de <—
candidato

v

Farmaco

v

Lanzamiento
al mercado

Fig. 1.35 Representacidon esquematica de las etapas involucradas en el
descubrimiento y desarrollo de farmacos (Modificado de Pouplana y cols.,
20009).
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Una vez obtenidos los compuestos candidatos se iniciaria la fase de
desarrollo farmacoldgico con los ensayos preclinicos y clinicos
necesarios hasta su aprobacién para ser registrado (Pouplana y cols.,
2009).

Basdandonos en esta metodologia de estudio, algunos de nuestros
compuestos, aparte de compartir su estructura bdsica con amantadina
y memantina, que presentan actividad antagonista sobre los receptores
NMDA, también compartian cierta similitud estructural con compuestos
con actividad inhibidora de la mono amino oxidasa (MAO).

El objetivo planteado fue determinar la posible sinergia en
neuroproteccion con moléculas que presentan condiciones
estructurales para ejecutar diferentes mecanismos de accion.

De hecho, en los ultimos ainos, la estrategia de combinar diferentes
mecanismos de accidon ha generado un gran interés por los laboratorios
de investigacion y desarrollo de nuevos farmacos.

Asi, se seleccionaron un grupo de los compuestos para la valoracién de
la capacidad inhibidora de la MAO. La seleccién se llevé a cabo en
funcién a la similitud estructural con compuestos de conocida actividad
i-MAO.

1.8 Actividad Inhibidora de la MAO.

La monoamino oxidasa (MAO) es la enzima responsable de la regulacion
en el sistema nervioso central de ciertos neurotransmisores como
dopamina, noradrenalina y serotonina a través de su desaminacion
oxidativa. La MAO es una flavoproteina presente en la membrana
mitocondrial de neuronas y glia, que puede existir en dos isoformas,
MAO-A y MAO-B.

El uso terapéutico de los inhibidores de la MAO en el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas tiene su origen en la accién
antiparkinsoniana de los inhibidores selectivos de la monoamino
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oxidasa B (MAO-B). La selegilina y la rasagilina (Fig. 1.36) son dos
compuestos clinicamente probados para la enfermedad de Parkinson,
inhibidores selectivos de la MAO-B que incrementan la presencia de
dopamina en la sinapsis.

CH

ZT
K\\

rasagilina selegilina

Fig. 1.36. Estructura de la rasagilina y selegilina.

Por otro lado, durante el proceso de desaminacidon oxidativa de la
dopamina y otras aminas biogénicas, se genera peréxido de hidrogeno y
en ultimo término radicales libres de oxigeno (ROS), y los inhibidores de
la MAO parecen desviar el catabolismo de la dopamina por vias
alternativas que no generan ROS, dandoles ciertas propiedades
neuroprotectoras, como ha demostrado la rasagilina en una serie de
experimentos in vitro y en experimentos con pacientes de Alzheimer
(Youdim y cols., 2005; Chen y Swope, 2007).

Como se puede observar en la figura 1.36, tanto selegilina como
rasagilina tienen en su estructura una unidad propargilamino y los
estudios de estructura actividad han mostrado que esta parte de la
estructura esta relacionada con la actividad inhibidora de la MAO
(Duque y cols., 2009).

Por otro lado, Vernalis PLC, bajo licencia de Chiesi Farmaceutici SpA,
estd realizando estudios con otro farmaco que presenta actividad
inhibidora de la MAOQ, inhibiendo tanto MAO-A como MAO-B (Mattia y
Coluzzi, 2007), pero que ademds ha mostrado actividad antagonista de
receptores NMDA, el indantadol. Este compuesto tiene unas
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caracteristicas estructurales particulares (Fig. 1.37), con un nucleo
indano y una cadena aminoacetamida.

NH,

NH O

Fig. 1.37. Estructura del
compuesto indantadol.

El N20C (Fig. 1.38) es otro compuesto con propiedades
neuroprotectoras, derivado de glicina, pero que no se une al sitio de
unién de glicina. Parece ser un antagonista no competitivo de los
receptores NMDA y también presenta un grupo aminoacetamido en su
estructura (Planells-Cases y cols., 2002).

>
Sae el

Fig. 1.38. Estructura del
compuesto N20C (Planells-
Cases Ry cols., 2002).

Teniendo en cuenta toda esta informacion se decidié caracterizar con
mas profundidad los compuestos sintetizados que tuvieran cierta
similitud estructural con los compuestos citados anteriormente
(indantadol, N20C, rasagilina y selegilina). Asi, se seleccionaron aquellos
compuestos de nueva sintesis que tuvieran en su estructura un grupo
propargilamino o un grupo aminoacetamido, principalmente
compuestos del grupo de los benzohomoxadamantanos, para evaluar
su capacidad inhibidora de la MAO.
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1.9 Uso de modelos in vitro en el desarrollo de farmacos en
heurociencias.

Debido a la complejidad de los organismos vivos y en concreto del
sistema nervioso, y nuestra falta de conocimiento de todos los procesos
bioquimicos implicados en la neurotoxicidad es dificil encontrar un
sistema in vitro que pueda reemplazar un sistema in vivo que pueda ser
utilizado en el desarrollo de nuevos farmacos.

Los sistemas in vitro han sido utiles en un contexto mas aislado y han
sido ampliamente usados para definir mecanismos de toxicidad,
identificar células diana de la neurotoxicidad y dibujar los cambios
celulares inducidos por neurotdxicos (Harry y cols., 1998).

Como se ha comentado en el apartado 1.7, el desarrollo de nuevos
compuestos se puede dividir en tres grandes fases (descubrimiento,
desarrollo y comercializacion).

Previamente a los ensayos, el compuesto candidato debe cumplir un
conjunto de criterios quimicos, farmacoldgicos, farmacocinéticos vy
toxicoldgicos.

Algunos de estos criterios como la potencia sobre la diana o la
biodisponibilidad oral, son requerimientos absolutos, mientras otros
como la solubilidad en agua o la falta de genotoxicidad in vitro son
altamente deseables pero no indispensables (Rang HP 2005).

Como se describe en la tabla 1.3, ciertos criterios necesitan de ensayos
in vitro e in vivo. Este tipo de ensayos se rigen en gran parte por el
principio de las 3 erres, postulado por Russel y Burch, dos bidlogos
ingleses, en los afos 60 en su libro The Principles of Humane
Experimental Technique. Las 3 erres (Reemplazo, Reduccién y Refinado
del método) estan enfocadas a mejorar y minimizar el uso de animales
de experimentacion, ya sea en ensayos in vitro con el uso de cultivos
primarios o en ensayos in vivo.
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Quimico Farmacolégico  Farmacocinético  Toxicoldgico
Permeabilidad Test de
Estructura Potencia sobrela  celular genotoxicidad
patentable.  diana definida. -

negativo.
Selectividad para
dianas Test
Soluble en especificas Biodisponibilidad  toxicoldgicos
agua. respeto a otras oral adecuada. preliminares
dianas in vivo.
relacionadas.
Actividad Para farmacos
- farmacodindmica  del SNC: cruzar
Estabilidad TR
..  in vivo e in vitro. | la barrera
guimica, T
hemato-
encefalica.
i . Ausencia de
Sintesis . .
. efectos adversos Vida media en
factible a
en pruebas de plasma
gran seguridad apropiada
escala. '

farmacoldgica.

Tabla 1.3 Criterios de seleccion de compuestos candidatos destinados al
uso oral (Rang HP 2005, Drug Discovery, Sec 2).

En general, los farmacos son disefnados para actuar a través de un
mecanismo especifico sobre un receptor. Por eso se puede desarrollar
un sistema in vitro especifico para ese objetivo. El uso de técnicas in
vitro para identificar un compuesto eficaz y con posibilidades de
desarrollo, refinar la accion del farmaco y detectar posibles problemas
es extenso (Harry y cols., 1998).

Aunque se reconozca que los sistemas in vitro solo ofrecen respuestas
parciales a preguntas mas complejas son una técnica ampliamente
usada y presentan claras ventajas frente a las técnicas in vivo. Algunas
de estas ventajas son la posibilidad de exponer las células directamente
a compuestos, manipular las condiciones ambientales para aumentar,
bloguear o modular la respuesta celular, o evaluar la respuesta celular
intrinseca a compuestos. Pero también pueden presentar limitaciones
en funcidon de las propiedades quimicas de los compuestos usados
(solubilidad, volatilidad, pH, posible unidon con componentes del medio
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de cultivo), la falta de un metabolismo mas completo o de mecanismos
de regulacién (Rees, 1980; Schrier, 1982; Balls y Clothier, 1983; Grisham
y Smith, 1984; Conning, 1986; Harry y cols., 1998).

Los sistemas in vitro mas usados en neurofarmacologia son los cultivos
de drganos (ganglios o drganos sensoriales como el 0jo), cultivos
organotipicos (principalmente hipocampales, aunque también de
cerebelo, cortex o locus coeruleus) que presentan la ventaja de
mantener la organizacién tridimensional, cultivos primarios (células en
suspension o re agregados, cultivos primarios disociados, cultivos
neuronales primarios, cultivos primarios gliales) o lineas celulares
continuas (lineas celulares de gliomas, lineas celulares de
neuroblastoma, células de feocromocitoma). El sistema in vitro mds
usado en neurociencias se basa en los cultivos primarios disociados ya
sean de neuronas, células gliales o mixtos (Harry y cols., 1998).

También son muy usadas las lineas celulares. Las lineas celulares
continuas normalmente derivan de tejido tumoral (neuroblastomas,
gliomas o feocromocitomas). En cultivo estas células tienen un tiempo
de vida de aproximadamente 50 divisiones. Las lineas inmortalizadas se
generan a partir de estas lineas celulares de tiempo de vida limitado y
sus caracteristicas mas interesantes son la homogeneidad, la facilidad
con que se obtienen un gran numero de células y su condicién de
inmortalidad (Saneto y cols., 1986; Shahar y cols., 1989).

La homogeneidad de estas lineas celulares puede hacerlas apropiadas
para el estudio de la selectividad de neurotdxicos en experimentos de
toxicologia, pero también puede ser una limitacion en cuanto pierden
las interacciones tipicas de circuitos neuronales.

Una de sus limitaciones es el bajo numero de lineas disponibles con
fenotipos bien caracterizados in vivo. El hecho que deriven de tejido
neoplasico puede sugerir un origen que haga a las células anormales y
se intente evitar su uso. Pero se ha de tener en cuenta que cualquier
célula adquiere caracteristicas anormales estando en cultivo. Una de
las mayores limitaciones de estas células es la dificultad de inhibir la
divisiéon celular para obtener una poblacién estable de células
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diferenciadas. Esta situacién es contraria a las condiciones in vivo,
donde las células en el ultimo estadio de la diferenciaciéon normalmente
no se dividen.

Igualmente, las células de cultivos primarios de animales fetales o de
temprana edad no presentan las mismas caracteristicas de las neuronas
diferenciadas adultas y necesitan una maduracién en cultivo. En células
de neuroblastoma y lineas celulares relacionadas, factores tréficos de
crecimiento alteran el estado de diferenciacién morfolédgica y la
expresion génica. Algunos de estos factores son el NGF (del inglés,
nerve growth factor) y el acido retinoico (Benda y cols., 1968; Harry y
cols., 1998).

No esta claro si el proceso de diferenciacion in vitro es equiparable al
ocurrido in vivo. Ademas, las lineas celulares parecen ser menos
sensibles a toxicos que los cultivos primarios (Harry y cols., 1998). Aun
asi, las lineas celulares pueden ser una alternativa a la utilizaciéon de
cultivos primarios, que exigen el sacrificio de animales de
experimentacion.

1.10 Modelos in vitro utilizados en el presente estudio.

Uno de los mecanismos mejor caracterizados en neurotoxicidad es la
liberacién excesiva del neurotransmisor excitador glutamato. La
identificacion y comprension del proceso excitotéxico ha sido posible
gracias al uso de diversos sistemas in vitro, como rodajas hipocampales,
cultivos primarios de células hipocampales, corticales y granulares de
cerebelo, oocitos de Xenopus y diversas lineas celulares derivadas de
neuroblastoma (Harry y cols., 1998).

Para realizar las distintas evaluaciones de los compuestos nos
planteamos hacer un pequefio estudio comparativo de los modelos
usados en este tipo de experimentos relacionados con la
excitotoxicidad y la neuroproteccion. Como hemos visto, la
excitotoxicidad inducida por glutamato es un fendmeno ampliamente
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distribuido entre los distintos tipos celulares del cerebro, dada la gran
ubiquidad del glutamato y sus sinapsis excitadoras.

Anteriormente se ha mostrado la distribucién de los receptores
glutamatérgicos, concretamente los ionotrépicos tipo NMDA, en el
sistema nervioso central y es una informacion que se ha considerado a
la hora de escoger los diferentes modelos evaluados. Otro factor tenido
en cuenta ha sido la distinta afectacién celular neurodegenerativa
observada en las diferentes enfermedades de esta indole.

De los distintos cultivos neuronales, primarios o lineas celulares, usados
en el campo de la neurociencia, se han seleccionado los que
presentaban mayor uso en el estudio del fendmeno de excitotoxicidad
en las distintas enfermedades neurodegenerativas y que clasicamente
se han utilizado para el estudio de la neurotransmision glutamatérgica.

Por esto se seleccionaron cultivos primarios de células granulares de
cerebelo de rata de 7-8 dias de edad, cultivos primarios de células
hipocampales de embrién de raton de 18 dias de gestacion, cultivos
primarios de células corticales de embriones de rata de 18 dias de
gestacion, la linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano y la linea
celular STHAdh®Y y STHAh®*! que son células estriatales que presentan
una mutacién en la proteina huntingtina (mhtt), usadas principalmente
para el estudio de la enfermedad de Huntington.

Debido a las diferencias temporales en el desarrollo de diferentes areas
cerebrales, los cultivos de cada zona especifica se realizan con animales
de diferentes edades (Harry y cols., 1998).

1.10.1 Cultivos primarios de células granulares de cerebelo de rata.

El cerebelo (Fig. 1.39) se situa en la parte posterior del cerebro y es en
esencia un componente motor del encéfalo. Tiene una corteza muy
amplia que esta muy plegada con una extensidén de tres cuartos de la
corteza cerebral.
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Cingulate gyrus

Mesodermal thalamic

- Cerebellum

Medial temporal _
lobe
Mamilliary body

Pes Bifipotimipl Medulla oblongata

Fig. 1.39. Representacién del encéfalo en la que
se destacan algunas zonas como el cerebelo (en
rojo).

Se considera que existen 3 capas en la corteza cerebelosa (Fig. 1.40),
cada una con composicion celular distinta. Desde la superficie, la
primera capa esta constituida por células de Purkinje, la sigue la capa
molecular (con interneuronas pero sobre todo una zona sindptica) y la
capa de células granulares.
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Fig. 1.40. Esquema del desarrollo de neuronas
granulares de cerebelo en el que se puede
observar la formacién de las tres capas (Extraido
de www.brain.riken.jp)

Como se ha comentado en el apartado 1.3, el cerebelo es una zona con
abundante presencia de rNMDA, principalmente formados por
subunidades tipo NR1, que se expresa en la mayor parte del cerebro,
subunidades NR2A y subunidades NR2C, practicamente exclusiva de

esta zona.
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Por otro lado, este tipo de cultivo celular primario es ampliamente
conocido y usado en el campo de la neurociencia, como estudios
relacionados con la excitotoxicidad o la apoptosis. Estos cultivos
preparados segun Nicoletti y cols. (1986), contienen un alto porcentaje
de células granulares (95% aprox.) y constituyen un modelo de estudio
robusto y gran estabilidad (Verdaguer y cols., 2002).

1.10.2 Cultivos primarios de células hipocampales de raton.

El hipocampo forma parte del sistema limbico del cerebro (Fig. 1.41) y
tiene 3 areas o sectores llamados CA1, CA2 y CA3. También se conocen
tres laminas en la corteza del hipocampo. La lamina molecular (situada
en el centro de la formacién hipocampica), la lamina de células
piramidales (grandes neuronas que son de las primeras en verse
afectadas en diversas alteraciones de memoria e intelectuales como la
EA) y la ldmina polimérfica que contiene axones, dendritas e
interneuronas.

Circunvolucion del cingulo

Fig. 1.41. Esquema de parte del
sistema limbico donde se indica el
hipocampo.

Esta es la zona mas rica en expresién de rNMDA, principalmente la
region CA1l del hipocampo, como se ha mencionado anteriormente
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(Monyer y cols. 1994; Ozawa y cols., 1998). En general el hipocampo es
rico en subunidades tipo NR1, NR2A y NR2B.

Estos cultivos se han realizado a partir de un protocolo cedido por la
Dra. Crespo-Biel de la unidad de Farmacologia y Farmacognosia de la
facultad de farmacia de la UB.

1.10.3 Cultivos primarios de células corticales de rata.

Cada hemisferio cerebral tiene un manto de sustancia gris, la corteza
cerebral, con una estructura caracteristica que consiste en cuerpos
celulares neuronales y axones dispuestos en laminas, como se observa
en la figura 1.42.

PIRAMIDAL

fiauumsn
- = INTERNA
MULTIFORME

FIBRAS CORTICOEFERENTES FIBRAS CORTICOAFERENTES

Fig. 1.42. Esquema de las diferentes [dminas en
que se divide la corteza cerebral y su
composicién celular.

Las células principales se conocen como células piramidales y las
piramidales gigantes se conocen como células de Betz y se presentan
solo en el area motora primaria del |6bulo frontal. Cerca de dos tercios
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de las neuronas corticales son células piramidales. Los axones de las
neuronas piramidales son excitatorios en su sinapsis y se considera que
usan glutamato como neurotransmisor.

Las diferentes [dminas (omitiendo diferencias regionales) de la corteza a
partir del exterior son 1 la lamina molecular (con predominio de ramas
terminales de dendritas y axones), 2 la lamina granular externa (con
muchas células piramidales pequefias e interneuronas), 3 la lamina
piramidal externa (con neuronas piramidales tipicas), 4 la ldamina
granular interna (principalmente con células estrelladas y algunas
interneuronas o células piramidales), 5 la lamina piramidal interna (con
células piramidales grandes mezcladas con interneuronas y finalmente
7 la ldamina multiforme (con células fusiformes tipicas de esta lamina y
algunas células piramidales e interneuronas).

En cuanto a la presencia de rNMDA, el cértex también es una de las
zonas mas ricas, expresando principalmente subunidades de tipo NR1y
NR2, concretamente las isoformas Ay B (ver apartado 1.3).

El cultivo de estos tipos celulares se ha realizado siguiendo el protocolo
descrito por Petegnief y cols.,, 2001, para obtener un cultivo
principalmente neuronal con la inhibicién del crecimiento de las células
no neuronales.

Los cultivos presentados hasta ahora son cultivos primarios en los que
se realiza la diseccidn y obtencién del tejido neuronal deseado, para su
posterior cultivo.

Se ha querido trabajar también con lineas celulares tumorales para
poder comparar y clarificar las ventajas o inconvenientes en
comparacion con los cultivos primarios, como posibles modelos in vitro
para realizar experimentos de excitotoxicidad o neuroproteccion.
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1.10.4 Linea celular SH-SY5Y.

La linea celular SH-SY5Y proviene de neuroblastoma humano, un tumor
de la infancia que deriva de células precursoras o inmaduras del sistema
nervioso simpatico (SNS). En concreto, es un subclon de la linea celular
SK-N-SH (Edsj6 y cols., 2007).

Como se ha comentado con anterioridad, la mayoria de lineas celulares
necesitan de ciertos inductores de diferenciacién celular que alteren el
estado morfoldgico y la expresion génica.

Para la diferenciacién celular de la linea celular SH-SY5Y se han descrito
algunos inductores como ciertos forbolésteres biolégicamente activos
(12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato o TPA (Pahlman y cols., 1981;
Edsjo y cols., 2007), factores de crecimiento como el NGF (Vuillaume y
cols., 2001), pero principalmente dacido retinoico (del inglés, RA)
(Enzinas y cols., 2000; Rastinejad, 2001; Singh y Kaur, 2007; Kullikov y
cols., 2007; Cheung y cols., 2009).

Las lineas celulares de neuroblastoma se diferencian a células que son
bioguimicamente, ultraestructuralmente vy electrofisiolégicamente
similares a neuronas (Abemayor y Sidell, 1989; Edsjo y cols., 2007).

Ademas se ha descrito la presencia de receptores NMDA funcionales
en esta linea celular (Nair y cols., 1996; Sun y Murali, 1998).

1.10.5 Linea celular STHdhY y STHdh®':,

Las lineas celulares STHAhY y STHAh®**! son células estriatales, es decir
del cuerpo estriado.

El cuerpo estriado es una voluminosa regidén de sustancia gris cerca de
la base de cada hemisferio cerebral y consiste en el nucleo caudado y el
nucleo lentiforme que se divide en el putamen y el globo palido.

La terminologia de esta zona es variada y también se usa la
nomenclatura de estriado para indicar el putamen y nucleo caudado.
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Las células principales del nucleo caudado y el putamen son neuronas
de tamano medio con dendritas espinosas.

Uno de los modelos usados para estudiar la EH son las células
precursoras de neuronas estriatales inmortalizadas de un modelo de
raton Knock-in (KI-STHdh®'?Y) (Trettel y cols., 2000; Lim y cols., 2008).

hQ111 thll/Qlll

Las células estriatales STHd derivan de embriones Hd

Las células de esta linea inmortalizada normalmente crecen a 332 C,
pero cuando se mantienen a 392 C pierden la proteina SV40 tsA58 y la
proliferacién cesa (Tretel y cols., 2000).

En este trabajo se han utilizado células STHdh® (con un tramo de 7
glutaminas) y STHdh®'**
anteriormente, la enfermedad de Huntington se manifiesta con

(con 111 glutaminas). Como se ha comentado

mutaciones que presenten tramos poly Q superiores a 35 glutaminas.
Este fenotipo molecular temprano (STHdh®''!) parece mostrar
excitotoxicidad a través del influjo de iones calcio, provocado por una
disminucidon de la sintesis de ATP mitocondrial y potenciado por la
activaciéon de receptores NMDA (Gines y cols., 2003; Fan y Raymond,
2007; Paoletti y cols., 2008).

Esta variacion en el comportamiento de las células wild-type (STHdh?)
y las mutadas (STHdh®'!), nos parecié interesante para el estudio del
antagonismo de los receptores NMDA.

Con este objetivo nos pusimos en contacto con la Dra. Silvia Ginés del
IDIBAPS de Barcelona, que nos proporciond amablemente las dos cepas
celulares.

1.11 Pruebas toxicoloégicas in Vivo.

La valoracién del riesgo de toxicidad sistémica aguda después de una
exposicion oral se basa en la aparicion de signos de efectos adversos en
los 14 dias posteriores a la administracion de una Unica dosis dada a un
animal.
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El cldsico test de la dosis letal 50 (del inglés, LD50) (TG401), fue
retirado de la guia de la Organizacion para la cooperacion econdmica y
el desarrollo (del inglés, OECD) en 2002 y sustituida por tres métodos
alternativos. Estos son el procedimiento de dosis fija (TG 420), el
método clasico de toxicidad aguda (TG423) y el procedimiento “up and
down” (TG425). De este modo se consigue reducir y refinar la
metodologia para la estimacién de la toxicidad sistémica aguda (Test
Guidelines for acute oral toxicity testing, OCDE 2007; Forsby A y cols.,
2009).

Debido a la falta de informacion existente sobre la toxicidad vy
caracteristicas ADME de los compuestos a valorar, en este trabajo se
optd por una modificacion del método TG425 (2008) de la OECD.

Los compuestos AK, del Dr. Kolocouris y su equipo de la universidad de
Atenas, tienen wuna estructura similar a amantadina y fueron
sintetizados con el objetivo de obtener compuestos que presentaran
actividad anti influenza A (igual que amantadina).

Como se ha ido comentando a lo largo de este trabajo, amantadina
también presenta actividad antagonista de los receptores NMDA. Con el
objetivo de descartar posibles efectos a nivel de SNC se evaluaron los
compuestos AK con mayor actividad antivirica.

El procedimiento de “up and down” consiste en la administracion oral
de una dosis del compuesto a valorar a un animal (roedor). Si el animal
muere, al siguiente animal se le administra una dosis menor. Si el
animal sobrevive, al siguiente animal se le administra una dosis mayor.
Este test es el mas facil para compuestos que pueden producir la
muerte en un par de dias (Test Guidelines for acute oral toxicity testing,
OECD 2007).

Ademas de realizar el procedimiento TG425 modificado, se decidid
realizar una bateria de observacidon funcional (del inglés, FOB) a los
animales que sobrevivieran para poder valorar mejor la afectacién a
nivel de SNC.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

En la actualidad, no se dispone todavia de suficientes herramientas
farmacolégicas que permitan abordar con eficacia el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington o la esclerosis
lateral amiotroéfica entre otras.

Ademas, estos trastornos estan relacionados con la edad por lo que el
envejecimiento de la poblacién constituye un motivo de preocupacion
adicional a la falta de opciones terapéuticas para estas enfermedades.
Ello repercute, sin duda, en un elevado coste sanitario, econdmico vy
social.

Habida cuenta que una de las estrategias mas utilizadas en quimica
farmacéutica es la sintesis de nuevos compuestos con caracteristicas
similares a otros farmacos ya comercializados, se plantea la siguiente
hipétesis de trabajo:

1. Los compuestos que poseen un nucleo lipofilico con
caracteristicas estructurales y fisicoquimicas similares a la
memantina pueden antagonizar la activacion del receptor
NMDA de manera parecida a este farmaco neuroprotector,
Yy quiza, mostrar un espectro farmacolégico mas amplio,
incluso sobre otros receptores, que permita una mejora en
la eficacia de futuros compuestos neuroprotectores.

2. Ademds, compuestos que contienen un grupo
propargilamino y/o un grupo aminoacetamido pueden
mostrar actividad inhibidora de la monoamino oxidasa
MADO, lo que podria complementar su accion terapéutica.

3. Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo son
la técnica in vitro mas usada para estudios de
excitotoxicidad y neuroproteccion. Cultivos primarios de
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otras zonas cerebrales afectadas en enfermedades
neurodegenerativas y con presencia de rNMDA pueden ser
también buenos modelos para experimentos relacionados
con la excitotoxicidad y la neuroproteccion.

Con la finalidad de verificar esta hipdtesis, se han planteado los
siguientes objetivos:

1.- Verificar la validez de la determinacién intracelular de calcio
con sondas fluorescentes en un cultivo neuronal como
herramienta de screening farmacoldgico de nuevos
compuestos.

2.- Valorar la capacidad antagonista de los nuevos compuestos,
cedidos por el Dr. Santiago Vazquez y su equipo de la
Universidad de Barcelona, clasificados segun su estructura en
diferentes grupos como bisnoradamantanos, noradamantanos,
oxadamantanos, benzohomooxadamantanos, pentaciclos,
benzohomonoradamantanos y otros adamantanos, sobre los
receptores glutamatérgicos a través de la definicion de su
potencia para evitar la entrada de calcio inducida por
glutamato o por el agonista selectivo N-metil-D-aspartato en
un sistema de cultivo neuronal.

3.- Valorar la capacidad antagonista de un grupo de
adamantanos y adamantanoles cedidos por el Dr. Antonios
Kolocouris de la Universidad de Atenas, sobre los receptores
glutamatérgicos a través de la definicion de su potencia para
evitar la entrada de calcio a través de receptores
glutamatérgicos en un sistema de cultivo neuronal.

4.- Valorar la capacidad antagonista de un grupo de
compuestos cedidos por la Dra. Carmen Escolano de la
Universidad de Barcelona, con similitudes estructurales a
rincofilina sobre los receptores glutamatérgicos.
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5.- Evaluar la capacidad neuroprotectora de algunos de los
compuestos mas potentes en un modelo de excitotoxicidad in
vitro, en cultivos primarios de neuronas granulares de
cerebelo.

6.- Evaluar la capacidad inhibidora sobre la enzima monoamino
oxidasa (MAO) de una seleccidon de los compuestos evaluados
con estructura benzohomooxadamantano.

7.- Valorar el uso de diferentes sistemas in vitro para el estudio
de la excitotoxicidad, la neuroproteccion y el desarrollo de
nuevos farmacos de accidn sobre la neurotransmision
glutamatérgica, ya sean cultivos primarios o diferentes tipos de
lineas celulares.

8.-Evaluar la presencia de efectos adversos presentados por
ciertos compuestos a través de la valoracion de su toxicidad
sistémica aguda en roedores.
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3. MATERIALES Y METODOS

Para los experimentos de movilizacién de calcio y de neuroproteccion
se han utilizado cultivos neuronales de diferente procedencia
(primarios o lineas celulares) que se han hecho crecer en diferentes
soportes en funcién del experimento requerido/realizado (placas de 24
0 96 pozos)

PREPARACION DE LAS PLACAS. El dia anterior al emplacaje de las
células se procede a la polilisinizacién de las placas. Las placas de 24
pozos llevan un vidrio redondo de 22um y 10mm de didmetro al fondo
de cada pozo que se polilisinizara conjuntamente. Se prepara una
solucion de poli-I-lisina a la concentracién de 0.1mg/ml (1X). En placas
de 24 pozos se incuban 0.5ml por pozo de poli-I-lisina 1X, en placas de
96 pozos 200ul. Tras 45min de incubacidn, se retira la solucidon
mediante aspirado con bomba de vacio y se dejan secar las placas en
condiciones de esterilidad. Para los estudios de movilizacién de calcio,
se disponen sendos portaobjetos circulares estériles en cada pozo
previamente a la polilisinizacién. Para los cultivos de neuronas
hipocampales se realizan dos o tres lavados con agua Milli-Q después
de la polilisinizacion.

3.1 Cultivos primarios de células granulares de cerebelo de rata.
REACTIVOS.

= Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG).
= NaCl (PROLABO; 27810-295).

= KCl (PANREAC; Cod. 141494).

=  KH,PO, (PANREAC; Cod. 121509).

= D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341).

= NaHCO; (PROBUS; 2030).

= Rojo fenol (SIGMA; P3532).
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=  MgS0O4*7H,0 (SIGMA; M1880).

= CaCl,*2H,0 (PANREAC; Cod. 141215).

= Medio BME; Basal Medium Eagle sin glutamina (Cat. No. 41010-
026) de GIBCO®.

= FBS; Fetal Bovine Serum Certified (Cat. No. 16000-044) de
GIBCO® (Invitrogen). Inactivado por calor, 30min a 56 °C

= BSA; Albumina de Serum Bovino, indicado para cultivo celular
(SIGMA; A9418).

= Tripsina de pancreas bovino, >7.500 BAEE unidades/mg sdlido
(SIGMA; T9201).

= SBTI; Inhibidor de Tripsina de soja, tipo I-S (SIGMA; T9003).

= DNAsa | de pancreas bovino, tipo IV, liofilizado, >80% de
proteina, 22000 Kunidades/mg proteina (SIGMA; D5025).

= Sal de sulfato de Gentamicina, para cultivo celular (SIGMA;
G1264).

= |-Glutamina, para cultivo celular (SIGMA; G6392).

» Hidrocloruro de citosin-B-D-arabinofuranosido (SIGMA; C6645).

SOLUCIONES.

Poli L lisina 10X (5mg/50ml): dentro del mismo frasco de 5mg de poli-L-
lisina se afladen 50ml de agua Milli-Q estéril. Esta solucién 10X se
almacena en tubos de 15ml a -20°C. A partir de ésta, se prepara
extemporaneamente la cantidad necesaria para cada cultivo.

Krebs buffer 10X: se conserva en tubos de 50ml a 4°C (composicion:
NaCl 3.53g, KClI 180mg, KH,PO,4 83mg, Glucosa 1.285g, NaHCOs 1.07g,
Rojo fenol 5mg y H,O Milli-Q g.s.p. 50ml).

MgSO, stock al 3.82%: 382g de MgSO, en 10ml de agua Milli-Q.
Conservar en tubos de 15ml a 4°C.

CaCl; stock al 0.18%: 18mg de CaCl, en 10ml de agua Milli-Q. Conservar
en tubos de 15ml a 4°C.
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Soluciones gue se preparan justo antes de la realizacién de los cultivos
(para aprox. 10 crias de rata).

Solucion A: 150mg BSA, 5ml Krebs stock 10X, 0.4ml MgSQ, stock.
Anadir H,0 esterilizada hasta 50ml.

Solucion B: 3.12mg Tripsina. Afadir solucién A hasta 12.5ml.

Solucion C: 3.9mg SBTI, 1.2mg DNAsa, 0.075ml MgSO, stock.
Anadir solucién A hasta 7.5ml.

Solucién D: 10.5ml de solucion A mas 2ml de soluciéon C.

Solucién E: 6.25ml de solucién A, 0.05ml MgSO, stock y 0.05ml
CaCl; stock.

Solucion GGK (para 120ml de medio completo): émg de
gentamicina, 34.8mg de glutamina y 198mg de KCl en 5ml de
BME. Se filtra con filtro estéril de 0.22um.

Todas las soluciones se filtran a través de un filtro (0.22 ;z m) y se pasan
a tubos de 15ml.

Se prepara el medio completo que consiste en la solucidon GGK a la que
se aflade un 10% del volumen final de medio completo deseado vy se
ajusta el volumen final con BME.

' @

ANIMALES. Estos cultivos se realizan a partir -
de crias de rata Sprague-Dawley®(Fig. 3.1) de 7

dias de vida. El nimero de animales a sacrificar  Fig. 3.1 Cepa de rata
Sprague-Dawley®,

dependera de la cantidad de placas que se Albina

quieran obtener.

Los animales fueron acomodados en jaulas de Makrolon en el
estabulario de la facultad de Medicina y ciencias de la salud de Reus,
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bajo condiciones estdndar de temperatura (22+2 °C), humedad relativa
(50£10 %) y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas diarias (luz 8:00-
20:00). En todo momento los animales recibieron agua del grifo y
pienso ad libitum (dieta estandar Panlab, A04 para roedores,
Barcelona).

En todo momento se siguieron las normas aprobadas por la Generalitat
de Catalunya para la manipulacion de animales de experimentacion.
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de
animales de experimentacién de la Universitat Rovira i Virgili.

DISECCION. Para realizar la diseccién se prepara el material necesario y
las soluciones estériles. Antes de empezar se limpia la zona de trabajo
dentro de la campana de flujo con etanol al 70% y se cubre con un
papel mojado también con etanol, colocando enzima dos placas de
35mm de diametro con solucién Ay una placa de 100mm.

Se seccionan las cabezas de los animales y con la ayuda de pinzas y
tijeras pequeiias se extraen los cerebelos y se depositan dentro de las
placas de 35mm con solucién A. Seguidamente se quitan las meninges y
una vez limpios se disponen los cerebelos en la placa de 100mm. Se
seccionan en dos direcciones ortogonales con una cuchilla estéril y se
pasan a un tubo de centrifugacidon que contiene el resto de solucion A.
Se centrifugan durante 2min a 1000rpm.

Se decanta el sobrenadante (SN) y se resuspende el pellet con la
solucidn B. La suspension se transfiere a un frasco de 50ml y se incuba
15’ al bafio a 37 °C en agitacidn suave.

Se recogen los fragmentos del frasco del bafio con una pipeta Pasteur
corta (para no disgregar demasiado), y se traspasan al tubo que
contiene la solucién D, para su posterior centrifugacion durante 3’ a
1000rpm.

Tras la misma, se decanta el SN y se resuspende el pellet con 2-3ml de
la solucién C. La disgregacion de las células se produce por pipeteo (25-
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30 veces) con ayuda de una pipeta Pasteur larga. Se afiade el resto de la
solucion C y se pipetea unas 15 veces mas. Se deja sedimentar la
suspension durante 10.

Transcurridos 10’ se recoge el SN y se transfiere al tubo que contiene la
solucidn E. La suspension restante se vuelve a pipetear unas 10 veces
mas y se deja sedimentar 10’.

Posteriormente, se recoge el SN libre de particulas macroscépicas y se
centrifuga durante 7’ a 1000rpm. Seguidamente se descarta el SN y se
resuspende el pellet con 5 o 10ml de medio completo.

Una alicuota de 50ul de la suspensién final se destina al recuento de
células mediante camara de Neubauer.

Segun el rendimiento obtenido se realizaran los calculos necesarios
para emplacar las placas que se deseen a una densidad de 1,2-
106cel/ml.

Los volumenes a emplacar en cada pozo dependen del tipo de placa de
cultivo. Para placas de 96 pozos el volumen ideal es de 200ul y para las
de 24 pozos es de 500ul. Tras el emplacado, las células se mantienen en
el incubador a 37°C.

Entre las 16 y 18 horas posteriores al emplacado se afiade hidrocloruro
de citosin arabindésido (10uM)(Fig. 3.2), conocido
también como Ara-C o citarabina. Este compuesto
es transformado por las células a la forma
trifosfato araCTP, que es un inhibidor de la
polimerasa del DNA celular (Saura, J; 2007). De
esta forma, se inhibe la proliferacién de los

astrocitos presentes en el cultivo (5-7% del total

Fig. 3.2 Estrutura
quimica del citosin
a partir del séptimo dia in vitro (DIV) y son viables  arabinésido o Ara-C.

de células). Las neuronas se consideran maduras

hasta los 12-13 DIV.
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3.2 Cultivos primarios de células hipocampales de embriones de 18
dias (E18) de raton.

REACTIVOS.

= Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG).

= D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341).

= Tampodn fosfato PBS. Para preparar un litro se necesita 8g de
NaCl (PROLABO; Cod. 27810-295), 2g de Na,HPO,; (PANREAC;
Cod 131679), 0.2g de KCI (PANREAC; Cod. 141494), 0.15g de
KH,PO4*3H,0 (PANREAC; Cod. 121509) y H,0 destilada.

= DNAsa | de pancreas bovino, tipo IV, liofilizado, >80% de
proteina, 22000 Kunidades/mg proteina (SIGMA; D5025).

= Tripsina de péancreas bovino, >7.500 BAEE unidades/mg sdlido
(SIGMA; T9201).

= Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-
044) de GIBCO® (Invitrogen).

= Medio DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high
glucose, con 4500mg/L glucosa y bicarbonato sddico, sin L-
glutamina y piruvato sddico, liquido, filtrado y estéril (SIGMA;
D5671).

= Medio Neurobasal™ (1X) liquido (Cat. No. 21103-
049)(Invitrogen).

=  Complemento B27 libre de suero (50X), liquido (Cat. No. 17504-
044)(Invitrogen): es un suplemento para el crecimiento y
viabilidad a largo plazo de neuronas hipocampales. Se usa
combinado con medio basal tipo Neurobasal™ Medium.

= Complemento B27 menos AntiOxidantes (AO) (50X), liquido
(Cat. No. 10889-038)(Invitrogen): es el complemento B27 sin
antioxidantes que podrian interferir en estudios de estrés
oxidativo.

= Penicilina-Estreptomicina, liquida (Cat. No. 15140-
122)(Invitrogen): Contiene 10,000 unidades de penicilina (base)
y 10,000 pg de estreptomicina (base)/ml.

= |-Glutamina, para cultivo celular (SIGMA; G6392).
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SOLUCIONES.

PBS 0,6% GLUCOSA: 1,2g de D-glucosa en 200ml de PBS (preparado
previamente), ajustar el pH a 7,4 y filtrar para esterilizacion.

TRIPSINA 2mg/ml: 14mg de tripsina en 7ml de PBS, se filtra para
esterilizacion.

ANIMALES. Estos cultivos se realizan con fetos
de ratones hembras gestantes de 18 dias, de la
cepa CD1 (Fig. 3.3). El numero de individuos a -
utilizar dependera de la cantidad de placas que <
se quieran obtener. A T -

Los animales se acomodaron bajo las mismas  Fig. 3.3. Cepa CD1
condiciones que el caso anterior y se siguieron  deratén, albina.
las mismas normas para la manipulacién de animales de

experimentacion.

DISECCION. Antes de empezar se limpia la zona de trabajo con etanol al
70%. El material tiene que estar autoclavado previamente vy las
soluciones necesarias y las muestras obtenidas se mantendran siempre
en hielo.

Tras anestesia, se sacrifica el ratédn hembra gestante por dislocacién
cervical. A continuacion se realiza una incisiéon abdominal por donde se
podran extraer los embriones del Utero, que se colocan en una placa de
Petri con PBS al 0.6% de glucosa a 42C. Posteriormente, se extraen los
embriones (12-15) de su bolsa amnidtica y se decapitan. Se sujeta la
cabeza con la ayuda de unas pinzas y se abre incidiendo una tijera por el
agujero medular. Se extrae el cerebro entero que posteriormente se
separa en sus dos hemisferios para facilitar el acceso a la zona limbica
(Fig. 3.4). Es muy importante limpiar bien las meninges para evitar una
elevada presencia de glia en el cultivo. Una vez extraidos, con una lupa
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binocular Cambridge Instruments de 10.5-45 aumentos, se identifica y
se extrae la zona hipocampal. Las muestras extraidas se depositan en
una placa de Petri pequeiia con PBS al 0.6% de glucosa.

Fig. 3.4. Proceso de diseccidon en los cultivos
primarios hipocampales.

Una vez obtenidos todos los hipocampos, se aspira el PBS de la placa
pequefia con una micropipeta y se afaden 2ml de medio de cultivo
completo, que contiene (para 100ml):

Penicilina/Estreptomicina Iml
Complemento B27 2ml

™
|

Medio Neurobasa g.s.p. 100ml

Seguidamente se recoge el contenido de la placa y se transfiere a un
frasco de 50ml estéril que contiene la solucidn de tripsina. Se incuba a
372C en agitacion suave durante unos 15°. Transcurrido este tiempo, se
traspasa el contenido del frasco a un tubo de 15ml y se aflade medio de
cultivo para hacer uno o dos lavados, centrifugando durante 3’ a
1000rpm. Si es necesario, en el ultimo lavado se puede afiadir 1-1.5mg
de DNAsa. A continuacion de los lavados, se afiaden unos 5ml de medio
de cultivo y se disgrega mecanicamente con la ayuda de una pipeta
Pasteur de vidrio estéril. Una vez disgregado completamente el tejido
se realiza el recuento de las células a partir de una dilucién 1:10, en una
camara de Neubauer. Una vez se conoce el rendimiento, se realiza la
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dilucion necesaria para obtener una densidad en placa de
300000cel/ml.

Los volumenes que se usaran son los mismos que los presentados para
el cultivo de células granulares de cerebelo, 0.2ml por pozo de placa de
96 y 0.5ml por pozo de placa de 24. Ya sembradas las células, se
mantienen a 37 °C en un incubador. Cuatro dias después de la siembra
se realizara un cambio de medio de cultivo que se repetira cada cuatro
DIV, aspirando lentamente el medio presente en el pozo con la ayuda
de una bomba de vacio y afiadiendo el mismo volumen de medio de
cultivo nuevo. En este medio de cultivo nuevo se sustituira el
complemento B27 por otra formulacién del complemento B27 sin
antioxidantes (AQ), para no interferir con el curso de los cultivos.

3.3 Cultivos primarios de células corticales de embriones de 18
dias (E18) de rata.

REACTIVOS.

= Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG).

=  Tripsina 0.05%(1X) con 0.53mM EDTA 4Na, liquido (Cat. No.
25300-104) de Invitrogen.

= Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-
044) de GIBCO® (Invitrogen).

= Medio MEM, Minimum Essential Medium Eagle, con sales Earle,
L-glutamina y bicarbonato sddico, liquido, filtrado y estéril
(SIGMA; M4655).

= DNAsa | de pancreas bovino, tipo IV, liofilizado, >80% de
proteina, 22000 unidades/mg proteina (SIGMA; D5025).

= Sal de sulfato de Gentamicina, para cultivo celular (SIGMA;
G1264).

» Hidrocloruro de citosin-B-D-arabinofuranosido (SIGMA; C6645).

= Complemento B27 libre de suero (50X), liquido (Cat. No. 17504-
044) de Invitrogen.

83



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

84 | URV
Materiales y métodos

SOLUCIONES.
Medio MEM/Suero: medio MEM+10%FBS.
Gentamicina 0.1mg/ml en medio MEM.

DNAsa 100U/ml en medio MEM.

ANIMALES. En este tipo de cultivo se han usado embriones de rata de
18 dias. La cepa de rata utilizada es la Sprague-Dawley.

Se han acomodado los animales del mismo modo que para los dos
cultivos presentados anteriormente, bajo las mismas condiciones y
siguiendo las mismas normas para la manipulacién de animales de
experimentacion.

DISECCION. Igual que en los cultivos primarios anteriores, antes de
empezar se limpiara la zona de trabajo con etanol al 70%. También el
material tiene que estar en condiciones de esterilidad y mantener
constantemente las muestras en hielo.

Tras anestesia, se sacrifica a la rata gestante por dislocacién cervical y
se procede a la extraccion de los embriones de sus sacos amnidticos y
se decapitan. Con la ayuda de pinzas vy tijeras se extraen los cerebros
limpiandolos bien para eliminar en la medida de lo posible las
meninges. Una vez limpios se separa el cortex y se disponen en una
placa con medio MEM frio. Cuando se han extraido todos los cértex, se
traspasa el contenido de la placa a un tubo de 15ml para centrifugar
durante 2min a 800rpm. Seguidamente se decanta el SN y se afaden
unos 6ml de tripsina-EDTA para cada 12-15 cértex, se incuba a 37°Cy
en agitacion durante unos 15min. Transcurrido el tiempo, se afiaden
89ul de DNAsa (100U/ml) y 4ml de medio MEM/Suero. Seguidamente
se trituran los cdrtex con la ayuda de una pipeta de plastico de 10mly
una vez disociados se centrifugan durante 5min a 800rpm para eliminar
la tripsina. Después de descartar el SN, se afiaden 2ml de medio MEM
templado+20ul de DNAsa+1ml MEM/suero y se disgrega el pellet con
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una pipeta Pasteur estéril. Una vez disgregado, se afladen 3ml de medio
MEM y 3ml de medio MEM/suero, obteniéndose un volumen final
aproximado de 11ml. En este momento se deja sedimentar unos 5min y
transcurrido el tiempo se traspasa el SN a un nuevo tubo y se afladen 4-
5ml de medio MEM. Si es necesario se vuelve a disgregar y
posteriormente se centrifuga durante 4min a 800rpm. Finalmente se
resuspende el pellet con 10ml de medio MEM/suero y posteriormente
se transfiere a un frasco con 50ml del mismo medio. De esta suspension
final se toman 2 alicuotas para realizar el recuento con cdmara de
Neubauer. La densidad final se ajusta a 700000 cel/ml.

4DIV: Al cuarto dia in Vitro se afaden 6uM de citosin
arabindsido (Ara-C) en el medio de cultivo de los pozos.

7DIV: se retiran 300ul de cada pozo y se aifladen 200ul de medio
MEM/B27 con 3uM de Ara-C. Este medio nuevo se prepara con
un 2% de B27.

Al décimo DIV: se retiran 200ul por pozo y se aifaden otros
200ul por pozo de medio nuevo, exactamente igual que el usado
en el cambio anterior.

3.4 Mantenimiento y subcultivo de la linea celular SH-SY5Y de
neuroblastoma humano.

Como se ha comentado en la Introduccién, la linea celular SH-SY5Y
proviene de neuroblastoma humano, obtenida originalmente a partir
de una biopsia de médula dsea.

REACTIVOS.

* Medio MEM, Minimum Essential Medium Eagle, con sales Earle,
L-glutamina y bicarbonato sddico, liquido, filtrado y estéril
(SIGMA; M4655).
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= Medio F12 Nutrient Mixture (Ham), liquido (Cat. No. 21765-029)
de GIBCO® (Invitrogen).

= Penicilina-Estreptomicina, liquida (Cat. No. 15140-
122)(Invitrogen): Contiene 10,000 unidades de penicilina (base)
y 10,000 pg de estreptomicina (base)/ml.

=  Tripsina 0.05%(1X) con 0.53mM EDTA 4Na, liquido (Cat. No.
25300-104) de Invitrogen.

= Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-
044) de GIBCO® (Invitrogen).

= Aminodcidos no esenciales, MEM non Essential Amino Acids
(100X), liquido (Cat. No. 11140-035) de GIBCO® (Invitrogen).

= NaCl (PROLABO; 27810-295).

» KCl (PANREAC; Cod. 141494).

=  KH,PO4 (PANREAC; Cod. 121509).

= D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341).

= Na,HPO4 (PANREAC; Cod 131679).

= Rojo fenol (SIGMA; P3532).

= Acido Retinoico (FLUKA; 95152).

= Dimetil sulféxido (DMSO), pureza 299.5% (SIGMA; 41644) o 2
99.0% (SIGMA,; 41650).

SOLUCIONES.

Solucion de Hank BSS (Hank’s Balanced Salt Solution): para preparar
200ml se necesitaran 80mg de KCI, 12mg de KH,PO4, 70mg de NaHCOs;,
1600mg de NaCl, 9.6mg de Na,HPO,4, 100mg de D-glucosa y 2mg de rojo
fenol.

El Medio completo (200ml) de crecimiento se compone de medio F12
(88ml), medio MEM (88ml), Penicilina/Estreptomicina (2ml), MEM non
essential amino acids (2ml) y FBS (20ml).
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PUESTA EN MARCHA Y MANTENIMIENTO.

DESCONGELACION. Las células se conservan congeladas en nitrégeno
liquido, en criotubos. Se descongela el contenido de un criotubo y se
traspasa a un tubo de 15ml que contiene 10ml de medio completo. Se
centrifuga durante 5min. a 1000rpm. Se decanta el SN y se resuspende
el pellet en 10ml de medio completo. Se transfiere a un frasco de 50ml
para dejar crecer en el incubador a 37°C.

PASAJE. Cuando las células del frasco se encuentran a un 85-90% de
confluencia se realiza un nuevo pasaje. Para ello se aspira el medio del
frasco y se afladen 9ml de solucién de Hank BSS y 1ml de Tripsina-EDTA.
Se incuba durante 5-10 minutos a 372C para que la tripsina facilite la
separacion de las células de la superficie del frasco. Transcurrido el
tiempo necesario se traspasa el contenido del frasco a un tubo de 15ml
para centrifugarlo durante 3 minutos a 1000rpm. Seguidamente se
decanta el sobrenadante y el pellet se resuspende en un volumen
pequefio conocido de medio completo. La mitad de este volumen se
traspasa a un frasco nuevo con 10ml de medio completo, para
mantener el cultivo. La otra mitad se lleva al volumen necesario para
llenar la placa de 24 pozos preparada con anterioridad.

DIFERENCIACION CELULAR. Llas células se siembran a la densidad
deseada y se afiade, por cada 5ml de medio de cultivo completo, 2.5ul
de acido retinoico 20mM en DMSO, para obtener una concentracién en
pozo de 10uM de 4c. retinoico. Las células se pueden utilizar a partir del
quinto dia de diferenciacion.

CONGELACION. Para conservar las células, una vez tripsinizadas, lavadas
y resuspendidas en medio completo se mezclan con FBS y DMSO
(1400ul de medio completo con células, 400ul de FBS y 200ul de DMSO)
en un criotubo. Se dejan 3h a -20°C, 48h a -80°C y finalmente se
conservan en nitrégeno liquido.
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3.5 Mantenimiento y subcultivo de la linea celular STHdh? (wild-
type) y STHdh®'! (mutada).

La linea celular STHdh de origen tumoral puede contener una mutacion
que afecta a la proteina huntingtina. Como se ha comentado en el
apartado de introduccién se ha trabajado con células que no presentan
esta alteracion o salvajes/nativas (STHdh?Y) y células STHdh®! que
presentan una mutacién que codifica para una proteina huntingtina con
una cola poli-Q de 111 glutaminas. En los dos casos estas células han
sido cedidas amablemente por la Dra. Silvia Ginés del departamento de
biologia celular de la facultad de Medicina de la UB.

REACTIVOS.

= Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG).

= Medio DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high
glucose, con 4500mg/L glucosa y bicarbonato sddico, sin L-
glutamina y piruvato sddico, liquido, filtrado y estéril (SIGMA,;
D5671).

= Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-
044) de GIBCO®(Invitrogen).

= Penicilina-Estreptomicina, liquida (Cat. No. 15140-
122)(Invitrogen): Contiene 10,000 unidades de penicilina (base)
y 10,000 pg de estreptomicina (base)/ml.

= |-Glutamina, para cultivo celular (SIGMA; G6392).

= Piruvato sddico, para cultivos celulares (SIGMA; P5280).

= Geneticina, sal de disulfato de G418, para cultivo celular
(SIGMA; A1720).

=  Tripsina 0.05%(1X) con 0.53mM EDTA 4Na, liquido (Cat. No.
25300-104) de Invitrogen.
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SOLUCIONES.

El medio de crecimiento se compone de medio DMEM, 40% de FBS, 1%
de penicilina/estreptomicina, 2mM de L-Glutamina y 1mM de piruvato
sodico.

El medio para emplacado se compone de medio DMEM, 10% de FBS,
1% de penecilina/estreptomicina, 2mM de L-glutamina, 1mM de
piruvato sédico y 400ug/ml de geneticina.

PUESTA EN MARCHA Y MANTENIMIENTO.

DESCONGELACION. Las células se conservan congeladas en nitrégeno
liquido, en criotubos. Se descongela el contenido de un criotubo y se
traspasa rapidamente a un frasco de 50ml que contiene 20ml de medio
de crecimiento. Como particularidad, se dejan crecer en el incubador a
33°C

PASAJE. Cuando las células del frasco se encuentran a un 85-90% de
confluencia se realiza un nuevo pasaje. Para ello se aspira el medio del
frasco con la ayuda de una pipeta Pasteur corta y una bomba de vacio.
A continuacion se afiaden 8ml de medio DMEM y 2ml de Tripsina-EDTA.
Se deja durante 5-10 minutos a 33°C dentro del incubador para que la
tripsina facilite la separacion de las células de la superficie del frasco.
Transcurrido el tiempo necesario se traspasa el contenido del frasco a
un tubo de 15ml para centrifugarlo durante 5 minutos a 1000rpm.
Seguidamente se decanta el SN y el se resuspende el pellet en 2-3ml de
medio de crecimiento. La mitad de este volumen se traspasa a un frasco
nuevo con 10-15ml de medio de crecimiento, para mantener el cultivo.
La otra mitad se lleva al volumen necesario con medio para emplacado,
para llenar la placa de 24 pozos preparada con anterioridad.

CONGELACION. Para conservar las células, una vez tripsinizadas, lavadas
y resuspendidas, se mezclan con 40% de FBS y 20% de DMSO (1400pl
de medio completo con células, 400ul de FBS y 200ul de DMSO) en un
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criotubo. Se dejan 3h a -20°C, 48h a -80°C y finalmente se conservan en
nitréogeno liquido.

3.6 Determinacién del incremento de [Ca]** intracelular inducido
por glutamato o N-metil-D-aspartato (NMDA).

REACTIVOS.

=  Fura-2 AM; soluciéon stock en DMSO anhidro (F-1221, Molecular
Probes, Invitrogen).

= BSA; Albumina de Serum Bovino, indicado para cultivo celular
(SIGMA; A9418).

= D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341).

= NaHCO;s (PROBUS; 2030).

= NaCl (PROLABO; 27810-295).

=  KCl (PANREAC; Cod. 141494).

= HEPES (del inglés, (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid ) (SIGMA; H3375).

= Glicina (SIGMA; G8898).

= Sal monosddica de glutamato (SIGMA; G1626).

= N-metil-D-aspartato (NMDA) (SIGMA; M3262).

PROTOCOLO.

El método mas usado para medir la [Ca]** intracelular se basa en la
utilizacién de indicadores de fluorescencia de Ca®* y por ello la
introduccion de Fura-2 ha supuesto uno de los mayores avances en el
campo de la investigacion sobre la movilizacién de Ca** (Gulaboski y
cols., 2008).

El Fura-2 (Fig. 3.5) es un indicador de Ca** fluorescente y radiométrico,
gue forma un complejo estable con los iones calcio. Se comercializa en
su forma éster (Fura-2 AM) y como sal potdsica. La forma éster es
permeable a la membrana citoplasmatica y puede ser facilmente
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introducido/cargado dentro de las células. Una vez en el interior celular,
el Fura-2 AM serd desesterificado por esterasas intracelulares de forma
gue se evita su eflujo. De esta forma, el Fura-2 puede formar un
complejo con los iones Ca®* presentes en el citoplasma (Gulaboski y
cols., 2008).
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Fig. 3.5. Estructura de Fura-2 AM (a) y estructura de la sal
de potasio de Fura-2 (b) (Gulaboskiy cols., 2008).

La Fluorescencia es un proceso atdomico en el que la emisién de
radiacién electromagnética resulta de la absorcién de radiacion que
proviene de una fuente extramolecular. El estado de excitacion de la
molécula generalmente tiene una vida media de unos 10°® segundos. La
radiacion fluorescente tiene una longitud de onda mads larga que la
radiacién absorbida. Cada especie molecular fluorescente tiene una o
mas longitudes de onda éptimas para la excitacién que coincide con la
absorcion maxima. En este caso, la intensidad de fluorescencia es
proporcional a la concentracion de calcio libre.
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El Fura-2 es un fluorocromo de doble excitacion (Fig. 3.6), es necesario
alternar la longitud del haz de excitacion y leer un haz de emisidn. Con
estos valores se calcula el cociente de fluorescencias R= Fz40/F330 que es
proporcional a la concentracién intracelular de calcio ([Ca*']). La
incorporaciéon de Fura-2 en los cultivos celulares permite la
monitorizacion de la [Ca2+]i en tiempo real.

Fluorescence excitation

Wavelength {nm)

Fig. 3.6. Espectro de excitacidn del Fura-
2.

A uno de los pozos de una placa de 24 que contiene un portaobjetos de
cristal de 10mm de didmetro previamente polilisinizado para facilitar la
adherencia de las células, se incorporan 0.7ul (concentracidn en el pozo
de 6uM) de Fura-2 AM durante 45-60 minutos dentro del incubador a
37°C.

Transcurrido el tiempo suficiente de incubacién, se monta el
portaobjetos en un soporte especifico (ver figura 3.7) que permite la
lectura de fluorescencia en una cubeta de fluorescencia estandar.

i

Fig. 3.7. Soporte de
plastico para realizar
las  lecturas en
espectrofluorimetro.
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SOLUCIONES.

Tampon de Locke Hepes 10X: para preparar 100ml, se pesan 9g de NaCl,
417.5mg de KCI, 302.5mg de NaHCO3 y 2.385g de HEPES. Disolver en
H,O milli-Q y ajustar el pH = 7,35. Una vez ajustado el pH, filtrar con
filtro Nylon de 0,2um y conservar a 4°C.

Tampdn de Locke Hepes 1X: para preparar 200ml, se pesan 220mg de D-
Glucosa y 200mg de BSA. Se afladen 20ml de Locke Hepes 10X y 20ml
de la solucién de calcio. Disolver primero la BSA y la glucosa en H,0O
milli-Q, afadir la solucidn Locke Hepes 10X y la solucidon de calcio, y
llevar el volumen hasta 190ml. Ajustar el pH = 7,4 y conservar a 4°C.

Solucion de Calcio 13mM en agua Milli-Q.
Solucion de glicina ImM en Locke HEPES 1X.
Solucion de glutamato 10mM en Locke HEPES 1X.
Solucion de NMDA 10mM en Locke HEPES 1X.

De cada compuesto se preparan 5 diluciones de 40mM, 10mM, 1mM,
100uM y 10uM en Locke HEPES 1X, excepto la solucién mas
concentrada que se disuelve en etanol. Se puede observar la estructura
de todos los compuestos en el anexo I.

Las muestras se sumergen en tampon Locke HEPES 1X (1,3ml). Las
lecturas se realizan en un espectrofluorimetro (PerkinElImer LS50B),
como el mostrado en la figura 3.8, que contiene un accesorio “Fast
Filter” que permite la lectura rapida de la fluorescencia a 510nm con
excitacion alternada entre 340nm y 380nm.

Fig.3.8 Espectrofluorimetro Perkin EImer LS50B.
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Una vez estabilizada la sefial, se realizan adiciones sucesivas de glicina y
glutamato a los 60 y 120 segundos de iniciar la lectura,
aproximadamente. A partir de 360-400 segundos se procede con las
adiciones de diluciones de los diferentes compuestos con la finalidad de
realizar una curva concentracién-respuesta acumulativa (desde 10nM
hasta 1000uM). Los valores del cociente Fss0/F3go (R) se determinan
mediante el software FLWinLab 2.0 (PerkinElmer) y se ajustan a un
modelo de regresion no lineal (curva sigmoidea de pendiente variable)
con el programa GraphPad Prism 4.0, Inc., para obtener las IC5q y el
porcentaje maximo de inhibicion de cada compuesto (Fig. 3.9A).

Se realizan triplicados para cada compuesto, a partir de los cuales se
realizan las medias para obtener los valores de ICso y de porcentaje
maximo de inhibicién (Fig. 3.9B).
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Fig.3.9 Graficas obtenidas en los experimentos de inhibicidn del incremento de
la concentracién de calcio intracelular.

3.7 Valoracion de la neuroproteccion de los distintos compuestos
por cuantificacion de viabilidad mediante el ensayo de MTT.

Estos experimentos también se han realizado con células granulares de
cerebelo. En este caso se han sembrado en placas de 96 pozos.
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REACTIVOS.

=  Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-dipreniltetrazolio, MTT
(SIGMA; M2128).

= SDS (SIGMA; L3771).

= Dimetil sulféoxido, DMSO (SIGMA; D4540).

= Acido acético glacial (UN-2789).

= Glicina (SIGMA; G8898).

= Sal monosddica de glutamato (SIGMA; G1626).

= N-metil-D-aspartato (NMDA) (SIGMA; M3262).

= (+)MK-801 (SIGMA; M107).

= Hidrocloruro de 1,3-dimetil-5-amino-adamantano, memantina
(Cas.N. 41100-52-1).

SOLUCIONES.
Solucion de Calcio 13mM en agua Milli-Q.

Solucion Locke Hepes 10X: para preparar 100ml, se pesan 9g de NacCl,
417.5mg de KCI, 302.5mg de NaHCO3 y 2.385g de HEPES. Disolver en
H,O Milli-Q vy ajustar el pH = 7,35. Una vez ajustado el pH, filtrar con
filtro Nylon de 0,2um y conservar a 4°C.

Solucion Locke Hepes 1X sin glucosa ni BSA: Para preparar 200ml se
necesitan 20ml de Locke Hepes 10X, 20ml de Calcio Stock y completar
con agua Milli-Q.

Solucion stock de MTT: 2,5mg de MTT/ml de PBS.

Solucion de Decoloracion: 2,5g SDS/25ml de DMSO. Se afiade a esta
solucién 0,143ml de acido acético glacial.

Solucion GG (glicina+glutamato): se prepara una solucién stock con las
concentraciones necesarias de glicina (200uM) y de glutamato (4mM)
para obtener una concentracién final en pozo de 10uM de glicina y
200uM de glutamato.
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Solucion MK-801: Se prepara esta solucién a una concentracidon de
200uM Locke HEPES 1X sin glucosa. La concentracidon deseada en pozo
es de 10uM.

Solucion stock de memantina: se prepara una solucidn concentrada de
200uM en Locke HEPES 1X sin glucosa.

Solucion de glicina ImM en Locke HEPES 1X sin glucosa.
Solucion de glutamato 10mM en Locke HEPES 1X sin glucosa.
Solucion de NMDA 10mM en Locke HEPES 1X sin glucosa.

Para los distintos compuestos a valorar se prepararan dos soluciones a
1mM y 200uM en Locke HEPES 1X sin glucosa, de las que también se
realizaran diluciones 1:20 para obtener las concentraciones en pozo de
10uM y 50uM.

PROTOCOLO.
Induccion de la excitotoxicidad y neuroproteccion.

Se retira el medio de cultivo de los pozos y se conserva en una placa de
100mm en el incubador. A medida que se retira el medio se anade el
tampon Locke HEPES 1X sin glucosa para evitar el secado de las células.
A continuacidn se incorporan los neuroprotectores que actuaran como
controles positivos y los compuestos a valorar. Finalmente, se afade la
solucidon GG que contiene el agonista y el co-agonista necesarios para la
apertura masiva de los canales y la consecuente neurotoxicidad.

Se incuba durante una hora en el incubador y transcurrido este periodo
se aspira el tampdén y se vuelve a afadir el medio de cultivo original.
Tras 24 horas en el incubador, se realiza la evaluacién de la capacidad
neuroprotectora de los compuestos en base a la determinacién de la
viabilidad.
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Determinacion de la viabilidad.

A las 24 horas de la exposicidén a los farmacos, se realiza el ensayo de
determinacién de viabilidad con el método de MTT. El MTT es un
colorante que se incorpora a las células y es reducido a formazan en la
mitocondria. Este proceso solo tiene lugar en células viables. El
formazan forma unos cristales de color azul oscuro que se podran
cuantificar por absorbancia.

Se afiaden 4ul de la solucidon concentrada de MTT y se dejar reposar
una hora en el incubador. Posteriormente, se aspira el medio y se
afaden 200ul de la solucién decoloradora por pozo, se mezcla bien con
ayuda de la pipeta para que se disuelvan los cristales de formazan y tras
10-15’ se lee la absorbancia en el espectrofotémetro (Bioteck) a 595nm.
Posteriormente estos valores se transforman en porcentajes de
viabilidad. Para el tratamiento estadistico de los valores obtenidos se ha
utilizado el programa GraphPad Prism 4.0. y SPSS 15.0 para Windows.
Para comparar los valores vs. el control (Glutamato solo) se ha aplicado
una prueba T para muestras apareadas en caso de muestras
paramétricas o un test de Wilcoxon para muestras no paramétricas.

3.8 Determinacion de la capacidad inhibidora de la MAO de
compuestos de nueva sintesis.

REACTIVOS

= K,HPO, (PANREAC; S0021).

= Sacarosa (MERCK; S0027).

= BSA (SIGMA; A9418).

= Reactivo Bradford (SIGMA; B6916).

* MAO-Glo™ Assay (Cat. N. V1401; PROMEGA).

= Hidrocloruro de deprenyl (Selegilina) (SIGMA; M003).
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3.8.1 Preparacion cruda mitocondrial de cerebro de ratén.
SOLUCIONES.

Solucién de K,HPO, 1M : se pesan 8.7g (PM=174.18 g/mol) y se
ajusta el volumen final de 50ml.

Solucién de Sacarosa 250mM para preparar unos 100ml, se

pesan 8.56g; y ajustar pH a 7.4 con la solucion de K;HPO4 1M.
OBTENCION DE LA MUESTRA.

Para obtener la muestra se decapita un ratén adulto (3-4 meses), se
extrae el cerebro y posteriormente se disecciona el cortex sobre
superficie fria. A continuacién se homogeniza el cértex con 10 partes
(p/v) de la solucién de sacarosa 250mM preparada anteriormente. Una
vez obtenido el homogenado, se centrifuga a 1500g durante 20’ a 4°C.
Se descarta el pellet, se recoge el SN y se vuelve a centrifugar a 18000g
durante 20’. Después de esta centrifugacion se descarta el SN y se
resuspende el pellet en la mitad de volumen inicial. Se repite la
centrifugacién con las mismas condiciones anteriores (18000g, 20’). En
este caso, se elimina el SN y se resuspende el pellet en 5ml de la
solucién de sacarosa 250mM.

3.8.2 Determinacidn de la proteina presente en la muestra.

Para la valoraciéon de la concentracién proteica se ha utilizado el
método de Bradford segln protocolo para microplacas del fabricante
(SIGMA) Las lecturas se han realizado en un espectrofotdmetro de placa
BioTek a 595nm.
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3.8.3 Determinacion de la actividad inhibidora sobre la MAO.

Se han seleccionado algunos compuestos con un grupo propargilamino
en su estructura por similitud con las estructuras de selegilina y
rasagilina, dos conocidos inhibidores de la MAO. Ademds, un
compuesto posee un grupo aminoacetamido en su estructura, lo que
guarda similitud con indantadol, que también es i-MAO. En concreto se
trata de los compuestos LD 126, LD 127, LD 128, LD 131y LD 132.

Para realizar los distintos experimentos se ha utilizado el kit MAO-Glo™
Assay de Promega. Este kit ofrece un método luminiscente para
determinar la actividad monoamino oxidasa de muestras nativas o
recombinantes y medir el efecto de los compuestos a valorar sobre la
actividad MAO.

Se incuba el extracto crudo mitocondrial con un sustrato de la MAO
luminogénico (un derivado de luciferina). La enzima MAO presente en
la preparacion bioldgica convierte este derivado de luciferina en
metilesterluciferina. Después de la reaccién de la MAO (1h), se ainade
simultaneamente a todas las muestras el reactivo de deteccion de
luciferina reconstituido para parar la reaccion de la MAO, convirtiendo
el derivado metilester a luciferina y produciendo fotones. La cantidad
de radiacién luminiscente producida es directamente proporcional a la
actividad MAO. La sefal luminiscente tiene una vida media superior a 5

Actividad MAO

40-
[ Basal

1 + Selegilina 5 uM
30+

20-
10- H
0-

10 5

20

Luminiscencia
(unidades arbitrarias)

proteina (ug)

Fig 3.10. Determinacion del efecto de la cantidad de proteina sobre la
sefial luminiscente
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horas. La presencia de compuestos con actividad inhibidora sobre la
MAO debera producir una disminucién en la radiacion luminiscente.

Para determinar tanto la cantidad de proteina minima necesaria para
realizar el experimento, como la cantidad idénea de inhibidor de la
MADO, selegilina que se utilizd como control positivo, se llevaron a cabo
pruebas preliminares a los experimento de evaluacién de la actividad i-
MAO de los compuestos en estudio. Inicialmente se realizé un estudio
concentracion-respuesta de la actividad MAO con distintas
concentraciones de proteina, lo que permitié determinar la cantidad de
proteina necesaria para los futuros ensayos (Fig. 3.10).

Se escogidé la concentracién maxima probada para tener una buena
respuesta contando con la posible inhibicion de los compuestos. El
siguiente experimento se realizd con la concentracién de proteina ya
conocida y con diferentes concentraciones de selegilina (control
positivo del experimento), con el fin de validar el método.

1004 "

% inhibicion

-8 -7 -6 -5
log [selegilina] (M)

Fig. 3.11 Determinacién de la selectividad de la
selegilina.

Se pudo observar que la inhibiciéon de la actividad MAO seguia una
doble sigmoidea (Fig. 3.11), la primera parte correspondiente a la
inhibicion de MAO-B, a bajas concentraciones de selegilina y la parte
final correspondiente a la inhibicién completa de la MAO (tanto MAO-B
como MAO-A), a concentraciones mayores, en las que la selegilina
pierde su selectividad. En la evaluacion de los compuestos era de
interés la inhibicidn de la actividad MAO en general, por este motivo se
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escogi6 una concentracion de selegilina que asegurara nuestro objetivo,
es decir, determinacién tanto de actividad sobre MAO-B como sobre
MAO-A.

Finalmente, se llevd a cabo la valoracion de la capacidad inhibidora de
la MAO de los compuestos escogidos. Se utilizé las concentraciones de
10uM y 50uM para cada compuesto a evaluar, y dos concentraciones
para el control positivo, 1uM y 10uM.

La determinacién de la actividad inhibidora sobre la MAO para cada
compuesto se ha realizado con 25ul de crudo mitocondrial a los que se
afaden 12.5ul de sustrato de la MAO luminogénico y 12.5ul del
compuesto. Todos los puntos se realizan por duplicado y se deja
incubar a temperatura ambiente.

Después de 1h se afladen 50ul de reactivo de deteccion de luciferina y
se deja 20’ a temperatura ambiente para generar y estabilizar la sedal
luminiscente. A continuacidn se procede a la lectura de los RLU con un
lumindmetro.

3.9 Valoracion in Vivo de la toxicidad de una seleccion de
compuestos con actividad antivirica.

Se ha evaluado una pequeiia seleccidon de los compuestos cedidos por
el Dr. Antonios Kolocouris. De todos los cedidos inicialmente, se
escogieron tres para realizar su valoracidén toxicolégica in vivo. Estos
compuestos fueron AK2, AK3 y AK10, que se valoraron juntamente con
amantadina como compuesto de referencia.

En esta parte de la experimentacidn se ha realizado una administracién
Unica intraperitonealmente del compuesto a evaluar y posteriormente
cuando ha sido posible, se ha realizado una valoracién funcional a
través de una Bateria de Observacion Funcional (FOB).
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REACTIVOS.

= Hidrocloruro de amantadina (SIGMA; A1260).
=  Compuestos AK2, AK3 y AK10.

La farmacocinética de estos compuestos es desconocida, pero se
conoce que memantina y amantadina penetran facilmente al SNC, por
ello, era de esperar que estos compuestos, que derivan
estructuralmente de amantadina, serian también capaces de atravesar
la barrera hemato-encefilica.

Las dosis evaluadas han sido de 30, 100 y 300 mg/kg por via i.p. Cada
dosis se ha evaluado con un minimo de tres animales (Tabla 3.1). Los
supervivientes se han valorado a tres tiempos distintos (a los 30
minutos de la administracién, a la hora y a las 2h).

DOSIS (mg/kg) Amantadina  AK-2 AK-3 AK-10

macho macho hembra macho
30 hembra hembra macho hembra
macho hembra macho macho
macho macho macho macho
100 macho hembra hembra hembra
hembra macho macho macho
macho macho macho hembra
300 macho macho macho macho
hembra hembra hembra macho

Tabla 3.1. Diseio experimental in vivo.

Para llevar a cabo las valoraciones se escogieron animales ratén de la
cepa CD1, tanto hembras como machos, todos adultos jévenes, de unos
2 meses de edad. Los experimentos se realizaron con los animales en
ayunasy por la mafiana.

Con ellos se realizé una Bateria de Observacion Funcional (FOB, del
inglés, Functional Observatory Battery) que consta de 4 partes distintas;
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Jaula (1 minuto de observacidon en la jaula donde estd estabulado el
animal), En Mano (30 segundos en la mano del observador), Campo
Abierto (10 minutos de observacién en un campo abierto) y Respuesta a
las manipulaciones.

El protocolo de la FOB aplicado es una adaptacion del disefiado
originalmente por Moser (2000) con el fin de detectar efectos
neurotoxicos o comportamentales debidos a la exposicidon quimica
aguda en ratas jovenes (Moser, 2000). Esta evaluacién permite obtener
un indice del estado general, muy util para evaluar si los animales
presentan signos de toxicidad debidos a un tratamiento o exposicion a
algin compuesto. Consiste en 31 puntos para evaluar la actividad y
excitabilidad del sistema nervioso central, efectos neuromusculares y
auténomos, asi como la reactividad sensorial y motora (Sills y cols.,
2000; Fuentes y cols., 2007). Las variables que forman parte de la FOB y
el modelo para la toma de datos se describen en los anexos Il y IlI.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

En la realizacién de este trabajo se han utilizado distintos sustratos
bioldgicos con el objetivo de valorarlos como posibles modelos para la
evaluacion de farmacos neuroprotectores.

La mayoria de los experimentos se han llevado a cabo en cultivos de
células granulares de cerebelo de rata puesto que es un modelo
ampliamente usado para el estudio de la neurodegeneraciéon, como ya
se ha comentado en la introduccién de esta tesis.

El receptor NMDA contiene gran numero de lugares de unién para
distintas moléculas. Por lo que se refiere a los antagonistas de estos
receptores podemos diferenciar entre los antagonistas no competitivos
(fenciclidina, ketamina, MK-801, memantina, dextrometrofano o
amantadina, entre otros) (Fig. 4.1) que se unen proximos al lugar de
unién del Mg?, situado en el interior del canal; y los antagonistas
competitivos (selfotel y midafotel, entre otros) (Fig. 4.2) que se unen
reversiblemente en el lugar de uniéon del NMDA y compiten con el
glutamato para unirse a ese lugar (Lyden y Gunnar-Wahlgren, 2000).

O
~ NHCH;
@
o
Dizocilpina [(+)-MK 801] Fenciclidina (PCP) Ketamina
Hm, Hw
Amantadina Dextrometorfano Memantina

Fig. 4.1 Antagonistas no competitivos del receptor glutamatérgico
NMDA. Dizocilpina, fenciclidina, ketamina, amantadina,
dextrometrofano, memantina.
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CO5H CO.H
NH (\ NH
H205P Ha05P N
Selfotel Midafotel

Fig. 4.2 Antagonistas competitivos del receptor
glutamatérgico NMDA. Selfotel, midafotel.

Gran parte de la investigacion sobre este receptor se ha centrado en los
ultimos afios en bloquear la excitotoxicidad o controlar la excesiva
actividad de estos receptores (Gilling y cols., 2009; Klimaviciusa y cols.,
2008; Hao y cols., 2008), que se han implicado en enfermedades
neurodegenerativas (Greenamyre, 1986; Henneberry y cols., 1989;
Cotman y Monaghan, 1989) algunas de ellas con una prevalencia
creciente en los ultimos afios (Perkins y cols., 1997; Coduras y cols.,
2009; de Pedro-Cuesta y cols., 2009). Pero los farmacos con mayor
potencia para inhibir el proceso excitotéxico también han presentado
efectos adversos inaceptables en fases mas avanzadas de su desarrollo,
fundamentalmente debido a la inhibicion de la actividad glutamatérgica
fisioldgica (Manahan-Vaughany cols., 2008).

Los bloqueantes que actuan en el lugar de unién del Mg** en el interior
del canal actuan regulando el flujo o la entrada de iones calcio. Cuando
el antagonista se une con demasiada afinidad al receptor durante
periodos de baja activaciéon del mismo aparecen efectos clinicamente
inaceptables. Una de las principales razones de este problema puede
ser el excesivo tiempo de demora para abandonar el interior del canal
(su lenta “salida”) debido a su elevada afinidad por el lugar de unién. De
este modo, farmacos como MK-801 se fijan en el canal bloqueando en
exceso la neurotransmision glutamatérgica (Lipton, 2004).

Por otro lado, antagonistas no competitivos pero con un tiempo de
demora en el interior del canal menor (con una “salida” mas rapida)
presentan mejor tolerancia clinica. Este es el caso de la memantina, con
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una afinidad baja-moderada. Estos compuestos son relativamente
inefectivos en el bloqueo con unos niveles bajos de actividad de
receptores, asociada a una funcidon neurofisioldgica normal. Pero son
excepcionalmente efectivos a concentraciones elevadas. Memantina es
capaz de bloquear la muerte celular por excitotoxicidad pero lo mas
importante es que ejerce este efecto con una buena tolerabilidad
clinica (Lipton, 2004).

Asi, ¢qué es lo que hace diferentes dos antagonistas que actuan sobre
el mismo lugar de uniéon? Como se ha comentado en el apartado de
introduccion, la afinidad, la cinética de bloqueo/desbloqueo y la
dependencia de voltaje son factores cruciales para determinar la
tolerabilidad del farmaco. El magnesio, bloqueante enddgeno, presenta
una fuerte dependencia de voltaje y una afinidad muy baja, asociada
con una rapida cinética de bloqueo. Contrariamente, el MK-801
muestra una elevada afinidad asociada a una cinética de bloqueo muy
lenta y una dependencia de voltaje débil. La memantina tiene una
potencia moderada asociada a una dependencia de voltaje y una
cinética de bloqueo entre el magnesio y el MK-801. (Danysz y Parsons,
2003).

En funcién de estas caracteristicas, los antagonistas no competitivos de
los receptores NMDA se dividen en dos grupos, los que presentan
elevada afinidad como MK-801, fenciclidina o ketamina y los de baja-
moderada afinidad, como memantina.

Segun los modelos actuales de estructura del receptor NMDA, el lugar
de interaccién de los derivados de memantina evaluados en este
trabajo deberia ser en el poro del canal, el mismo lugar de unién del
Mg®* vy memantina (Fig. 4.3) (Parsons y cols., 2007; Chen vy Lipton,
2005).
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MR NARZB

Fig. 4.3 Representacién de la situacién de distintos residuos que afectan al
bloqueo del receptor NMDA, en la regién vestibular y del poro. @ indica los
residuos que interaccionan con MK-801 y memantina, ® indica residuos que

pueden interactuar con MK-801, ) indica residuo accesible e * indica residuo
con la accesibilidad no determinada (Kashiwagi y cols., 2001).

En este lugar de unién del centro del canal, toman partido el segmento
M2 y la parte de M3 que da al canal, encargados también del filtro del
canal. El segmento M2 empieza con una a-hélice en su parte C-terminal
y forma un bucle que se interna en la cavidad del canal. La estrechez en
esta construccion forma parte del filtro selectivo posicionado cerca de
la punta del giro. El segmento transmembrana M3 también forma parte
del filtro, delimitando la estrechez del poro (Kashiwagi y cols., 2001;
Yuan y cols., 2005; Sobolevsky y cols., 2007; Jones y cols., 2002). En la
figura 4.3 se presenta la cavidad del canal con MK-801 en su interior y
resaltados en distintos colores se muestran diferentes aminodcidos con
una funcion critica en estas interacciones.

El motivo DRPEER en el M3 de NR1 es el encargado de la permeabilidad
del i6n calcio. El motivo SYTANLAAF, también en M3, se encuentra
conservado en gran parte de los receptores glutamatérgicos y estudios
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de sustitucidon de cisteinas en esta region muestran una accesibilidad
que depende del estado de activacion del receptor. La alteracién de la
accesibilidad a residuos, a menudo indica un cambio conformacional.
Esto sugiere que este motivo se mueve en respuesta a la activacion del
receptor. Por eso se ha propuesto que M3 puede funcionar como
elemento transductor, acoplando la unién del ligando con la apertura
del canal y posibilitando este proceso de apertura. (Ferrer-Montiel y
cols., 1998; Karlin y Akabas, 1998; Wollmuth y Sobolevsky, 2004;
Magazanik y cols., 2003; Morris y cols., 2005).

Los tres aminodcidos criticos de esta regidon estdn situados en los
lugares N616 de la subunidad NR1 y los N616 y N615 de la subunidad
NR2B. Son tres asparraginas (Fig. 4.4), aminodcido neutro y polar que
tiene como grupo reactivo un grupo amida (R1CONR2R3) (Chen y
Lipton, 2005; Sakurada y cols., 1992; Kashiwagi y cols., 2001).

? Q
\k' +H3N—CH—L|—OH
. CH,
!l
.&; c=—o0
NH,

Fig. 4.4 Representacion de la molécula de
asparagina. En azul, el 4tomo de nitrégeno y
en rojo, los atomos de oxigeno.

Los atomos de oxigeno de las asparraginas del filtro quedan en el lado
interior del canal, favoreciendo asi la unidon de su oxigeno con el
hidrogeno del grupo amino de los farmacos bloqueantes (Ferrer-
Montiel y cols., 1998; Wollmuth y Sobolevsky, 2004; Magazanik y cols.,
2003; Morris y cols., 2005; Zhengy cols., 1999).
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Los compuestos de referencia usados en este trabajo son memantina y
amantadina. Estos compuestos derivan del hidrocarburo policiclico
adamantano (Fig. 4.5) cuya sintesis fue descrita por Von Schleyer en
1957 (Schleyer, 1957).

Adamantano

NH» NH,

Memantina Amantadina

Fig. 4.5 Estructura del hidrocarburo policiclico
adamantano y sus dos aminas derivadas amantadina
y memantina.

Como ya se ha expuesto en la introduccion de esta Tesis, el 1-
aminoadamantano o amantadina es un antivirico aprobado por la FDA
desde 1976 para el tratamiento de la gripe causada por el virus
influenza-A y posteriormente se le conocieron propiedades anti
parkinsonianas. Memantina es un dimetil derivado de amantadina sin
actividad antivirica que presenta actividad como antagonista no
competitivo del receptor NMDA. (Davies y cols., 1964; Tilley y Kramer,
1981; Danysz y cols., 1997; Witt y cols., 2004; Rammes y cols., 2008).

Segun nuestros resultados, amantadina presenta también actividad
antagonista sobre receptores NMDA destacable, aunque con una
potencia 46 veces menor que memantina con NMDA como agonista y
unas 6 veces menor con glutamato como agonista. En la representacion
de su estructura tridimensional (Fig. 4.6) se muestra los nucleos con el
atomo de nitrégeno en la misma posicion.
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Fig. 4.6 Representacion de la molécula de amantadina (izq.) y de
memantina (dcha.) en 3D. Se representa en azul el atomo de
nitrégeno y en verde los &tomos de carbono de los radicales metilo
de memantina.

A la vista de estos datos, pareci6 razonable que aminas
bisnoradamantanicas, noradamantanicas, oxadamantanicas
benzohomonoradamantanicas y estructuras relacionadas vy derivadas
de memantina y amantadina pudieran actuar como analogos de estos
dos compuestos de referencia presentando actividad antagonista sobre
los rNMDA.

Segun lo expuesto en la introduccidon la modulacién de la actividad de
estos receptores pueda ser determinante en el avance del tratamiento
de cualquier trastorno del SNC en el que se haya implicado la
excitotoxicidad.

Aun asi, la memantina no es capaz de revertir el proceso
neurodegenerativo si bien proporciona una mejora cognitiva en los
pacientes y ralentiza la evolucion de la enfermedad neurodegenerativa,
dos factores importantes en este tipo de trastornos. No obstante, su
eficacia clinica es limitada, por lo que urge hallar nuevas moléculas que
amplien su margen de utilizacidon en todas las fases de evolucién de las
enfermedades neurodegenerativas, pero con unas caracteristicas
farmacocinéticas y de tolerabilidad que aseguren un desarrollo clinico
ventajoso. En este sentido, en los Uultimos afios se han descrito
numerosas estructuras policiclicas con actividad como antagonistas
sobre los INMDA como neramexano, NGP-1, CR3394 o nitromemantina
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(Lois y cols., 2006; Gilling y cols., 2007; Nakamura y Lipton, 2009; Hao y
cols., 2008).

4.1 Experimentos realizados en cultivos de células granulares de
cerebelo de rata.

Fig. 4.7 Imégenes de células granulares de cerebelo de
rata en placa de 24 pozos.

Como se ha comentado en el apartado de materiales y métodos, los
cultivos de células granulares de cerebelo (Fig. 4.1), se han realizado a
partir de crias de rata de siete dias de edad, y sembradas sobre
portaobjetos circulares en placas de 24 pozos para los estudios de
monitorizacidon de calcio y en placas de 96 pozos para los estudios de
neuroproteccion.
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4.1.1 Caracterizacion farmacoloégica.

Antes de realizar la valoracion de los compuestos de nueva sintesis, se
ha establecido la validez de los cultivos de células granulares usados en
los experimentos posteriores. Para identificar las concentraciones de
agonistas necesarias para producir el incremento de calcio intracelular
deseado, se realizaron curvas concentracidn-respuesta (CCR)
acumulativas de glutamato y de NMDA (Figuras 4.8 y 4.9). A partir de
estos estudios se obtuvieron las concentraciones eficaces 50 (ECsp) para
los dos agonistas de los receptores NMDA (Tabla 4.1). La ECso
corresponde a la concentracidon necesaria para que dicho compuesto
efectue el 50% de su efecto maximo. Este valor se obtiene a partir de la
regresion no lineal de los datos experimentales, tal y como se especifica
en el apartado 3.3 de la seccién de material y métodos.

100+
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Fig. 4.8 Representacion grafica de la curva concentracion-
respuesta de glutamato (n=4).

Asi, cuanto menor sea la ECsg mas potente serd el compuesto. Esto
también se traduce en la representacidn, cuanto mas a la izquierda se
sitUa la curva sigmoidea, mas potente es el compuesto.
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Fig. 4.9 Representacion grafica de la curva concentracion-
respuesta de NMDA (n=3).

Media
AGONISTA SD n
ECso (M)
GLUTAMATO 3,73 1,75 4
NMDA 23,84 4,07 3
Tabla 4.1 Valores de las ECs

de los agonistas utilizados.

Se ha determinado la capacidad de los compuestos de referencia,
memantina y amantadina, para actuar como antagonistas sobre los
receptores NMDA, a través de la inhibicién de la [Ca*]; inducida por
glutamato y NMDA. En este caso se han obtenido sus valores de
concentracién inhibitoria 50 (ICso). La 1Cso es la concentracién de
antagonista necesaria para inhibir la respuesta del agonista en un 50%.

La memantina tiene una ICsg menor (Tabla 4.2), lo que nos indica que es
mas potente como antagonista frente a glutamato que la amantadina.
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Media
COMPUESTO SD n
ICso (LM)
Memantina 55,37 12,11 3
Amantadina 337,13 98,74 3
Tabla 4.2 Valores de las ICsg de los

antagonistas de referencia usando glutamato
como agonista (100uM) en presencia de glicina
(10uMm).

En la figura 4.10 se puede observar que los antagonistas evaluados no
consiguen un 100% de inhibicion. En este caso el agonista usado es el
glutamato, responsable de la movilizacion de calcio a través también de
otros receptores glutamatérgicos (como los receptores kainato y
metabotrdpicos tipo I).

= Memantina

x 100 A Amantadina
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Fig. 4.10 Representacién grafica del efecto de memantina
y amantadina sobre el incremento de la [Ca2+] intracelular,
inducido por 100uM de glutamato en presencia de glicina
(10puM). Memantina (n=3), Amantadina (n=3).

En el caso de la figura 4.11, dénde se ha usado NMDA como agonista,
como es de esperar se obtiene un 100% de inhibicion del incremento de
la concentracion de calcio intracelular.
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Se observa en la figura 4.11 que frente a NMDA, los dos antagonistas
han presentado una menor ICsy que respecto a glutamato. Ello puede
explicarse por la menor potencia que posee NMDA respecto a
glutamato en nuestro modelo experimental.

1004 ®  Memantina
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Fig. 4.11 Representacion grafica del efecto de memantina
y amantadina sobre el incremento de la [Caz+] intracelular,
inducido por 100pM de NMDA en presencia de glicina
(10uM). Memantina (n=3), Amantadina (n=3).

En la tabla 4.3 se presentan los valores de ICsg de los dos antagonistas,
frente a NMDA (100uM) en presencia de glicina (10uM).

Media
COMPUESTO SD n
ICs0 (LM)
Memantina 1,57 0,16 3
Amantadina 74,64 40,86 3
Tabla 4.3 Valores de las ICy, de los
antagonistas de referencia, con NMDA como

agonista.

A continuacidon se presentan los resultados que se han obtenido con
todos los compuestos evaluados en esta memoria. lgual que en la
introduccién, se presentan agrupados en funcién del grupo de
investigacion que los ha proporcionado. En concreto, estos son los
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compuestos cedidos por el grupo del Dr. Santiago Vazquez
(bisnoradamantanos, noradamantanos, oxadamantanos,
benzohomooxadamantanos, pentaciclos, Benzohomonoradamantanos
ETC y adamantanos RFP), los compuestos cedidos por el Dr. Kolocouris
(AK) y por la Dra. Escolano (PF).

4.1.2 Valoracion de compuestos derivados de memantina y
amantadina como inhibidores del incremento de la concentracion de
2+]

calcio intracelular ([Ca“"] ;) (inducido por glutamato y NMDA), y como

neuroprotectores.

Para valorar los distintos grupos de compuestos derivados de
memantina y amantadina, y otros, se han realizado curvas de inhibicion
para cada uno de ellos (por triplicado y en distintos cultivos), y se han
obtenido las ICsg, mostradas en las tablas correspondientes. Los ajustes
no lineales de los valores de inhibicidn se representan agrupados en
cada uno de los distintos grupos estructurales, y graficamente sélo para
los compuestos mas destacables.

Ademads, se presentan en cada grafica los ajustes correspondientes a los
dos compuestos de referencia, memantina y amantadina, siempre
representados en negroy rojo, respectivamente.

4.1.2.1 Bisnoradamantanos.

4.1.2.1.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.

Se puede observar en las graficas (Fig. 4.12 y 4.13) y en la tabla
siguientes, que hay ciertos compuestos bisnoradamantanos con valores
ICso entre los valores de memantina y amantadina.
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Fig. 4.12 Representacién del porcentaje de inhibicidn de la [Ca™,

inducida por glutamato de los compuestos del grupo
Bisnoradamantanos (Parte 1).
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Fig. 4.13 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por glutamato de los compuestos del grupo
Bisnoradamantanos (Parte 2).

En la primera grafica (Fig. 4.12) se pueden observar los resultados
obtenidos con los compuestos LD1, LD9, LD10 y LD11, siendo LD1 el
mas cercano a memantina, es decir, el compuesto de mayor potencia.

Y en la segunda grafica (Fig. 4.13), se muestran los resultados de los
compuestos LD33, LD34, LD83 y LD84, mostrandose LD34 como el
compuesto mas potente. De todo el grupo de bisnoradamantanos
(Tabla 4.4), los compuestos mas potentes han sido LD1y LD34.
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Media ICs,
BISNORADAMANTANOS SD N
(rM)

LD 1 94,45 50,79 3

LD 9 220,4 201,5 3

LD 10 142,98 106,66 3

LD 11 346,56 281,20 4

LD 12 <500 - 3

LD 13 <500 - 3

LD 14 <500 - 3

LD 15 <500 - 3

LD 27 <500 - 3

LD 30 <500 - 3

LD 31 <500 - 3

LD 32 <500 - 3

LD 33 <500 - 3

LD 34 104,09 53,15 3

LD 83 239,40 82,61 3

LD 84 200,53 26,07 3

Tabla 4.4 Valores de las ICsy de los compuestos del

grupo bisnoradamantanos, con glutamato como agonista.

Utilizando NMDA como agonista y tal y como sucede en general con
otros compuestos, los compuestos del grupo de Bisnoradamantanos
han mejorado su actividad antagonista. No obstante, cabe destacar el
importante incremento de potencia de memantina en comparaciéon con
el resto de compuestos.

En la primera gréfica de este grupo (Fig. 4.14), se presentan los efectos
de inhibicién de la [Ca®"]; inducida por NMDA de los compuestos LD1,
LD9, LD10 y LD15, que han presentado todos ellos valores similares a
los de amantadina.
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Fig. 4.14 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™,
inducida por NMDA de los compuestos del grupo
Bisnoradamantanos (Parte 1).

Los compuestos LD30, LD34 y LD84 (Fig. 4.15), muestran valores de
inhibicion entre amantadina y memantina. LD34 es el compuesto que
ha presentado mejores resultados.
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Fig. 4.15 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™;
inducida por NMDA de los compuestos del grupo
Bisnoradamantanos (Parte 2).

En la tabla 4.5, se presentan los valores de ICso de los distintos
compuestos, que en general mejoran sus valores comparandolos con
los obtenidos con glutamato como agonista. A diferencia de los
resultados obtenidos con glutamato, en este caso el compuesto LD34 es
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el que se ha mostrado mas potente, con un valor de ICsp que se
aproxima al de memantina.

Media ICs
BISNORADAMANTANOS SD N
(kM)
LD 1 37,0 16,7 3
LD 9 23,0 3,9 3
LD 10 70,1 16,1 3
LD 11 153,1 36,5 4
LD 12 367,9 81,2 3
LD 13 >500 - 3
LD 14 127,9 77,2 4
LD 15 34,7 4,4 3
LD 27 320,9 163,2 3
LD 30 47,1 29,5 4
LD 31 159,8 41,6 3
LD 32 272,0 160,0 3
LD 33 256,1 206,6 3
LD 34 7,1 0,6 3
LD 83 288,2 232,2 4
LD 84 79,6 26,3 3

Tabla 4.5 Valores de las IC5y de los compuestos del grupo
bisnoradamantanos, con NMDA como agonista.

4.1.2.1.2 Neuroproteccion frente a la excitotoxicidad.

Los experimentos se han llevado a cabo con cultivos primarios de
células granulares de cerebelo de rata de 7-8 dias de edad.

Las condiciones de excitotoxicidad a las que han sido expuestas las
células corresponden a la exposicidon a una concentracion de 10uM de
glicina y de 200uM de glutamato. En todas las placas se ha evaluado la
capacidad neuroprotectora de dos concentraciones diferentes (10uM vy
50uM) de los compuestos valorados y se ha comparado frente al efecto
neuroprotector de MK-801 y memantina (10uM).
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Las determinaciones de viabilidad, como se ha comentado en el
apartado de materiales y métodos, se han llevado a cabo utilizando el
método de MTT.

Los resultados se muestran en porcentajes de viabilidad, teniendo
como valor de referencia (100%) el valor obtenido en los pozos en
ausencia de farmacos. En todas las graficas se muestran las medias de
los valores obtenidos (n=3, *SEM) con la exposicién a glicina vy
glutamato, y los valores en presencia de MK-801 y memantina, como
controles positivos y los resultados obtenidos con los compuestos
evaluados de cada grupo a las dos concentraciones probadas.

Las diferencias estadisticamente significativas se expresan en relacién a
los resultados presentados por las condiciones de excitotoxicidad, es
decir en presencia de glicina y glutamato.

Para realizar los experimentos con el grupo de los bisnoradamantanos
se escogieron los tres compuestos con ICsg menores, los compuestos
LD1, LD10y LD34. De todos ellos, LD34 es el que ha presentado mejores
resultados. A una concentracion de 50uM ha presentado efectos
neuroprotectores similares a la memantina, pero a una concentracion
cinco veces mayor.

En la figura 4.16 se muestran los resultados de viabilidad obtenidos con
LD34 y los compuestos de referencia memantina y MK-801.
Unicamente éste Ultimo ha presentado diferencias significativas frente
a las células expuestas sdlo a las condiciones de excitotoxicidad.

Los resultados obtenidos en la valoracion de los compuestos con
estructura bisnoradamantano como inhibidores del incremento de la
concentracion de calcio intracelular inducido por NMDA y glutamato,
indican que la mayoria de compuestos de este grupo ha presentado
cierta actividad antagonista, eso si, todos ellos con potencias inferiores
a la de memantina. Las estructuras de este grupo de compuestos
disminuyen en 2 atomos de carbono su nucleo policiclico central
respecto a memantina, manteniendo sus dos radicales metilo.
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Fig. 4.16 Representacién del porcentaje de
viabilidad del compuesto LD34 del grupo con
estructura bisnoradamantano. Significacion
estadistica con Glu p<0.05 representada por *.

Los compuestos de este grupo que han presentado las potencias mas
elevadas son LD34, LD9, LD15, LD1, LD30 y LD10 (Fig. 4.17). De todos
ellos el compuesto mas potente ha sido el derivado de guanidina, LD34,

con una potencia unas 4 veces menor que memantina Y unas 10 veces

mayor que amantadina.

HaC CHs HsC CHs,
JPJJ\H
CH,NH™ ~NH,-HCl NH,-HC|
LD 34 LD 9
HaC CHs HaC CH
CHNH,Me-HC| CH,NHBn-HClI
LD 1 LD 30

Fig. 4.17 Estructura de las aminas bisnoradamantanicas
mejores resultados.

H3C CHs;

NHMe-HCI

LD 15

NHBn-HCI

LD 10

gue han presentado
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Si nos fijamos en las estructuras de los compuestos de la figura 4.18 se
puede concluir que la alquilacién de aminas equivalentes no favorece
su actividad antagonista sobre los receptores NMDA. Asimismo, las
bisnoradamantil-aminas presentan mayor actividad en general que sus
equivalentes bisnoradamantil-metilaminas. Tenemos como ejemplos las
parejas de compuestos amina/metilamina como LD9 (23.0uM)/LD14
(127.9uM) o LD11 (153.1uM)/LD27 (320.9uM) o LD15 (37.4uM)/LD32
(272.0uM) (Fig. 4.18).

Esta tendencia se invierte cuando se trata de aminas con un radical
fenilo y en este caso las metilaminas (LD30 y LD31) son mas potentes
que sus respectivas aminas (LD10 y LD12).

Otro efecto del radical fenilo en las aminas es que en el caso de las
aminas directas presentan menor potencia que los compuestos
equivalentes con un metilo como sustituyente. Pero cuando se habla de
metilaminas, los compuestos con un radical fenilo son mas potentes
que los que presentan un metilo en su lugar. En el caso de LD32/LD30,
la metil-amina con un fenilo como sustituyente (LD30) presenta una
potencia unas 5 veces mayor.

También se pone de manifiesto como afecta la sustitucidén de la amina a
la capacidad antagonista sobre el receptor NMDA. Comparando en este
caso los compuestos LD9/LD15/LD11 (Fig. 4.18), y sus valores de 1Cs
(23.0, 34.7 y 153.1uM respectivamente). En esta serie se puede ver
como la sustitucidon de la amina disminuye la potencia antagonistica
sobre los receptores NMDA. El efecto también se observa en la serie de
compuestos LD14/LD32/LD27 (valores de 1C5p=127.9, 272.0 y 320.9uM
respectivamente).
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H3C CH3

CHoNHo-HCI

LD 14

HsC CHs

CHoNHMe-HCI

LD 32
I HsC CHs;

CHoNMe,-HCI

LD 27

Comparacién de estructuras de tipo

bisnoradamantil aminas (columna izg.) respecto a sus
equivalentes bisnoradamantil metilaminas (derecha).

En general, la disminucidon de tamafio que supone la pérdida de dos

carbonos en el nucleo central, no supone un incremento en la potencia

de estos compuestos respecto a memantina.

Los tres compuestos escogidos para la valoracion de la viabilidad fueron

los compuestos que presentaron valores de ICsy menores usando

glutamato como agonista, dado que también se usa para generar las

condiciones excitotdxicas utilizadas en los experimentos de viabilidad.

Estos compuestos han sido LD1, LD34 y LD10. De estos tres compuestos

solo LD34 a una concentraciéon de 50uM presenta una neuroproteccion

cercana a la presentada por memantina.
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Este resultado se corresponde con los valores de ICsg obtenidos como
antagonistas de rNMDA. El hecho de que LD1 sea mas potente en los
experimentos con glutamato como agonista pero no presente tanta
neuroproteccién en condiciones de excitotoxicidad podria corroborar
que este tipo de fendmeno esta principalmente mediado por rNMDA,
como ya es conocido. El que ha presentado mayor neuroproteccion
también habia presentado el valor de 1C*° mas bajo con NMDA como
agonista.

4.1.2.2 Noradamantanos.

4.1.2.2.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.

En este grupo, la mayoria de los compuestos han presentado una
actividad antagonista sobre los receptores NMDA poco destacable. En
las graficas siguientes (Fig. 4.19 y 4.20) se muestra el comportamiento
de los mejores compuestos del grupo, LD94, LD43, LD44, LD45 y LD51.
LD51, el compuesto mas potente, muestra valores similares a

amantadina.
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Fig. 4.19Representacion del porcentaje de inhibicion de la [Ca™;

inducida por glutamato de los compuestos del grupo
noradamantanos (Parte 1).
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Fig. 4.20Representaciéon del porcentaje de inhibicion de la [Ca2+]i
inducida por glutamato de los compuestos del grupo
noradamantanos (Parte 2).

En la tabla 4.6 se muestra el valor de las ICsy de todos los

noradamantanos.
MEAN ICs,
NORADAMANTANOS SD N
(M)
LD 24 <500 - 3
LD 25 <500 - 3
LD 29 <500 - 3
LD 35 <500 - 4
LD 36 <500 - 3
LD 37 <500 - 3
LD 38 <500 - 3
LD 39 <500 - 3
LD 40 <500 - 3
LD 41 <500 - 5
LD 42 <500 - 4
LD 43 <500 - 4
LD 44 388,9 227,2 3
LD 45 <500 - 4
LD 46 <500 - 3
LD 50 <500 - 5
LD 51 205,1 49,3 4
LD 94 362,3 31,4 4
Tabla 4.6 Valores de las ICsq de los compuestos mas

destacables del grupo noradamantanos, con glutamato
como agonista.
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Como en el grupo anterior, los mismos compuestos usando NMDA
como agonista, mejoran sus valores de ICso. En la figura 4.21 se
muestran los efectos de inhibicion de los compuestos LD36, LD37 y
LD94, todos con un comportamiento similar a amantadina.

En la segunda grafica de este grupo (Fig. 4.22) se representan los
efectos de inhibicién de los compuestos LD43, LD44, LD45, LD50 vy
LD51. En este caso, el compuesto LD45 es el que ha presentado mejores
valores de inhibicion.

100' = Memantina
| A Amantadina
é 80- A LD36
w <
Q LD37
‘s 60+
‘aé; d LD94
©  40-
[e
& <
20+
0-

log [farmaco] (M)

Fig. 4.21 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por NMDA de los compuestos del grupo
Noradamantanos (Parte 1).
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Fig. 4.22 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™;
inducida por NMDA de los compuestos del grupo
Noradamantanos (Parte 2).
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En la tabla 4.7 se relacionan los valores de ICso para este grupo, del que
cabe destacar el compuesto LD45 como el mds potente del grupo.

Media ICsg
NORADAMANTANOS SD N
(um)
LD 24 177,5 9,4 3
LD 25 121,9 55,4 3
LD 29 219,0 14,4 3
LD 35 220,0 170,0 3
LD 36 31,1 9,2 3
LD 37 45,2 6,8 3
LD 38 124,8 41,4 3
LD 39 168,4 39,2 3
LD 40 404,4 410 3
LD 41 >500 - 3
LD 42 105,4 37,2 3
LD 43 90,6 46,6 3
LD 44 24,9 13,3 3
LD 45 16,7 7,3 4
LD 46 498,3 220,3 4
LD 50 71,2 11,1 3
LD 51 73,6 21,2 3
LD 94 111,4 40,2 4

Tabla 4.7 Valores de las IC;, de los compuestos del
grupo noradamantanos, con NMDA como agonista.

4.1.2.2.2 Neuroproteccion frente a la excitotoxicidad.

Del grupo de los noradamantanos, se han podido valorar los
compuestos LD36, LD37 y LD39. Los dos primeros se encuentran entre
los mejores compuestos del grupo y de ellos, el compuesto LD36 es el
unico que ha presentado una capacidad neuroprotectora similar a la
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presentada por memantina, incluso ligeramente mejor, si bien ésta se
obtuvo a la maxima concentracion probada (50uM).

En la figura 4.23 se pueden observar los porcentajes de viabilidad que
han presentado el compuesto LD36, memantina y MK-801. MK-801 y el
compuesto LD36 a la concentracion de 50uM han presentado
diferencias significativas.

150- *
125-
100+

754

50+

% viabilidad

Fig. 4.23 Representacién del porcentaje de

viabilidad del compuesto LD36 del grupo con

estructura noradamantano. Significacidn estadistica

con Glu p<0.05 representada por *.
La mayoria de los compuestos del grupo noradamantano han mostrado
actividad antagonista moderada con NMDA como agonista. Y los
mejores, con valores de ICsg cercanos a amantadina e incluso
claramente mejores, como LD45, LD44, LD36 y LD37 (Fig. 4.24).

HCI
423§2>\N i
H/\1§:> CHﬂM¥JLNHgHCI NMeBn-HCI

LD 45 LD 44 LD 36
HCI
4£E2>\T::j LEii;KT}bNHMeHCI ALEE;>\NHM9HCI
LD 37 LD 50 LD 51

Fig. 4.24 Estructuras de los mejores compuestos del grupo de los noradamantanos.
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Estructuralmente los compuestos de este grupo difieren de los
adamantanos en que han sufrido una contraccidn del nucleo central de
1 atomo de C, presentando un atomo mas que los bisnoradamantanos.
Si  se comparan los noradamantanos con sus aminas
bisnoradamantdanicas equivalentes evaluadas, la gran mayoria de los
compuestos con estructura noradamantano han presentado menor
potencia como antagonistas de los receptores NMDA. Parece ser mas
favorable para la interaccion del compuesto con el canal del receptor
una reduccidon mayor del nucleo policiclico central.

En este grupo de compuestos, también parece que las noradamantil-
aminas obtienen mejores resultados que las equivalentes noradamantil-
metilaminas, y se obtienen valores de ICso menores en la mayoria de las
aminas LD25, LD51, LD24, y LD36 (121.9, 73.6, 177.5 y 31.1uM

respectivamente) frente a los valores de las metilaminas
E\NHZ-HCI I @\CHZNHZHCI
LD 25 LD 29
E\NHMe-H(] I E\CHZNHM&HCI

E\NM%-HCI @\CHZNMeZ-HCI

LD 24 I LD 40
@\NMeBn-HCI I E\CHZNMeBn-HCI

LD 36 LD 39

Fig. 4.25 Estructuras de tipo noradamantil amina (columna izq.)
respecto a sus equivalentes noradamantil metilamina (derecha).
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correspondientes LD29, LD50, LD40 y LD39 (219.0, 71.2, 404.4 y
168.4uM respectivamente)(Fig. 4.25).

En el caso de LD51 y LD50 presentan valores muy similares entre ellos,
pero la metilamina de esta pareja presenta una potencia ligeramente
mayor que LD51. Estos dos compuestos tampoco siguen la tendencia
general cuando consideramos la alquilacidon de la amina. En el grupo de
compuestos anterior, la mayor alquilacidén parecia disminuir la potencia
de los compuestos de la serie. En este grupo tenemos dos series de
compuestos de aminas primarias/secundarias/terciarias  que
corresponden a LD25/LD51/LD24 o LD29/LD50/LD40 que parecen
seguir la misma tendencia, pero en los dos grupos, la amina y
metilamina secundaria (LD51 y LD50) pasan a tener la mayor potencia
de sus series.

El hecho de tener un radical fenilo en la amina no parece afectar igual a
las aminas secundarias que a las terciarias. LD36 y LD39, amina y
metilamina terciarias con un radical fenilo muestran valores de 1Csg
menores que los compuestos equivalentes con un metilo de
sustituyente en la amina, mientras que LD35 y LD38, amina y
metilamina secundarias con un radical fenilo presentan potencias
menores que sus compuestos equivalentes.

Otro dato destacable es que el segundo compuesto mas potente es un
derivado de guanidina igual que el mejor compuesto del grupo anterior
con estructura de bisnoradamantano.

La valoracién de la viabilidad no se pudo realizar con todos los mejores
compuestos del grupo por limitaciones en la cantidad de compuesto
disponible, pero si con algunos compuestos interesantes como LD36,
LD37 y LD39 (Fig. 4.26). LD36 con una potencia unas 20 veces menor
gue memantina como antagonista sobre rNMDA, ha mostrado un
porcentaje de supervivencia a la concentracion mayor probada
ligeramente superior al de memantina. Una explicacidn posible seria un
efecto neuroprotector no mediado por el propio receptor NMDA, si
bien establecer mas concretamente esta posibilidad requeriria mas
estudios.
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HCI

E\NMeBn-HCI @O @cwwemm

LD 36 LD 37 LD 39

Fig. 4.26 Estructura de compuestos del grupo utilizados en la valoracién de la
capacidad neuroprotectora.

4.1.2.3 Oxadamantanos.

4.1.2.3.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.

En el grupo de los oxadamantanos hay algunos compuestos destacables
con valores cercanos e incluso inferiores a los de memantina. En la
grafica (Fig. 4.27) se representan los resultados obtenidos con los
compuestos LD52 y LD53, mas similares a amantadina y LD55 mas
cercano a memantina.

= Memantina

100+ A Amantadina
x v LD52
g 80-
w < ® D53
@
= 60+ LD55
el
5 -
© 40~
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20+

0- i mm an m il mamam m . mana m g
-7 -6 -5 -4 -3

log [farmaco] (M)

Fig. 4.27 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™];
inducida por glutamato de los compuestos del grupo
Oxadamantanos (Parte 1).

También se muestran los efectos (Fig. 4.28) de los compuestos LD56,
LD58 y LD68 vy LD133. LD58 presenta valores muy parecidos a
amantadina, LD56 y LD133, muy similares entre ellos, presentan valores
entre memantina y amantadina. Finalmente hay que destacar el
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compuesto LD68 que tiene una ICsp menor incluso que la memantina,
siendo el mejor de su grupo, como se expresa en la tabla 4.8.

B Memantina

100+ Amantadina
i 80 LD56
|.: 4 LD58
g 60'. LD68
7}
S 40 LD133
° -
a

204

0-

-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)

Fig. 4.28 Representacion del porcentaje de inhibicion de la [Ca2+]i
inducida por glutamato de los compuestos del grupo
Oxadamantanos (Parte 2).

Media ICs
OXADAMANTANOS SD N
(LM)

LD 3 <500 - 4
LD 4 <500 - 3
LD 5 <500 - 3
LD 6 <500 - 3
LD 16 <500 - 4
LD 17 <500 - 4
LD 18 <500 - 3
LD 52 223,3 104,1 4
LD 53 <500 - 3
LD 54 <500 - 3
LD 55 105,6 20,7 4
LD 56 107,8 28,9 3
LD 57 <500 - 3
LD 58 350,3 217,2 4
LD 59 <500 - 3
LD 60 <500 - 3
LD 61 <500 - 3
LD 68 14,5 1,4 3
LD 133 117,2 27,7 3
Tabla 4.8 Valores de las IC5y de los compuestos

mas destacables del grupo oxadamantano, con glutamato
como agonista.
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Por lo que se refiere a los experimentos con NMDA como agonista, del
grupo de los oxadamantanos destacan en la grafica (Fig. 4.29) los
compuestos LD52, LD57 y LD133. Aun asi, solo se obtienen valores de IC
similares a amantadina.

= Memantina

100+ A  Amantadina
x ] e |D52
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Fig.4.29 Representacion del porcentaje de inhibicidon de la [Ca™];
inducida por NMDA de los compuestos del grupo oxadamantanos
(Parte 1).

En la segunda grafica de este grupo (Fig. 4.30) se presentan los efectos
de los compuestos LD55, LD56 y LD68, todos ellos con comportamiento
similar a amantadina. El LD68 es el Unico que se aproxima a memantina.
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Fig. 4.30 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por NMDA de los compuestos del grupo oxadamantanos
(Parte 2).
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En la tabla 4.9 se puede observar que de los compuestos destacados el
que ha presentado mayor potencia ha sido el compuesto LD68.

Media ICs
OXADAMANTANOS SD N
(kM)

LD 3 2500 - 5
LD 4 468,7 210,0 4
LD5 253,0 42,6 3
LD 6 2500 - 5
LD 16 357,0 46,4 4
LD 17 >500 - 3
LD 18 458,6 90,3 3
LD 52 83,0 9,8 3
LD 53 >500 - 3
LD 54 198,1 58,7 3
LD 55 55,1 23,8 4
LD 56 31,8 18,9 4
LD 57 94,0 22,0 3
LD 58 226,5 64,9 3
LD 59 >500 - 3
LD 60 2500 - 4
LD 61 2500 - 3
LD 68 14,1 6,3 5
LD 133 45,9 21,2 3

Tabla 4.9 Valores de las IC;, de los compuestos
oxadamantanos, con NMDA como agonista.

4.1.2.3.2 Neuroproteccion frente a la excitotoxicidad.

En el grupo de los oxadamantanos, no ha sido posible realizar
experimentos con LD55, LD56 y LD133, que ofrecieron algunos de los
mejores valores de ICso del grupo frente a NMDA, debido a la escasa
cantidad de producto sintetizado. Se escogieron los compuestos LD52 y
LD68, este ultimo el mas potente del grupo. Con el compuesto LD52 no
se han obtenido resultados muy relevantes a ninguna de las
concentraciones evaluadas. El compuesto LD68 ha presentado
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porcentajes de inhibicion mas préximos al de memantina pero sin
alcanzarlo. En la figura 4.19 se muestran estos porcentajes de
inhibicion y se puede ver que solo ha presentado diferencias
significativas el MK-801.
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Fig. 4.31 Representacion del porcentaje de
viabilidad del compuesto LD52 del grupo con
estructura oxadamantano. Significacidon estadistica
con Glu p<0.05 representada por *.

El grupo de los oxadamantanos se caracteriza estructuralmente por
tener un carbono del ciclo sustituido por un atomo de oxigeno. Esto
aumenta el volumen del cuerpo central de la molécula.

En este grupo mas de la mitad de los compuestos han presentado
actividad apreciable como antagonista de los receptores NMDA. En
general, la potencia de estos compuestos frente a glutamato se
correlacionan bien con los resultados obtenidos utilizando NMDA como
agonista. En el caso del uso de NMDA como agonista, los mejores
compuestos son los representados en la figura 4.32, LD68, LD56, LD133,
LD55 y LD52.

También se puede afirmar que contrariamente a lo que ha ocurrido en
los grupos anteriores, aqui la alquilacién parece favorecer la actividad
antagonista de los compuestos. Un ejemplo de ello son las aminas
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LD52, LD56 y LD55 (primaria, secundaria y terciaria, respectivamente).
Las aminas secundarias o terciarias del grupo con un etilo en el C-3 del
nucleo, son mas potentes que las aminas primarias correspondientes.

0 HCI
N(CH,CHs),-HCI NHCH g HCI

LD 68 LD 56 LD 133

Et
Et

o)
NH - HCI

0
N(CHs),-HCI

LD 55 LD 52

Fig. 4.32 Estructura de los mejores compuestos del grupo de los
oxadamantanos.

Si se observan los valores de ICso y las estructuras de los compuestos
del grupo de la figura 4.33 resaltan dos hechos. Por un lado los
compuestos que no tienen sustituido el C-3 del nucleo han presentado
muy poca o ninguna actividad como antagonistas. Esto comprende el
compuesto LD4 y sus derivados LD3, LD5, LD18, LD6, LD16 y LD17. Por
otro lado, los compuestos LD59, LD60 y LD61 que presentan un metilo
en el C-3 del nucleo tampoco han mostrado actividad apreciable.

Si nos fijamos ahora en los compuestos mas activos (Fig. 4.32), todos
ellos presentan un etilo en C-3 del nucleo 2-oxa-adamantanico. Parece
ser que la alquilacidn de esta posicidn del nucleo es importante para la
actividad antagonista en los compuestos de este grupo que como
caracteristica diferencial contiene un atomo de oxigeno en el nucleo de
su estructura.
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Fig. 4.33 Estructuras de diferentes aminas del grupo de los compuestos con estructura

oxadamantano.

Otra serie interesante es la de la amina primaria con distintos
sustituyentes en la posicion C-3 del nucleo LD52, LD57 y LD58 (Fig.
4.34). Este ultimo compuesto con un radical fenilo es el que presenta
menor potencia. Los otros dos compuestos presentan potencias
mayores y similares entres si.

Si comparamos los resultados de este grupo con los bisnoradamantanos
y noradamantanos, el aumento de volumen del nldcleo no mejora su
los
compuestos LD52, LD55 y LD56, todos ellos con un radical etilo en el C-3

capacidad antagonista sobre el receptor, a excepcion de
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del nucleo, que presentan valores inferiores de ICso que sus
equivalentes noradamantanos y similares a sus equivalentes
bisnoradamantanos.

Et

@) @)

NH,: HCI
NHyHCI NHyHCI

LD 52
LD 58 LD 57

Fig. 4.34 Estructura de una serie de aminas primarias con distintos
sustituyentes en el ciclo central del grupo de los compuestos
oxadamantanos.

De LD68, LD55 y LD56, LD68 es el que tiene el grupo amino mas
voluminoso de los tres y el que tiene mejor valor de I1Cso. El compuesto
LD68 tiene un valor de ICsg muy similar con los dos agonistas usados.
Cuando se utiliza NMDA el valor obtenido es unas 8 o 10 veces mayor
gue memantina, mientras que cuando se utiliza glutamato como
agonista, el valor obtenido por LD68 es unas cinco veces menor que el
de memantina. LD133 supone una variacion de LD68 mas rigida
estructuralmente que no aporta mejoras respecto al mejor compuesto
del grupo.

Se ha realizado la valoracion de la viabilidad de los compuestos LD52 y
LD68. LD52 presenta una ICsy ligeramente menor que amantadina y
unas 4 veces mayor que amantadina con glutamato como agonista. Con
el mismo agonista, LD68 ha obtenido un valor de ICsg unas 23 veces
menor que amantadina y unas 4 veces menor también que memantina.
Estos resultados no se han reflejado en los experimentos de viabilidad
ya que LD68 ha presentado porcentajes de viabilidad inferiores a
memantina, a las dos concentraciones evaluadas. Cabe destacar que ha
presentado mayor neuroproteccidén a la menor concentracion probada
(10uM).
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4.1.2.4 Benzohomooxadamantanos.

4.1.2.4.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.

El grupo de benzohomooxadamantanos es el que ha proporcionado
mayor numero de compuestos a destacar, con valores de ICso menores
qgue la amantadina, entre la amantadina y la memantina, o incluso
menores que la memantina.

En la figura 4.35 se representan los efectos de los compuestos LD7,
LD20, LD23 y LD67 sobre la [Ca®*]; inducida por glutamato. LD7 presenta

100' ®  Memantina
] A Amantadina
é 80- v LD7
w 4
o 60- h e D20
g ] ¢ LD23
]
o 40- = D67
° -
[
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-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)
Fig. 4.35 Representacion del porcentaje de inhibicidén de la [Ca™;
inducida por glutamato de los compuestos del grupo
Benzohomooxadamantanos (Parte 1).

= Memantina

100+
) A  Amantadina
v LD78
b ¢ LD79
60'. + LDSO
40- ¢ = D127
20+ .
0- T T T
-7 -6 -5 -4 -3

log [farmaco] (M)

o]
o
[

Porcentaje E,,

Fig. 4.36 Representacion del porcentaje de inhibicidén de la [Ca™];
inducida por glutamato de los compuestos del grupo
Benzohomooxadamantanos (Parte 2).
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valores cercanos a amantadina, LD67 presenta valores inferiores a
amantadina y muy cercanos a memantina, pero LD20 y LD23 han
mostrado valores inferiores a memantina.

En la figura 4.36 se presentan los efectos de los compuestos LD78,
LD79, LD80 y LD127, todos ellos con valores inferiores a amantadina.
LD78 y LD127 presentan valores entre amantadina y memantina, y los
compuestos LD79 y LD80 han mostrado valores inferiores a memantina
en ambos casos.

Entre estos benzohomooxadamantanos, el LD20, LD23, LD79 y LD80
pertenecen al grupo de compuestos con ICsg menores que la
memantina. Y de entre ellos el compuesto con mayor potencia es el
LD79 con un valor de ICso de 9,29uM, como se muestra en la tabla 4.10

BENZOHOMO- Media IG5 SD N
OXADAMANTANOS (LM)

LD 7 407,7 190,4 3

LD 8 <500 3

LD 19 <500 4

LD 20 39,5 2,6 3

LD 21 <500 3

LD 22 <500 3

LD 23 28,2 7,8 3

LD 67 96,2 23,0 3

LD 78 167,6 72,0 4

LD 79 9,3 4

LD 80 22,0 5,4 3

LD 97 <500 3

LD 98 <500 3

LD 117 <500 3

LD 126 <500 3

LD 127 114,9 29,3 3

LD 128 <500 3

LD 131 <500 4

LD 132 <500 3
Tabla 4.10 Valores de las IC5, de los compuestos

del grupo benzohomooxadamantanos, con glutamato
como agonista.
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El grupo de los benzohomooxadamantanos también es, en los
experimentos con NMDA como agonista, el que ha presentado una
mayor cantidad de compuestos interesantes. En la Fig. 4.37 se
representan los compuestos LD7, LD20, LD23 y LD67, todos ellos entre
amantadina y memantina.

En la Fig. 4.38 se han representado el efecto de inhibicién de los
compuestos LD78, LD79, LD80 y LD127, que igual que en la grafica
anterior presentan un comportamiento entre memantina vy

amantadina.
1004 = Memantina
4 A Amantadina
& 80- v D7
o T A LD20
S 60+
] 4 LD23
[
g 40- LD67
3] d
a
20+
0-

log [farmaco] (M)

Fig. 4.37 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™;
inducida por NMDA de los compuestos del grupo de los
benzohomooxadamantanos (Parte 1).

h ®  Memantina
100+ A Amantadina
é 80- v LD78
L:) L ¢ LD79
om— 0-
3 6 - LD80
7]
S 40- ¢ LD127
[e
S o
20-
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Fig. 4.38 Representacion del porcentaje de inhibicidén de la [Ca™;
inducida por NMDA de los compuestos del grupo de los
benzohomooxadamantanos (Parte 2).
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En la tabla 4.11 se presentan los valores de las [Csp de todos los
compuestos del grupo de los benzohomooxadamantanos, en la que se
muestran valores de los compuestos destacados en las gréficas
anteriores. El compuesto LD20 es el que ha presentado mayor potencia,
con un valor muy cercano al de memantina.

BENZOHOMOOXA- Media ICso

SD N
ADAMANTANOS (LM)

LD 7 35,0 13,6 4
LD 8 <500 - 4
LD 19 <500 - 3
LD 20 3,8 04 3
LD 21 <500 - 3
LD 22 <500 - 3
LD 23 6,0 23 3
LD 67 14,2 1,9 3
LD 78 97,6 445 3
LD 79 4,0 07 3
LD 80 7,7 1,7 3
LD 97 226,1 204 3
LD 98 <500 - 3
LD 117 <500 - 3
LD 126 371,3 2983 3
LD 127 33,8 33 4
LD 128 <500 - 3
LD 131 <500 - 3
LD 132 <500 - 3

Tabla 4.11 Valores de las ICsy del grupo de compuestos
benzohomooxadamantanos con NMDA como agonista.
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4.1.2.4.2 Neuroproteccion frente a la excitotoxicidad.

Con los benzohomonoradamantanos, se han podido probar cinco de los
mejores compuestos, con las 1Csg menores, LD20, LD23, LD67, LD79 y
LD80. Ademads se han evaluado también los compuestos LD128 y LD131,
que al poseer unas caracteristicas estructurales particulares, se juzgd
interesante evaluar su actividad.

Si bien la actividad antagonista frente al rNMDA de estos dos
compuestos es despreciable, curiosamente presentan cierta actividad
neuroprotectora. LD128 ha presentado diferencias estadisticamente
significativas a la concentracion mayor probada, con unos porcentajes
de inhibicién ligeramente superiores a los de memantina. MK-801
también ha presentado diferencias significativas. En la figura 4.39 se
muestran los porcentajes de inhibicion obtenidos por LD128 y los
compuestos memantinay MK-801.

*
1254 T
100
- *
(1]
S 75
=
(4]
S 501
°\°
254
0 & N
N4 <&
[ RO
A\ %\Q %Q
NV KV
NRNY

Fig. 4.39 Representacion del porcentaje de
viabilidad del compuesto LD128 del grupo con
estructura benzohomonoradamantano.
Significacion  estadistica con  Glu  p<0.05
representada por *.
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Sin embargo, LD20 y LD80, que presentaron valores bajos de ICsq frente
a rNMDA (LD20 es el compuesto mds potente), no destacan por su
actividad neuroprotectora. Han mostrado resultados parecidos,
presentando en todos los casos valores de viabilidad por debajo de los
valores presentados por memantina.

Finalmente, los compuestos LD23, LD67 y LD79 son los que han
presentado porcentajes de viabilidad mas elevados. Como se puede ver
en las figuras 4.40, 4.26 y 4.27; a la concentraciéon de 50uM los tres
compuestos han mostrado valores de viabilidad muy similares al
obtenido con memantina, y LD23 y LD67 han presentado diferencias
significativas
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Fig. 4.40 Representacién del porcentaje de
viabilidad del compuesto LD79 del grupo con
estructura benzohomonoradamantano.
Significacion  estadistica con  Glu  p<0.05
representada por *.
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1254

100+ *

% viabilidad

Fig. 4.41 Representacion del porcentaje de
viabilidad del compuesto LD67 del grupo con
estructura benzohomonoradamantano.
Significacion  estadistica con  Glu  p<0.05

representada por *.

A la concentracion menor, en los tres casos se han obtenido resultados

inferiores a los de memantina, pero LD23 ha presentado diferencias
significativas de nuevo.
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Fig. 4.42 Representacién del porcentaje de
viabilidad del compuesto LD23 del grupo con
estructura benzohomonoradamantano.
Significacion  estadistica con  Glu  p<0.05
representada por *.
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El grupo de los benzohomooxadamantanos es el grupo con los
compuestos madas voluminosos. Tienen un atomo de oxigeno
sustituyendo a un dtomo de carbono en el nucleo central que ademas
tienen 4 atomos de carbono mas que los compuestos de referencia.
Este es uno de los grupos que ha proporcionado mejores compuestos y
gran parte del grupo ha presentado capacidad de antagonizar rNMDA
de manera significativa.

Los compuestos que han presentado mayores potencias son LD20,
LD79, LD23, LD80 y LD67, entre los que destaca LD20, con valores de
ICso de unas 2 veces los de memantina.

g Ok, O

NH,-HCl NHMe-HCI NMe ,-HCI
LD7 LD 23 LD 20
H H
Crice Crce
NEt, Ac. tart. NHCH,CoH
LD 67 Lp 127 ¢
Me Me Me
NH,-HCI NMe,-HCI N(CH,CH3),-HCl
LD 78 LD 79 LD 80

Fig. 4.43 Estructura de diversos compuestos del grupo de los
benzohomonoradamantanos, entre ellos los mas potentes.

Estructuralmente en estos compuestos parece que la alquilacidn de la
amina hace aumentar la potencia en comparacién con las aminas
menos alquiladas. Un ejemplo es el caso de LD7/LD23/LD20 o
LD78/LD79/LD80 (Fig. 4.43). Igual que el grupo de los oxadamantanos y
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contrariamente a los policiclicos hidrocarbonados en los que Ia
alquilacién disminuia la potencia de los compuestos. Es destacable
también que los dos mejores compuestos son dos aminas dimetiladas
(LD20 y LD79).

La mayoria de compuestos que presentan un radical fenilo en la amina
han mostrado poca o ninguna actividad, presentando en todos los casos
potencias menores que los respectivos compuestos sin este
sustituyente.

En este grupo la presencia de un sustituyente en el C contiguo al
oxigeno del nucleo no parece favorecer la potencia del compuesto,
como se puede ver en la serie LD7/LD78/LD97 (H-/Me-/Et-). No
obstante, la presencia de metilos/etilos en la amina si parece
incrementar la potencia de estos compuestos.

En este caso, la valoracién de la viabilidad se ha realizado con los
mejores compuestos del grupo. Se ha evaluado la capacidad
neuroprotectora de LD20, LD23, LD67, LD79 y LD80; ademas de los
compuestos LD128 y LD131 con estructura benzohomoxadamantanos
con una ICsp mayor que amantadina. LD128 y 131 han presentado cierta
actividad neuroprotectora aun sin presentar valores de 1Csg destacables.
LD128 a la mayor concentracion probada ha presentado diferencias
estadisticamente significativas. Esto podria indicar un efecto
neuroprotector por vias alternativas al antagonismo de los rNMDA. De
los compuestos que han presentado valores de ICsq destacados, los
compuestos LD79 y LD23, son los que han presentado mayor
neuroproteccién. A la concentracion de 50 uM obtienen porcentajes de
viabilidad similares a los de memantina a una concentracién 5 veces
menor.

4.1.2.5 Pentaciclos.

4.1.2.5.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.
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Gran parte de los compuestos de este grupo han presentado valores de
inhibicidon préximos a amantadina o entre amantadina y memantina, e
incluso ciertos compuestos presentan mayor potencia que memantina.

En la figura 4.44 se presentan los porcentajes de inhibicién de los
compuestos LD70, LD71, LD73, LD74 y LD75, entre los que destaca
LD71, LD73 y LD75 como compuestos mas potentes que el compuesto
de referencia memantina.

100+ = Memantina

1 A Amantadina
E 807 ¢ LD70

w 4

-% 60- LD71
g 40-' = |D73
8 ] A LD74
20 v LD75

-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)

Fig. 4.44 Representacion del porcentaje de inhibicidén de la [Ca™);
inducida por glutamato de los compuestos del grupo Pentaciclos

(Parte 1).
1004 = Memantina
< y A Amantadina
E 80+
w | °® LD89
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Fig. 4.45 Representacién del porcentaje de inhibicién de la [Ca™"];
inducida por glutamato de los compuestos del grupo Pentaciclos
(Parte 2).
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Los efectos de inhibicién presentados por los compuestos LD89, LD 90,

LD122 y LD125, se muestran en la figura 4.45. Entre ellos destaca el

compuesto LD122 con valores inferiores a memantina.

En la tabla 4.12 se muestran los valores las 1Cso de los compuestos del

grupo. Los mas destacables, con ICsg menores, son LD71, LD73, LD75 y

LD122, siendo el compuesto LD75 el mas potente de este grupo.

Media ICs,
PENTACICLOS SD N
(uM)
LD 47 402,1 70,1 3
LD 49 433,4 199,8 4
LD 70 183,5 125,7 5
LD 71 44,5 14,9 3
LD 73 31,7 11,3 3
LD 74 121,8 15,6 3
LD 75 16,7 2,9 3
LD 86 <500 - 4
LD 87 <500 - 3
LD 88 <500 - 4
LD 89 155,2 57,2 4
LD 90 208,7 79,8 3
LD 93 <500 - 3
LD 118 <500 - 4
LD 119 <500 - 3
LD 121 417,7 99,2 3
LD 122 44,2 13,9 3
LD 125 133,2 57,0 3
Tabla 4.12 Valores de las IC5y, de los compuestos

del grupo pentaciclos, con glutamato como agonista.

En este grupo se destacan varios compuestos en las graficas, con los

gue se han obtenido valores entre memantina y amantadina. En la Fig.

4.46 se muestran los efectos de inhibiciéon de los compuestos LD47,
LD49, LD70, LD71 y LD73. Mientras en la Fig. 4.47 se presentan los
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efectos de los compuestos LD 75, LD86, LD89, LD121, LD122 y LD125,
todos ellos con comportamiento similar a amantadina, si bien destacan
LD49 y LD73 en la grafica del grupo |, y LD75 en la grafica del grupo Il
con valores de 1Csg mas cercanos a memantina.

b ®  Memantina
1004 B - A Amantadina
E 80- v LD47
w . ¢ LD49
K]
~ 604 e LD70
] 4
Q = D71
© 40+
=) o LD73
a
20-

log [farmaco] (M)

Fig. 4.46 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por NMDA de los compuestos del grupo de los
pentaciclos (Parte 1).
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Fig. 4.47 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca”;
inducida por NMDA de los compuestos del grupo de los
pentaciclos (Parte 2).
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En la tabla 4.13 se muestran los valores de las ICsy de todos los
compuestos del grupo. El compuesto LD75 es el que ha presentado un

valor menor.
Media ICsg
PENTACICLOS SD N
(kM)
LD 47 39,2 19,2 4
LD 49 10,3 2,4 3
LD 70 38,7 22,6 4
LD 71 26,5 13,0 3
LD 73 14,2 3,3 3
LD 74 >500 - 3
LD 75 9,8 4,2 4
LD 86 51,7 39,4 4
LD 87 77,9 14,9 3
LD 88 114,8 45,0 3
LD 89 27,1 4,3 3
LD 90 106,1 12,3 3
LD 93 173,8 90,6 4
LD 118 96,1 50,6 3
LD 119 >500 - 3
LD 121 67,2 20,6 4
LD 122 29,2 13,0 3
LD 125 68,5 14,8 4

Tabla 4.13 Valores de las IC5, del grupo de los
compuestos con estructura pentaciclo, con NMDA como
agonista.

4.1.2.5.2 Neuroproteccion frente a la excitotoxicidad.

En el grupo de los compuestos con estructura pentaciclo, se han podido
evaluar algunos de los mejores compuestos LD75, LD49, LD73 y LD122.
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Los cuatro compuestos a la menor concentracién probada han
mostrado porcentajes de viabilidad inferiores al de memantina y
ninguno de ellos ha presentado diferencias significativas a esta
concentracién, como se muestra en las figuras 4.48 y 4.49.
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Fig. 4.48 Representacion del porcentaje de viabilidad de los compuestos LD49 y

LD75 del grupo con estructura pentaciclo. Significacion estadistica con Glu
p<0.05 representada por *.

125+
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Fig. 4.49 Representacion del porcentaje de viabilidad de los compuestos LD122

y LD73 del grupo con estructura pentaciclo. Significacion estadistica con Glu
p<0.05 representada por *.

A la concentracion de 50uM los cuatro compuestos han presentado
unos efectos neuroprotectores muy similares al de memantina, eso si, a
una concentracion 5 veces superior. Solo el compuesto LD73 ha
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presentado diferencias estadisticamente significativas a esta
concentracion.

La gran mayoria de los compuestos del grupo han presentado actividad
antagonista de los receptores NMDA destacable. Los mejores valores de
ICso con NMDA como agonista los han presentado los compuestos LD75,
LD49, LD73, LD71, LD89 y LD122 (Fig. 4.50). Gran parte de ellos también
ha obtenido los mejores valores de ICso pero usando glutamato como

agonista.
H
CHoNH,HCI CHQNH/U\Me-HCI N
- HClI
LD 49 LD 75 LD 73
- HCI \
LD 71 LD 89 LD 122

Fig. 4.50 Estructura de los mejores compuestos del grupo con estructura tipo
pentaciclo.

Estructuralmente, el mejor compuesto del grupo (LD75) con una ICs
unas 6 veces mayor que memantina, presenta similitudes con
compuestos muy destacados de los grupos bisnoradamantanos (LD34) y
noradamantanos (LD44) con una estructura derivada de guanidina.

Por otro lado, el efecto que ejerce la alquilacion de la amina sobre estos
compuestos se puede observar en la serie de compuestos LD47 (amina
primaria), LD87 (amina secundaria), LD90 (amina terciaria), LD88 (amina
terciaria) (Fig. 4.51). A medida que aumenta la alquilacidn, la potencia
de los compuestos parece disminuir. De manera similar sucede con la
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serie LD49, LD74, LD70, LD71; las aminas mas sustituidas presentan
potencias menores.

NH,-HCI N(CH3)2 HCI N(Et)o-HCI NHCHZW
LD 47 LD 90 LD 88 LD 87
CH NHyHCI CH,NHCHgHCI  CHzNMe,HCI CHoN(CH,CHg)p-HC
LD 49 LD 74 LD 70 LD 71

Fig. 4.51 Estructura de algunas aminas de interés del grupo de los compuestos pentaciclos.

En el grupo de los compuestos pentaciclos, las metilaminas parecen
presentar mayor potencia que las correspondientes aminas, como se
confirma comparando los valores que han presentado las siguientes
parejas de aminas/metilaminas LD47/LD49, LD90/LD70, LD88/LD71 y
LD89/LD75 (Fig. 19).

Finalmente se ha podido evaluar la viabilidad de algunos de los mejores
compuestos del grupo (LD73, LD75, LD122 y LD49). Los cuatro
compuestos a la concentracién mayor probada han presentado
porcentajes de viabilidad similares a memantina a una concentracion 5
veces menor (10uM). Destaca LD73 que ha presentado diferencias
estadisticamente significativas.

4.1.2.6 Benzohomonoradamantanos. Compuestos ETC.

4.1.2.6.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.
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En la figura 4.52 se muestran las curvas de inhibicion observadas para
los compuestos ETCO, ETC2 y ETC6, juntamente con el compuesto EV1,
relacionado estructuralmente. EI ETCO ha sido el compuesto mas
potente y los otros se han comportado de manera similar a memantina.

®  Memantina

1004 Amantadina
g 80+ ETCO
w
o ETC2
= 601 ETC6
g
O 40- EV1
&
20-
0-

-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)

Fig. 4.52 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por glutamato de los compuestos ETC.

En la tabla 4.14 se presentan los valores de ICsg de los distintos
compuestos y en concreto, el compuesto ETCO muestra valores
menores incluso a memantina.

Media ICs,
COMPUESTOS ETC SD N
(kM)
ETCO 22,0 6,8 3
ETC1 >500 - 3
ETC2 87,5 48,7 3
ETC3 >500 - 3
ETC4 >500 - 3
ETCS >500 - 3
ETC6 103,2 53,0 3
ETC7 455,8 373,4 3
ETC8 >500 - 3
EV1 168,9 93,0 3

Tabla 4.14 Valores de las ICsy de los compuestos ETC y
EV1, con glutamato como agonista.
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En la Fig. 4.53 se muestran las representaciones de los resultados
obtenidos con los compuestos mas destacados del grupo, ETCO, ETC2,
ETCS5, ETC6 y EV1. Todos ellos han presentado valores entre memantina
y amantadina.

= Memantina

100+ A Amantadina
5 o
g v ETCO
'-; - ETC2
‘s 607 * ETCS
= o
3 40- ¢ ETC6
S
o p
a v ETC7
204
] EV1
0-

-7 -6 -5 -4 -3

log [farmaco] (M)

Fig. 4.53 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca2+]i
inducida por NMDA de los compuestos ETC y EV1.

En la tabla 4.15 se muestran los valores de las ICsg de los distintos
compuestos del grupo, de entre los que destaca el compuesto mas
potente, el ETC2, con un valor de ICsp usando NMDA como agonista de

11,8uM.
Media ICsg
COMPUESTOS ETC SD N
(kM)
ETCO 13,6 6,8 4
ETC1 489,0 506,0 3
ETC 2 11,8 5,4 3
ETC3 >500 - 3
ETC4 >500 - 3
ETCS 27,5 22,9 3
ETC6 28,0 15,1 3
ETC7 19,4 5,7 3
ETC8 101,4 35,5 3
EV 1 29,5 1,4 4

Tabla 4.15 Valores de las ICsy del grupo de compuestos
ETCy EV1 con NMDA como agonista.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

URV
Resultados y discusion

Se observa en la grafica (Fig. 4.53) que el compuesto EV1 presenta una
inhibicién que no alcanza al 100%.

4.1.2.6.2 Neuroproteccion frente a la excitotoxicidad.

En el grupo de los compuestos benzohomonoradamantanos se ha
podido evaluar uno de los mejores compuestos del grupo, ETCO. En los
experimentos realizados se han obtenido resultados muy parecidos con
las dos concentraciones probadas, y ambas similares a los presentados
por memantina (Fig. 4.54), pero sin presentar diferencias
estadisticamente significativas.
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Fig. 4.54 Representacién del porcentaje de
viabilidad del compuesto ETCO. Significacion
estadistica con Glu p<0.05 representada por *.

Estos compuestos comparten estructura con los
benzohomooxadamantanos sin el atomo de oxigeno en el nucleo
central, benzohomonoradamantanos (Fig. 4.55).
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Me

Me
HCI NH\ HCI N—

NH,

ETC 0 ETC 7 ETC 2

Fig. 4.55 Estructuras de los compuestos mas relevantes del grupo
benzohomonoradamantano. Tres aminas de la misma serie donde ETCO es la
amina primaria, ETC7 es la amina secundaria y ETC2 es la amina terciaria.

Estas estructuras son muy voluminosas, con 5 atomos mas en su nucleo
policiclico que los compuestos de referencia, pero los compuestos del
grupo que han presentado mejores resultados han sido los que tienen
en su estructura unas cadenas laterales mas pequefias, ETCOy ETC2.

Parece haber la misma tendencia frente a la alquilacion que en los
bisnoradamantanos, noradamantanos y pentaciclos, es decir que a mas
alquilacion menor potencia presentan los compuestos. Pero en el caso
de la amina terciaria (ETC2, Fig. 4.54) presenta un valor de ICsop menor
incluso que la amina primaria. Parece ser que en este caso la presencia
de dos radicales poco voluminosos en la amina favorece su interaccion
con el canal, ya que otras aminas terciarias pero con sustituyentes mas
voluminosos (ETC3, ETC4 y ETC8) practicamente no presentan actividad.

Se ha evaluado la capacidad neuroprotectora del mejor compuesto en
los experimentos realizados con glutamato como movilizador de calcio.
Este compuesto es ETCO y ha presentado unos porcentajes de viabilidad
muy proximos a los presentados por memantina.
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4.1.2.7.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores

NMDA.

Los compuestos de este grupo se han comportado mayoritariamente

como compuestos mas potentes que amantadina y en gran parte sus

valores de inhibicidn se han situado entre amantadina y memantina.

En la grafica siguiente (Fig. 4.56) se muestran los efectos de inhibicién

de la [Ca®] ; inducida por glutamato que han presentado los

compuestos RFP con mayor actividad antagonista. Los compuestos

RFP3, RFP6 y RFP11 son los mas destacables, con valores similares a

memantina.
100+
5 .
g 80+
w L
T 60-
=
= .
S 404
8 d
20-
0-
R il maa s m L L
-7 -6 -5 -4 3

log [farmaco] (M)

Memantina

Amantadina

RFP3

RFP6
RFP8
RFP11
RFP12
RFP13

Fig. 4.56 Representacion del porcentaje de inhibicidén de la [Ca™;
inducida por glutamato de los compuestos RFP.

En la tabla 4.16 se muestran los valores de ICso. Obsérvese que el

compuesto con menor ICsy es el compuesto RFP11, con una ICsy de

18.8uM.
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Media ICs,
COMPUESTOS RFP SD N
(1M)
RFP 2 223,3 361,1 3
RFP 3 32,6 21,9 3
RFP 4 210,0 147,3 3
RFP 5 >500 - 3
RFP 6 25,3 20,2 3
RFP 7 >500 - 3
RFP 8 75,7 41,4 3
RFP 11 22,5 10,9 4
RFP 12 107,2 31,6 3
RFP 13 151,7 60,4 3

Tabla 4.16 Valores de las ICsy de los compuestos RFP,
con glutamato como agonista.

En la Fig. 4.57 se representan los compuestos RFP2 y RFP6, y se puede
observar que presentan una capacidad de inhibir el incremento de la
concentracion de calcio superior a la de amantadina. No obstante,
ninguno de los compuestos es capaz de inhibir el 100% de la
movilizacidn de calcio ocasionada por el agonista NMDA.

L ®  Memantina
100-_ Amantadina
g 80~ RFP2
o 1 RFP6
]
‘s 60+
)
5 4
o 40+
g 4
204
0-

-7 -6 -5 -4 -3

log [farmaco] (M)

Fig. 4.57 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por NMDA de los compuestos RFP.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 165
Resultados y discusion

Media |C50

COMPUESTOS RFP SD N
(1M)
RFP 2 35,0 17,4 3
RFP 3 90,2 70 3
RFP 4 98,6 100,0 3
RFP 5 119,3 772 3
RFP 6 11,4 93 3
RFP 7 >500 - 3
RFP 8 >500 - 3
RFP 11 105,2 99,5 3
RFP 12 63,6 659 3
RFP 13 68,8 444 3

Tabla 4.17 Valores de las ICsq del grupo de compuestos
RFP con NMDA como agonista.

4.1.2.7.2 Neuroproteccion frente a la excitotoxicidad.

El ultimo grupo de compuestos derivados de memantina y/o
amantadina valorados es el de los compuestos RFP. De este grupo se
han probado algunos de los compuestos con ICso menores, como RFP6,
RFP2, RFP12, RFP13, RFP3, RFP11 y RFP5.

Los resultados mds destacables se han obtenido con los compuestos
RFP6 y RFP11, representados en la figura 4.46. RFP6 ha mostrado
porcentajes de viabilidad muy similares a las dos concentraciones
probadas e inferiores al de memantina, mientras que RFP11 presenta
una viabilidad a la concentracion menor bastante inferior a la
memantina. A la concentraciéon mayor, RFP11 presenta un porcentaje
de viabilidad muy similar al de memantina, pero sin presentar
diferencias estadisticamente significativas (Fig. 4.58).
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Fig. 4.58 Representacion del porcentaje de viabilidad de los compuestos RFP6 y
RFP11. Significacién estadistica con Glu p<0.05 representada por *.

Estos compuestos presentan una estructura con un nucleo menos
voluminoso que los compuestos del grupo anterior ya que al ser

adamantanos contienen 10 atomos de carbono en su estructura central
(4.59).

De todos los compuestos del grupo ha sido RFP6, una amina terciaria
ciclica, el compuesto que ha presentado mayor potencia en los
experimentos con NMDA como agonista, seguido de RFP2, la amina
primaria equivalente. En cambio el compuesto RFP11, que habia
rendido un valor de IC5g excelente, no presentd mejores valores de [Csg

frente a NMDA.
@NH;HCI @N\/Hc

RFP2 RFP4
@ @( )
N
RFP11 RFP6

Fig. 4.59 Estructuras de los
compuestos del grupo RFP.
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Ademds, si nos fijamos en los compuestos de la serie
RFP11/RFP13/RFP12 que corresponden a una amina
primaria/secundaria/terciaria respectivamente, se puede observar
como la alquilacidn parece aumentar la potencia de los compuestos.

Para la valoracidn de la capacidad neuroprotectora se seleccionaron los
compuestos RFP2, RFP3, RFP5, RFP6, RFP11, RFP12 y RFP13, que ante
uno u otro agonista habian presentado los mejores valores de ICs.

Los que han obtenido mejor capacidad neuroprotectora son RFP11 vy
RFP6, los compuestos que han presentado valores de ICso menores con
glutamato y NMDA como agonista (RFP11 y RFP6, respectivamente).

La amina primaria tiene dos radicales etilos en el ciclo central y parece
que estas caracteristicas favorecen la neuroproteccion pero a
concentraciones elevadas (50uM). En el caso de RFP6, una amina
terciaria ciclica con dos radicales metilos en el ciclo, parece mejorar la
neuroproteccidn independientemente de la concentracién acercandose
a los porcentajes de viabilidad alcanzados por memantina.

4.1.2.8 Adamantanos. Compuestos AK.

4.1.2.8.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.

Con los compuestos cedidos por el Dr. Kolocouris se han realizado
valoraciones de la capacidad de inhibicion de la concentracion
intracelular de calcio usando también glutamato o NMDA como
agonistas.

Estos compuestos son una seleccion de compuestos con actividad
antivirica destacables (evaluados por el Dr. De Clerq y su equipo). En
este caso se ha evaluado su efecto como antagonista de los receptores
NMDA con la finalidad de descartar que tuvieran actividad a nivel de
sistema nervioso central, hecho que aumentaria sus efectos no
deseados y su toxicidad.
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La mayoria de los 11 compuestos evaluados en este grupo ha
presentado una capacidad antagonista baja, con unos efectos similares
a los de amantadina. En la primera gréfica, el compuesto con menor
actividad antagonista es el compuesto AK4, seguido de AK3 y AK1 con
valores muy similares. La representacion grafica de los efectos de todos
los compuestos del grupo se muestran en las figuras 4.60y 4.61.

1004 ®  Memantina
x 1 A Amantadina
g 801
wi i v AK1
()
‘s 604 AK2
)
S 1 ° A3
o 401
g J v AK4
201 ¢ AKS
0- AK6

-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)

Fig. 4.60 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca”'];
inducida por glutamato de los compuestos AK (parte 1).

1004 ®  Memantina
% 80- A Amantadina
|.|.|E J AK7
o
‘T 604 + AK8
E ] AK9
o 401
g 4 v AK10
204 *  AK11
04

-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)

Fig. 4.61 Representacion del porcentaje de inhibicidn de la [Ca™,
inducida por glutamato de los compuestos AK (parte 2).

Tan soélo el compuesto AK7 ha presentado actividad antagonista a
niveles preocupantes para un posible futuro desarrollo. En la tabla 4.18
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se presentan los diferentes valores de las 1Cso de los compuestos AK,
destacando los tres compuestos con ICsg mayores.

Estos tres compuestos presentan un perfil de selectividad mayor que el
resto del grupo, en no interactuar con la neurotransmisidon
glutamatérgica.

Compuestos AK Media ICs, (UM) SD N
AK1 305,8 166,3 3
AK2 257,8 25,6 3
AK3 314,0 104,0 3
AK4 350,6 85,4 3
AK5 299,9 55,8 3
AK6 239,3 57,7 3
AK7 96,2 13,9 3
AK8 >500 - 3
AK9 >500 - 3

AK10 >500 - 3
AK11 460,0 - 3
Memantina 55,4 12,1 3
Amantadina 337,1 98,7 3

Tabla 4.18 Valores de las ICsq de los compuestos AK y los
compuestos de referencia, con glutamato como agonista.

Como se ha comentado con anterioridad, igualmente se ha valorado la
capacidad inhibitoria del incremento de la concentracion de calcio
intracelular de estos compuestos usando NMDA como agonista.

En la figura 4.62 se muestran los efectos de los compuestos AK1, AK2,
AK3, AK4, AK5 y AK6. Mientras que en la figura 4.63 se representan los
efectos inhibitorios de los compuestos AK7, AK8, AK9, AK10 y AK11,
todos ellos junto a los compuestos de referencia memantina y
amantadina.
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Fig. 4.62 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™,
inducida por NMDA de los compuestos AK (parte 1).
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Fig. 4.63 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por NMDA de los compuestos AK (parte 2).

El compuesto con menor capacidad inhibidora de la primera grafica del
grupo es AK4, que presenta valores de ICsp mayores que amantadina.
Los compuestos AK1, AK2 y AK3 ya han presentado valores inferiores a
amantadina.

Del segundo grupo de compuestos representados vuelven a destacar
los compuestos AK10, AK8 y AK9 como los menos potentes del grupo y
tan solo AK7 presenta valores de ICsg notablemente menores que
amantadina.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 171
Resultados y discusion

En la tabla 4.19 se detallan todos los valores de las ICso de los
compuestos AK.

Compuestos AK Media ICs, (UM) SD N
AK1 64,4 34,0 4
AK2 61,2 19,3 3
AK3 50,6 10,9 3
AK4 123,1 77,0 3
AK5 29,6 17,6 3
AK6 19,0 7,4 3
AK7 13,8 51 3
AK8 >500 - 3
AK9 >500 - 3

AK10 >500 - 3
AK11 219,4 99,5 3
Memantina 1,6 0,2 3
Amantadina 74,6 40,9 3

Tabla 4.19 Valores de las ICsq de los compuestos AK y los
compuestos de referencia, con NMDA como agonista.

Los compuestos con estructura adamantano como amantadina
presentan cierta actividad antagonista aunque destaca mas por su
actividad antivirica.

El cambio de posicidn del radical amino presente en amantadina, no
parece favorecer a la potencia de los compuestos, como se observa
comparando amantadina con AK11. Pero si se afiade un sustituyente en
el mismo carbono (AK1 y AK2), los valores de las ICsg disminuyen por
debajo del valor de amantadina.

Por otro lado, la presencia de un radical pirrolidina (AK3) en el nucleo
adamantano parece dar mayor potencia como antagonista sobre los
rNMDA que la presencia de un radical amino (amantadina) (Fig. 4.64).
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Fig. 4.64 Estructuras de los
compuestos del grupo RFP.

El aumento de este radical (AK6) no favorece a la actividad antagonista,
pero la adicién de un radical metilo en el carbono contiguo si aumenta
la potencia dando lugar al compuesto mas potente de este grupo, AK7
con una ICsp unas ocho veces menor que amantadina y unas diez veces
mayor que memantina (en el caso de los experimentos con NMDA
como agonista).

Se observa cémo se repite el efecto que ejerce el metilo afadido a
memantina (respecto amantadina) en los compuestos AK3 y AK7, pero
con menor intensidad. En el caso de amantadina y memantina, la
adicion de dos metilos aumenta la potencia del compuesto unas 6 veces
con glutamato como agonista y unas 47 veces con NMDA. En cambio, la
adiciéon de un solo metilo aumenta la potencia del compuesto de
manera mas regular con los dos agonistas usados, unas 3 veces con
glutamato y 4 con NMDA. Una diferencia interesante es que
amantadina y memantina son aminas primarias, mientras los otros dos
compuestos son aminas secundarias con bastantes impedimentos
estéricos.

Un hecho interesante y destacable es que la presencia de un radical
alcohol no favorece en absoluto la capacidad antagonista de estos
compuestos como se puede comprobar con AK8, AK9 y AK10, que son
los que han presentado los valores de ICsg mayores con los dos
agonistas usados.
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Estos compuestos han sido desarrollados como antiviricos y por tanto la
falta de actividad sobre el sistema glutamatérgico les permite poseer un
mejor perfil farmacoldgico ya que careceran de los efectos adversos
tipicos de este tipo de compuestos (amnesia, trastornos cognitivos,
alucinaciones).

4.1.2.9 Compuestos PF.

4.1.2.9.1 Valoracion de la capacidad antagonista sobre los receptores
NMDA.

La Dra. Escolano nos facilité un grupo de compuestos estructuralmente
relacionados con rincofilina. Como se ha comentado en la introduccién
de este trabajo, este compuesto es un alcaloide aislado de Uncaria
rhynchophylla que ha presentado actividad como antagonista de los
receptores NMDA. Por ello se ha evaluado esta actividad potencial de
los compuestos PF con experimentos que permitan evaluar la actividad
antagonista sobre receptores glutamatérgicos.

En la figura 4.65 se presentan todos los valores de inhibicion de los
compuestos PF y se puede observar que en ningun caso han presentado
capacidad inhibidora. Todos los compuestos han presentado valores de
ICso superiores a 500uM.

100. = Memantina
J A Amantadina
é 804 + PFO1
w . °
2 6ol PF02
£ | PFO3
7}
o 404 ¢ PFO4
S 4 o PFO5
204 PFO6
1 A PFO7
0-

-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)

Fig. 4.65 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™);
inducida por Glutamato de los compuestos PF.
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Se repitieron los experimentos usando NMDA como agonista y los
resultados obtenidos han sido muy similares a los anteriores, no
mostrando actividad destacable ninguno de los compuestos del grupo.

Estos resultados se pueden ver graficamente en la figura 4.66 en la que
se muestran las representaciones de todos los compuestos del grupo
con un comportamiento muy alejado de los compuestos de referencia.
Los valores de las ICsg de los compuestos, también en este caso, han
mostrado unos valores muy elevados.

Memantine
1004
| Amantadine
é 80+ PFO1
w -
3 gl PFO2
S PFO3
: -
S 40 PFO4
S
s : PFO5
204 PFO6
| PFO7
0-

-7 -6 -5 -4 -3
log [farmaco] (M)

Fig. 4.66 Representacion del porcentaje de inhibicién de la [Ca™];
inducida por NMDA de los compuestos PF.

Los compuestos cedidos por la Dra. Escolano, como se ha comentado
en la introduccidon de este trabajo, son derivados o estan relacionados
con la rincofilina (rhynchophylline)(Fig. 4.67), que ha mostrado su
antagonismo sobre receptores NMDA en oocitos de Xenopus y su
capacidad neuroprotectora en CGC (Kang y cols., 2002; Shimada vy cols.,
1999).

Fig. 4.67Estructura de rincofilina.
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Ninguno de los compuestos evaluados ha presentado actividad
antagonista de los receptores NMDA destacables. En la figura 4.68 se
pueden observar las estructuras de algunos de estos compuestos.

PF1 PF3 PF7

Fig. 4.68 Estructuras bases de los compuestos derivados de rincofilina.

4.1.2.10 Discusion general de la evaluacion de los compuestos.

Cuando se ha usado glutamato como agonista para las evaluaciones de
la capacidad antagonista, algunos de los compuestos han presentado
resultados prometedores, mejorando incluso los presentados por los
dos compuestos de referencia amantadina y memantina. En la gréfica

1004 = Memantina
E 80 A  Amantadina
L v LD34
[}]
‘T 60 ¢ LD51
)
S * LD68
O 40-
‘5 ® LD79
o 20- , LD75
0- * ETCO
= RFP11

-7 -6 -5 -4 -3 AK7
log [drug] (M)

Fig. 4.69 Representaciones graficas de los porcentajes de inhibicion de la
[Ca®"]; inducida por glutamato del mejor compuesto de cada grupo
(bisnoradamantano LD34, noradamantano LD51, oxadamantano LD6S,
benzohomonoradamantano LD79, pentaciclo LD75, ETCO, RFP11 y AK7.
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de la figura 4.69 se muestran el mejor compuesto de cada grupo
usando glutamato como agonista.

Los compuestos que han superado los valores presentados por
amantadina y por memantina son LD68, LD75, LD79, ETCO y RFP11.

En la figura siguiente se muestra las estructuras de los tres mejores
compuestos con glutamato como agonista, con el grupo amino en la
misma posicion.

Me Me
o A (K
AL

NMe,-HCI CH,NH™ "Me-HCI NH,-HCI

LD 79 LD 75 ETCO

Fig. 4.70 Estructuras de los tres mejores compuestos de todos los evaluados como
antagonistas de los receptores NMDA, usando glutamato como agonista. En la
parte superior de la figura se muestran las estructuras 2D y en la parte inferior de
la figura la correspondiente estructura en un modelo 3D.

En los estudios posteriores con NMDA como agonista no se han
corroborado los buenos resultados obtenidos con glutamato.
Observando los resultados obtenidos en todas las evaluaciones
realizadas con NMDA como agonista, se puede concluir que ningun



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

URV
Resultados y discusion

compuesto ha presentado mejor capacidad antagonista sobre los
receptores NMDA que el compuesto de referencia memantina.

Comparando las estructuras de los mejores compuestos, se observa que
los mejores compuestos con NMDA pertenecen al grupo
benzohomooxadamantanos con una estructura alargada y voluminosa,
y a los grupos bisnoradamantanos y pentaciclos con estructuras en
general mas reducidas. Pero los mejores compuestos de estos dos
ultimos grupos, LD34 y LD75 contienen cadenas laterales bastante
voluminosas y nucledfilas (Fig. 4.71).

H,C CH,
H
@) H
NH Al

NMe,-HCl AL CH,NH™ "Me-HCI

CH,NH™ “NH,-HCI

LD 20 LD 75
LD 34

Fig. 4.71 Estructuras de los tres mejores compuestos de todos los evaluados
como antagonistas de los receptores NMDA, usando NMDA como agonista. En la
parte superior de la figura se muestran las estructuras 2D y en la parte inferior
de la figura la correspondiente estructura en un modelo 3D.

En general, se ha podido observar que los compuestos varian su
potencia en funcién del agonista usado para la movilizacién de calcio.
Aungue la mayoria de compuestos ha disminuido el valor de su ICsg al
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cambiar de agonista (de glutamato a NMDA), ninguno de los
compuestos prometedores lo ha hecho de manera tan espectacular
como lo hace la memantina, que presenta un valor de ICsy unas 35
veces mayor con glutamato que con NMDA. En cambio la amantadina
solo lo hace unas 4.5 veces.

También es de esperar que los compuestos aumenten su porcentaje de
inhibicion de la concentracién de calcio intracelular cuando se pasa de
usar glutamato a usar NMDA como agonista, puesto que el glutamato
activa mayor cantidad y tipos de receptores que pueden hacer
aumentar la [Ca2+]i. Por este motivo, cuando se induce el aumento de
calcio intracelular con NMDA, el porcentaje de inhibicién cuando el
compuesto es activo deberia que ser maximo.

En el grupo de los bisnoradamantanos se observa que en general hay
un aumento de potencia de unas dos veces, destacando algunos
compuestos que aumentan de manera mas significativa su potencia
como LD9 y LD34 (9.6 y 14.7 veces, respectivamente), y LD15, que
incluso pasa de ser inactivo con glutamato como agonista a presentar
una potencia 2 veces mayor que amantadina con NMDA como agonista.

La mayoria de compuestos del grupo noradamantanos pasan de no
presentar actividad destacable con glutamato a ser activos con NMDA
como agonistas. Y en este grupo hay que destacar el compuesto LD45,
el mejor compuesto con NMDA, que aumenta unas 30 veces su
potencia.

En el grupo de los oxadamantanos este efecto es menos pronunciado, y
se observa que los compuestos que presentan actividad destacable con
NMDA también la presentan con glutamato como agonista. Es el caso
del mejor compuesto del grupo, LD68, que presenta valores muy
similares para los dos agonistas usados.

De manera similar se comportan los compuestos del grupo de las
benzohomooxadamantil aminas como LD79 que tan sélo duplica su
potencia aun y presentando valores muy destacables en los dos casos.
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LD20 es el que presenta un cambio mayor, aumentando unas 10 veces
su potencia.

En el grupo de las aminas pentaciclicas los compuestos en general
aumentan su potencia al usar NMDA como agonista en lugar de
glutamato, dos, cinco o diez veces dependiendo del compuesto. Pero el
compuesto LD49 presenta un aumento de potencia incluso mayor que
el de memantina, llegando a unas 40 veces. Por otro lado, el compuesto
LD74 parece presentar el efecto contrario ya que con NMDA como
agonista muestra una potencia como minimo 5 veces menor que con
glutamato como agonista.

Los compuestos ETC, con estructura benzohomonoradamantano,
presentan también un comportamiento similar destacando los
compuestos ETC5 y ETC7 que aumentan su potencia con NMDA como
agonista unas 18 y 23 veces respectivamente.

Los compuestos RFP siguen el mismo comportamiento general,
aumentando moderadamente la potencia con NMDA como agonista.
Pero contrariamente, los compuestos RFP3, RFP8 y RFP11 disminuyen
su potencia en tres, siete y cinco veces respectivamente cuando se usa
NMDA para movilizar el calcio.

Resultados previos de nuestro laboratorio con antagonistas potentes y
selectivos (como MK-801 o memantina) confirman que la mayoria del
calcio que ingresa en las células mediado por glutamato lo hace a través
del rNMDA, por lo que en principio no estaria justificado el gran cambio
de potencia que presenta memantina. No obstante es posible que la
actividad del glutamato sobre otros receptores afecte de algin modo al
blogueo que ejerce la memantina sobre los rNMDA de manera que su
potencia sea bastante menor cuando se activan todos los tipos de
receptores glutamatérgicos que cuando sélo se activan los rNMDA. Ello
podria indicar que el bloqueo por memantina es facilmente desplazable
frente a estimulos despolarizantes como los que se producirian tras la
entrada de iones Na* a través de receptores AMPA o kainato.
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Como se ha comentado en la introduccion, algunos autores (Parsons y
cols., 2007) proponen que una de las caracteristicas que favorece mas
el buen efecto y tolerabilidad de la memantina es su rapida cinética de
disociacién, mas que su afinidad o otros parametros.

Aunque se trata de una afirmacién hipotética y su comprobacién se
halla fuera de los objetivos de la presente tesis, quiza seria de interés
utilizar el cociente de ICsg obtenidas con glutamato o con NMDA (ICsg
glu/ICso NMDA) Como parametro indicador de qué farmacos pueden ser
candidatos a un futuro desarrollo, puesto que de algin modo,
mimetizarian las acciones de la memantina sobre el rNMDA.

Ciertos compuestos evaluados han mostrado un aumento de potencia
muy significativo con NMDA como agonista comparado con los valores
de ICso con glutamato como agonista. Estos compuestos aumentan su
potencia entre 23 y 42 veces, un aumento muy importante y no
compartido por la mayoria de los compuestos. En la figura 4.72 se
muestran las estructuras de estos cuatro compuestos memantina,
LD45, LD49 y ETCO.

HCI
%Lw @N“@
H S //

Memantina LD 45
@ Me
CH,NH,-HClI i @NHZ-HCI
LD 49 ETC 0

Fig. 4.72 Representacioén de las estructuras de
los compuestos
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La figura 4.73 muestra las estructuras 3D de estos compuestos en dos
tipos de representaciones. Las dos imagenes de la derecha de cada
compuesto nos muestran la posible ocupaciéon espacial en su
conformacion mas estable.

ETCO LD 49 LD 45

Fig. 4.73 Representacién de un modelo en 3D de las estructuras de los
compuestos que presentan un mayor aumento de la potencia como
antagonistas de rNMDA con NMDA como agonista.

De este modo, un compuesto como LD49, que es mucho mas potente
con NMDA como agonista que con glutamato (unas 42 veces mayor,
incluso mas que memantina que aumenta unas 35 veces su potencia)
podria ser un buen candidato para su posterior desarrollo.

No deja de ser remarcable, que resultados obtenidos en nuestro
laboratorio han presentado una relacién 1Cso glu/I1Cso NMDA para el MK-
801 de 3.5, con un comportamiento muy distinto al de memantina.

Contrariamente, algunos compuestos como LD74, RFP3, RFP8 y RFP11
han presentado valores de ICso menores con glutamato como agonista
qgue con NMDA. Como se ha planteado al inicio de este apartado, es de
esperar que los compuestos derivados de memantina y amantadina
evaluados actuen como antagonistas de los receptores NMDA y se unan
en el lugar de unidn para el Mg?* en el interior del canal, pero puede
que ciertos derivados presenten variaciones en el mecanismo de accion
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e incluso en su selectividad sobre los receptores glutamatérgicos,
cabiendo la posibilidad que antagonicen otro subtipo de receptor.

4.1.2.11 Estudios de la capacidad inhibidora de la MAO.

Como se ha comentado con anterioridad en el apartado de materiales y
métodos, a los compuestos que presentaban determinadas similitudes
estructurales con inhibidores de la MAO, como selegilina, rasagilina e
indantadol, se les ha realizado la evaluaciéon de la capacidad de
inhibicion de la actividad de esta enzima en una preparacién cruda
mitocondrial de cerebro de ratdén.

Todos los compuestos seleccionados (LD126, LD127, LD128, LD131 Y
LD132) han sido evaluados a una concentracion de 10uM junto con

selegilina como control positivo a unas concentraciones de 1uM vy
10uM.

Se puede observar en la figura 4.74 que en ninguno de los casos se ha
obtenido una capacidad inhibidora cercana a la mostrada por selegilina,
por lo que cabe descartar la actividad de estos compuestos como
inhibidores frente a MAO-A o MAO-B.
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Fig. 4.74 Representacion del porcentaje de inhibicién de la
actividad MAO de los compuestos seleccionados (LD 126, LD 127,
LD 128, LD 131y LD 132) y el compuesto de referencia, Selegilina.
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Como se ha comentado con anterioridad, los compuestos escogidos
para la evaluacién de la actividad MAO tienen ciertas caracteristicas
estructurales comunes entre ellos y con ciertos compuestos con
capacidad neuroprotectora. Estas caracteristicas estructurales son un
grupo propargilamina y/o un grupo aminoacetamida, como se muestra
en los compuestos de referencia selegilina y rasagilina, e indantadol y
N20C, respectivamente. En la figura 4.75 podemos ver las estructuras
de estos cuatro compuestos.

(X

selegilina rasagilina
Dl oSN
N \-)I\NH
NH O ?
Indantadol ‘ N20C

Fig. 4.75 Representacion de las estructuras de compuestos
con actividad inhibidora sobre la MAO.

Ademas, tanto rasagilina como indantadol contienen en su estructura
un grupo indano. En la figura 4.76 se muestran las estructuras de los
compuestos evaluados en esta parte experimental.

Los resultados obtenidos en la evaluacién nos muestran que tener
alguno o los dos grupos estructurales que contienen los compuestos de
referencia, no es suficiente para que el compuesto tenga actividad
inhibidora de la MAO. En ninguno de los casos evaluados se ha
observado actividad inhibidora de la MAO. Asi, parece que es necesario
algun otro requerimiento estructural para que el compuesto sea activo.
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Fig. 4.76 Representacion de las Estructuras de los compuestos evaluados como
inhibidores de la MAO.

4.2 Experimentos realizados en cultivos de células hipocampales
de raton.

Con la finalidad de determinar la idoneidad de este tipo de cultivos
primarios para el screening farmacolégico de antagonistas de rNMDA,
se han llevado a cabo estudios de caracterizacion farmacolégica con
glutamato y NMDA en el modelo experimental de movilizacién de calcio
con Fura-2.

Los cultivos de células hipocampales se han sembrado en placas de 24
pozos, y se consideran adecuadas para los experimentos después de
unos 10-12 dias in vitro. En la figura 4.77 se muestra una imagen
representativa de las neuronas en cultivo.
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Fig. 4.77 Imagenes de células hipocampales de
embriones de ratén de 18 dias de gestacion en
placa de 24 pozos.

Para su caracterizacion farmacoldgica, se han realizado curvas dosis-
respuesta acumulativas de los dos agonistas de referencia glutamato
(Fig. 4.78) y NMDA (Fig. 4.79), siempre en presencia de glicina (10uM).
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Fig. 4.78. Grafica en la que se representa el incremento de la [Ca“']; inducido
por concentraciones acumulativas de glutamato en presencia de glicina.
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Fig. 4.79 Gréfica en la que se representa el incremento de la [Ca™]; inducido por
concentraciones acumulativas de NMDA en presencia de glicina.

Para evaluar la presencia de receptores que incrementaran la [Ca®']; a
través de receptores no NMDA, se evalué el efecto de glutamato
(100uM) tras la adicion de una concentracién de 100uM de NMDA.
Como puede observarse en la figura 4.80, se obtiene un importante
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Fig. 4.80Grafica en la que se representa el incremento de la [Ca®*]; inducido
inicialmente por NMDA vy posteriormente por glutamato, en presencia de
glicina.
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incremento en la [Ca?'], lo que indica la presencia de una importante
poblacién de receptores glutamatérgicos no-NMDA.

Para determinar la participacion de cada tipo de receptor
glutamatérgico en el incremento de la [Ca®*]; inducido por glutamato en
presencia de glicina, se evalué el efecto de dos antagonistas
glutamatérgicos. Después de la induccién del incremento del calcio
intracelular por glutamato (100uM) vy glicina (10uM), se adicioné MK-
801, antagonista de los rNMDA, y/o MCPG, antagonista de los
receptores metabotrdpicos de glutamato.

En la figura 4.81 se puede observar el efecto sobre la [Ca?*]; de dos
adiciones de MK-801 (100uM y 150uM, mientras en la figura 4.82 se
puede observar el efecto de la adicion de 100uM de MK-801 seguida de
otra adiciéon de MCPG (500uM).
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Fig. 4.81Grafica en la que se representa el incremento de la [Ca®*]; inducido
glutamato y el efecto de la adicién de MK-801, en presencia de glicina.
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Fig. 4.82 Gréfica en la que se representa el incremento de la [Ca2+]i inducido
glutamato y el efecto de la adicién de MK-801 y MCPG, en presencia de glicina.

Puesto que el MCPG no inhibié totalmente la entrada de calcio inducida
por glutamato tras la adicién de MK-801, se considera que la
contribucion de receptores ionotrdopicos no-NMDA en este sustrato
bioldgico seria entre el 15-20% de la sefial total.

Globalmente, si bien este tipo de cultivos podrian ser utiles para la
terminacion de actividad sobre diferentes subtipos glutamatérgicos, la
mayor complejidad en su preparacion y mantenimiento dificultan su
utilizacion en este tipo de experimentos.

4.3 Experimentos realizados en cultivos de células corticales de rata.

Los cultivos de células corticales también se han sembrado en placas de
24 pozos. En la figura 4.83 se muestra una imagen representativa de
estas células en cultivos.
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Fig. 4.83Imagenes de células corticales de embriones de
rata de 18 dias de gestacidn, en placa de 24 pozos.

Con la finalidad también de caracterizar farmacolégicamente este tipo

de cultivo primario se han llevado a cabo diferentes experimentos.

Se ha realizado una curva acumulativa dosis-respuesta de glutamato

con la adicién de concentraciones crecientes de este agonista, como se

muestra en la figura 4.84.
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Fig. 4.84 Gréfica en la que se representa el incremento de la [Ca”']; inducido
concentraciones crecientes de glutamato, en presencia de glicina.
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Para determinar la contribucion de los diferentes subtipos de
receptores glutamatérgicos se ha evaluado el efecto del agonista
glutamato después de una adicion de NMDA, en presencia de glicina. En
la figura 4.85 se puede observar la induccidon del incremento de la
[Ca**]; inicialmente por NMDA y a continuacion por glutamato.

También se ha evaluado el efecto de diferentes antagonistas
glutamatérgicos como memantina y MK-801 (antagonistas de rNMDA),
MCPG (antagonista de receptores metabotrdpicos) y CNQX (antagonista
de rAMPA/Kainato). En la figura 4.86 se pueden observar los efectos de
la adicion de estos antagonistas después de la induccidn del incremento
de la [Ca*"]; por glutamato.
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Fig. 4.85 Grafica en la que se representa el incremento de la [Ca”"); inducido
inicialmente por NMDA vy posteriormente por glutamato, en presencia de
glicina.

Curiosamente, parte del incremento en la [Ca®']; inducida por
glutamato no es sensible al bloqueo con antagonistas glutamatérgicos
especificos. Es posible que la despolarizacion neuronal permita la
apertura de canales de calcio dependientes de voltaje, si bien este
ultimo aspecto no se ha investigado con mas profundidad. Al igual a lo
constatado con los cultivos de neuronas hipocampales, los cultivos de
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neuronas corticales no parecen ser tan idéneos como los de neuronas
granulares de cerebelo para el screening de antagonistas
glutamatérgicos.
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Fig. 4.86 Griafica en la que se representa el incremento de la [Ca®*];inducido por
glutamato y el efecto de la adicién de diferentes agonistas glutamatérgicos, en
presencia de glicina.

4.4 Experimentos realizados con la linea celular SH-SY5Y de
neuroblastoma humano.

Fig. 4.87 Células de la linea SH-SY5Y de neuroblastoma humano en el segundo
DIV, sin diferenciar (izq.) y después del estimulo de diferenciacién (dcha.) (acido
retinoico 10uM).
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Como se puede ver en las figuras 4.87, identificar la diferenciaciéon a
nivel morfolégico no ha sido demasiado evidente. Ademas, los
experimentos para caracterizar farmacoldgicamente esta linea celular
no han resultado exitosos.

En la figura 4.88 se puede observar la falta de efecto tras la adicion de
glutamato 100uM en presencia de glicina (10uM).

Cociente de fluorescencia
(F3a0/F350)
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Fig. 4.88Grafica en la que se representa el incremento de la [Ca”"); inducido por
glutamato, en presencia de glicina.

Estas células han presentados mas dificultades de las esperadas y los
resultados han sido menos exitosos. No se ha conseguido una respuesta
estable y satisfactoria ante la exposicion a NMDA o glutamato en
presencia de glicina.

Si bien el acido retinoico es la sustancia mas utilizada en la bibliografia
para la diferenciacion de las células de esta linea, es posible que puedan
obtenerse mejores resultados con NGF u otros agentes. Asi mismo, la
dilucidacion de este aspecto se escapa de los objetivos planteados.
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4.5 Experimentos realizados con la linea celular STHdh de células
estriatales.

Este tipo celular (Fig. 4.89) poseen una caracteristica particular en su
manipulacion y mantenimiento que puede influir en factores como la
fluidez de las membranas, puesto que deben mantenerse a una
temperatura de cultivo de 339C.

Fig. 4.89 Células de la linea STHdh en los primeros DIV en frasco de cultivo.

Las células de esta linea han presentado problemas en la captacién de
fura-2 dificultando la realizacion de los diferentes experimentos para su
caracterizacion farmacoldgica.

Aun asi, en condiciones especificas (4h de incubacion a 332C), pero no
de una manera sistematica, se ha producido una buena carga del
fluorocromo y se ha realizado algin experimento.

En la figura 4.90 se puede observar la falta de efecto después de la
adicion de agonistas como NMDA vy glutamato. Solo se observa
incremento de la [Ca**]; después de adicionar ionomicina (40uM), un
ionéforo de calcio que facilita la entrada de Ca”** al crear un entorno
lipidico que permite el paso del ion por la membrana citoplasmatica.

Con estas células se han presentado problemas ya en la carga de fura-2.
Posiblemente, el hecho que estos cultivos se mantengan a una
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temperatura de 33C puede tener alguna influencia en la fluidez de la
membrana, dificultando la entrada del fluorocromo al interior celular.
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Fig. 4.90 Grafica en la que se representa el incremento de la [Ca™]; inducido
primero por NMDA y después por glutamato, en presencia de glicina. Seguido
de la adicién de ionomicina.

En general las lineas celulares han presentado peor fiabilidad por su
falta de estabilidad y repetitividad en estos experimentos que los
cultivos primarios.

Estos han presentado mejores resultados con una mayor robustez y
estabilidad de respuesta en los experimentos de movilizacién de calcio
intracelular. Los tres tipos de cultivos responden a los agonistas de
referencia usados con una respuesta estable. No obstante, los que han
mostrado mejores caracteristicas y una elevada repetitividad en la
respuesta, son los cultivos primarios de células granulares de cerebelo
de rata. Por ello, se propone su uso como sustrato bioldgico de
referencia para la determinacién de la actividad antagonista sobre los
rNMDA.
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4.6 Estudios de la toxicidad aguda de ciertos compuestos AK In
Vivo.

Como se ha comentado en el apartado de materiales y métodos, para
este estudio de toxicidad aguda in vivo se han escogido tres
compuestos del grupo de compuestos del Dr. Kolocouris: AK2, AK3 y
AK10, aparte del compuesto de referencia amantadina.

Esta prueba se ha realizado con animales machos y hembras después
de una administracién aguda intraperitoneal de tres dosis distintas
(30mg/kg, 100mg/kg y 300mg/kg) de cada compuesto (Amantadina,
AK2, AK3 y AK10). Cada dosis se ha evaluado con un minimo de tres
animales y a tres tiempos distintos cada animal (a los 30 minutos de la
administracion, a la hora y a las 2h).

Cuando en la dosis anterior se ha observado un 100% de mortalidad, no
se ha realizado la prueba.

Supervivencia en las pruebas de toxicidad aguda de los compuestos AK
seleccionados, a las distintas dosis.

DOSIS (mg/kg) Amantadina  AK-2 AK-3 AK-10
Macho Macho Hembra Macho
30 Hembra Hembra Macho Hembra

Hembra Hembra Macho Macho

Macho Macho

Macho Macho Macho Macho

100 Macho Hembra Macho Hembra
Hembra Macho Hembra Macho

Macho Macho

Macho

Macho Macho Hembra

300 Macho Macho Macho
Hembra Hembra Macho

Tabla 4.20 Tabla de supervivencia de los animales a las distintas
dosis. En verde se muestran los animales que han sobrevivido a la
dosis aguda y en rojo los animales que han muerto después de la
administracion aguda de la dosis correspondiente del farmaco.
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Se puede ver en la tabla 4.20 como el compuesto AK10 es el que ha
presentado mejor toxicidad, mejorando los resultados de amantadina.
AK2 y AK3 en cambio, han mostrado una toxicidad mayor, en los dos
casos, que amantadina. AK2 presenta una mortalidad del 100% a la
dosis de 100 mg/kg, mientras que AK3 a la misma dosis presenta una
mortalidad del 50%.

Posteriormente y si el animal sobrevivid, se llevd a cabo la bateria de
observacién funcional (FOB) para cada uno de ellos, como acercamiento
inicial al estudio neurotoxicoldgico

En general, el efecto maximo del compuesto administrado se observa a
los 30 minutos de la administracidén por via intra-peritoneal. Esto indica
una rapida absorcidn y distribucién del compuesto. En los casos en los
qgue se produjo la muerte del animal, también lo hicieron a los pocos
minutos de la administracion de los farmacos.

Como se comentd en el apartado anterior, este estudio permite evaluar
la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central, efectos
neuromusculares y auténomos, y la reactividad sensorial y motora (Sills
y cols., 2000; Fuentes y cols., 2007). En este caso nos centraremos en
los estados de actividad y excitabilidad del sistema nervioso central, y
para ello seleccionamos los items correspondientes. El resto de
pardmetros evaluados (como la posicidon inicial, salivacién, lagrimeo,
piloereccion, acicalamiento u otros), no mostraron variaciones
relevantes.

Segun algunos autores, el grado de alerta o vigilancia y los
levantamientos se asocian con la actividad del sistema nervioso central,
mientras otros items como los movimientos ténicos y clénicos, la
respuesta inicial y la reaccidon en mano se relacionan con la excitabilidad
del sistema nervioso central (Sills y cols., 2000; Golub y cols., 2004).

En las graficas siguientes se pueden ver representados los items
comentados anteriormente (estado de alerta, levantamientos,
movimientos ténicos y cldnicos, reaccién en mano y respuesta inicial),
para cada dosis evaluada.
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En el caso de amantadina 30 mg/kg, se observa una disminucion de los
distintos items valorados, y en concreto de los factores relacionados
con la actividad del SNC, como son los levantamientos y el estado de
alerta (Fig. 4.91).

Amantadina- 30 mg/kg

6,00
5,00 N\

4,00 \\
3,00 ———

2,00
1,00 — —

0,00
Promedio 30" Promedio 60" Promedio 120
e Respuesta inicial Reaccion en mano
e [\l ovvimientos Tonicos e [ ovimientos Clonicos
Estado de alerta e | @vantamientos (rearings)

Fig. 4.91 Grafica con la representacién de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 30 mg/kg de amantadina.

En la dosis inmediatamente superior de amantadina (100mg/kg), se ven
afectados mas factores pero sin una tendencia clara a una mayor o
menor actividad y excitabilidad del SNC. Por otro lado, se han
presentado temblores moderados o estremecimientos (Fig. 4.92).
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Amantadina - 100 mg/kg

3,50

3,00 /
2,50 \

2,00 ——
1,50

1,00 N\

0,50
0,00

Promedio 30' Promedio 60" Promedio 120'

m—e R pues ta inicial Reaccidn en mano
[\l 0vimientos Tonicos [l ovimientos Clonicos

= Estado de alerta | gvantamientos (rearings)

Fig. 4.92 Gréfica con la representacién de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 100 mg/kg de amantadina.

En el caso del compuesto AK2 solo se pudo evaluar la dosis mas baja,
obteniéndose una disminucidon de los factores indicadores de actividad,
mientras que los relacionados con la excitabilidad no presentan una
tendencia clara (Fig. 4.93).

En algunos casos los animales han presentado alteraciones en el andar
como hacerlo de puntillas o arrastrando las patas posteriores, y algunos
temblores y arqueamientos corporales leves.
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Compuesto AK 2 - 30 mg/kg

8,00
7,00
6,00 N\
5,00 N\

: N\
4,00

3,00
2,00
1,00
0,00
Promedio 30' Promedio 60' Promedio 120'
e RS pues ta inicial Reaccidn en mano

s [\ ovimientos Tonicos [\l ovimientos Cldnicos

e Estadlo de alerta | evantamientos (rearings)

Fig. 4.93 Grafica con la representacion de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 30 mg/kg del compuesto AK2.

El compuesto AK3 a la dosis mas baja presenta un aumento de los items
relacionados con la actividad, y una disminucion en tres de los cuatro
relacionados con la excitabilidad (Fig.4.94). En este caso también se han

Compuesto AK 3 - 30 mg/kg
3,50
3,00 /
2,50 : //
0,50 7
0,00
Promedio 30" Promedio 60" Promedio 120"
-Respuesta inicial Reaccion en mano
e [yl 0N EN EO S TONICOS e [ 0N EN DS Clonicos
e Es tad o de alerta e | &y aNtamientos {rearings)

Fig. 4.94 Griafica con la representacion de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 30 mg/kg del compuesto AK3.
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observado ciertas alteraciones menos pronunciadas, como arrastrar las
patas posteriores al andar y en algunos casos temblores suaves.

En la dosis de 100 mg/kg el compuesto AK3 presenta una alteracién
general de los distintos items valorados (Fig. 4.95). Ademas de los items
mostrados en la gréafica, se han visto alteraciones mas importantes
como temblores y convulsiones moderadas, vaivén excesivo al andar,
dificultades en la movilidad e incoordinacion motora.

Compuesto AK 3 - 100 mg/kg

5,00

4,00

300 \(

2 /
—
\

2,00

1,00

0,00

Promedio 30' Promedio 60' Promedio 120'

== Respuesta inicial Reaccién en mano
e \OVimientos TAnicos e \lOVimientos Clonicos

e Estado de alerta s | @Vantamientos (rearings)

Fig. 4.95 Grafica con la representacion de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 100 mg/kg del compuesto AK3.

El ultimo compuesto presentado es el AK10. A la dosis menor presenta
una disminucién en el estado de alerta y los levantamientos,
relacionados con la actividad del SNC. La respuesta inicial, la reaccién
en mano y los movimientos clénicos, relacionados con la excitabilidad
del SNC, muestran un ligero aumento (Fig. 4.96). También han
presentado ligeras alteraciones en la movilidad como arrastrar las patas
posteriores o andar de puntillas y algunos temblores suaves.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

URV

Resultados y discusion

Compuesto AK 10 - 30 mg/kg

8,00
7,00

6,00 N
5,00 N o

4,00 %
3,00
2,00 ——

1,00 —
0,00

Promedio 30' Promedio 60' Promedio 120"

e Respuesta inicial Reaccion en mano
e [V|OVimientos Tdnicos e [\Ovimientos Clénicos

== Estado de alerta == | @VaNtamientos (rearings)

Fig. 4.96 Griafica con la representacién de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 30 mg/kg del compuesto AK10.

Compuesto AK 10 - 100 mg/kg

5,00
4,00 e
3,00 \\
2,00 S —— :
1,00
0,00
Promedio 30' Promedio 60' Promedio 120"
= Respuesta inicial Reaccion en mano
e [VlOvimientos Tonicos e [Vlovimientos Clénicos
e Estado de alerta == | @VaNtamientos (rearings)

Fig. 4.97 Gréfica con la representacién de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 100 mg/kg del compuesto AK10.
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A la concentracion siguiente, los efectos sobre los factores relacionados
con la actividad del SNC se mantienen, y se suavizan los relacionados
con la excitabilidad (Fig. 4.97). Con esta dosis también se han
presentado ligeras alteraciones sobretodo en el andar como hacerlo en
posicion encorvada, de puntillas o arrastrando las patas traseras y
temblores con alguna sacudida.

En el caso de la dosis mayor de este compuesto, contindan disminuidos
los items relacionados con la actividad (levantamiento y estado de
alerta), mientras los relacionados con la excitabilidad se ven alterados
irregularmente (Fig. 4.98). También se han visto alterados otros
factores como el andar (arqueado o de puntillas), ciertas dificultades en
la movilidad y equilibrio en los levantamientos, movimientos repetitivos
de cabeza y sacudidas.

Compuesto AK 10 - 300 mg/kg

8,00
7,00 —_—
6,00 T —

5,00 e

4,00 e

3,00 — T~
2,00 — T~

1,00
0,00
Promedio 30' Promedio 60' Promedio 120
== Respuesta inicial Reaccién en mano
e [VlOVimMientos Tnicos e [VlOVimientos Clénicos
== Estado de alerta == | @Vantamientos (rearings)

Fig. 4.98 Grifica con la representacion de los items relacionados
con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con
una dosis de 300 mg/kg del compuesto AK10.

A modo de resumen, los compuestos AK2 y AK3 han presentado una
toxicidad mayor que el compuesto de referencia y los tres presentan
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ligeras alteraciones a la menor dosis probada, mientras que a la dosis
de 100 mg/kg ya presentan alteraciones mas generalizadas a nivel de
tono muscular y equilibrio, aparte de los comentados previamente a
nivel de actividad y excitabilidad de sistema nervioso central.

El compuesto AK10 es el que ha presentado menor toxicidad, con unos
niveles menores de toxicidad aguda. Aun asi, a las dosis mayores
también se muestran alteraciones a nivel de tono muscular.

Estos tres compuestos se escogieron principalmente por su actividad
antivirica (determinada previamente en el laboratorio del Dr. De Clercq,
en Bélgica) y por su escasa capacidad como antagonistas sobre los
receptores glutamatérgicos por lo que se juzgd adecuado realizar un
estudio mas detallado de su perfil toxicoldgico.

En cuanto a las dosis usadas, Kornhuber y colaboradores, usaban 50-
100 mg/kg de amantadina en ratas para obtener cambios conductuales
(Kornhuber y cols., 1995). Cabe hacer notar que en humanos, la dosis
habitual de amantadina es de unos 100-400mg/kg.

La toxicidad parece aumentar desde AK10<Amantadina<AK2 y AK3. Si
observamos los valores de ICso presentados por los mismos
compuestos, se observa que siguen el mismo orden que la toxicidad
cuando se usa glutamato y NMDA como agonistas en los experimentos
de la valoracion de la actividad antagonista de los rNMDA.

Como se observa en la tabla, los compuestos AK2 y AK3 son los mas
potentes usando NMDA/glutamato como agonistas, mas potentes
incluso que amantadina y son también los que presentan mayor
toxicidad.

Tanto AK2 como AK3 presentan mayor toxicidad que amantadina, pero
AK2 ha presentado una mortalidad del 100% a la dosis de 100mg/kg,
mientras que AK3 ha presentado una mortalidad del 50%. Este
comportamiento parece que se refleja en los valores de ICsy con
glutamato como agonista.
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AK10 (uM) Amantadina  AK2
ICso (Glu.) 337,1 257,8 314,0
ICso (NMDA) >500 74,6 61,2 50,6

Tabla 4.21 Valores de las concentraciones inhibitorias 50 con glutamato
o NMDA como agonistas de los compuestos usados en el estudio de
toxicidad in Vivo.

El compuesto que presenta mayor actividad antagonista de los rNMDA
con NMDA como agonista, AK3, es el Unico que parece mostrar un
aumento de la actividad del SNC a dosis mas bajas (30mg/kg). Por otro
lado, los tres compuestos mas activos como antagonistas rNMDA,
presentan una alteracion general de los distintos items valorados,
ademds de alteraciones en el tono muscular, la movilidad o el
equilibrio.

Cabe destacar que la toxicidad presentada por el compuesto de
referencia, amantadina, ha sido mayor de la esperada, ya que los
valores de DLsg referenciados en la bibliografia son de 700mg/kg en
ratones y 1275mg/kg en ratas, por via oral (Vernjer y cols., 1969; The
Merck index, Ed. 14). Una de las posibles razones por las que se
produce una mayor toxicidad puede estar relacionada con la via de
administracion puesto que en los experimentos in vivo de esta tesis la
administraciéon se ha realizado por via intraperitoneal. Se tomd Ia
decision de utilizar esta via de administracién dado el desconocimiento
de la farmacocinética y la farmacodinamia de los demas compuestos
evaluados. No obstante, la cepa utilizada puede también haber influido
en este fendmeno.
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5. CONCLUSIONES

El glutamato y el agonista especifico NMDA son capaces de incrementar los
niveles de calcio intracelular en cultivos de células granulares de cerebelo
de rata de forma dependiente de la concentracion. Se han definido sus
valores de ECsg a través de un analisis no lineal de los datos.

Se ha definido la potencia de una serie de 127 compuestos de nueva sintesis
como antagonistas glutamatérgicos, después de haber definido la potencia
de memantina y amantadina como antagonistas de referencia del
incremento de la [Ca®']; inducido por glutamato o por el agonista especifico
NMDA.

Se ha determinado el efecto neuroprotector de un grupo seleccionado de
los compuestos de estudio en un modelo de neurodegeneracidn in vitro.

Ni la reduccidn de dos atomos de carbono del nucleo central ni la
alquilacion de la amina que presentan los compuestos de estructura
bisnoradamantilamina favorecen la potencia de estos compuestos, respecto
a los compuestos de referencia. Tampoco favorece su potencia la reduccion
de 1 atomo de carbono del nucleo central en los compuestos con estructura
noradamantilamina.

La presencia de un radical etilo en el C-3 de los compuestos con estructura
oxadamantilamina parece ser necesaria para su actividad, pero la
sustitucion de un dtomo de carbono del nucleo central por un dtomo de
oxigeno no es suficiente para mejorar sustancialmente la potencia en estos
compuestos. No obstante, la presencia de un datomo de oxigeno en la
estructura benzohomooxadamantano parece ser una caracteristica que
favorece el antagonismo sobre el rNMDA, ya que en general sus potencias
son mayores que los compuestos con estructura benzohomo-
nordamantano.

Se demuestra que estructuras no estrictamente relacionadas con los
aminoadamantanos (benzohomooxadamantanos, benzohomonor-
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11.

12.

13.

adamantanos y pentaciclos) son capaces de actuar como antagonistas del
rNMDA.

La presencia de dos sustituyentes en el carbono contiguo al carbono que
soporta la amina en los adamantanos no favorece a la potencia de éstos en
comparacion a memantina.

La alquilacién de las aminas parece favorecer a los compuestos que
presentan un atomo de oxigeno en el nudcleo central como los
oxadamantanos y los benzohomoxadamantanos, mientras que parece
desfavorecer al resto de compuestos.

Las aminas parecen presentar mayor potencia que las metilaminas
equivalentes en los compuestos con estructuras bisnoradamantano vy
noradamantano, mientras que en las aminas pentaciclicas ocurre lo
contrario.

Por lo que se refiere a la serie de compuestos con estructura adamantano
sintetizados por el Dr. Kolocouris (compuestos AK), se descarta que posean
una apreciable actividad sobre la neurotransmision glutamatérgica.
Ademds, la sustitucidn de la amina por un hidroxilo (-OH) asegura la falta de
actividad de estos compuestos a este nivel.

Los compuestos con estructura relacionada con rincofilina cedidos por la
Dra. Escolano de la Universidad de Barcelona no han presentado actividad
antagonista sobre los receptores NMDA.

Se propone el modelo de estudio cultivo primario de células granulares de
cerebelo como sustrato biolégico idéneo para el screening de farmacos
antagonistas sobre rNMDA. En cambio, las lineas celulares estudiadas no
han demostrado, segun los resultados obtenidos en la presente tesis, ser un
modelo bioldgico aceptable para el estudio de farmacos antagonistas sobre
el rINMDA.

La presencia de grupos aminoacetamido y/o propargilamino no parece ser
suficiente para otorgar actividad inhibidora sobre la monoamino oxidasa a
estos compuestos.
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14. La toxicidad presentada in vivo por los compuestos AK se corresponde con
sus valores de ICsp con NMDA como agonista. Los compuestos con ICso
menores han presentado mayor toxicidad.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

BIBLIOGRAFIA



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 213
Bibliografia

6. BIBLIOGRAFIA

Abemayor E, Sidell N. Human neuroblastoma cell lines as models for the
in vitro study of neoplastic and neuronal cell differentiation.
Environ Health Perspect. 1989; 80:3-15.

Al-Hallag RA, Yasuda RP, Wolfe BB. Enrichment of N-methyl-d-aspartate
NR1 splice variants and synaptic proteins in rat postsynaptic
densities. J.Neurochem. 2001; 77(1):110-119.

Arundine M, Tymianski M. Molecular mechanisms of calcium-
dependent neurodegeneration in excitotoxicity. Cell Calcium.
2003; 34:325-337.

Ascher P, Nowak L. A patch-clamp study of excitatory amino acid
activated channels. Adv Exp Med Biol. 1986; 11(203):507.

Balannik V, Menniti FS, Paternain AV, Lerma J, Stern-Bach Y. Molecular
mechanism of AMPA receptor noncompetitive antagonism. Neur.
2005; 48:279-288.

Balls M, Clothier R. Differentiated cell and organ culture in toxicity
testing. Acta Pharmacol Toxicol (Copenh). 1983; 52(Suppl.
2):115-137.

Bear MF, Malenka RC. Synaptic plasticity: LTP and LTD. Curr Opin
Neurobiol. 1994; 4(3):389-399.

Benarroch EE. Glutamate transporters. Neurol. 2010; 19(74):259-264.

Benda P, Lightbody J, Sato G, Levine L, Sweet W. Differentiated rat glial
cell strain in tissue culture. Sci. 1968; 161(839):370-371.

Blanke ML, VanDongen AMIJ. Activation Mechanisms of the NMDA
Receptor. In: VanDongen AMJ, editor. Biology of the NMDA
Receptor Duke University Medical Center, North Carolina: CRC
Press Frontiers in Neuroscience; 2009. p. Ch13.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

214 | URV
Bibliografia

Blanpied TA, Clarke RJ, Johnson JW. Amantadine Inhibits NMDA
Receptors by Accelerating Channel Closure during Channel Block.
J.Neurosci. 2005; 25(13):3312-3322.

Bliss TV, Collingridge GL. A synaptic model of memory: long-term
potentiation in the hippocampus. Nat. 1993; 9(31):361.

Bliss TVP, Lomo T. Long-lasting potentiation of synaptic transmission in
the dentate area of the anaesthetized rabbit following
stimulation of the perforant path. J. Physiol. 1973; 232(2):331-
356.

Boehning D, Patterson RI, Snyder SH. Apoptosis and calcium: new roles
for cytocrom C and inositol 1,4,5-triphosphate. Cell cyc. 2004,
3(3):252-254.

Boehning D, Patterson RL, Sedaghat L, Glebova NO, Kurosaki T, Snyder
SH. Cytochrome C binds to inositol (1,4,5) triphosphate
receptors, amplifying calcium-dependent apoptosis. Nat. Cell
Biol. 2003; 10:1051-1061.

Bossy-Wetzel E, Schwarzenbacher R, Lipton SA. Molecular pathways to
neurodegeneration. Nat Med. 2004; 10(Suppl.):2-9.

Bredesen DE. Programmed cell death mechanisms in neurological
disease. Curr Mol Med. 2008; 8(3):173-186.

Bredesen DE, Rao RV, Mehlen P. Cell death in the nervous system. Nat.
2006; 443(7113):796-802.

Brock C, Oueslati N, Soler S, Boudier L, Rondard P, Pin J. Activation of a

Dimeric Metabotropic Glutamate Receptor by Intersubunit
Rearrangement. J. Biol. Chem. 2007; 282(45):33000-33008.

Camps P, Duque M, Vazquez S, Naesens L, De Clercq E, Sureda FX,
Lépez-Querol M, Camins A, Pallas M, Prathalingam S, Kelly J,
Romero V, Ivorra D, Cortés D. Synthesis and pharmacological
evaluation of several ring-contracted amantadine analogs.
Bioorg.. Med. Chem. 2008; 16:9925-9936.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

URV
Bibliografia

Casado D. Los efectos del envejecimiento demografico sobre el gasto
sanitario: mitos y realidades. Gac Sanit 2000; 15:154-163.

Caudle WM, Zhang J. Glutamate, excitotoxicity, and programmed cell
death in parkinson disease. Experim. Neurol. 2009; 220:230-233.

Chen V, Lipton S. Pharmacological implications of two distinct
mechanism of interaction of memantine with NMDA-gated
channels. J. Pharmacol. Experim. Therap. 2005; 314:961-971.

Chen JJ, Swope DM, Dashtipour K. Comprehensive review of rasagiline,
a second-generation monoamine oxidase inhibitor, for the
treatment of Parkinson's Disease. Clin.Ther. 2007 9; 29(9):1825-
1849.

Chen M, Lu T, Chen X, Zhou Y, Chen Q, Feng X. Differential Roles of
NMDA Receptor Subtypes in Ischemic Neuronal Cell Death and
Ischemic Tolerance. Stroke 2008; 39(11):3042-3048.

Cheung Y, Lau WK, Yu M, Lai CS, Yeung S, So K, et al. Effects of all-trans-
retinoic acid on human SH-SY5Y neuroblastoma as in vitro model
in neurotoxicity research. Neurotoxicol. 2009; 30(1):127-135.

Choi DW. Neurodegeneration: cellular defences destroyed. Nat.2005;
433:696-698.

Collingridge GL, Kehl SJ, McLennan H. Excitatory amino acids in synaptic
transmission in the Schaffer collateral-commissural pathway of
the rat hippocampus. J. Physiol. 1983; 334(1):33-46.

Conduras A, Rabasa |, Frank A, Bermejo-Pareja F, Lépez-Pousa S, Lépez-
Arieta JM. Prospective one-year cost of illness study in a cohort
of patients with dementia of Alzheimer's disease type in Spain:
the ECO study. J. Alzhe. D. 2010; 19:601-615.

Conning DM, Phillips JC. Comparative metabolism of BHA, BHT and
other phenolic antioxidants and its toxicological relevance. F.
Chem. Toxicol. 1986; 24(10-11):1145-1148.

215



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

216 | URV
Bibliografia

Cotman C, Monaghan D. Multiple Excitatory Amino Acid Receptor
Regulation of Intracellular Ca2+ Implications for Aging and
Alzheimer's Disease. Ann.N.Y.Acad.Sci. 1989; 568(1):138-148.

Danysz W, Parsons C. The NMDA receptor antagonist memantine as a
symptomatological and neuroprotective treatment for
Alzheimer's desease: preclinical evidence. I. J. Geriat. Psychi.
2003; 18:23-32.

Danysz W, Parsons CG, Kornhuber J, Schmidt WJ, Quack G.
Aminoadamantanes as NMDA receptor antagonists and

antiparkinsonian agents — preclinical studies. Neurosci.
Biobehav. Rev. 1997; 21(4):455-468.

Davies WL, Grunert RR, Haff RF, McGahen JW, Neumayer EM, Paulshock
MI. Antiviral activity of 1-adamantanamine (amantadine). Sci.
1964; 144:862-3.

Daviglus ML, Bell CC, Berrettini W, Bowen PE, Connolly ES, Cox NJ.
National Institutes of Health State-of-the-Science Conference
Statement: Preventing Alzheimer Disease and Cognitive Decline.
Ann. Intern. Med. 2010; 153(3):176-181.

De Pedro-Cuesta J, Virues-Ortega J, Vega S, Seijo-Martinez M, Saz P,
Rodriguez F. Prevalence of dementia and major dementia
subtypes in Spanish populations: A reanalysis of dementia
prevalence surveys, 1990-2008. BMC Neurol. 2009; 9(1):55.

Desagher S, Martinou J. Mitochondria as the central control point of
apoptosis. T. Cell Biol. 2000; 10(9):369-377.

De Vries E, Gietema J, de Jong S. Tumor necrosi factor-Related
apoptosis- Inducing ligand pathway and its therapeutic
implications. Clinic. Canc. Res. 2006; 12:2390.

Diaello L. Current Issues in Dementia Pharmacotherapy. Am. J. Manag.
Care 2007; 13(8):198-204.

Dingledine R, Borges K, Bowie D, Traynelis SF. The Glutamate Receptor
lon Channels. Pharmacol. Rev. 1999; 51(1):7-62.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

URV
Bibliografia

Donoso A, Delgado C. Perspectivas en la prevencion y tratamiento
farmacolégico de la enfermedad de Alzheimer. Rev. Med. Chile
2009; 137(2):289-295.

Doraiswamy P. Alzheimer's disease and the glutamate NMDA receptor.
Psychopharmacol Bull. 2003; 37(2):41-49.

Dudek SM, Bear MF. Homosynaptic long-term depression in area CA1 of
hippocampus and effects of N-methyl-D-aspartate receptor
blockade. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 1992; 89(10):4363-4367.

Duque MD, Camps P, Profire L, Montaner S, Vazquez S, Sureda FX,
Mallol J, Lépez-Querol M, Naesens L, De Clercq E, Prathalingam S,
Kelly J. Synthesis and pharmacological evaluation of (2-
oxaadamant-1-yl) amines. Bioorg.Med.Chem. 2009; 17(8):3198-
3206.

Duque MD, Camps P, Torres E, Valverde E, Sureda FX, Lopez-Querol M,
Camins A, Prathalingam S, Kelly J, Vazquez S. New oxapolycyclic
cage amines with NMDA receptor antagonist and trypanocidal
activities. Bioorg.Med.Chem. 2009.

Dusart |, Marty S, Peschanski M. Glial changes following an excitotoxic
lesion in the CNS—II. Astrocytes. Neurosci. 1991; 45(3):541-549.

Ebixa. Ficha técnica de la memantina (clorhidrato de memantina). 2008.

Edsjo A, Holmquist L, Pahlman S. Neuroblastoma as an experimental
model for neuronal differentiation and hypoxia-induced tumor
cell dedifferentiation. Semin.Cancer Biol. 2007; 17(3):248-256.

Encinas M, Iglesias M, Liu Y, Wang H, Muhaisen A, Cefa V. Sequential
treatment of SH-SY5Y cells with retinoic acid and brain-derived
neurotrophic factor gives rise to fully differentiated,
neurotrophic factor-dependent, human neuron-like cells. J
Neurochem. 2000; 75(3):991-1003.

Escalona JC, Carrasco R, Padréon JA editors. Introduccion al disefo
racional de farmacos. Ciudad de la Habana: Editorial
Universitaria; 2008.

217



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

218 | URV
Bibliografia

Estrada Sanchez AM, Mejia-Toiber J, Massieu L. Excitotoxic Neuronal
Death and the Pathogenesis of Huntington's Disease.
Arch.Med.Res. 2008; 39(3):265-276.

Fan MMY, Raymond LA. N-Methyl-d-aspartate (NMDA) receptor
function and excitotoxicity in  Huntington's disease.
Prog.Neurobiol. 2007; 81(5-6):272-293.

Ferraguti F, Shigemoto R. Metabotropic glutamate receptors. Cell Tissue
Res. 2006; 326(2):483-504.

Ferrer-Montiel AV, Merino JM, Planells-Cases R, Sun W, Montal M.
Structural determinants of the blocker binding site in glutamate
and NMDA receptor channels. Neuropharmacol. 1998;
2(139):147.

Forsby A, Bal-Price AK, Camins A, Coecke S, Fabre N, Gustafsson H.
Neuronal in vitro models for the estimation of acute systemic
toxicity. Toxicol. Vit. 2009; 23(8):1564-1569.

Foster TC. Calcium homeostasis and modulation of synaptic plasticity in
the aged brain. Aging Cell 2007; 6(3):319-325.

Fuentes S, Vicens P, Colomina MT, Domingo JL. Behavioral effects in
adult mice exposed to perfluorooctane sulfonate (PFOS). Toxicol.
2007; 242(1-3):123-129.

Furukawa H, Singh S, Mancusso R, Gouaux E. Subunit arrangement and
function in NMDA receptors. Nat. 2005; 438(10):1038.

Garcia FJ, Sdnchez MI, Pérez A, Martin E, Marsal C, Rodriguez Ferrer G.
Prevalencia de demencia y de sus subtipos principales en sujetos
mayores de 65 anos: efecto de la educacién y ocupacion. Med.
Clin (Bar) 2001; 116:401-407.

Garcia-Arencibia M, Hochfeld WE, Toh PPC, Rubinsztein DC. Autophagy,
a guardian against neurodegeneration. Semin.Cell Dev.Biol. 2010.

Gardoni F, Di Luca M. New targets for pharmacological intervention in
the glutamatergic synapse. Eur.J.Pharmacol. 2006; 545(1):2-10.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

URV
Bibliografia

Gilling KE, Jatzke C, Hechenberger M, Parsons CG. Potency, voltage-
dependency, agonist concentration-dependency, blocking
kinetics and partial untrapping of the uncompetitive N-methyl-d-
aspartate (NMDA) channel blocker memantine at human NMDA
(GIuN1/GIuN2A) receptors. Neuropharmacol. 2009; 56(5):866-
875.

Gines S, Ivanova E, Seong |, Saura CA, MacDonald ME. Enhanced Akt
Signaling Is an Early Pro-survival Response That Reflects N-
Methyl-D-aspartate Receptor Activation in Huntington's Disease
Knock-in Striatal Cells. J. Biol. Chem. 2003; 278(50):50514-50522.

Glick D, Barth S, Macleod KF. Autophagy: cellular and molecular
mechanisms. J.Pathol. 2010; 221(1):3-12.

Golub MS, Germann SL, Lloyd KCK. Behavioral characteristics of a
nervous system-specific erbB4 knock-out mouse. Behav.Brain
Res. 2004; 153(1):159-170.

Gorman AM. Neuronal cell death in neurodegenerative diseases:
recurring themes around protein handling. J.Cell.Mol.Med. 2008;
12(6a):2263-2280.

Greenamyre JT. The Role of Glutamate in Neurotransmission and in
Neurologic Disease. Arch.Neurol. 1986; 43(10):1058-1063.

Grisham JW, Smith GJ. Predictive and mechanistic evaluation to toxic
responses in mammalian cell culture systems. Pharmacol Rev.
1984; 36(Suppl. 2):151S5-171S.

Groc L, Bard L, Choquet D. Surface trafficking of N-methyl-d-aspartate
receptors: Physiological and pathological perspectives. Neurosci.
2009; 158(1):4-18.

Guimaraes JS, Freire MAM, Lima RR, Souza-Rodrigues R.D, Costa AMR,
dos Santos CD. Mecanismos de degeneracién secundaria en el
sistema nervioso central durante los trastornos neuronales

agudos y el dano en la sustancia blanca. Rev Neurol. 2009;
48(6):304-310.

219



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

220 | URV
Bibliografia

Gulaboski R, Pereira CM, Cordeiro MNDS, Silva AF, Hoth M, Bogeski |.
Redox properties of the calcium chelator Fura-2 in mimetic
biomembranes. Cell Calc. 2008; 43(6):615-621.

Guttmacher AE, Collins FS. Welcome to the Genomic Era. N. Engl. J.
Med. 2003; 349(10):996-998.

Hao J, Mdzinarishvili A, Abbruscato TJ, Klein J, Geldenhuys WJ, Van der
Schyf CJ. Neuroprotection in mice by NGP1-01 after transient
focal brain ischemia. Brain Res. 2008; 1196:113-120.

Hardingham GE, Fukunaga Y, Bading H. Extrasynaptic NMDARs oppose
synaptic NMDARs by triggering CREB shut-off and cell death
pathways. Nature Neurosci. 2002; 5:405-414.

Hardingham GE. Coupling of the NMDA receptor to neuroprotective
and neurodestructive events. Biochem. Soc. Trans. 2009;
37(6):1147-1160.

Hardingham GE, Bading H. Coupling of extrasynaptic NMDA receptors
to a CREB shut-off pathway is developmentally regulated.
Biochem. Biophy. A. 2002; 1600(1-2):148-153.

Harry GJ, Billingsley M, Bruinink A, Campbell IL, Classen W, Dorman DC.
In vitro techniques for the assessment of neurotoxicity. Environ
Health Perspect. 1998; 106(Suppl. 1):131-158.

Henneberry RC, Novelli A, Cox JA, Lysko PG. Neurotoxicity at the N-
Methyl-D-Aspartate Receptor in Energy-Compromised Neurons
An Hypothesis for Cell Death in Aging and Disease.
Ann.N.Y.Acad.Sci. 1989; 568(1):225-233.

Hollmann M, O'Shea-Greenfield A, Rogers SW, Heinemann S. Cloning by
functional expression of a member of the glutamate receptor
family. Nat. 1989; 342:643-648.

Huggins D, Grant G. The function of the amino terminal domain in
NMDA receptor modulation. J. Mol. Graph. Model. 2005; 23:381-
388.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 221
Bibliografia

Hynd MR, Scott HL, Dodd PR. Glutamate-mediated excitotoxicity and
neurodegeneration in Alzheimer's disease. Neurochem. Internat.
2004; 45:583-595.

lino M, Ozawa S, Tsuzuki K. Permeation of calcium through excitatory
amino acid receptor channels in cultured rat hippocampal
neurones. J. Physiol. 1990; 424(1):151-165.

lvanov A, Pellegrino C, Rama S, Dumalska |, Salyha Y, Ben-Ari Y.
Opposing role of synaptic and extrasynaptic NMDA receptors in
regulation of the extracellular signal-regulated kinases (ERK)
activity in cultured rat hippocampal neurons. J. Physiol. 2006;
572(3):789-798.

Jane DE, Lodge D, Collingridge GL. Kainate receptors: Pharmacology,
function and therapeutic potential. Neuropharmacol. 2009;
56(1):90-113.

Jellinger KA. Challenges in neuronal apoptosis. Curr Alzheimer Res.
2006; 3(4):377-391.

Jellinger KA. Recent advances in our understanding of
neurodegeneration. J Neural Transm. 2009; 16:1111-1162.

Jin R, Clark S, Weeks AM, Dudman JT, Gouaux E, Partin KM. Mechanism
of Positive Allosteric Modulators Acting on AMPA Receptors.
J.Neurosci. 2005; 25(39):9027-9036.

Jones KS, VanDongen HMA, VanDongen AMJ. The NMDA Receptor M3
Segment Is a Conserved Transduction Element Coupling Ligand
Binding to Channel Opening. J.Neurosci. 2002; 22(6):2044-2053.

Kalia LV, Kalia SK, Salter MW. NMDA receptors in clinical neurology:
excitatory times ahead. Lanc. Neurol. 2008; 7(8):742-755.

Kang T, Murakami Y, Matsumoto K, Takayama H, Kitajima M, Aimi N.
Rhynchophylline and isorhynchophylline inhibit NMDA receptors
expressed in Xenopus oocytes. Eur.J.Pharmacol. 2002; 455(1):27-
34.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

222 | URV
Bibliografia

Karlin A, Akabas MH. Substituted-cysteine accessibility method.
Methods Enzymol. 1998; 293(123):145.

Kashiwagi K, Masuko T, Nguyen C, Kuno T, Tanaka |, Igarashi K. Channel
blockers acting at NMDA receptors: differential effects of
mutations in the vestibule and ion channel pore. Mol. Pharmacol.
2002; 61:533-545.

Keindnen K, Wisden W, Sommer B, Werner P, Verdoorn TA, Sakmann B.
A family of AMPA-selective glutamate receptors. Science. 1990;
249(4968):556-560.

Kiyama Y, Manabe T, Sakimura K, Kawakami F, Mori H, Mishina M.
Increased Thresholds for Long-Term Potentiation and Contextual
Learning in Mice Lacking the NMDA-type Glutamate Receptor
epsilon 1 Subunit. J.Neurosci. 1998; 18(17):6704-6712.

Klimaviciusa L, Safiulina D, Kaasik A, Klusa V, Zharkovsky A. The effects
of glutamate receptor antagonists on cerebellar granule cell
survival and development. Neurotoxicol. 2008; 29(1):101-108.

Kornhuber J, Quack G, Danysz W, Jellinger K, Danielczyk W, Gsell W.
Therapeutic brain concentration of the NMDA receptor
antagonist amantadine. Neuropharmacol. 1995; 34(7):713-721.

Kolocouris A, Spearpint P, Martin S, Hay A, Lopez-Querol M, Sureda F,
Padalko E, Neyts J, De Clercqg E. Comparisons of the influenza
virus A M2 channel binding affinities, anti-influenza virus
potencies and NMDA antagonistic activities of 2-alkyl-2-
aminoadamantanes and analogues. Bioorg.. Med. Chem. Lett.
2008; 18:6156-6160.

Krantic S, Mechawar N, Reix S, Quirion R. Molecular basis of
programmed cell death involved in neurodegeneration. Trends
Neurosci. 2005; 28(12):670-676.

Kristiansen LV, Huerta |, Beneyto M, Meador-Woodruff JH. NMDA
receptors and schizophrenia. Curr. Op. Pharmacol. 2007; 7(1):48-
55.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

URV
Bibliografia

Kroemer G, Dallaporta B, Resche-Rigon M. The mitochondrial death/life
regulation in apoptosis and necrosis. Annu. Rev. Physiol. 1998;
60:619-642.

Kulikov AV, Rzhaninova AA, Goldshtein DV, Boldyrev AA. Expression of
NMDA receptors in multipotent stromal cells of human adipose
tissue under conditions of retinoic acid-induced differentiation.
Bull. Exp. Biol. Med. 2007; 144(4):626-629.

Kutsuwada T, Sakimura K, Manabe T, Takayama C, Katakura N, Kushiya
E. Impairment of Suckling Response, Trigeminal Neuronal Pattern
Formation, and Hippocampal LTD in NMDA Receptor €2 Subunit
Mutant Mice. Neur. 1996; 16(2):333-344.

Lambert JC. Genome-wide association study identifies variants at CLU
an CR1 associated with Alzheimer's disease. Nat. Genet. 2009; 6.

Lau A, Tymianski M. Glutamate receptors, neurotoxicity and
neurodegeneration. Eur J Physiol 2010; 14.

Lee JA. Autophagy in neurodegeneration: two sides of the same coin.
BMB Rep. 2009; 42(6):324-330.

Lim D, Fedrizzi L, Tartari M, Zuccato C, Cattaneo E, Brini M. Calcium
Homeostasis and Mitochondrial Dysfunction in Striatal Neurons
of Huntington Disease. J. Biol. Chem. 2008; 283(9):5780-5789.

Liu X, Murray KD, Jones EG. Switching of NMDA Receptor 2A and 2B
Subunits at Thalamic and Cortical Synapses during Early Postnatal
Development. J.Neurosci. 2004; 24(40):8885-8895.

Lois G, Lanza M, Makovec F, Artusi R, Caselli G, Puia G. Functional in
vitro characterization of CR 3394: A novel voltage dependent N-
methyl-d-aspartate (NMDA) receptor antagonist.
Neuropharmacol. 2006; 50(3):277-285.

Love S. Oxidative stress in brain ischemia. Brain Pathol. 1999; 9(1):119-
31.

223



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

224 | URV
Bibliografia

Lucas DR, Newhouse JP. The toxic effect of sodium L-glutamate on the
inner layers of the retina. AMA Arch Ophthalmol. 1957;
58(2):193-201.

Lynch DR, Guttmann RP. Excitotoxicity: Perspectives Based onN-Methyl-
d-Aspartate Receptor Subtypes. J. Pharmacol. Exp. Therap. 2002;
300(3):717-723.

Lynch MA. Long-Term Potentiation and Memory. Physiol.Rev. 2004;
84(1):87-136.

Magazanik LG, Tikhonov DB, Bol'shakov KV, Gmiro VE, Buldakova SL,
Samoilova MV. Studies of the structure of glutamate receptor ion

channels and the mechanisms of their blockade by organic
cations. Neurosci Behav Physiol. 2003; 33(3):237-246.

Manahan-Vaughan D, von Haebler D, Winter C, Juckel G, Heinemann U.
A single application of MK801 causes symptoms of acute
psychosis, deficits in spatial memory, and impairment of synaptic
plasticity in rats. Hipp. 2008; 18(2):125-134.

Marty S, Dusart I, Peschanski M. Glial changes following an excitotoxic
lesion in the CNS—I. Microglia/macrophages. Neurosci. 1991;
45(3):529-539.

Mattia C, Coluzzi F. Indantadol, a novel NMDA antagonist and
nonselective MAO inhibitor for the potential treatment of
neuropathic pain. IDrugs. 2007; 10(9):636-644.

Mattson MP. Apoptosis in neurodegenerative disorders. Nat Rev Mol
Cell Biol. 2000; 1(2):120-129.

Molinuevo J, Lladé A, Rami L. Memantine: Targeting glutamate
excitotoxicity in Alzheimer's disease and others dementias. Am J
Alzheimers Dis Other Demen 2005; 20(2):77-85.

Monyer H, Seeburg PH, Wisden W. Glutamate-operated channels:
Developmentally early and mature forms arise by alternative
splicing. Neur. 1991; 6(5):799-810.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 225
Bibliografia

Morris BJ, Cochran SM, Pratt JA. PCP: from pharmacology to modelling
schizophrenia. Curr. Op. Pharmacol. 2005; 5(1):101-106.

Morris RGM, Schenk F, Tweedie F, Jarrard LE. |Ibotenate Lesions of
Hippocampus and/or Subiculum: Dissociating Components of
Allocentric Spatial Learning. Eur.J.Neurosci. 1990; 2(12):1016-
1028.

Moser VC. The functional observational battery in adult and developing
rats. Neurotoxicol. 2000; 21(6):989-996.

Nair VD, Niznik HB, Mishra RK. Interaction of NMDA and dopamine D2L
receptors in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. J Neurochem.
1996; 66(6):2390-2393.

Nakamura T, Lipton SA. Preventing Ca2+-mediated nitrosative stress in
neurodegenerative diseases: Possible pharmacological strategies.
Cell Calcium 2010; 47(2):190-197.

Neyton J, Paoletti P. Relating NMDA Receptor Function to Receptor
Subunit Composition: Limitations of the Pharmacological
Approach. J.Neurosci. 2006; 26(5):1331-1333.

Nicoletti F, Wroblewski JT, Novelli A, Guidotti A, Costa E. Excitatory
amino acid signal transduction in cerebellar cell cultures. Funct
Neurol. 1986; 1(4):345-349.

Nishi M, Hinds H, Lu H, Kawata M, Hayashi Y. Motoneuron-Specific
Expression of NR3B, a Novel NMDA-Type Glutamate Receptor
Subunit That Works in a Dominant-Negative Manner. J.Neurosci.
2001; 21(23):185RC.

Niswender CM, Conn PJ. Metabotropic Glutamate Receptors:
Physiology, Pharmacology, and Disease. Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 2010; 50(1):295-322.

OCDE. Guidelines for acute oral toxicity testing. 2007.

Okouchi M, Ekshyyan O, Maracine M, Aw TY. Neuronal Apoptosis in
Neurodegeneration. Antiox. Redox Sig. 2007; 9(8):1059-1096.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

226 | URV
Bibliografia

Olney JW, Ho OL. Brain damage in infant mice following oral intake of
glutamate, aspartate or cysteine. Nat. 1970; 227(5258):609-611.

Orrenius S, Zhivotovsky B, Nicotera P. Regulation of cell death: the
calcium-apoptosis link. Nat Rev Mol Cell Biol. 2003; 4(7):552-565.

Ozawa S, Kamiya H, Tsuzuki K. Glutamate receptors in the mammalian
central nervous system. Prog.Neurobiol. 1998; 54(5):581-618.

Pahlman S, Odelstad L, Larsson E, Grotte G, Nilsson K. Phenotypic
changes of human neuroblastoma cells in culture induced by 12-
O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate. Int J Cancer. 1981;
28(5):583-589.

Paoletti P, Vila |, Rife M, Lizcano JM, Alberch J, Gines S. Dopaminergic
and Glutamatergic Signaling Crosstalk in Huntington's Disease
Neurodegeneration: The Role of p25/Cyclin-Dependent Kinase 5.
J.Neurosci. 2008; 28(40):10090-10101.

Paoletti P, Neyton J. NMDA receptor subunits: function and
pharmacology. Curr. Op. Pharmacol. 2007; 7(1):39-47.

Papadia S, Soriano FX, Léveillé F, Martel MA, Dakin KA, Hansen HH.
Synaptic NMDA receptor activity boost intrinsic antioxidant
defences. Nat Neurosci. 2008; 11(4):476-487.

Parsons C, Danysz W, Quack G. Memantine es a clinically well tolerated
N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist-a review of
preclinical data. Neuropharmacol. 1999; 38:735-767.

Parsons C, Stoffler A, Danysz W. Memantine: a NMDA receptor
antagonist that improves memory by restoration of homeostasis
in the glutamatergic system- too little activation is bad, too much
is even worse. Neuropharmacol. 2007; 53:699-723.

Petegnief V, Saura J, de Gregorio-Rocasolano N, Paul SM. Neuronal
injury-induced expression and release of apolipoprotein E in
mixed neuron/glia co-cultures: nuclear factor kB inhibitors
reduce basal and lesion-induced secretion of apolipoprotein E.
Neurosci. 2001; 104(1):223-234.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 227
Bibliografia

Planells-Cases R, Montoliu C, Humet M, Fernandez AM, Garcia-Martinez
C, Valera E. A Novel N-Methyl-d-aspartate Receptor Open
Channel Blocker with in Vivo Neuroprotectant Activity. J.
Pharmacol. Exp. Therap. 2002; 302(1):163-173.

Pouplana R, Barril X, Luque FJ. Quimica computacional en disefio de
farmacos. Life scinces lab. 2009:28-31.

Rammes G, Danysz W, Parsons CG. Pharmacodynamics of memantine:
an update. Curr Neuropharmacol. 2008; 6(1):55-78.

Ramon y Cajal S editor. Histologie du systeme nerveux de I'homme et
des vertebros. Paris; 1913.

Rang HP. The drug discovery process: general principles and some case
histories. 2006:43-56.

Rastinejad F. Retinoid X receptor and its partners in the nuclear
receptor family. Curr.Opin.Struct.Biol. 2001; 11(1):33-38.

Rees KR. Cells in culture of toxicity testing: a review. J. R. Soc. Med.
1980; 73(4):261-264.

Roche KW, Raymond LA, Blackstone C, Huganir RL. Transmembrane
topology of the glutamate receptor subunit GluR6. J. Biol. Chem.
1994; 269(16):11679-11682.

Rowland LP, Merrit HH editors. Merritt's neurology. 11th ed.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2005.

Sakurada K, Masu M, Nakanishi S. Alteration of Ca®* permeability and
sensitivity to Mg?* and channel blockers by single aminoacid
substitution in the NMDA receptor. J. Biol. Chem. 1993;
268(1):410-415.

Sala C, Rudolph-Correia S, Sheng M. Developmentally Regulated NMDA
Receptor-Dependent Dephosphorylation of cAMP Response
Element-Binding Protein (CREB) in Hippocampal Neurons.
J.Neurosci. 2000; 20(10):3529-3536.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

228 | URV
Bibliografia

Salinska E, Danysz W, Tazarewicz J. The role of excitotoxicity in
neurodegeneration. Fol. Neuropathol. 2005; 43(4):322-339.

Saneto RP, Altman A, Knobler RL, Johnson HM, de Vellis J. Interleukin 2
mediates the inhibition of oligodendrocyte progenitor cell
proliferation in vitro. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 1986; 83(23):9221-
9225.

Sans N, Petralia RS, Wang Y, Blahos J,ll, Hell JW, Wenthold RJ. A
Developmental Change in NMDA Receptor-Associated Proteins at
Hippocampal Synapses. J.Neurosci. 2000; 20(3):1260-1271.

Schleyer PR. A Simple Preparation of Adamantane. J. Am. Chem. Soc.
1957; 79:32-92.

Schrier BK, Van Putten DN. On the application of molecular cloning to
developmental neurobiology. Int J Neurol. 1983; 16-17:46-60.

Shahar A, Ralph J, David Y. Morphological alterations in cultured
neuromuscular tissue induced by two anesthetic agents.
Neurochem Res. 1989; 14(10):1017-1024.

Shastry BS. Neurodegenerative disorders of protein aggregation.
Neurochem.Int. 2003; 43(1):1-7.

Sheng M, Cummings J, Roldan LA, Jan YN, Jan LY. Changing subunit
composition of heteromeric NMDA receptors during
development of rat cortex. Nat. 1994; 368(6467):144-147.

Shimada Y, Goto H, Itoh T, Sakakibara I, Kubo M, Sasaki H. Evaluation of
the protective effects of alkaloids isolated from the hooks and
stems of Uncaria sinensis on glutamate-induced neuronal death

in cultured cerebellar granule cells from rats. ] Pharm Pharmacol.
1999; 51(6):715-722.

Shimamoto K. Glutamate Transporter Blockers for Elucidation of the
Function of Excitatory Neurotransmission Systems. Chem. Rec.
2008; 8:182-199.

Sills  RC, Valentine WM, Moser V, Graham DG, Morgan DL.
Characterization of Carbon Disulfide Neurotoxicity in C57BL6



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 229
Bibliografia

Mice: Behavioral, Morphologic, and Molecular Effects. Toxicol.
Pathol. 2000; 28(1):142-148.

Singh J, Kaur G. Transcriptional regulation of polysialylated neural cell
adhesion molecule expression by NMDA receptor activation in
retinoic acid-differentiated SH-SY5Y neuroblastoma cultures.
Brain Res. 2007; 1154:8-21.

Smaili S, Hirata H, Ureshino R, Monteforte PT, Morales AP, Muler ML.
Calcium and cell death signaling in neurodegeneration and aging.
A. A. B. Ciénc. 2009; 81(3):467-475.

Sobolevsky Al, Prodromou ML, Yelshansky MV, Wollmuth LP. Subunit-
specific Contribution of Pore-forming Domains to NMDA
Receptor Channel Structure and Gating. J. Gral. Physiol. 2007;
129(6):509-525.

Soriano FX, Papadia S, Hofmann F, Hardingham NR, Bading H,
Hardingham GE. Preconditioning Doses of NMDA Promote
Neuroprotection by Enhancing Neuronal Excitability. J.Neurosci.
2006; 26(17):4509-4518.

Spedding M, Neau |, Harsing L. Brain plasticity and pathology in
psychiatric disease: sites of action for potential therapy. Curr. Op.
Pharmacol. 2003; 3(1):33-40.

Stanika RI, Pivovarova NB, Brantner CA, Watts CA, Winters CA, Andrews
SB. Coupling diverse routes of calcium entry to mitochondrial
dysfunction and glutamate excitotoxicity. Pnas 2006;
106(24):9854-9859.

Sun D, Murali SG. Stimulation of Na+-K+-2Cl- cotransporter in neuronal
cells by excitatory neurotransmitter glutamate. Am J Physiol Cell
Physiol 1998; 275(3):C772-779.

Syntichaki P, Tavernarakis N. the biochemistry of neuronal necrosis:
rogue biology? Nat. Rev. Neurosci. 2003; 4:672-684.

Takahashi JL, Giuliani F, Power C, Imai Y, Yong VW. Interleukin-1
promotes  oligodendrocyte  death  through  glutamate
excitotoxicity. Ann.Neurol. 2003; 53(5):588-595.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

230 | URV
Bibliografia

Tang YP, Shimizu E, Dube GR, Rampon C, Kerchner GA, Zhuo M. Genetic
enhancement of learning and memory in mice. Nat. 1999;
63(9):6748.

Tanovié A, Alfaro V. Neuroproteccidon con memantina (antagonista no
competitivo del receptor NMDA-glutamato) frente a Ia
excitotoxicidad asociada al glutamato en la enfermedad de
Alzheimer y en la demencia vascular. Rev. Neurol. 2006;
42(607):616.

Taverna FA, Wang LY, MacDonald JF, Hampson DR. A transmembrane
model for an ionotropic glutamate receptor predicted on the
basis of the location of asparagine-linked oligosaccharides. J. Biol.
Chem. 1994; 269(19):14159-14164.

Taylor JP, Hardy J, Fischbeck KH. Toxic Proteins in Neurodegenerative
Disease. Sci. 2002; 296(5575):1991-1995.

Tilley JW, Kramer MJ. Aminoadamantane derivatives. Prog Med Chem.
1981; 18:1-44.

Tovar KR, Westbrook GL. The Incorporation of NMDA Receptors with a
Distinct Subunit Composition at Nascent Hippocampal Synapses
In Vitro. J.Neurosci. 1999; 19(10):4180-4188.

Trettel F, Rigamonti D, Hilditch-Maguire P, Wheeler VC, Sharp AH,
Persichetti F. Dominant phenotypes produced by the HD
mutation in STHdhQ111 striatal cells. Hum.Mol.Genet. 2000;
9(19):2799-2809.

Vanhoutte P, Bading H. Opposing roles of synaptic and extrasynaptic
NMDA receptors in neuronal calcium signalling and BDNF gene
regulation. Curr.Opin.Neurobiol. 2003; 13(3):366-371.

Verdaguer E, Garcia-Jorda E, Jiménez A, Stranges A, Sureda FX, Canudas
AM. Kainic acid-induced neuronal cell death in cerebellar granule
cells is not prevented by caspase inhibitors. Br J Pharmacol. 2002;
135(5):1297-1307.

Verkhratsky A, Kirchhoff F. Glutamate-mediated neuronal-glial
transmission. J.Anat. 2007; 210(6):651-660.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 231
Bibliografia

Villmann C, Becker M. On the Hypes and falls in neuroprotecction
targeting the NMDA receptor. Neuroscient. 2007; 13(6):594.

Vuillaume |, Schraen-Maschke S, Formstecher P, Sablonniére B. Real
Time RT-PCR Shows Correlation between Retinoid-Induced
Apoptosis and NGF-R MRNA Levels.
Biochem.Biophys.Res.Commun. 2001; 289(3):647-652.

Walton HS, Dodd PR. Glutamate—glutamine cycling in Alzheimer's
disease. Neurochem.Int. 2007; 50(7-8):1052-1066.

Wang Y, Qin Z. Molecular and cellular mechanisms of excitotoxic
neuronal death. Apop. Agin. Brain 2010.

Watanabe M, Inoue Y, Sakimura K, Mishina M. Developmental changes
in distribution of NMDA receptor channel subunit mRNAs.
Neuroreport. 1992; 3(12):1138-1140.

Wenzel A, Benke D, Mohler H, Fritschy J-. N-methyl--aspartate
receptors containing the NR2D subunit in the retina are
selectively expressed in rod bipolar cells. Neurosci. 1997;
78(4):1105-1112.

Witt A, Macdonald N, Kirkpatrick P. Memantine hydrochloride. Nat Rev
Drug Discov. 2004; 3(2):109-110.

Wollmuth LP, Sobolevsky Al. Structure and gating of the glutamate
receptor ion channel. Trends Neurosci. 2004; 27(6):321-328.

Yashiro K, Philpot BD. Regulation of NMDA receptor subunit expression
and its implications for LTD, LTP, and metaplasticity.
Neuropharmacol. 2008; 55(7):1081-1094.

Youdim MB, Maruyama W, Naoi M. Neuropharmacological,
neuroprotective and amyloid precursor processing properties of
selective  MAO-B inhibitor antiparkinsonian drug, rasagiline.
Drugs T. (Barc) 2005; 41(6):369-391.

Young AB. Four Decades of Neurodegenerative Disease Research: How
Far We Have Come! J. Neurosci 2009; 41(29):12722-12728.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

232 | URV
Bibliografia

Zheng X, Zhang L, Wang AP, Araneda RC, Lin Y, Zukin RS. Mutation of
structural determinants lining the N-methyl--aspartate receptor
channel differentially affects phencyclidine block and spermine
potentiation and block. Neurosci. 1999; 93(1):125-134.

Zuchner T, Brundin P. Mutant huntingtin can paradoxically protect
neurons from death. Cell Death Differ. 2008; 15:435-442.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

ANEXOS



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS
Marta Lépez Querol

URV | 235
Anexos

ANEXOS

I. Estructura de todos los compuestos usados en este trabajo.

A. Aminas bisnoradamantanicas.

HsG CHs HsG CHj HaC CH;, HaC CHs
NH,-HCI NHBn-HCl NMe,-HCI NMeBn-HCI
LD 9 LD 10 LD 11 LD 12
HaC CHs

Pog P

NHMe-HCI N(Bn),"HCl CHzNH C,,.,.HNﬂ

\ S
LD 15 LD 13 LD 83 LD 84
H30; CH3 H3C CH3 H3C CH3 H4C CH
CH,NH,-HCI CHNH,Me-HCI CH,NMe,-HCI CH,NHBN-HCI
LD 14 LD 1 LD 27 LD 30
H3C CHs H3C CHs3
; HCI
CH2NH NH2-HCI
CH,NMeBn-HCI CH,NHMe"HCI CHzN
LD 34
LD 31 LD 32 LD 33

guanidina
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B. Aminas noradamantanicas.

@\NMez-HCI @\NHZ-HCI E\NHBWHCI

LD 24 LD 25 LD 35
E\NMeBn-HCI EI\O @\CHZNMeZ-HCI
LD 36 LD 37 LD 40
E\NHMe -HCI @\CHzNH NH2 HCI E\CHzNHMe-HCI
LD 51 LD 44 LD 50

LD 43 LD 45 LD 46
OMe
@\ NH,HCI
N N
OMe LD 94
LD 41 LD 42

@\CHzNMeBn-HCI @\CHZNHZ-HG E\CHZNHBWHCI

LD 39 LD 29 LD 38
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C. Aminas oxadamantanicas.

H H H H
i oo D20 i
ﬂ/\O NH,-HCl N i
LD 3

CeHs
LD 4 LD 5 LD 6

H
H H Et
0
//\\\v//l:::::] Q @) @
N N
| | NHCH3-HCI NH2-HCI
LD 16 LD 17 LD 18 LD 52
Et Et B N
@ ~ A Ei f
N N
H/\© | /\© N(CHa),-HCI NHCH HCI
LD 53 LD 54 LD 55 LD 56
CH;, CHj
0 0 0 0
NH,-HCI NH,-HCI NHNH - HCI NH,-HCI
LD 57 LD 58 LD 59 LD 60
CHg Et Et
0 0
Q Ha

N(CHs3),-HCI N(CH,CHs),-HCl ,\O

LD 61 LD 68 LD 133
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D. Aminas benzohomooxadamantanos.

H H
NH,-HCl NHBn-HCI NMeBn-HClI
LD 7 LD 8 LD 19
H H H
NMe - HC NBn - HCI NHCH,Bn-HCl
LD 20 LD 21 LD 22
H H Me
NHMe-HCI NEt, Ac. tart. NH,-HClI
LD 23 LD 67 LD 78
Me Me Et
NMe,-HCI N(CH,CH3),-HCl NH,-HCI
Et Et H
0 0
O:@ ‘HCl O:@ Q:@O
N NHBn-HCI NHCH,CONH,
LD 117 Lp 126 HC

LD 98
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H

e

LD 127

NHCH,C,H
‘HCI

H
O
N(CH5CsH),

LD 128 ¢!

O -Hd
N/\\\

LD 132 \%
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E. Aminas pentaciclicas.

NH,-HCI N(CH ), HCI N(Et), HCI
- HCI
- HClI
S .
NH-(C=NH)-CH3 NHCHZ@ CHoNH,-HCI
LD 89 LD 87 LD 49
CH,NHCH - HCI CH,NMe,HCI CH,N(CH,CHz)pHCI
LD 74 LD 70 LD 71
- HClI
JLH S
CHoNH™ ~“Me-HCI CHzNH\Q
NH,-HCI 2 © \
LD 125 LD 75 LD 86
o N ) CHNRBn-HC] CH,NMeBn- HCI
- HCI

LD 73 LD 118 LD 119
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NH-HCI NH-HCI NBn-HCI

LD 122 LD 93 LD 121
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F. Aminas benzohomonoradamantanicas.

NH,-HCI \_Q
ETC 0 ETC 1 ETC 2

oS, 1 O, O

ETC 6 ETC 7 ETC 8



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATERGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICICLICOS

Marta Lépez Querol

G. Aminas adamantanicas. Compuestos RFP.

Nty HO N:HCI
RFP2 RFP3
‘HCI : :
RFP5 RFP6
~
N Hel NH;-HCl
RFP8 RFP11
N~ Hcl
H

RFP13

URV
Anexos

N Hel

RFP4

-
N He

RFP7

RFP12
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H. Aminas adamantdanicas. Compuestos AK.

CHs CH(CH;),
NH,-HCI NH,-HCl N
H-HCl
AKA1 AK2 AK3
N N N -Ho
CHHCI ‘HCI H
AK4 AK5 AK6
CH, OH CHs
zﬁgii;jCTj> szEi;; B
H-HCI
AK9
AK7 AKS8
CH(CH3),

NH,-HCl
" @/

AK10 AK11
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J. Compuestos derivados de rincofilina.

PF4 PF5 PF6

PF7
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Il. Descripcion de los items de la Bateria de Observacion Funcional (FOB, del
inglés) y sus valoraciones.

A. Observacion del raton en la jaula (1 minuto).

Durante la observacién, mantenerse a uno o dos pasos de la jaula.

CONDICION PUNTUACION DESCRIPCION
1 Normal, sentado o de pie

Acurrucado, tumbado
Posicidn Ligero balanceo
Inicial Balanceo exagerado
Tumbado en exceso

Tumbado de lado, patas hacia arriba

Muy baja (coma, estupor)

N RO U b W N

Baja (inactivo con movimiento leve)
Ligeramente baja (exploracién con

L momentos de inactividad)
Excitacion,

estado de 4
vigilancia

Normal (alerta, movimientos de
exploracién)

Ligeramente alta(tenso, excitado,
temblores espontaneos)

Muy alta (hiper-alerta, muy excitado,
movimientos subitos)

B. Observacidn del raton en la mano (30 segundos).

Destapar la jaula, coger el animal por la cola y ponerlo en la palma de la mano.
Observar. En el caso de presentar piloereccidn, se tiene que pasar la mano por
encima para aplanar el pelo, sélo si se mantiene la pilo-ereccién se puntia como
tal.
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CONDICION PUNTUACION DESCRIPCION
Respuesta inicial 1 Muy facil, letargico, no

reacciona

Facil, normal
Moderadamente dificil
Bastante dificil

Dificil

Baja, facil de manipular

Reaccion en mano
Moderadamente baja
Moderadamente alta
Alta (trepa, intenta morder)

Salivacion Ausente
Ligera

Intensa

Lagrimeo Ausente
Ligera

Intensa

Pilo-ereccion Ausente

Presente

Sub/sobre- Ausente

limpieza

+ O+ O W N RIWNRIPLPWNERPOBSWNDN

Presente
(grooming)

Parpadeo Ojos abiertos
Parpados ligeramente caidos

Parpados medio cerrados

A W N R

Ojos cerrados

C. Observaciéon en campo abierto (2 minutos).

La observacidon durara 10 minutos y durante los dos primeros se anotaran los
levantamientos, acicalamientos y otros comportamientos indicativos de toxicidad.
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CONDICION PUNTUACION DESCRIPCION
Marcha 1 Caminar normal

Ataxia, Balanceo excesivo
Arrastrar las patas traseras

Pisadas muy marcadas

Incapaz de soportar su propio peso
De puntillas

Posicion corporal encorvada

00 N O Ll A W N

Arrastrar el cuerpo por la
superficie

Anormalidades Normal

en la marcha Ligeramente anormal
Moderadamente anormal

Severamente anormal

Movilidad Normal
Ligeramente alterada
Bastante alterada

Totalmente alterada

Excitacion, Muy poca; coma, estupor

N R WNR[PDWDN B

estado de Poca; algin movimiento de cabeza
vigilancia O cuerpo
3 Un poco baja; alguna exploracion
con momentos inmoviles
4 Normal; alerta, movimientos de
exploracién
5 Un poco alta; tenso, excitado
6 Muy elevada; hiperalerta,

movimientos subitos

Movimientos 1 Normal
Clénicos 2 Temblores suaves, escalofrios

w

involuntarios Movimientos repetitivos de boca y
mandibula

Temblores moderados

Temblores severos

Sacudirse

N o oo B

Sacudirse clénicamente,
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espasmddicamente

8 Convulsiones espasmadicas
Movimientos 1 Normal
Tdnicos 2 Contraccién de los extensores;
involuntarios extremidades posteriores rigidas y
estiradas
3 "Opistdétonos"; arqueo de la
espalda con la cabeza hacia atras
4 "Emprostétonos"”; arqueo del
cuerpo hacia abajo
5 Saltos explosivos
6 Convulsiones severas

clénicas/ténicas que resultan en
muerte

Posicién cola Arrastrada por la superficie
Rigida, sobre la superficie

Rigida, en el aire

Vocalizaciones Ausencia

+ O|lW N -

Presencia, vocalizaciones
espontaneas

Defecaciones Ausencia

Presencia, contarlas

Orinas Ausencia

+ O+ O

Presencia, contarlas
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D. Observacion de la respuesta a las manipulaciones.

Para esta ultima parte se necesitara un objeto alargado, un click auditivo y una red

para escalar.

CONDICION PUNTUACION DESCRIPCION
1 No reacciona
Respuesta 2 Acercamiento lento, se gira
Acercamiento 3 Se queda "congelado"
4 Respuesta mas activa que 2 0 3
5 Respuesta exagerada; saltos,
ataques, mordidas
1 No reacciona
Respuesta 2 Acercamiento lento, se gira
Contacto 3 Se queda "congelado"
4 Respuesta mas activa que 2 0 3
5 Respuesta exagerada; saltos,
ataques, mordidas
1 No reacciona
Respuesta 2 Acercamiento lento, se gira
Estimulo 3 Se queda "congelado"
Auditivo 4 Respuesta mas activa que 2 0 3
5 Respuesta exagerada; saltos,
ataques, mordidas
Capacidad 1 Cae o se mantiene en la base
Escalada 2 Se gira hacia la base, no sube
Invertida 3 Sube hasta arriba
1 Normal; se gira rapidamente
Media 2 Se gira, pero mas lentamente
Vuelta 3 Muy lentamente
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lll. Modelo para la toma de datos en los experimentos In Vivo.

Bateria de observacion funcional ( del inglés, FOB)

EN JAULA (1 minuto)

30' 1h 2h OBSERVACION A CAMPO ABIERTO (2 minutos)
Postura inicial 1-6
Excitacién 1-6 30' 1h 2h
“Groomings” Caminar
Comidas/Bebidas Caminar Anormal
Levantamientos Movilidad
“Climbing” Excitacion
Estereotipias Movimientos Ténicos

Movimientos Clénicos

Levantamientos

EN MANO (30 segundos) “Groomings”
Vocalizaciones

30 1h 2h Micciones

Respuesta inicial Defecaciones

Reaccién en mano Posicién de cola

Salivacion Estereotipias

Lacrimacion

Piloereccion

“Fur/over grooming” MANIPULACION

Ojos cerrados

30' 1h 2h

COMENTARIOS/OBSERVACIONES Respuesta acercamiento

Respuesta contacto

Respuesta auditiva

Escalada

Velocidad de giro

Peso
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The synthesis of several [3-noradamantyl Jamines, [(3-noradamantylimethyl|amines, (3,7-dimethyl-1-
bisnoradamantyl Jamines, and |(3,7-dimethyl- | -bisnoradamantyl jmethyljamines is reported. They were
evaluated against a wide range of viruses and one of them inhibited the cytopathicity of influenza A virus
at a concentration similar to that of amantadine, Several of the new polycyclic amines show an interest-
ing activity as NMDA receptor antagonists, A rimantadine analogue displayed significant trypanocidal

activity, Moreover, to further characterize the pharmacology of these compounds, their effects on dopa-

Kevwaonds:

Amantadine

NMDA receptor antagonist
Influenza

Memantine

Polycyclic cage compounds
Trypanosomiasis

mine uptake were also assessed.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

1-Adamantylamine (amantadine) and (2-methyl-1-adaman-
tyl)methylamine (rimantadine) have prophylactic and therapeutic
activity in influenza A virus infections.' Related adamantane deriv-
atives also show antiviral activity.? Adamantane derivatives are
inexpensive, but resistance against the drugs develops readily
and treatment is frequently complicated by central nervous system
(CNS) side-effects: In fact, amantadine and its 3.5-dimethyl
analogue memantine are NMDA receptor antagonists and are
approved for the treatment of Parkinson's and Alzheimer's disease,
respectively.” Thus, the design of new amantadine-related anti-
influenza agents without CNS side-effects is a highly desirable goal.
Amantadine, rimantadine, memantine, and related polycyclic
amines also possess trypanocidal activity (Fig. 1)

Biological activity has also been found in other polycyclic cage
amines, For example, compounds 1-4 have anti-influenza activ-

* Corresponding author. Tel: +34 93402453 3; fax: +34 934035941 .
E-muil address: svazquezdub.edu (S, Vizquez),

(OGE-0896/S - see front matter © 2008 Elsevier Lidh All rights reserved.
dou; 10, 1016/j bmc 2008.10.028

ity,” 5 is a MAO-B inhibitor,” and 6 is a NMDA receptor antagonist
(Fig. 2).7

For more than 20 years two of us (P.C. and S.V.) have worked on
a project aimed at exploring the structure and the reactivity of nor-
adamantane® and bisnoradamantane derivatives.” Up to now, our
work on this topic has been done from a purely synthetic point
of view, For example, we have developed several general entries
to these skeletons. However, systematic studies directed towards
the synthesis of biologically active noradamantane and bisnorada-
mantane derivatives have not yet been carried out (Fig. 3).'""

R NH, NH;,

R

R = H, amantadine

R = Me, memantine rimantadine

Figure 1. Amantadine, memantine, and rimantadine.
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Figure 2, Polycyclic cage amines with biological activity.

& &

MNoradamantane Bisnoradamantane

Figure 3. Noradamantane and bisnoradamantane.

It is well known in medicinal chemistry that when drugs con-
tain cyclic systems, it is generally worth synthesizing analogues
where the ring is opened, expanded or contracted by one unit,
because these analogues show similar activity to the parent
compound.''  Tricyclo[3.3.1.0*" Jnon-3-ylamine |(3-noradaman-
tyl)amine] and tricyclo[3.3.0.0" " Joct-1-ylamine |(1-bisnorada-
mantyl)Jamine] may be viewed as ring contracted analogs of
amantadine, featuring a skeleton with one and two carbon less
than the model, respectively. For this reason, in this paper, we de-
scribe the preparation of a series of (3-noradamantyl)lamines,
(1-bisnoradamantyl)amines and related compounds as well as
the results of their antiviral, trypanocidal, NMDA receptor antago-
nist, and dopamine reuptake inhibitory activities.

2. Results and discussion

2.1. Chemistry

Starting from the known amine 7,""'? we have prepared norad-
amantane amines 812 using classical methods in amine chemis-
try. Thus, reductive alkylation of 7 with several aromatic aldehydes
afforded secondary amines 8a-f in moderate to high yields. Dime-
thylated derivative 10 was prepared as previously described in the
literature.'* Monomethyl derivative 12 was synthesized from 8a
by reductive alkylation followed by catalytic debenzylation in good
overall yield. Finally, piperidine derivative 11 was prepared by

CONH,
13

-

‘ld

X

N

éz

P. Camps et al,/ Bioorg, Med, Chem, 16 (2008) 9925-9936

fCHzR
Nl |3

.CH;C;.H;,
é"‘s
ref 13[ ¢ d l
h"ms N EN»CH:;
10 CHy 1 12 H

Scheme 1. Reageanmts and conditions: (a) aldehyde, NaBH N, acenic acid, meth-
anol. 18 h: 92% for 8a. R = phenyl; 79% for 8b, R = 4-methoxyphenyl: 44% for 8c,
R = 2-methoxyphenyl; 78% for 8d, R = 3-methoxyphenyl; 77% for e, B = 4-fluoro-
phenyl; 63% for 8F R = 2-thienyl: (b} formaldehyde, NaBH,CN, acetic acid, aceto-
nitrile, 4 h; 91%; () anhyd EtsN, 1.5-dibromopentane, DMF. 60 “C, 26 h, 48%. (d) H,
(1 atm]}, Pd/C. ethanol, 893,

alkylation of primary amine 7 with 1,5-dibromopentane in 51%
yield {Scheme 1).

Starting from the known amide 13,'* a series of 3-(noradaman-
tyl)methylamines were synthesized. Thus, reduction of amide 13
with LiAlH, followed by acidic work-up led to the hydrochloride
of amine 14 in 90% yield. Reductive alkylation of 14 with benzalde-
hyde and NaCNBH; in methanol gave 15 in 77% yield. Reductive
methylation of 15 followed by catalytic hydrogenation led to 19
in high yield. Reductive methylation of 14 with formic acid and
formaldehyde furnished dimethyl derivative 17 in 68% yield. Final-
ly, reaction of 14 with 1H-pyrazol-1-carboxamidine led to guani-
dine 18 in 84% yield (Scheme 2),

On the other hand, starting from the known acid 20,”* we have
prepared amines 21-23, 25 28, and 30- 36 using classical meth-
ods in amine chemistry, Although the synthesis of amine 21 from
acid 20 was very low yielding using the classical Schmid's or Cur-
tius' reactions ( 14% and 24% yield, respectively), application of the
Yamada's modification of the Curtius reaction allowed us to obtain
and fully characterize the hydrochloride of amine 21 in 73% yield.

From this amine, reductive alkylation with benzaldehyde led to
22a in 60% vield. Similarly, reductive alkylation with 2-thiophene-
carbaldehyde led to 22b in 69% yield. Reductive methylation of 22a
followed by catalytic debenzylation furnished secondary amine 28
in high yield. Dimethylated derivative 26 was obtained in 83% yield
by treating amine 21 with excess of formic acid and formaldehyde.
Finally, dibenzylated compound 27 was prepared by double alkyl-
ation of 21 with benzyl chloride in 73% yield {Scheme 3).

C ?—h
NHCH:Cghs N‘CHECBHS
16 l
f

CHy

N.
H

NHE 19

Scheme 2. Reageants and conditions: [a) LIAIH,, THE, reflux, 15 b, 90%; (b} benzaldehyde, MaBH CN, acetic acid, methanol, 18 h: 77%: (¢) formaldebyde, NaBH,CN, acetic acid,
acetonitrile, 4 h; 96%: (d) formaldehyde, formic acid, diethyl ether, 80 °C. 10 h, 68%; () anhyd EtyN. 1H-pyrazol-1-carbaxamidine hydrochloride, acetonitrile, reflux, 6 h, 70,

() Hy (1 atm), Pd(C, ethanol, 78%.
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H CH
H€  CH, CHy s < !
c
1
20 o 22a-b 23 CHy
e f g
HiG ch CHy JC CHy
NHy E ~CHy il CH,CgHs N-cHa
24 25 (CH; 26 CH; 27 CH;C;,HS 28 H

Scheme 3. Reageants and conditions: (a) Diphenylphosphorylazide, EtyN, toluene. reflux, 3 h; then 6 N HCL reflux, 24 h, T3%; (b) aldehyde, NaBH N, AcOH, MeOH, 18 h; 60%

for 22a, R = phenyl; G9% for 22b, R = 2-thienyl: (<) 372 aqueous formaldehyde, MaBH CN, AcOH, CH,CN, 4 h, 88%;
agueous formaldehyde, formic acid, Ety0. 80 °C. 10 b, 83%: () benzyl chloride, Nal. K,C0. CHAON, reflux, 24 b, 415 (g) Ha.

LiAlH L, Et0, reflux, 16 h, 43%.

Moreover, reaction of 20 with methyllithium gave ketone 24 in
low yield. Reaction of 24 with hydroxylamine followed by reduc-
tion of the obtained oxime with LiAlH, gave amine 25, a compound
that can be viewed as a ring contracted analog of the antiviral
rimantadine (Scheme 3),

Finally, reduction of the amide 29, easily available from acid 20,
with LiAIH; followed by acidic work-up gave the hydrochloride of
amine 30 in 70% overall yield. Following a similar sequence of the
previously used with amine 21, amines 31, 32, 33, and 36 were ob-
tained in high yields. Piperidine derivative 34 was obtained by
alkylation of amine 30 with 1,5-dibromopentane in 53% yield. Fi-
nally, reaction of 30 with 1H-pyrazol-1-carboxamidine led to gua-
nidine 35 in 90% yield (Scheme 4).

The structure of all new compounds was confirmed by elemen-
tal analysis or accurate mass measurement, IR, 'H NMR, "*C NMR,
and mass spectral data.

2.2. Trypanocidal activity

The tsetse fly-transmitted protozoan parasite Trypanosoma bru-
cei is the causative agent of Human African Trypanosomiasis (HAT).
After a major upsurge of the disease in the late 1990s throughout
many parts of sub-Saharan Africa, annual infections have now fall-
en to 70,000 as a result of major surveillance and treatment pro-
grammes.'” However, over 60 million people remain at risk, and
in some areas death rates exceed those from HIV/AIDS and malaria,
The drugs currently available to treat HAT require administration
under medical supervision and are characterized by limited effi-

N E
CONH;
H.C  CHy
)t
E N‘

33 Me

| \

H4C,

O

+ (o) MeLi, anhyd ErQ, 0°C to reflux, 16 h, 19%; (e] 37%
P )C. EvOH. 89%: th) NH,OH. NaOH. E1OH: then.

cacy, toxicity, and resistance. For example, the arsenical drug mel-
arsoprol, which is used to treat late stage disease, can result in a
reactive encephalopathy which kills up to 10% of patients. In the
absence of treatment, HAT is invariably fatal and new drugs are
therefore urgently required. Recently, it was reported that the
anti-influenza virus drug rimantadine was active in vitro against
bloodstream form T. brucei. and that other aminoadamantane
derivatives had enhanced activity*'® To extend these observa-
tions, we have tested several new bisnoradamantanes and related
compounds for activity against bloodstream form T. brucei.

The noradamantylamines and [(3-noradamanty!)methylJamines
described in this paper and the birnoradamantyl derivatives 21, 22a,
23,27, 28. 32, 34, and 36 were found to have no significant activity
against cultured bloodstream from 7. brucei at concentrations up
to 5 pg mL ', Compounds 26, 30, and 31 showed transient effect
on growth at 5 ugmL ', but cells grew to normal density. Rimanta-
dine analog 25 was the most active of the compounds tested and we
established its 1Cs, (6.02 £ 0.36 pM) and 1Cqp [9.48 + 2.64 uM) val-
ues. Amine 25 was found to be slightly more active than rimantadine
(1Cs0 = 7.04 £ 0.12 UM 1Cag = 13.97 £ 1.68 uM) and at least 20 times
more active than amantadine (1Csq > 130 pt).

2.3. NMDA receptor antagonist activity

NMDA receptor antagonists are highly interesting compounds
since these receptors have been involved in several neurodegener-
ative disorders. In fact, memantine is widely used in therapeutics
to slow down the progression of Alzheimer's disease,'”

Q @J
NHCHzcsHs SNoh,cam

32
|
% H; CH;
f o,
g by
35 NH, 36

Scheme 4. Reageants and conditions: {a) SOCL, reflux, 2 h; then NH OH, CHCl . rt, 15 h, 84%; (b) LIAIH,, THF, reflux, 15 h, 83%; (c) benzaldehyde, NaBH ;CN, AcOH, MeOH, t,
18 h, 68% (d) 37% aqueous formaldehyde, NaBH ,CN, AcOH, CHCN, reflux, 4 h, 70%; (e) 37% aqueous formaldehyde, formic acid, Ex0, 80 °C, 10h, 61%; () EGN, 1,5-
dibromopentane, DMF, 60 'C, 26 h, 53%: (g) BN, 1H-pyrazol- | -carboxamidine, CH.CN, reflux, 6 h, 90%; (h) H,, Md/C, EYOH, 38 atm, B5%,
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The activity of the different new polycyclic compounds was as- Table2 o .
sayed on cerebellar granule neurons loaded with the calcium-sen- ~ Antiviral activity against influenza virus in MDCK cells.
sitive probe Fura-2.'* Addition of glutamate or NMDA (100 uM} in  Compound Antiviral ECso” in M Cytatoxicity (MCC® in MDCK)
the pmfen:}re of glycine [l[_) uM) produced a robust an:d stable in- AHIN AHINZ B
crease in intracellular calcium that was challenged with cumula- - i NSRS B oS
tive additions of .the, compounds to be testled, Although all the 14 6+ 11 52418 NA 530
noradamantyl derivatives and several of the bisnoradamantyl com- Amantadine 77421 27+1.1 NA 100
pounds were able to inhibit calcium entry through NMDA recep- Rimantadine 29418 085211 NA =100

tors, none of the compounds was more potent than memantine
against glutamate- or NMDA-induced calcium increase in cerebel-
lar granule neurons (Table 1).

In general, the bisnoradamantane derivatives are more potent
as NMDA receptor antagonists than the noradamantane amines.
For example, amine 21 is 4 times more potent as NMDA receptor
antagonist than 3-noradamantylamine, 7, and the guanidine deriv-
ative 35 is 3.5 times more potent than its corresponding norada-
mantyl analog, 18.

Bisnoradamantylamines were usually more active than their
corresponding ( bisnoradamantyl)methylamine analogs as exem-
plified by the pairs 21/30. 26/33, and 28/36. and alkyl substitution
causes a reduction in the potency (e.g., series 21/28/26 or 30/36/
33). The guanidine derivative 35 was the more potent compound,
being 10 times more potent than amantadine and 5 times less po-
tent than memantine. Attempts to synthesize a guanidine deriva-
tive from 21 were not successful,

2.4. Antiviral activity
None of the synthesized compounds was found to have antiviral

activity against the enveloped DNA viruses herpes simplex virus
(type 1 or type 2) or vaccinia virus; the enveloped RNA viruses fe-

Table 1

1Cs0 (M) values for selected polycyelic amines as NMDA antagonists.""
Compound Clutamate {100 pM) NMDA (100 uM)
7 =500 a2+19
8c >500 92130
8d =500 87 1 46
8f 384 4+ 130 174
8 =500 3642
10 >500 1734
mn =500 A5+ 4
12 205 + 25 G5% 15
15 *500 138+ 16
16 *500 178425
18 453113 2528
19 *500 TI£6
2 274+ 68 23222
22a 143+ 62 70£9.3
20 204£13 8015
- 94+29 3710
26 185 + 69 15318
28 NEY 353
30 >500 128+ 39
3 WNA® 47 £ 15"
32 NA 160 £ 24
35 104 £ 31 71204
Amantadine 358130 92229
Memantine 55212 15201

* Functional data were obtained from primary cultures of cerebellar granule
neurons wsing the method described i Section 4 by measuring the intracellular
calcium concentration, Cells were challenged with glutamate (2nd column) or
NMDA [ 3rd column | as indicated. Data shown are means £ SEM of at least three
separate experiments carried out on three diferent batches of cultured cells.

b Compounds 8a, Bb, Be, 14, 17, 23, 33, 34, and 36 were found to have low
potency as NMDA receptor antagonists (ICsq » 200 mM), while compound 27 was
found not active at the highest concentration tested.

© Only 60% maximal inhibition due to insolubility in the assay bulfer.

? ME, not evaluated.

* MA, not active at the highest concentration tested.

* ECyy: compound concentration producing 50% antiviral effect, as determined by
microscopic scoring of the virus-induced cytopathic effect,

" MICC, minimum cytotoxic concentration, or compound concentration causing
minimal changes in cell morphology.

© WA, not active at subtoxic concentrations, or at the highest concentration tested,

line coronavirus, parainfluenza-3 virus, respiratory syncytial virus,
vesicular stomatitis virus, sindbis virus, or Punta Toro virus; or the
non-enveloped RNA viruses Coxsackievirus B4 and Reovirus-1. In
the influenza virus assays, only compounds 7 and 14, two primary
amines, displayed reasonable activity against the influenza A/
HIN1 and A/H3N2 subtypes, secondary and tertiary amines were
not -active (Table 2). The antiviral data obtained by microscopy
were confirmed by a colorimetric cell viability assay (data not
shown). The highest selectivity was noted with compound 7 tested
against the A/H3N2 subtype, As anticipated, all compounds proved
to be inactive against influenza B virus, which is known to be
insensitive to amantadine and rimantadine.

2.5. Dopamine

It is known that amantadine increases extracellular dopamine
levels by antagonism of the NMDA receptor,'” although the exact
mechanism has not been fully elucidated. As several of our new
amines showed NMDA receptor antagonist activity with 1Cs, simi-
lar or even lower than amantadine, we have determined their ef-
fect on [*H]dopamine uptake in rat striatal synaptosomes (Table
3). At the concentration tested ( 100 uM), several of the compounds
were able to inhibit [ "H]dopamine uptake in some manner, show-

Table 3
Effect of compounds on dopaimine uptake (at 100 M)

E

|*H]Dopamine uptake, & control  SEM (n =3)

84916
31.7+6.
639+£42
583:29
458205
B1.1285
47,7242
472134
713226
685223
652248
501x35
5794456
450225
625%12
1187273
763131
548+143
722+ 109
752169
743+53
746166
39.1:2)
398+ 74
573267
474+20
53.7+26
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ing similar values of inhibition than amantadine or memantine.
However, it seems that no correlation exists with their potency
as antagonists at the NMDA receptor. Probably, other mechanisms
are being involved in the regulation of dopamine release, like dif-
ferent activities at Dy receptors or through inhibition at the dopa-
mine transporter.

3. Conclusions

In summary, we have synthesized and fully characterized sev-
eral (3-noradamantyl)amines, (3-noradamantyl)methylamines,
(3-bisnoradamantyljamines, and (3-bisnoradamantylimethylam-
ines. Although these compounds were less potent than memantine
against NMDA-induced calcium increase in cerebellar granule neu-
rons, several compounds were more potent than amantadine, the
bisnoradamantane amines being more potent than the correspond-
ing noradamantane amines. Interestingly, none of those com-
pounds showed antiviral activity, while compound 14, that
displayed reasonable activity against the influenza A/HIN1 and
A/H3INZ subtypes, showed no NMDA receptor antagonist activity.
Moreover, none of the compounds were significantly more potent,
at the tested concentration, than amantadine or memantine as
inhibitors of the dopamine uptake.

Amantadine displays both anti-influenza activity and NMDA
receptor antagonism. As selectivity is usually highly desirable in
drugs, the amines herein reported open the way for the design of
new aminopolycyclic compounds with selective anti-influenza or
NMDA receptor antagonist activity.

Interestingly. amine 25, that is 2.5 times more potent than
amantadine as NMDA receptor antagonist, also displayed trypano-
cidal activity, being slightly more active than rimantadine and at
least 21 times more active than amantadine.

Guanidine 35 is a polycyclic cage compound with selective
NMDA receptor antagonist activity (ICsy = 7.1 M) without antivi-
ral and trypanocidal activities,

The synthesis and pharmacological evaluation of more polycy-
clic cage amines is in progress to reach more potent and selective
derivatives.

4. Experimental
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with silica gel 60 F,5, were used and spots were visualized with UV
light and/or 1% agueous solutions of KMnQ,.

4.1.2. N-Benzyl(tricyclo]3.3.1.0*” [non-3-yl)amine hydrochloride
(8a-HCI)

To a solution of 7-HCI (600 mg. 3.46 mmol) in MeOH (10 mL),
MNaBH;CN (95%, 445 mg, 6.72 mmol), AcOH (0.3 mL), and benzalde-
hyde (0.5 mL, 492 mmol) were added and the mixture was stirred
at room temperature for 2 h. An additional portion of NaBH,CN
(95%, 220 mg, 3.33 mmol) and benzaldehyde {0.25 mL, 2.46 mmol}
were added, the mixture was stirred at room temperature overnight
and concentrated to dryness. Water (20 mL) was added to the resi-
due, the suspension was basified with 1 N NaOH and was extracted
with EtOAc (3= 10 mL). The combined erganic extracts were washed
with brine (2« 10 mL), dried with anhyd Na,50,, filtered, and con-
centrated in vacuo. The residue was taken in EtOAc and the amine
8a was precipitated as its hydrochloride (839 mg, 92% yield) by add-
ing an excess of Et;0.-HCL. The analytical sample of 8a.HCl was ob-
tained by crystallization from MeOH, mp >300 “C (dec). IR: 2942,
2757, 2656, 2600, 2428, 2363, 2340, 1458, 1425, 1331, 728,
694 cm . '"H NMR 1.64 (dguint, / = 13.2 Hz, J = 2.5 Hz, 1H, 9-H,y,,),
1.73 (dd. J= 11.0 Hz, /' = 2.5 Hz, 2H. 6(8)-H, ], 1.75 (overlapped dm,
1H, 9-Hyou), 2.04 [m, 2H, 6(8)-H, ), 2.10 [m, 2H, 2(4)-H,]. 2.14 |dd,
J=105Hz,J = 2.0 Hz, 2H, 2(4)-H4). 2.45 |broad s, 2H, 1(5)-H], 2.48
[tt.) = 7.0 Hz. J = 1.5 Hz, 1H, 7-H], 4.21 (5. 2H, CH,C:Hs ), 7.44-7.50
|complex signal, 3H, Ar-3(5)-H, and Ar-4-H|, 7.55 [m, 2H, Ar-2(6)-
H]. **C NMR 35.0 {CH,. C9), 38.8 |CH. C1(5)]. 43.66 {CH. C7), 43.73
|CH;, C6(8)]. 46.3 [CH., C2(4)], 48.8 (CH., CH,-CgH;), 71.9 (C, C3),
130.3 |[CH, Ar-C3(5)]. 130.6 (CH, Ar-C4), 130.9 [CH. Ar-C2(4)], 133.2
(C. Ar-C1). MS (ED), mfz (%): 228 (IM+H]", 30). 227 (20}, 185
(IM-C3Hg]", 83), 184 (52), 91 (C;H;", 100). Anal. Calcd for
CygHz N-HC1 (263.81): €, 72.85; H, 8.41; N. 5.31; (1, 13.44. Found:
C,72.90; H,8.31;N,5.18; Cl, 13.96.

4.1.3. N-(4-Methoxybenzyl)(tricyclo]3.3.1.0°7|non-3-yl)amine
hydrochloride (8b-HCI)

From 7HCI (173 mg, 1.00mmol), NaBH;CN (95%, 142 mg,
215mmol), AcOH (03 ml), and d4-methoxybenzaldehyde
(0,18 mL, 1.48 mmol) in MeOH (7 mL) and following the above pro-
cedure, 8b-HCl was obtained (233 mg, 79% yield), The analytical
sample of 8b HCl was obtained by crystallization from 2-propanol,
mp >300 °C (dec). IR: 2926, 2794, 2751, 2716, 2678, 2592, 2578,
2443, 1613, 1588, 1514, 1460, 1440, 1333, 1306, 1272, 1248, 1178,

4.1, Chemistry 1040, 993, 826, 814, 767 cm ', '"H NMR 1.63 (dquint, /= 13.1 Hz,
J=25Hz TH. 9-Hyw) 1.72 |dd, J=11.5Hz, J =2.2 Hz, 2H, 6(8)-
4.1.1. General Hy). 1.74 (overlapped dm, 1H, 9-H ), 2.00-2.09 [complex signal,

Melting points were determined in open capillary tubes, Unless
otherwise stated, NMR spectra were recorded in CD;0D in the fol-
lowing spectrometers: 'H NMR (500 MHz), *C NMR (100.6 MHz).
Chemical shifts (#) are reported in ppm related to internal tetra-
methylsilane (TMS). Assignments given for the NMR spectra are
based on DEPT, COSY 'H/'H, and HETCOR 'H/"*C (HSQC and HMBC
sequences for one bond and long range 'H/'*C heterocorrelations,
respectively) and NOESY experiments for selected compounds.
For the MS and GC/MS analyses the sample was introduced directly
or through a gas chromatograph. For GC/MS analyses a 30-m col-
umn [5% diphenyl-95% dimethylpolysiloxane, conditions: 10 psi,
initial temperature: 35°C (2 min), then heating at a range of
8 “C/min till 300 "C, then isothermic at 300 “C] was used. The elec-
tron impact (70 eV) or chemical ionization (CH,) techniques were
used. Only significant ions are given: those with higher relative ra-
tio, except for the ions with higher m/z values. Accurate mass mea-
surements were obtained using ESI technic. Absorption values in
the IR spectra (KBr) are given as wave-numbers (cm '), Column
chromatography was performed on silica gel 60 A (35-70 mesh).
For the thin-layer chromatography (TLC) aluminum-backed sheets

4H, 2(4)-Hy, and 6(8)-H,], 2.12 [dd. ] = 10.5 Hz, J' = 2.2 Hz, 2H, 2(4)-
H,), 2.43-2.46 [complex signal, 3H, 1(5)-H, and 7-H), 3.82 (s, 3H,
OCH4), 4.14 (s, 2H, CH2-CgHs), 7.01 [m, 2H, Ar-3(5)}-H), 7.45 [m,
2H, Ar-2(6)-H). '*C NMR (75.4 MHz) 35.0 (CH,, C9), 38.8 |CH,
C1(5)]. 43.7 (CH. C7). 43.7 [CH,. C6(8)], 46.4 [CH,, C2(4)). 48.1
(CHz. CH;-CgHs), 55.9 (CHy, OCHy), 71.6 (C, €3), 115.6 [CH, Ar-
C3(5)). 1249 (C, Ar-C1), 132.4 [CH, Ar-C2(6)], 162.1 (C, Ar-C4). MS
(E1), mfz (%) 257 (M", 38), 214 ([M-GH;", 48) 121
[(CH30CsH4CH,)*, 100, Anal. Caled for C;H,3NO-1.05 HCI (295.7);
€, 69.06; H, 8.20; N. 4.74; Cl, 12.59. Found: C, 68.69; H, 8.19; N,
4.70:C1,12.73.

4.1.4. N-(2-Methoxybenzyl)(tricyclo[3.3.1.0*” [non-3-yl)amine
hydrochloride (8¢ HCl)

From 7-HCl (173 mg, 1.00mmeol), NaBH,CMN (95%, 142 mg,
2.15mmol). AcOH (03 mL) and 2-methoxybenzaldehyde
(0.18 mL, 1.46 mmol) in MeOH (7 mL) and following the procedure
described for 8a, 8c-HCl was obtained (128 mg, 44% yield). The ana-
Iytical sample of 8¢ HCl was obtained by crystallization from 2-pro-
panol, mp 262263 °C. IR: 2956, 2921, 2717, 2678, 2582, 2433,

259
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1605. 1584, 1496, 1466, 1456, 1446, 1435, 1332, 1292, 1253, 1121,
1050, 1031, 771, 752¢m ', "H NMR 1.63 (dquint, f=13.4 Hz,
J =2.5Hz, 1H, 9-H,,,,). 1.73 [dd,. J=11.0 Hz, J'= 2.5 Hz, 2H, 6(8)
H.). 1.76 (overlapped dm, 1H, 9-H ). 1.99-2.05 [complex signal,
2H, 6(8)-H,| 2.07 [dm, | = 10.5 Hz, 2H, 2(4)-H,]. 2.14 [dd. f = 10.5
Hz J = 2.5 Hz, 2H, 2(4)-H.), 244 [broad s, 2H, 1(5)-H]. 2.49 (1,
J=6.7Hz, J =17 Hz, 1H, 7-H), 3.94 (s, 3H, OCH;), 4.19 (s, 2H,
CHyCgHs), 7.03 (td, J=7.7 Hz, J'=1.0Hz, 1H, Ar-5-H), 7.11 (d,
J=85Hz 1H, Ar-3-H), 7.42 (dd, [ = 7.2 Hz, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-6-H),
7.46 (ddd, | = 8.4 Hz, | = 7.4 Hz, J" = 1.6 Hz, TH, Ar-4-H). "C NMR
35.0 (CHy, €9), 38.7 [CH. C1(5)], 43.5 (CH. C7). 43.8 [CHa. C6(8)].
44.4 (CH,. CHaCeHs), 46.3 [CHy, €2(4)), 56.1 (CHy, OCH4), 71.9 (C,
€3), 112.1 (CH, Ar-C3), 121.1 (C, Ar-C1), 122.0 (CH, Ar-C5), 1326
(CH. Ar-C6), 132,7 (CH, Ar-C4), 159.4 (C, Ar-C2). MS (EI), m/z (%)
257 (M, 35), 214 ([M-C3H,]". 57). 121 ([CH;0C:H,CHa|", 100), 91
(55). Anal. Caled for C;7HNO-HCI (293.83): C, 69.49; H, 8.23; N,
4.77; €1, 12.07. Found; €, 69.21; H, 8.29; N, 4.80; Cl, 12.32.

4.1.5. N-(3-Methoxybenzyl)(tricyclo[3.3.1.0*"|non-3-yl)amine
hydrochloride (8d-HCI)

From 7-HCl (173 mg 1.00 mmol), NaBH,;CN (95%, 142 mg,
2.15 mmol), AcOH (0.3 mL), and 3-methoxybenzaldehyde (0.18 mL,
1.45 mmol ) in MeOH (7 mL) and following the procedure described
for 8a, 8d -HCl was obtained (228 mg, 78% yield). The analytical sam-
ple of 8d-HCl was obtained by crystallization from 2-propanol, mp
>257 °C (dec). IR: 3002, 2923, 2873, 2792, 2734, 2708, 2678, 2585,
2446, 1606, 1599, 1588, 1494, 1460, 1437, 1331, 1306, 1272, 1256,
1174, 1035, 851, 794cm '. 'H NMR 1.63 (dquint, |=13.3 Hz,
J =2.6 Hz, 1H, 9-H.y,,), 1.72 {broad d. | = 11.0 Hz, 2H, 6(8)-H.). 1.74
(overlapped dm, TH, 9-H, 4 ), 2.05 [m, 2H. 6(8)-H, |, 2.09 - 2.14 [com-
plex signal,4H, 2(4)-H., and 2(4)-H,|, 2.44 |broad s, 2H, 1(5)-H].2.50
(tt, | = 1.6 Hz, J = 6.7 Hz, 1H, 7-H), 3.84 (s, 3H, OCH,), 4.18 (s, 2H,
CH.CiHs), 7.00 (ddd, = 8.5 Hz, J = 2.5 Hz. J” = L.O Hz, 1H, Ar-4-H),
7.12 (dt, J=7.5Hz J = 1.0 Hz, 1H, Ar-6-H), 7.17 (1, J=2.5Hz, 1H,
Ar-2-H), 7.38 (pseudo t. | = 8.0 Hz, 1H, Ar-5-H). "*C NMR 35.0 (CH.,
C9), 38.8 [CH. C1{5)), 43.66 (CH. C7), 43.72 [CH,, C6(8)]. 46.3 [CHa.
C2(4)). 48.7 (CH3, CH1CsHs), 55.9 (CH;, OCH;3). 719 (C, €3). 116.0
(CH. Ar-C4), 116.4 {CH, Ar-C2), 122.8 (CH, Ar-C6), 131.5 (CH, Ar-
€5), 134.5(C. Ar-C1), 161.8 (C. Ar-3). MS (EI), m/z {%): 258 ([M+H]",
31), 257 (M, 25], 215 ([M-C3Hg)", 55), 214 ([M-C3H;|", 41), 121
([CH;0CH,CH,|", 100]. 91 (17). Anal. Caled for Cy;H,3NO-1.1HCI-
0.1H,0 (299.28): €, 68.23; H, 8.18; N, 4.68; Cl, 13.03; Found: C,
68.13; H, 8.34; N, 4.69: C1, 12.91.

4.1.6. N-{4-Fluorobenzyl)(tricyclo[3.3.1.0*" Jnon-3-yl)amine
hydrochloride (8e HCl)

From 7 HCl (150 mg, 0.86 mmol), NaBH.CN (95%, 125 mg,
1.89 mmol), AcOH (0.3 mL), and 4-fluorobenzaldehyde (0.14 mL,
1.31 mmol) in MeOH (8 mL) and following the procedure described
for 8a. 8e- HCl was obtained ( 186 mg, 77% yield). The analytical sam-
ple of 8e-HUI was obtained by crystallization from ethyl acetate, mp
>300 °C (dec). IR: 2947, 2920, 2797, 2754, 2580, 2446, 1604, 1590,
1514, 1457, 1440, 1429, 1334, 1232, 1163, 1127,830, 778¢em . 'H
NMR 1.64 (dquint, /= 132 Hz,  =2.5 Hz, TH, 9-H,,,). 1.73 (dd.
J=110Hz, J=25Hz, 2H, 6(8)-H,). 1.76 (overlapped dm,
1H, 9-Hy), 2.00-2.06 [m, 2H, 6(8)-H,], 2.08 [dm, | = 10.5 Hz, 2H,
2(4)-H,], 2.13 [dd, ] = 10.2 Hz, | = 1.7 Hz, 2H, 2(4)-H,], 2.45 [broad
s, 2H, 1{5)-H], 2.47 [overlapped tt, ] = 6.7 Hz, ' = 1.7 Hz, 1H, 7-H].
4.21 (s, 2H, CH;-CsHs), 7.22 (tt, J= 8.7 Hz, J' = 2.2 Hz, 2H, Ar-3(5)-
H), 7.58 (m, 2H, Ar-2(6)-H). "*C NMR 35.0 (CH,, €9), 38.8 [CH,
C1(5])]. 43.67 (CH. €7), 43.72 [CH3, C6(8)]. 46.3 [CH2, C2(4)]. 48.0
(CH;, CHs-CgHs), 718 (C, €3), 1171 [CH, d, *los=224Hz,
Ar-C3(5)], 129.3 (C. Ar=C1), 133.3 [CH. d. Y = 9.0 Hz, Ar-C2(6)),
164.8 (C, d, 'Jcy = 247.7 Hz, Ar-C4). MS (EI), m/z (%): 245 (M*, 32),
203 (16), 202 ([M-C3H;|", 100), 109 ([FCsH4CH3|", 100), 106 (20).

P, Cainps et ol. /Bioorg, Med, Chem, 16 (2008} 9925-9936

Anal. Caled for CyigHuoNF 1.IHCL033H,0 (291.45): €, 65.94; H,
7.53; N, 4.81; Cl, 13,38; F, 6.52. Found: C, 66,01; H, 7.67; N, 4.83;
Cl,13.31; F.6.34,

4.1.7. N-{2-Thenyl)(tricyclo[3.3.1.0°"Inon-3-yl)amine hydrochloride
(8FHCT)

From 7HCl (150 mg, 0.86 mmol), NaBH;CN (95%, 125 mg,
1.89mmol), AcOH (0.3mL), and 2-thiophenecarbaldehyde
(0.12 mL, 1.37 mmol) in MeOH (8 mL) and following the procedure
described for 8a, 8f HCl was obtained (145 mg, 66% yield). The ana-
lytical sample of 8fHCI was obtained by crystallization from
EtOAc, mp 278 “C (dec). IR: 2939 2917, 2790, 2747, 2442, 1589,
1457, 1440, 1429, 1334, 1256, 1194, 1126, 984, 854, 695cm .
'H NMR 1.64 (dquint, | = 13.0 Hz, | = 2.5 Hz, 1H, 9-H.,,,). 1.73 (dd,
J=11.0Hz, [ =2.5Hz 2 H. 6(8)-Hy), 1.75 (overlapped dm, 1H, 9-
Hgin). 2.00-2.05 [m, 2H, 6(8)-Hy], 2.07 [dm, | = 10.0 Hz, 2H, 2(4)-
Hyl, 2.12 |dd, J= 10.0 Hz, | =2.5 Hz, 2H, 2(4)-H4|, 2.44 [broad s,
2H, 1(5)-H], 2.46 (overlapped tt, J=8.5Hz, J'=2.0Hz, 1H, 7-H),
446 (s, 2H, CH,C4H4S), 7.12 (dd, | =5.0 Hz, | = 4.0 Hz, TH, Ar-4-
H), 7.34 (dm, |=3.5Hz, 1H, Ar-3-H), 7.57 (dd, |=50Hz, | =
1L.OHz, 1H, Ar-5-H), '°C NMR 35.0 (CH,, C9), 38.8 [CH, CI{5)],
42,6 (CHa. CH2C4H5S), 43.7 (CH, C7), 43.7 |CHa, C6(8)], 46.2 [CH.,
C2(4)], 71.8 (C, C3), 128.7 (CH, Ar-C4), 1292 (CH, Ar-C5), 131.5
(CH, Ar-C3), 134.0 (C, Ar-C1). MS (EI), mjz (%): 233 (M”, 56), 190
([M-C3H4|", 78], 106 (45), 97 [(C4H:SCH,)", 100). Anal. Caled for
Ci4HoNS-1.05HC-0.25H,0 (276.17): C, 60.89; H, 7.50; N, 5.07; S,
11.61: CL. 13,48, Found: C,60.99; H, 7.59: N, 5.09; 5. 11.28; Cl, 13.49.

4.1.8. N-Benzyl-N-methyl(tricyclo[3.3.1.0*7 Jnon-3-yl)amine
hydrochloride (9 HCl)

To a solution of 8a.-HCl (395mg, 1.5mmol) in acetonitrile
(10mL), formaldehyde (1.18mL, 37% wt in water solution,
15mmol). and NaBH,CN (95%, 238 mg. 4.28 mmol) were added.
The mixture was stirred for 30 min at room temperature, AcOH
(0.3 mL) was added and the mixture was stirred at room tempera-
ture for 2 h. An additional portion of NaBH;CN (95%, 283 mg,
4.28 mmol) was added and the mixture was further stirred at room
temperature for 2 h. The mixture was concentrated to dryness, 2 N
NaOH (20 mL) was added and the suspension was extracted with
CHCl; (3= 20 mL). The combined organic phases were washed
with Ho0 (2= 20 mL), dried with anhyd Na,50, filtered, and con-
centrated in vacuo. The residue was taken in EtOAc and the amine
9 was precipitated as its hydrochloride (327 mg, 91% yield) by add-
ing an excess of Ef;0-HCL. The analytical sample of 9-HCl was ob-
tained by crystallization from 2-propanol, mp 258 259 °C (dec).
IR: 3042, 2927, 2872, 2850, 2608, 2553, 2520, 2487, 2472, 2391,
1498, 1458, 1405, 1332, 994, 748, 696 cm . 'H NMR 1.64 (dquint,
J=13.5Hz, J = 26 Hz, 1H, 9-H,,,,), 1.78 (dd, /= 11.5Hz, | = 3.0 Hz,
2H, 6(8)-H,), 1.79 (dm, J=13.5 Hz, 1H, 9-H,,), 2.09-2.29 [com-
plex signal, 6 H, 6(8)-H,. 2(4)-H,, and 2(4)-H;]. 2.50 [broad s,
2 H, 1{5)-H], 2.73 (s, 3 H, N-CH,), 2.75 (11, J=7.0Hz, J = 2.0 Hz,
1H, 7-H), 4.09 (d, /=117 Hz, 1H) and 4.60 (d. J=11.7 Hz. 1H)
(CH2-CsHs ), 7.49-7.53 [complex signal, 3 H, Ar-3(5)-H and Ar-4-
HJ. 7.59 [m., 2 H, Ar-2{6)H]. "*C NMR 35.2 (CH;, €9). 36.5 (CH..
NCH,), 388 [CH, C1(5)). 42.8 (CH, C7), 438 [CH,, C6(8)], 44.4
(broad signal, CH,) and 45.4 (broad signal, CH,) (C2 and C4), 58.1
(CH., CHaCgHs), 79.9 [C, €3), 1303 (CH, Ar-C3(5)}. 131.1 (CH, Ar-
C4). 131.3 (C Ar-C1), 1324 [C Ar-C2{6)). MS (ElL m/z (%) 241
(M, 70), 199 (25), 198 ([M—-C;H;|", 100), 185 (40), 120 (17), 91
{96). Anal. Caled for Ci;H,3N-HCI (277.84): C. 73.49; H, 8.71: N,
5.04; Cl, 12.76. Found: C, 73.61; H, 8.74; N, 5.04; Cl, 12.99.

4.1.9. N-(Tricyclo[3.3.1.0°7|non-3-yl)piperidine hydrochloride
(11-HCI)

To a solution of 7-HCI (173 mg, 1.00 mmol) in DMF (2.5 mL), an-
hyd Et;N (0.4 mL, 2.9 mmol) was added and the suspension was
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stirrved at room temperature for 2 1, 1,5-Dibromopentane (0.17 mL,
1.2 mmol ) was added and the mixture was heated at 60 “C for 26 h.
To the cold mixture, water (15 mL) was added and the solution was
washed with EtOAc (3« 10 mL). The aqueous phase was basified
with 2N NaDH (5mL) and extracted with ethyl acetate
{3%10mL). The combined organic extracts were washed with
water (3« 10 mL), dried with anhyd Na,50.,, filtered and excess
of Et,0-HCl was added. The solution was concentrated in vacuo
Lo dryness to give 11.HCl (117 mg, 48% yield). The analytical sam-
ple of 11.HCI was obtained by crystallization from MeOH/Et,0, mp
»264 °C (dec). IR: 2941, 2930, 2871, 2851, 2634, 2530, 2451, 2401,
1471, 1455, 1351, 1333, 1187, 1124, 1016, 992, 858, 708 cm " 'H
NMR 1.54 (dm, | = 13.0 Hz, 1H, 4"-H,.). 1.62 (dquint. /= 13.3 Hz, 1H.,
9-Hy,). 1.72 [dd, J=11.5Hz, J =3.0Hz 2H. 6(8)-H,]. 1.74 [dm,
J=13.0Hz, 1H, 9-Hyu). 1.84-2.02 [complex signal, 9 H, 6{8)-H,.
2(4)-H;,, 4'-Heq, 3(5')-H.p and 3(5)-Heql, 2.15 [dm, [=10.0 Hz,
2H, 2(4)-H,), 2.44 |broad signal, 2H, 1(5)-H], 2,65 [tt, | = 6.7 Hz,
J = 1.8 Hz, 1H, 7-H]. 3.05 [broad t, J = 12.0 Hz, 2H, 2(6')-H.]. 3.51
[d, J = 12.0 Hz, 2H, 2'(6'}-Heq]. '*C NMR 23.1 (CH3, C4'), 24.6 [CHj,
C3(5)). 35.2 (CH,, €9), 38.7 [CH, C1(5)], 42.0 (CH, C7), 43.7 [CH,,
C6(8)], 44.8 [CHy, C2(4)], 51.0 [CH,, C2(6')], 78.8 (C. C3). MS (El),
mjz (%): 205 (M, 15), 163 (14), 162 (|[M-C3H;]", 100), 149 (26).
Anal, Calcd for Cy4HaaN-HCI (241.80): C, 69.54; H, 10.00; N, 5.79.
Found: C, 69.60; H, 10.0; N, 5.78.

4.1.10. N-Methyl(tricyclo[3.3.1.0*" Inon-3-ylJamine hydrochloride
(12-HCI)

A solution of 9-HCI (275 mg, 0.99 mmol) and 5% PdfC (50% in
water, 10mg) in absolute EtOH (25 mL) was hydrogenated at
1atm for 24 h. The suspension was filtered, the residue was
washed with EtOH, and the organic layer was concentrated in
vacuo to give a solid, Crystallization from MeOH/Et;0 gave 12-HCl
(165 mg, 89% yield), mp 165—166°C. IR: 2947, 2922, 2870, 2856,
2763, 2728, 2692, 2587, 2516, 2458, 1466, 1420, 1348, 1332,
1311, 1258, 1160, 1111, 1094, 1060, 1018, 996, 630cm '. 'H
NMR 1.61 {dquint, J=13.0Hz, | = 2.5 Hz, TH, 9-H.,,)), 1.71 (dd,
J=120Hz, J=25Hz 2H, B[8)}-H.). 1.74 (overlapped m, 1H,
9-H,i). 1.96-2.03 [complex signal, 6H, 6(8)-H,; 2(4)-H,, and
2{4)-H,], 2.42 [complex signal, 3H, 1({5)-H, and 7-H], 2.68 (s, 3H,
N-CHy). "*C NMR 29.1 (CHy N-CH3). 349 (CH. ©9), 38.7 [CH.
C1(5)), 43.1 (CH, C7), 43.8 [CH,. C6(8)]. 45.8 [CH,, C2(4]]. 71.5 (C,
C3). MS (EI). mfz (%): 151 (M, 15), 108 ([M-CyH,]", 100). Anal.
Caled for CyoHzN-HCI-0.33H,0 (193.66): C. 62.02; H, 971; N,
7.23. Found: C, 62.13: H, 9.63; N, 7.20.

4.1.11. [(Tricyclo[3.3.1.0* Jnon-3-yl)methylJamine
hydrochloride (14 HCI)

To a cold (0°C) solution of 13 (600 mg, 3.64 mmol) in anhyd
THF (50 mL), LiAlH,; (443 mg, 11.1 mmol) was added and the sus-
pension was heated under reflux for 15h. The suspension was
cooled (ice bath), carefully basified with 10 N NaOH (10 mL), and
stirred for 1 h at room temperature. The precipitate was filtered
and washed with CHaCl: (3« 25 mL). The combined filtrate and
washings were dried with anhyd Na,S0,, filtered, and excess of
Et,0-HCl was added. The solution was concentrated in vacuo to
give a solid that was crystallized from MeOH/Et;0 to give 14-HCI
(613 mg, 90% yield), mp >300°C (dec). IR: 3019, 2926, 2867,
1597, 1499, 1384, 1337. 1116, 981, 864cm . '"H NMR 1.61 1.72
(complex signal, 6H. 9-H.u, 9-Hans, 6(8)-Ha, and 2(4)-H,L. 1.75
[dd, J=10.5Hz, J=3.0Hz, 2H, 2(4)-H,], 1.81 [m, 2H, G(8)-H,].
2.18 [t, ] = 6.7 Hz, 1H, 7-H]. 2.29 [broad signal, 2H, 1(5)-H]. 3.08
(s, 2H, CH,N). "*C NMR 35.8 (CH,, €9), 38.9 [CH, C1(5)], 43.2 (CH,
C7), 44.6 [CH,, C6(8)], 47.4 [CHa, C2(4)], 48.2 (CH,, CH;N), 48.8
(C, €3). MS (EL), mfz (%): 153 (24), 152 ([M+H]', 36], 151 {20),
135 [(CyoHys)'. 53] 134 (70), 119 (29), 96 (45), 95 (59), 94 (33).
93 (57), 92 (100), 91 (58), 79 (74), 77 (40). Anal, Caled for

URV
Anexos

a93

CioHi7NHCI (187,71): C, 63.99; H, 9.66; N, 7.46; Cl, 18,89, Found:
C, 64.07; H, 9.66; N, 7.43; Cl, 18.97.

4.1.12. N-Benzyl[(tricyclo[3.3.1.0*" Jnon-3-yl)methylJamine
hydrochloride (15 -HCl)

From 14.HCl (500 mg, 2.67 mmol), MeOH (10 mL), NaBH,CN
(95%, 380 mg, 5.74 mmol), AcOH (0.3 mL), benzaldehyde (0.4 mL,
392 mmol), an additional portion of MaBH,CN (95%, 190 mg,
287 mmol), and benzaldehyde (0.2 mL, 1.96 mmol)} and following
the procedure described for 8a, 15-HCl was obtained (567 mg,
77% yield). The analytical sample of 15 HCl was obtained by crys-
tallization [rom EtOAc, mp »>277 °C (dec). IR: 2931, 2865, 2781,
1588, 1446, 750, 700cm '. 'H NMR 1.58-1.70 [complex_ signal,
6H, 2(4)-Hy, 6(8)-H., and 9-H,,, and 9-H,,;]. 1.76-1.81 [complex
signal, 4H, 2(4)-H,, and 6(8)-H,). 2.15 [t, / = 7.0 Hz, 1H, 7-H], 2.27
|broad s, 2H, 1(5)-H], 3.11 (s, 2H, CH,-N), 4.28 (s, 2H, CH.CeHs),
7.45-7.50 [complex signal, 3H, Ar-4-H and Ar-3(5)-H}, 7.55-7.57
[m, 2H, Ar-2(6)-H]. "*C NMR 35.7 (CHy, €9). 39.0 [CH, C1(5)]. 44.0
(CH, C7), 44.4 [CH,, C6(8)). 47.8 [CH, C2(4)], 484 (C, €3), 53.1
(CH;, CHsCgHs). 559 (CHy, CHN), 130.3 [CH, Ar-C3(5)). 1308
(CH, Ar-C4), 131.5 [CH, Ar-C2({6)}). 132.0 (C, Ar-C1). MS (El), m[z
(%) 241 (M, 6), 240 ([M-H]", 8), 150 [{CygH1N)", 10]. 120 (54),
106 [(GHgN)', 58), 91 [(GH;). 100} Anal. Caled for
Cy7HagN 1. 1HCLO.1H,0 (283.3): C, 72.08; H, 8.65; N, 4.94; C,
13.77. Found: C, 72.03; H, 8.56; N, 4.85, Cl, 13.94.

4.1.13. N-Benzyl-N-methyl|(tricyclo]3.3.1.0% [non-3-yl)methyljamine
hydrochloride (16 HCI)

From 15 HCl (465 mg, 1.67 mmol), acetonitrile ( 10 mL), formal-
dehyde (1.31 mL, 37% wt. in water solution, 16.7 mmol), and two
portions of NaBH,CN (95%, 314 mg, 4.75 mmol) and following the
procedure described for 9, the amine 16 was obtained (411 mg,
96% yield). 1ts hydrochloride was obtained by adding an excess of
Et;0-HCI to a solution of the amine in EtOAc, followed by concen-
tration in vacuo to dryness. The analytical sample of 16-HCl was
obtained by crystallization from EtOAc, mp 251252 °C. IR: 3042,
2924, 2865, 2698, 2641, 2550, 2530, 1458, 1423, 1337, 1085,
906, 745, 701 cm ', 'H NMR 146 [d, J=9.0Hz, 1H, 2-H, or 4-
H,, 1.59-1.70 [complex signal, 4H, 6-H,, 8-H., 9-H.y,, and 9-H, ],
1.71-1.78 [complex signal, 3H, 4-H, or 2-H., 6-H; and 8-H;].
1.87 [m, 2H, 2-H; and 4-H,), 2.10 [t, J=6.7 Hz 1H, 7-H], 2.27
(broad s, 1H) and 2.30 (broad s, 1H) (1-H and 5-H), 2.94 (s, 3 H,
CH4=N), 3.32 (d. /=135 Hz, 1H, CH,N), 346 (d. /=135 Hz, 1H.
CHpN), 4.37 (d. [ =122 Hz, 1H, CH,CeHs), 443 (d, | = 12.2 Hz, 1H,
CHWCeH5), 7.50-7.52 |complex signal, 3H, Ar-4-H and Ar-3(5)-H],
7.59 [m, 2H, Ar-2(6)H]. '*C NMR 35.5 [CH,, C9), 39.1 (CH) and
394 |CH, C1 and C5], 43.0 (CH,, CHy-N), 44.0 (CH;, €6, and C8),
46,0 (CH, €7), 48.6 (C, C3), 48.8 (CHa, €2, and €4), 62.8 (CH,,
CHa-CiHs), 65.1 (CHa, CH,-N), 130.4 [CH, Ar-C3(5)], 1309 (C,
Ar-C1), 131.4 (CH, Ar-C4), 132.6 [CH, Ar-C2(6)]. MS (EI), m/z (%)
255 (M“, 10), 135 (17), 134 ([CsHsCHaN{CH;}=CH.]", 100), 120
([CsHsCH=NHCH,]", 34), 91 [{C;H;)', 89]. Anmal. Caled for
CisHasN HCI (291.86): C, 74.07; H, 8.98; N, 4.80; Cl, 12.15. Found:
C,74.15; H, 896; N, 4.81; Cl, 1243,

4.1.14. NN-Dimethyl[(tricyclo]3.3.1.0*7 Jnon-3-yl)methyl Jamine
hydrochloride (17 HCI)

To a cold (0°C) solution of 14 (128 mg. 0.68 mmol) in E;O
(5mL), formaldehyde (1.38mL, 37% wt in water solution,
17.6 mmaol) and, dropwise, formic acid (1.17 mL, 30.5 mmol) were
added and the mixture was stirred at 80 °C for 10 h. To the cold
mixture Ef;O (15 mL) was added, 5N NaOH (5 mL) was added
dropwise and the suspension was stirred at room temperature
for 15 min. The organic layer was separated and the aqueous phase
was extracted with Et,0 (4~ 10 mL). The combined organic phases
were dried with anhyd Na,S0,, filtered, and an excess of Et,0-HCl
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was added. Concentration in vacuo gave 17-HCl (100 mg, 68%
yield). The analytical sample of 17-HCl was obtained by crystalliza-
tion from MeOH/Et:0, mp >260 °C (dec). IR (KBr); 2930, 2915,
2868, 2847, 2681, 2570, 2468, 2360, 1471, 1413, 1338, 1306,
1225, 1062, 971, 946 cm ', '"H NMR 1.62 -1.71 [complex signal,
4H, 9-H,,,,, 9-H, ., and 6{8}-H,], 1.71 1,76 [dm, | = 10.5 Hz, 2H,
2(4)-H,], 1.83 [m, 2H, 6(8)-H,|. 1.87 [dd, J=105Hz, | =3.0Hz,
2H, 2(4)-H,). 2.19 [t, J = 6.7 Hz, 1H, 7-H], 2.32 [broad signal, 2H,
1(5)-H], 2.95 [s, BH, N(CH3 )], 3.38 (5, 2H, CH;N). "*C NMR 35.7
(CHy, €9), 39.2 [CH, T1(5)]. 44.1 [CH,, C6{8)], 45.5 (CHy, CHyN),
46.0 (CH, C7), 483 [CHy, C2(4)), 48.6 (C. C3), 67.4 (CH, CH;N).
MS (ED. mfz (%) 179 (M, 16), 91 (7). 79 (8) 77 (7). 58
(|{CHz=N{CH31 )", 100). Anal. Caled for C,3HayN-1.05HCI-0.25H,0
(222,00} C, 64.90; H, 10.23; N, 6.31; Cl, 16.76. Found: C, 64.77;
H. 10.42; N, 6.32; Cl, 16.70.

4.1.15. N-[(Tricyclo[3.3.1.0*"Jnon-3-yl)methyljguanidine
hydrochloride (18 HCI)

Toacold (0 °C) solution of 14-HC1 (150 mg, 0.8 mmol) in acetoni-
trile (2.5 mL), anhyd Et:N (0.2 mL, 1.45 mmol), and 1H-pyrazol-1-
carboxamide hydrochloride ( 140 mg. 0.94 mmaol) were added. The
suspension was heated at 70 “C for 6 h and cooled at 0 “C for 24 h.
The precipitate was filtered and washed with cold acetonitrile (2~
5 mL) to give 18 HCI (129 mg, 70% yield ). The above product was ta-
ken in EtOAc, excess Et;0-HCl was added, and the solvent was elim-
inated in vacuo. The analytical sample of 18-HCl was obtained by
crystallization from MeOH/EL0, mp 298299 °C. IR (KBr): 3357,
3262, 3169, 2926, 2861, 1664, 1623, 1578, 1458, 1356, 1094,
690cm ', '"H NMR 1.61 1.68 [complex signal, GH, 6(8)-H., 2(4)-
Hj 9-Heyp, and 9-Hyo,l, 1.72 |dd, J= 107 Hz, J' = 2,7 Hz, 2H, 2(4)-
Hal, 1.81 [m, 2H, 6{8)-H,|, 2.12 [, ] = 6.7 Hz, 1H, 7-H), 2.26 |broad
s, 2H, 1(5)-H]. 3.30 (s, 2H, CHzN). "*C NMR (75.4 MHz) 36.1 (CHa,
€9), 38.8 |CH, C1(5)). 42.8 (CH, C7), 44.8 |CH;, C6(8)], 47.7 [CH;.
C2(4)], 49.9 (CH;, CH:N), 50.2 (C, C3), 159.1 (C, C guanidine). MS
(El), mfz (%): 194 (12), 193 (M, 60), 150 ([M -C3H;|", 24), 93 (21),
92 (30), 91 (44), 79 (36), 77 (29), 72 |(C:HeN; )", 49], 60 ([CHeN, |,
100). Anal. Caled for CyqHygN4HCI (229.75): C, 57.51; H, 8.77; N,
18.29; €1, 15.43. Found: C. 57.65; H, 8.88; N, 18.23; Cl. 15.68.

4.1.16. N-Methyl[(tricyclo[3.3.1.0*7 |non-3-yl)methylJamine
hydrochloride (19 -HCI)

From 16-HCI (267 mg, 0.91 mmol), 5% Pd/C (50% in water,
10 mg), and absolute EtOH (30 mL) and following the procedure
described for 12, 19-HCI (143 mg, 78% yield) was abtained after
crystallization from MeOH/Et:0, mp >224°C (dec). IR: 2931,
2866, 2770, 2435, 1668, 1611, 1460, 1430, 1398, 1338, 1302,
1154, 1028, 732em '. '"H NMR 1.61 - 1.73 [complex signal, GH,
2(4)-H, 6(8)-Hy 9-Hy, and 9-H,el 1.75 [dd, J=105Hz,
J =3.0Hz, 2H, 2(4)-H,]. 1.81 [m, 2H, 6{8)-H;|, 2.19 [t, | =6.7 Hz,
TH, 7-H|, 2.30 [broad s, 2H, 1(5)-H], 2.75 (s, 3H, CH;N), 3.16 (s.
2H, CH2-N). "C NMR 35,0 (CHs, CH3N), 35.7 (CHz €9), 39.0 [CH,
C1(5)], 43.7 (CH, C7), 44.5 |CH;, C6(8)), 47.7 [CH.. C2(4)], 485 (C,
C3), 58,6 (CHz, CHo-N). MS (EI), mfz (%) 166 (13), 165 (M, 100),
164 ([M—H]", 48), 135 (20), 134 (87), 108 (54), 93 (46), 92 (86),
91 (55), 79 (60), 77 (39). Anal. Caled for C,yH,qN-HCI.0.25H,0
(206.24): C, 64.06; H, 10.02; N, 6.79. Found: C, 64.02; H, 10.23;
N, 6.86.

4.1.17. 3,7-Dimethyl(tricyclo[3.3.0.0*7 Joct-1-yl)amine HCl
{21-HCI)

To a solution of acid 20 (389mg. 2.16 mmol) in toluene
(6.5mL), EtyN (04 mL, 2.9 mmol). and diphenylphosphorylazide
(875 mg, 3.18 mmol) were added and the mixture was heated un-
der reflux for 3 h. The cold (ice-bath) solution was washed with
cold 1 N HCl (10 5 mL). Then, 6 N HC! (9 mL) was added to the or-
ganic solution and the mixture was heated under reflux for 24 h.

The organic layer was separated, the aqueous layer was washed
with Et,0 (3~ 5 mL) and the water was removed in a freeze-dryer
giving 21.HCI as a white solid (296 mg, 73% yield). The analytical
sample was obtained by crystallization from water, mp
210211 °C. IR: 2959, 2945, 2891, 2863, 2765, 2685, 2579, 1602,
1493, 1480, 1460, 1308, 1285, 1163, 984cm . '"H NMR 1.20 (s,
6H, C3(7)-CHy), 144 |dd, J=85Hz, ['=3.0Hz 2H, 4(6)-H.],
1.70-1,73 [complex signal, 4H, 2(8)-H,, and 2(8)-H,], 1.75 [dd,
J=85Hz, ['=3.0Hz 2H, 4(6)-Hy), 2.34 [t, /=3.0Hz, 1H, 5-H|,
4.85 (s, mobile H). "'C NMR 164 [CHy, C3(7)-CHy], 44.1 (CH, €5),
48.1 [C, C3(7)], 53.8 |[CH., C4(6)], 56.7 |[CH3, C2(8)]. 61.4 (C, C1).
MS (E1), m/z (%): 152 ([M+H]", 3), 151 (M, 2), 138(14), 137 (12),
124 (27), 123 (25), 111 (57), 110 (88), 109 (53), 97 (81), 96
(100), 95 (70), 94 (29), 91 ([C;H;'). 23). 82 (36), 81 (30). 79 (26),
77 (36), 67 (24), 55 (44), 53 (35). Anal. Calcd for CyuH,7N-HCI
(187.71): C. 63.99; H, 9.67; N. 7.46; Cl, 18.89, Found: C, 63.71; H,
9.70; N, 7.48; (1, 18.88.

4.1.18. N-Benzyl-3,7-dimethyl{tricyclo[3.3.0.0%7 Joct-1-yl)amine
hydrochloride (22a HCI)

To a solution of 21-HCI (770 mg, 4.11 mmaol) in MeOH (15 mL),
NaBH,CN (95%, 585 mg, 8.86 mmol}, AcOH (0.3 mL), and benzalde-
hyde (653 mg. 6.16 mmol) were added, and the mixture was stir-
red at room temperature for 18 h. The solution was concentrated
to dryness, water (30 mL) was added to the residue and the mix-
ture was extracted with Et0 (3~ 25 mL). The combined organic
extracts were washed with 2N NaOH (3~ 25 mL) and brine (2
25 mL), dried (anhyd Na,50;) and concentrated in vacuo. The res-
idue was subjected to column chromatography (silica gel: hexane/
EtOAc, 97/3) to give amine 22a (594 mg, 60% yield). An analytical
sample of 22a-HCl was obtained by adding an excess of Et,0-HCl
to a solution of 22a in EtOAc and filtration of the formed precipi-
tate, mp >258 °C (dec). IR: 2957, 2934, 2917, 2911, 2759, 2739,
2732, 2725, 2626, 2619, 2578, 2423, 1459, 1452, 1308, 1160,
1028, 731, 693cm ' "H NMR 1.23 (s, 6H, C3(7)-CH,). 1.50 [dd,
J=90Hz, J =3.0Hz, 2H, 4(6)-H4). 1.79 [dd, J=9.0Hz, J = 3.0 Hz,
ZH, 4(6)-Hy). 1.82-1.86 [complex signal, 4H, 2(8)-H., and 2(8)-
Hy]. 2.51 [t /= 3.0 Hz, 1H, 5-H}, 4.21 (s, 2H, CH3C4H5), 4.85 (s, mo-
bile H), 7.42-7.48 [complex signal, 3H, Ar-3(5)-H, and Ar-4-H],
7.52 |dd. J=8.0Hz, J =2.0 Hz, 2H, Ar-2(6}-H]. "I NMR 16.4 |CH;3.
C3(7)-CH;). 43.6 (CH, C5), 47.8 |C, C3(7)). 49.6 (CH», CH,-C6Hs),
53.6 |CHy, C4(6)]. 54.9 |[CHy. C2(8)], 68.2 (C, €1), 130.3 [CH, Ar-
C3(5)]. 130.6 (CH, Ar-C4), 1308 (CH, Ar<C2(6)}, 133.1 (C, Ar-C1).
MS (E), mfz (%): 241 (M, 2), 227 (3), 226 (3), 213 (6), 200 (34),
199 (35), 91 ([CeHsCHZ)", 100). Anal. Caled for C;;HzsN-HCI
(277.83): C. 73.49; H, 871} N, 5.04: Cl. 12.76. Found: C, 73.83: H,
8.78: N, 5.02; €1, 12.92.

4.1.19. N-(2-Thenyl)-3,7-dimethyl{tricyclo[3.3.0.0%7 Joct-1-yl)amine
hydrochloride (22b-HCl)

From 21-HCl (187.7 mg. 1.00 mmel), NaBH;CN (95%, 198 mg,
3 mmol), acetic acid (0:3mL), and 2-thiophenecarbaldehyde
(0.15 mL, 1.65 mmaol) in methanol (10 mL) and following the above
procedure, 22b-HC (196 mg, 69% yield) was obtained. The analyt-
ical sample of 22b-HCl was obtained by crystallization from MeOH/
Et20, mp >255 °C (dec). IR: 3062, 2952, 2919, 2887, 2727, 2689,
2549, 2451, 1583, 1477, 1440, 1375, 1307, 1280, 1247, 1159,
1068, 1007, 937, 855, 837, 731, 712, 701 cm ', '"H NMR 1.23 (s,
6 H, C3(7)-CH;). 1.49 [dd, J = 8.5 Hz, J' = 3.0 Hz. 2H, 4(6)-H,], 1.79
|dd, | =8.5Hz, J =3.0Hz, 2H, 4[6)-H;]. 1.84 [complex signal. 4H,
2(8)-Hy, and 2(8)-Hyl. 251 [t J=3.0Hz, 1H, 5-H], 446 (5. 2H,
CH;N), 4.86 (s, mobile H), 7.11 (dd, ] = 5.0 Hz, | =4.0 Hz, 1H, Ar-
4-H), 7.33 (dm. J=3.5Hz, 1H, Ar-3-H), 7.56 (dd, J=5,0Hz,
J=10Hz 1H, Ar-5-H). "*C NMR 16.4 [CH;, C3(7)-CH|, 43.5
(CHz CH:N), 43.6 (CH, €5), 47.8 [C. C3(7)]. 53.6 [CH,, C4(6)]. 54.9
[CH3, €2(8)], 68.0 (C. C1), 128.7 (CH. Ar-C4), 129.2 {CH. ArC5),
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131.4 (CH, Ar-C3), 134.0 (C, Ar-C1). M5 (EI}, m/z (%): 247 (M-, 2),
233 (3), 219 (7). 206 (50). 205 (30), 192 (11). 97 ([C4sH;SCH,]'.
100). Anal. Caled for C;5Hz;NS-1.THCL0.1H,0 (289.30): €, 62.27;
H, 7.77: N, 4.84: S, 11.08: Cl, 13.48. Found: C, 62.25: H, 7.69: N,
4.85: 5, 10.95; C1, 13.07.

4.1.20. N-Benzyl-N,3,7-trimethyl(tricyclo[3.3.0.0* Joct-1-yl)Jamine
hydrochloride (23 HCl)

From a solution of 22a-HCI (635 mg, 2.29 mmol), acetonitrile
(15 mL), formaldehyde (1.81 mL, 37% wt in water solution,
23 mmol), two portions of NaBH-CN (95%, 455 mg, 6.88 mmol)
and following the procedure described for 9, the amine 23
(516 mg, 88.5% yield) was obtained. An analytical sample of 23-HCl
was obtained by adding an excess of Et,0-HCI to a solution of 23 in
EtDAc followed by filtration of the obtained precipitate, mp
»228 °C (dec). IR: 2952, 2886, 2680, 2439, 2372, 1456, 1310, 749,
705, 695cm . 'H NMR 1.25 [s, 6H., C3(7)-CHs), 1.56 [dd,
J=9.0Hz, | =3.0Hz, 2H, 4(6)-H,|, 1.83 [dd, | =9.0Hz, | = 3.0 Hz,
2H, 4(6)-Hy), 1.92-1.95 [complex signal, 4H, 2(8)-H,, and 2(8)-
Hgl. 2.71 (s, 3H, CH3N), 2.74 |t. | = 3.0 Hz, 1H, 5-H|, 4.09 (broad sig-
nal, 1H} and 4.61 (broad signal, 1H) (CH.CsHs), 4.84 (s, mobile H),
7.49-7.51 [complex signal, 3H, Ar-3(5)-H and Ar-4-H], 7.53-7.56
[m, 2H, Ar-2{6)-H]. "°C NMR 16,5 [CHy C3(7)-CHs), 37.2 (CHy,
CH4N), 43.3 (CH, C5), 47.6 (CHa1, CH3CsHs), 53.5 [CHa, C4(6]], 53.7
[CH,, C2(8)], 58.7 [C, C3(7)]. 76.2 (C, C1), 130:3 |CH, Ar-C3(5)].
131.1 (CH, Ar-C4), 131.2 (C, Ar-C1), 132.1 |CH, Ar-C2(6)]. MS (EI),
mfz (%) 255 (M, 3), 254 {[M-H]", 3), 240 (7). 226 (7), 213 (82),
212 (28), 91 ([CsHsCH)', 100). Anal. Caled for CysHysN-0.95HCI
(290.04): C, 74.54; H, 9.02; N, 4.83; (1, 11.61. Found: C, 74.63; H,
9:13; N, 4.84; Cl, 11.60,

4.1.21. 1-(3.7-Dimethyltricyclo[3.3.0.0*"Joct-1-yl)ethylamine
hydrochloride (25 HCI)

4.1.21.1.  143,7-Dimethyltricyclo[3.3.0.0*7 Joct-1-y1)-1-ethanone
(24). To a suspension of Li,COy (189 mg. 2.55 mmol) in H.0 (40
ml) solid 20 (900 mg, 5.00 mmaol}was added and the resulting sus-
pension was stirred for 48 h at room temperature, The water of the
resulting solution was removed in a freeze-dryer giving the lith-
iy salt of 20 as a white solid. This salt was added to anhyd
Et,0 (20mL) and the resulting suspension was cooled to 0°C.
Methyllithium (18.8 mL, 1.6 M in Et,0, 30 mmol) was added drop-
wise and the suspension was heated under reflux for 18 h. To the
cold (ice-bath) mixture, water (15 mL) was added dropwise, and
the mixture was further stirred for 15 min. The organic layer was
separated and the aqueous phase was extracted with Et20 (3
15 mL). The combined organic phases were dried (anhyd Na,504)
and concentrated in vacuo at room temperature o give ketone
24 (382 mg, 43% yield; 57% yield based on unrecovered starting
material). The aqueous layer was made acidic and extracted with
CH.Cl; (4« 10 mL). The combined organic phases were dried (an-
hyd Na,50.). and concentrated in vacuo to give starting acid 20
(223 mg). 1R: 2956, 2885, 1716, 1699, 1438, 1360, 1302,
1220cm ', "H NMR (300 MHz) 1.18 (s, GH, C3(7)-CH3), 1.37 [dd,
J=85Hz, J'=36Hz, 2H, 4(6)-H,]. 1.56-1.62 [complex signal,
4H, 2(8)-H, and 4(6)-Hy), 1.70 [dm, [=7.8 Hz, 2(8)-H,], 2.16 (d,
J=10.6 Hz, 3H, CH,CO), 2.60 [t, | = 3.0Hz, IH, 5-H]. MS (El), mfz
(%): 178 (M, 3), 163 ([M- CH;)", 7). 136 (11}, 135 ([CioHys)", 23),
123 (20), 122 (31), 107 (21), 95 (41), 93 (27), 43 [|CH,CO]", 100).
Accurate mass measurement (ESI') caled for [C;H,s0+H]':
179.1430, Found: 179.1431.

4.1.21.2. 1+(3,7-Dimethyltricyclo[3.3.0.0*" Joct-1-yl)-1-ethanone oxi-
me, To a solution of ketone 24 {168 mg, 0.94 mmol) in ethanol
{1 mL), hydroxylamine hydrochloride (103 mg, 1.49 mmol), water
(0.1 mL), and powdered NaOH (190 mg, 4.75 mmol) were added
and the mixture was heated under reflux for 5 min. The cold solu-
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tion (ice-bath) was added to a cold solution (ice bath) of concd HCl
(0.64 mmol, 7.72 mmol) and water (3.5 mL). The obtained precipi-
tate was fltered, washed with cold water (2« 2 mL) and dried in
vacuo aver P40, to give the title oxime (135 mg, 74% yield) that
was used without further purification in the next step. IR: 3234,
2949, 2881, 1667, 1446, 1371, 1018, 918, 893, 775cm .

4.1.21.3. 1-(3,7-Dimethyltricyclo[3.3.0.0" " Joct-1-yl)ethylamine
hydrochloride (25-HC1).  To a suspension of LiAIH; (110 mg,
290 mmaol) in anhyd Et;0 (3 mL) a solution of the above oxime
(135 mg. 0.70 mmol) in anhyd THF {2 mL) was added dropwise
and the mixture was heated under reflux for 16 h. To the cold mix-
ture, water (0.1 mL, 5.55 mmol) was added dropwise and the sus-
pension was stirred at room temperature for 1 h. The formed
precipitate was filtered through Celite’ and washed with Et,0
(3= 10mL). The filtrate was dried (anhyd Na,S04), an excess of
Et;0-HCl was added and the precipitate was filtered to give 25-HC|
(66 mg. 44% zlobal yield from 24), mp >278 °C (dec): IR: 2952,
2932, 2881, 2567, 1601, 1511, 1479, 1458, 1386, 1320, 1292,
1202, 1162, 1062cm ', '"H NMR 1.192 (s, 3H) and 1.195 (s, 3H)
[C3-CH; and C7-CHs5], 1.32 [d, J = 7.0 Hz, 3H, CH4CH], 1.38-1.60
(complex signal, 8H, methylene protons), 2.26 [t, /=3.0Hz, 1H.
5-H|, 3.54 (q, | =7.0 Hz, 1H, CHN), 4.86 (s, mobile H). ""C NMR
16.4 (CH5;, CHyCH), 16.8 (CH3) and 169 (CH;) (C3<CH; and C7-
CH;), 42,1 (CH, C5), 484 (C) and 485 (C) (C3 and C7). 51.3 (CH,
CHN), 54.5 (CHz) and 54.6 (CH3) (C4 and CB), 54.7 (C, C1). 55.2
(CH,) and 55.4 (CH,) (C2 and C8). MS (EI), mjz (%): 179 (M, 2),
178 ([M-HI'", 3), 164 (36), 147 (50), 122 (36), 121 (77). 119 (37),
109 (45), 108 (32), 107 (100}, 106 (63), 105 (73), 93 (34), 91
(76), 83 (69), 80 (30), 79 (46), 77 (36), 70 (51). Anal. Caled for
CzHzN-1,05HCLO.1H,0 (219.39); C, 65.70; H, 10.22; N, 6.38; Cl,
16.97. Found: C, 65.53: H, 10.49; N, 6.36; Cl, 16.86.

4.1.22. N,N-3,7-Tetramethyl(tricyclo[3.3.0.0*"|oct-1-yl)amine
hydrochloride (26-HCl)

From amine 21 (151 mg, 1.0 mmol) in Ex0 (5 ml), formalde-
hyde (1.8 mL, 37% wt. in water solution, 22.8 mmol), and formic
acid (1.5 mL, 39 mmol) and following the procedure described for
17, the amine 26 was obtained as its hydrochloride. The analytical
sample of 26-HC! (180 mg, 83.5% yield) was obtained by crystalli-
zation from MeOH/EGO, mp 173174 °C. IR 2999, 2955, 2933,
2886, 2628, 2569, 2540, 2518, 2468, 1472, 1455, 1439, 1312,
1054 cm ', '"H NMR 1.22 [5, 6 H, C3(7)-CHy], 151 [dm. /= 9.0 Hz,
2H. 4(6)-H,|. 1.75 [dd. J = 9.0 Hz. J = 3.0 Hz, 2H, 4(6)-H,). 1.81 [m,
4H, 2(8)-H,). 2.59 [t, f=3.0Hz, 1H, 5-H], 2.88 (s, 6H, (CHy):N).
¢ NMR 165 [CHz C3(7)-CH3). 40.8 (CHy (CHy)N), 425 (CH,
C5), 47.7 |C, C3(7)], 53.2 [CH3, C2(8)). 53.5 |CH,, C4{6)), 754 (C,
C1). MS (EI). mfz (%): 179 (M, 2), 178 (M- H]", 4). 164 (14), 150
(18), 138 (22). 137 (100), 136 (79). 123 (46), 122 (45), 108 (35),
77 (24), 55 (35). Anal. Calcd for C,,H, N-HCI {215.77): C, 66.80;
H. 10.28; N, 6,49; Cl. 16.43. Found: C, 66.81; H. 10.30; N. 6.41; Cl,
16.65.

4.1.23. N,N-Dibenzyl-3,7-dimethyl(tricyclo[3.3.0.0* Joct-1-yl)amine
hydrochloride (27 -HCI)

A mixture of 21.HCI (178 mg, 0.95 mmol), K,CO, (1.03¢g,
7.5 mmol), benzyl chloride (0.29 mL, 2.5 mmol) and Nal (100 mg,
0.67 mmol) in acetonitrile (10 mL) was heated under reflux for
24 h. The mixture was concentrated in vacuo and EtOAc (30 mL)
was added to the residue. The organic solution was washed with
water (2 20 mL}, dried (anhy Na;504) and concentrated in vacuo,
The residue was subjected to column chromatography (silica gel;
hexane/EtOAc, 99:1) to give amine 27 (130 mg, 41% yield). An ana-
lytical sample of 27.HCl was obtained by adding an excess of
Et,OHCI to a solution of 27 in EtOAc and filtration of the formed
precipitate, mp 191192 °C. IR: 3034, 2959, 2920, 2887, 2864,

263
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2806, 2674, 2590, 2546, 1526, 1482, 1457, 1420, 1400, 1312, 1162,
1014, 921, 859, 742, 692 cm '. '"H NMR 1.25 (s, 6H, C3(7)-CH;),
1.55 |broad d, f=9.0Hz, 2H, 4(6)-H;], 1.86 [dd, J=9.0Hz,
J =3.0Hz, 2H, 4(6)-Hg]. 2.05 [s, 4H, 2(8)-H;], 2.73 [t, ] =3.0Hz,
1H, 5-H|, 4.38 [d, /=13.5Hz, 2H) and 4.60 [d, J=13.5 Hz, 2H)
(CH2CgHs)], 4.86 (s, mobile H), 7.23 [dm, J = 8.0 Hz, 4H, Ar-2(6)-
H], 7.34 [tm, |=7.5Hz, 4H, Ar-3(5)-H], 7.39 (tt, J=7.5Hz,
J =2.0Hz, 2H, Ar-4-H). '*C NMR 16.5 [CH3, C3(7)-CH], 44.2 (CH,
C5), 47.3 [C, C3(7)], 53.6 [CH,, C4(6)], 54.5 [CH,, C2(8)], 58.4
(CHa, CH,CgHs), 78.0 (C, C1), 130.2 [CH, Ar-C3(5)], 130.9 (CH, Ar-
C4), 131.9 [CH, Ar-C2(6)], 132.0 (C, Ar-C1). MS (EI), m/z (%): 331
[M*, 1], 316 (2), 289 (43), 198 ([(CsHsCH.),NH:]", 10), 91
([CeHsCH2]", 100). Anal. Caled for CpsHaoN-1.4HCI (382.55): C,
75.34; H, 8.01; N, 3.66; Cl, 12.99. Found: C, 75.34; H, 8.10; N,
3.60; Cl, 13.09. Accurate mass measurement (ESI") caled for
[Ca4H29N+H]": 332.2372. Found: 332.2382.

4.124. N-3,7-Trimethyl(tricyclo[3.3.0.0°>”Joct-1-yl)amine hydrochloride
(28-HCI)

A mixture of 23.HCl (390 mg, 1.33 mmol) and 10% Pd/C (50% in
water, 10mg) in absolute EtOH (80 mL) was hydrogenated at
38 atm and 100 °C for 24 h. The suspension was filtered, the resi-
due was washed with EtOH and the organic layer was concentrated
in vacuo to give a solid. Crystallization from MeOH/Et,0 gave
28.HCl (240 mg, 89% yield). An analytical sample of 28-HCl was ob-
tained by crystallization from THF, mp 167 - 168 °C. IR (KBr) 2961,
2939, 2807, 2739, 2521, 2431, 2392, 2370, 1458, 1310, 1161, 1099,
1077, 878cm '. '"H NMR 1.22 [s, GH, C3(7)-CH;], 147 [dd,
J=8.5Hz, | =2.0Hz, 2H, 4(6)-H,], 1.75-1.79 [complex signal, 6 H,
4(6)-Hy, 2(8)-Hyand 2(8)-Hy], 2.47 [t, ] = 2.5 Hz, 1H, 5-H], 2.69 (s,
3H, CH3-N), 4.85 (s, mobile H). "*C NMR (75.4 MHz) 16.5 [CH3,
C3(7)-CH, ], 30.1 (CH3, CH5-N), 43.0 (CH, C5), 47.7 |C, C3(7)], 53.6
[CHa, C4(6)], 54.4 [CH,, C2(8)], 68.1 (C, C1). MS (El), m/z (%): 165
(M, 1), 164 ([M—H]", 8}, 150 ([M—CH,]", 24), 136 (33), 124 (23),
123 (100), 122 (76), 109 (56), 108 (44), 94 (27). Anal. Calcd for
CyHgN-HCI1-0.15H,0 (204.44): C, 64.63; H, 10.01; N, 6.85. Found:
C,64.71; H, 9.92; N, 6.86.

4.1.25. (3,7-Dimethyltricyclo[3.3.0.0>7Joct-1-yl)carboxamide (29)

A solution of acid 20 (1.12 g, 6.22 mmol) in thionyl chloride
(18 mL, 0.24 mmol) was heated under reflux for 2 h. The excess
thionyl chloride was removed under vacuum, the residue was ta-
ken in toluene (5 mL) and evaporated to dryness (twice). The oily
yellow residue (1.16 g) was dissolved in CHCls, the solution was
cooled to 0°C and NH;OH (60 mL, 25% aqueous solution) was
added dropwise. After stirring for 15 h at room temperature, the
suspension was extracted with CH,Cl; (4x 30 mL). The aqueous
layer was made acidic with coned HCl and extracted with EtOAc
(3% 30mL). The combined EtOAc extracts were dried (anhyd
Na,S04) and concentrated in vacuo to give the starting acid 20
(438 mg). The combined CH,Cl, extracts were washed with brine
(2x 30 mL), dried (anhyd Na,SO4), and concentrated in vacuo to
give amide 29 (572 mg, 51% yield, 84% yield taking into account
the recovered starting acid). An analytical sample of 29 was
obtained by crystallization from EtOAc, mp 105-106 °C. IR, 3458,
3410, 3348, 3298, 3199, 3000, 2950, 2883, 1655, 1613, 1478,
1397, 1304, 1160, 790 cm '. 'H NMR (CDCl3) 1.17 (s, 6H, C3(7)-
CHs), 1.37 [dd, J=8.5Hz J=3.5Hz, 2H, 4(6)}-H,]), 1.61 [dd,
J=7.5Hz, | =3.5Hz, 2H, 2(8)-H,), 1.62 [dd, ]=8.5Hz, J'=3.5 Hz,
2H, 4(6)-H;), 1.70 [dm, ] = 11.5 Hz, 2H, 2(8)-Hy], 2.56 [t, J= 3.0 Hz,
1H, 5-HJ, 5.50 (broad signal, 1H), 5.72 (broad signal, 1H) (CONH.).
3¢ NMR (CDCls) 16.3 [CHs, C3(7)-CHs], 43.5 (CH, C5), 47.9 [C,
C3(7)], 53.5 [CHa, C4(6)], 54.5 (C, C1), 57.1 [CH, C2(8)], 177.9 (C,
CO). MS (EI), mjz (%) 179 (M*, 4), 164 (5), 138 (24), 135
([CyoH4s]", 21), 124 (39), 123 (42), 95 (100), 93 (38), 91 (34), 81

(72), 80 (33), 79 (60), 77 (40). Anal. Calcd for C;H;;NO (179.26):
C, 73.70; H, 9.56; N, 7.81. Found: C, 73.64; H, 9.55; N, 7.74.

4.1.26. [(3,7-Dimethyltricyclo[3.3.0.0*7]oct-1-yl)methyl]amine
hydrochloride (30-HCI)

To a cold (0 °C) solution of 29 (570 mg, 3.18 mmol) in anhyd
THF (70 mL), LiAlH4 (388 mg, 9.72 mmol) was added and the sus-
pension was heated under reflux for 15 h. The suspension was
cooled (ice bath), carefully basified with 10 N NaOH (5 mL) and
stirred for 1 h at room temperature. The precipitate was filtered
and washed with CH,Cl; (3% 25 mL). The combined filtrate and
washings were dried (anhyd Na;SO,) and excess of Et;0-HCl was
added. The solution was concentrated in vacuo to give a solid that
was crystallized from MeOH/Et;O to give 30-HCl (534 mg, 83%
yield), mp >270 °C (dec). IR 2952, 2881, 1600, 1505, 1480, 1457,
1389, 1322, 1292cm ' 'H NMR 1.19 (s, 6 H, C3(7)-CH3), 1.39
[dd, J=8.0Hz, J'=4.0Hz, 2H, 4(6)-H,], 1.43 [dd, J=8.0Hz,
J =4.0Hz, 2H, 2(8)-H,], 1.49 [dm, J=7.5 Hz, 2H, 2(8)-H,], 1.62
[dd, J=8.0Hz, J = 3.0 Hz, 2H, 4(6)-H;], 2.20 [t, J=3.0Hz, 1H, 5-
H], 3.19 (s, 2 H, CH;N), 4.85 (s, mobile H). >°C NMR (75.4 MHz)
16.8 [CH;, C3(7)-CHs], 42.8 (CH, C5), 43.8 (CH,, CH;N), 486 [C,
C3(7)], 49.7 (C, C1), 54.6 [CHa, C4(6)], 56.7 [CH3, C2(8)]. MS (EI),
mfz (%): 166 (1), 165 (M~, 1), 152 (3), 151 (3), 148 (8), 136 (26),
135 ([CioHys]", 46), 133 (30), 107 (82), 106 (41), 105 (43), 93
(100), 92 (38), 91 (91), 79 (49), 77 (51), 71 (41). Anal. Calcd for
Ci1HygN-HCI-0,5H,0 (210.75): C, 62.69; H, 10.04; N, 6.65; Cl,
16.82, Found: C, 62.38; H, 9.71; N, 6.58, Cl, 16.55.

4.127. N-Benzyl|(3,7-dimethyltricyclo[3.3.0.0*” |oct-1-yl)methylJamine
hydrochloride (31-HCI)

From 30-HCl.0.5H,0 (500mg, 2.37 mmol), MeOH (10 mL),
NaBH;CN (95%, 335 mg, 5.3 mmol), AcOH (0.3 mL), and benzalde-
hyde (395 mg, 3.68 mmol) and following the procedure described
for 22a, 31-HCI (489 mg, 68% yield) was obtained, mp >270°C
(dec). IR: 2948, 2880, 2781, 2371, 1586, 1478, 1447, 1420, 1382,
1355, 1321, 1289, 1237, 1084, 1025, 748, 698 cm '. 'H NMR 1.18
(s, 6H, 3(7)-CH3), 1.37 [dd, |=8.5Hz, [ =3.5Hz, 2H, 4(6)-H,],
1.44 [dd, | =8.0Hgz, J'=3.5 Hz, 2H, 2(8)-H,], 1.49 [dm, /= 8.0 Hz,
2H, 2(8)-H,), 1.61 [dd, ] =8.5 Hz, |' =3.0 Hz, 2H, 4(6)-H;], 2.18 [t,
J=3.0Hz, 1H, 5-H], 3.25 (s, 2H, CH;N), 4.26 (s, 2H, CH,CgHs),
4.86 (s, mobile H), 7.46-7.50 [complex signal, 3H, Ar-3(5)-H and
Ar-4-H|, 7.55 |m, 2H, Ar-2(6)-H]. "*C NMR 16.7 [CH3, C3(7)-CH3),
43.5 (CH, C5), 48.6 [C, C3(7)], 48.9 (C, C1), 51.4 (CH3, CHzN), 53.1
(CH,, CgHs5CH;), 54.6 [CH», C4(6)], 57.1 [CH,, C2(8)], 130.3 [CH,
Ar-C3(5)], 130.8 (CH, Ar-C4), 131.4 [CH, Ar-C2(6)], 132.1 (C, Ar-
C1). MS (El), m/z (%): 255 (M, 3), 254 ([M—H]", 2), 199 (10), 120
([CeHsCH;"NH=CH;], 67),93(18),91 ([CsHsCH;]", 100). Anal. Calcd
for CygH.sN-HCI-0.05 H,0 (292.76): C, 73.85; H, 8.99; N, 4.78; Cl,
12.11. Found: C, 73.58; H, 8.91; N, 4.70; Cl, 12.47.

4.1.28. N-Benzyl-N-methyl[(3,7-dimethyltricyclo[3.3.0.0%7]oct-
1-yl)methylJamine hydrochloride (32-HCI)

From a solution of 31.HCl (400 mg, 1.37 mmol), acetonitrile
(10 mL), formaldehyde (1.08 mL, 37% wt. in water solution,
13.7 mmol) and two portions of NaBH,CN (95%, 272 mg,4.11 mmol)
and following the procedure described for 9, the amine 32 (260 mg,
70.5% yield) was obtained. Its hydrochloride was obtained by adding
an excess of Et;0-HCl to a solution of the amine in EtOAc followed by
concentration to dryness in vacuo. The analytical sample of 32.HCI
was obtained by crystallization from EtOAc, mp 215-216 °C. IR:
3030, 3011, 2946, 2879, 2862, 2695, 2635, 2512, 1478, 1455, 1070,
917,906, 746, 697 cm . "H NMR 1.18 [s, 6H, C3(7)-CHs], 1.40 [dd,
J=8.5Hz, J =3.5Hz, 2H, 4(6)-H,]. 1.45-1.60 [complex signal, 4H,
2(8)-Hy, and 2(8)-H;], 1.62 [dd, ] = 8.5 Hz, |' = 3.0 Hz, 2H, 4(6)-H,],
2.16 [t, ] = 3.0 Hz, 1H, 5-H], 2.89 (s, 3H, CH5N), 3.43 (d, /= 13.5 Hz,
1H) and 3.54 (d, J=13.5 Hz, 1H) (CH,N), 4.33 (d, J=12.5Hz, 1H)
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and 4.43 (d, | = 12.5 Hz, 1H) (CH;CeH5), 7.49-7.52 [complex signal,
3H, Ar-3(5)-H and Ar-4-H], 7.57 |m, 2H, Ar-2(6)-H]. "*C NMR 16.6
[CHs, C3(7)-CH; |, 42.4 (CHs, CH5-N), 44.8 (CH, C5), 48.5 [C, C3(7)].
48.7 (C, C1), 544 |CHz, C4(6)]. 57.8 [CHz, C2(8)]. 60.3 (CH2 CHaN),
62.3 (CH,, CH:CgHs), 130.4 [CH, Ar-C3(5)], 130.8 (C, Ar-C1}, 131.3
(CH, Ar-C4), 1325 [CH, Ar-C2(6)]. MS (EI), mjz (%): 269 (M, 7),
213 (15), 134 (87), 120 (13), 107 (10), 93 (15), 92 (13), 91
(ICeHsCHa|", 100). Anal. Caled for CigHa:N-HCI (305.89): C, 74.60;
H.9.23:N,458; Cl, 11.59, Found: C,74.51: H,9.26: N.4.55: C1. 1 1.74.

4.1.29. N,N-Dimethyl[(3,7-dimethyltricyclo[3.3.0.0*" |oct-1-
yl)methylJamine hydrochloride (33-HCI)

From a cold (0 °C) solution of 30-HC1 (80 mg, 0.48 mmol) in Et.O
{5 mL), formaldehyde (1.0 mL, 37% wt. in water solution, 12.7 mmol)
and formic acid (0.85 mL, 22 mmol) and following the procedure de-
scribed for 17, 33-HCl was obtained. The analytical sample of 33-HCI
(68 mg, 61% yield) was obtained by crystallization from THE. mp
>250 °C. IR (KBr): 2952, 2884, 2691, 1479, 1412, 1316, 1211, 1136,
973,948 cm ', 'H NMR 1.20 [s. 6H, C3(7)-CH3], 1.43 [dd. | = 8.5 Hz,
J =3.5Hz, 2H, 46)-H,]. 1.52 [dd, J=7.5Hz, J =35 Hz, 2H, 2(8)-
H.). 1.57 |dm, f=7.5Hz, 2H. 2(8)-Hy). 1.65 [dd, J=85Hz
J =3.0Hz 2H, 4(6)-H,|. 2.25 [t. ] = 3.0 Hz, 1H, 5-H|, 2.93 (5, GH.
(CHs):N), 3.47 (s, 2H, CH:N), 4,85 (s, mobile H). ""C NMR 16.6 [CH3,
C3(7)-CH,], 44,7 (CH, C5), 45.1 (CHy, CH3N), 48.5 {C, C3(7]], 545
[CHy, C4(6)). 57.7 [CH,, C2(8)]. 62.5 (CH,, CH,N). The signal corre-
sponding to €1 was not observed. MS (EI), mfz (%): 193 (M, 3).
137 (5), 107 (7),93 (12,91 (11), 58 ([Me;NCH;]", 100}. Anal. Caled
for Cy3H24N-1.6HC (251.67); C, 62.04; H, 9:85; N, 5.57. Found: C,
62,23 H. 10.16; N, 5.76. Accurate mass measurement (ESI™) caled
for [Cy3sHasN+H]™: 194.1903. Found: 194.1909.

4.1.30. N-[(3,7-Dimethyltricyclo[3.3.0.0*" joct-1-yl)methylpiperidine
hydrochloride (34 HCI)

From 30-HCl (201 mg, 1.00 mmol), DMF (2.5 mL), anhyd EtsN
(0.4 mL, 2.9 mmol), 1,5-dibromopentane (0.17 mL, 1.2 mmol) and
following the procedure described for 11, 34-HCI (111 mg, 41%
vield) was obtained. The analytical sample of 34 HCl was obtained
by crystallization from 2-propanol. mp >265 °C (dec). IR: 2948,
2879, 2857, 2644, 2580, 2534, 1477, 1455, 1438, 1376, 1318,
950em ' 'H NMR 1.20 [s, 6H, €3(7)-CH;), 1.43 [dd, J=8.5Hz,
J =3.5Hz, 2H, 4(6)-H]. 1.52 |dd, ] =7.5Hz, |' =3.5 Hz, 3 H, 2(8)-
H-l. 1.50-1.55 (overlapped m, 1H, 4'-H,], 1.57 [dm, |=7.5Hz,
2H, 2(8)-H,), 1.65 [dd, J=9.0Hz, | =3.0 Hz, 2 H, 4(6)-H;], 1.75-
1.97 |broad signal, 5 H, 4-H.q 3(5')-H,. and 3°(57)-H,]. 2.24 [t
J=25Hz, 1H, 5-H], 3.02 [broad signal, 2H, 2'(6')}-H,], 3.42 (s,
2 H, CH,N), 3.53 [broad signal, 2 H, 2/(6')-H.), 4.85 (s, mobile H).
B¢ NMR 166 [CHi, C3(7)-CHil, 225 (CHa C4), 238 [CHa,
CF(5')]. 45.1 (CH, C5), 48.4 [C, C3(7)], 494 (C, €1}, 54.5 [CHx
C4(6}], 55.3 [CHy, C21(6')], 58.1 |CHz, C2(8)], 61.5 (CHy, CHzN), MS
(EL), mfz (%):233 (M, 9), 177 (14), 98 ([CsH,xNCH,]", 100), 93
(13), 91 (13). 84 ([CsHyoN]", 17). Anal. Calcd for C;gHazN-HCI
(269.86): C. 71.21: H. 10.46: N. 5.19: Cl. 13.14. Found: C. 71.19;
H, 10.45; N, 5.17; Cl. 13.12.

4.1.31. N-[(3,7-dimethyltricyclo] 3.3.0.0° Joct-1-yl)methyl jguanidine
hydrochloride (35 HCI)

From a solution of 30-HCl (150 mg, 0.74 mmal), acetonitrile
(2.5 mL), anhyd EtsN (0.2 mL, 1.45 mmol) and 1H-pyrazol-1-car-
boxamidine hydrochloride (130 mg, 0.89 muimol) and following
the procedure described for 18, 35 HC (139 mg, 77% yield) was ob-
tained. The analytical sample of 35 HCl was obtained by crystalli-
zation from MeOH/Et,0, mp 214215 °C. IR: 3600-3000 (max at
3376, 3247, 3170), 2948, 2879, 1646, 1456, 1354, 1319, 1291,
1160cm . "H NMR 1.18 [s, 6H, C3{7)-CH;], 1.37 [dd. J = 7.5 Hz,
J=35Hz 2H, 4(6)-H.). 1.39-1.46 [complex signal. 4H. 2(8)-H,
and 2(8)-H;], 1.61 [dd, ] =7.5Hz, J =3.0 Hz, 2H, 4{G)-H,], 2.12 [,
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J=25Hz, 1H, 5-H], 341 (s. 2H, CH.N), 4.86 (s, mobile H). '*C
NMR 16.9 [CHj, C3(7)-CH;). 42.7 (CH, €5), 45.6 (CH;, CHzN), 48.5
|C, C3(7)]. 51.5 (C, C1), 54.8 [CHy, C4(6)), 56.9 [CHa, C2(8)]. 158.9
(C, C guanidine), MS (EI), m/z (%); 209 (9), 208 ([M=H]". 9). 195
(5), 194 {5), 167 (14), 166 {15), 154 (12), 153 (12}, 148 (17), 133
(31) 119 (22), 107 (81). 106 (42), 105 (48), 93 (83), 92 (38), 91
(100), 79 (46), 77 (66), 75 (39), 74 (38), 63 (47), 62 (68), 61 (48).
Anal. Caled for CyoHayN3-HCI-1.5H:0 (270.80): C, 53.22; H, 9.30;
N, 15.52. Found: C, 53.37: H, 9.03; N, 15.52.

4132 N-Methyl[(3,7-dimethyitricyclo[3.3.0.0* joct-1-yl)methylJamine
hydrochloride (36.HCT)

From 32.HCI (200 mg, 0.65mmol), 10% Pd/C (50% in water,
10 mg) and absolute ethanol (25 mL) and following the procedure
described for 28, 36-HCI (120 mg, 85% yield) was obtained after
crystallization from MeOH/ELO. mp >255°C. IR: 2952, 2880,
2764, 1588, 1458, 1427, 1385, 1325, 1292, 1088, 1022, 806¢cm .
'H NMR 1.19 [s, 6H, C3(7)-CH;), 1.40 [dd, j=8.5Hz, J =3.5Hz,
2H, 4(6)-H,|. 1.43-1.46 [dd, | =7.5Hz J'=3.5Hz, 2H, 2(8)-H.].
1.50 [dm, |=7.5 Hz, 2H, 2(8)-H,], 1.61 |dd, [=8.5 Hz, J'=3.0Hz,
2H, 4(6)-Hy|, 2.22 [t | = 3:0Hz, TH, 5-H]. 2.74 (s. 3H. CHsN), 3.27
(s, 2H, CH,N), 4.86 (s, mobile H). '’C NMR 16.7 [CHs, C3(7)-CH4],
34.8 (CH4, CH4N), 43.2 (CH, C5), 48.6 [C, C3(7)], 54.0 (CHa, CHN),
54.6 [CHz, C4(6)], 57.0 [CHa. C2(8)). The signal corresponding to
C1 was not observed. MS (El), mfz (%): 179 (M", 4). 165 (5), 164
(4). 148 (6), 147 (6), 136 (15). 135 (|CioHs]". 34), 134 (32), 133
(27), 124 (26), 123 (29), 107 (71), 106 (35), 105 (44), 93 (100),
92 (38), 91 (97), 79 (42), 77 (56). Anal. Calcd for
CiaHyN-HCI0.5H,0 (224.77): C, 64.12; H, 10.31: N, 6.23, Found:
C.6422; H. 10.24: N, 6.35.

4.2. Trypanosoma brucei culturing and drug test

Cultures of bloodstream form T, brucei (strain 427) were main-
tained at 37 “C in modified Iscove’s medium (pH 7.4).”" Trypanoci-
dal activity was assessed by growing parasites for 48 h in the
presence of various drug concentrations and determining the levels
which inhibited growth by 50% (ICs,) and 90% (ICa). In the case of
untreated cultures (volume 4 mL), cell densities increased from
025 = 107 to 1 = 10" cells mL ' over this period. Experiments
were performed in triplicate, Cell densities at each drug concentra-
tion were determined using a hemocytometer (Weber Scientific
International Ltd), and drug sensitivity was expressed as a percent-
age of growth of control cells.

4.3. NMDA receptor antagonist activity

The functional assay of antagonist activity at NMDA receptors
was performed using primary cultures of cerebellar granule neu-
rons, which were prepared according to established protocols.'®
Cells were grown on 10 mm poly-1-lysine coated glass cover slips,
and used for the experiments after 7-14 days in vitro, Cells were
loaded with 6 uM Fura-2 AM (Invitrogen-Molecular Probes) for
45 min. Afterwards, the coverslip was mounted on a guartz cuvette
containing a Locke-Hepes buffer using a special holder, Measure-
ments were performed using a PerkinElmer LS-508 {luorometer
equipped with a fast-filter accessory, under mild agitation and at
37 °C. Analysis from each sample was recorded real-time during
12005s. After stimulation with NMDA or glutamate (100 pM, in
the presence of 10 uM glycine), increasing cumulative concentra-
tions of the compound to be tested were added. The percentages
of inhibition at every tested concentration were analyzed using a
non-linear regression curve fitting (variable slope) by using the
soltware GraphPad Prism 4.0,
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4.4. Antiviral evaluation

The antiviral activity of the compounds was determined in
established cell culture assays using a selection of DNA and RNA
viruses, including three subtypes of influenza virus [A/Puerto
Rico/8/34 (HINT); A/Hong Keng/7/87 (H3N2) and B/Hong Kong/
5/72).*" The compounds’ inhibitory effect on virus replication as
well as their cytotoxicity were monitored by microscopical exam-
ination, and confirmed by the ealorimetric MTS cell viability assay.

4.5. Dopaminergic evaluation

4.5.1. Synaptosomal preparation
Female Wistar rats (200-250 g] were used throughout. Briefly,

rats were killed by decapitation and the striatum was dissected
and homogenized in 10 volumes (w/v] of 0.32 M sucrose using a
Patter-Elvejhem. The resulting crude synaptosomal preparation
was centrifuged at 1000g for 10 min. The supernatant was stored
and the pellet was resuspended in 10 volumes of 0.32 M sucrose
and recentrifuged. The two supernatants were combined and the
mixture centrifuged at 16,000g for 30 min. The resultant pellet
was suspended in 10 volumes of ice-cold Krebs medium. Protein
concentrations were determined using the Bradford protein assay,

4.52. [’H|DA uptake assay

[*H]|Dopamine uptake was evaluated on aliguots of the synapto-
somal preparation. After a 10min preincubation at 37 °C in Krebs
huffer containing 10 uM pargyline (to bleck metabalism of dopa-
mine by moenoamine oxidase), [*H]dopamine (47 Cijmmale, Amer-
sham) was added to a final 0.5 0M concentration. Ten minute
incubations were stopped by dilution into ice-cold Krebs medium.
Samples were filtered rapidly through Grade 30 fiberglass filters
(Schleicher & Schuell) using a Brandel cell harvester (model M-
24, Biochemical Research and Development Laboratories, Inc.). Fil-
ters were washed twice with 3 mL cold Krebs medium and dried.
Non-specific | 'H|DA uptake was determined in duplicate samples
in the presence of 10 uM nomifensine (dopamine uptake inhibi-
tor), Filters were placed into scintillation mixture (Optiphase ‘Hi-
safe’ 2, Perkin-Elmer) and radioactivity was determined by
scintillation spectrometry.
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The new 2-alkyl-2-aminoadamantanes and analogues 4-10 were designed and synthesized by simplifi-
cation of the structure of the potent anti-influenza virus A spiranic aminoadamantane heterocycles 2 and
3. The aim of the present work was to examine the effects of bulky and extended lipophilic moieties
attached to amantadine 1 on hinding to the M2 channel and the resulting antiviral potency. The binding
affinities of the compounds to the M2 protein of influenza virus A/chicken/Germany/27 (Weybridge
strain; HIN7) were measured far the first time using an assay based on quenching of Trp-41 lluorescence
by His-37 protonation, and their antiviral potencies were evaluated against the replication of influenza
virus A H2ZN2 and H3N2 subtypes and influenza virus B in MDCK cells. Of the various 2-alkyl-2-amino-
adamantanes, and analogues, spire{piperidine-2.2'-adamantane| 3 had the strongest M2 binding and
antiviral potency, which were similar those of amantadine 1. The relative binding affinities suggested
that the rigid carbon framework provided by the pyrrolidine or piperidine rings results in a more favor-
able orientation inside the M2 channel pore as compared to Large, freely rotating alkyl groups. The ami-
noadamantane derivatives exhibited similar NMDA antagonistic activity to amantadine 1. A striking
finding was the antiviral activity of the adamantanols 4, and . which lack any NMDA antagonist activity,

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Influenza presents a severe threat to public health. More casu-
alties were inflicted in Europe in the twentieth century by influ-
enza than any other infectious disease.' Furthermore, although
the cumulative impact of recurrent annual epidemics is greater
than that of the infrequent pandemics, the specterre of another
influenza pandemic caused by H5N1 *Bird Flu' or other subtype
highlights the importance of anti-influenza drugs as a first line of
defense against such a threat. The H5N1 avian influenza virus that
emerged in 1996 in southern China, and caused the deaths of six of
the 18 infected individuals in Hong Kong during 1997, are now en-
demic in domestic poultry in many countries and have spread
across three continents, Asia, Africa and Europe.” From late 2003
to date, the virus has infected 385 humans with 243 (63%) fatali-
ties.” Infections by other influenza virus A subtypes also pose a
threat. Another highly pathogenic avian influenza virus subtype

* Corresponding author, Tel.: +301 210 7274834; fax: +301 210 7274747,
F-mail address: ankol@pharm uoa.ge (A Kelocouns).

(RNG0-BO4X/S - see front matter © 2008 Elsevier Led. Al rights reserved.
doi: 10,1016/j hmel, 2008, 10,003

H7N7 which caused some 89 mild infections in the Netherlands
in 2003 also caused the death of a veterinarian, while in the same
year HON2 viruses were isolated from individuals with mild influ-
enza’ The M2 protein of influenza virus A is the target of one of
two classes ol anti-influenza drugs that could help to control influ-
enza infections.”

Amantadine 1 (Scheme 1) was the first anti-influenza drug to be
developed. It inhibits the function of the M2 proton channel of
influenza virus A involved in virus entry and uncoating at micro-
molar concentrations.®” Acidification of the virion, mediated by
the M2 H* channel during endocytosis, causes the dissociation of
viral ribonucleoprotein from the matrix protein, a critical early
step in initiating virus veplication. In addition, during infection
by some highly pathogenic influenza viruses, including H5 and
H7 subtypes, it regulates the pH of the trans Golgi to assist matu-
ration of the haemagglutinin (HA) and the release of progeny virus
from the cell.'"*" During the past fourteen years we have synthe-
sized many potent aminoadamantane derivatives.”” The proton-
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‘NH-
L o ;.
4 @ou @ NIl ¢
1 2
4 R=0CH: TiR=H 11
5‘2R:C:H5 8:R=CH:
6:R=wCiHs ®R=0C.Hs
10: R = n-CylH4
Scheme 1.
ated form of these compounds are considered to block the tetra- R R

meric M2 ion channel pore,® formed by its transmembrane domain
M2TM,” and hence, its proton transport function,'”

The desired property of new synthetic aminoadamantane deriv-
atives is of course the effective inhibition of virus replication. How-
ever, in order to design effective inhibitors and those active against
amantadine-resistant mutants, the mode of interaction of the class
of compounds with their receptor should be systematically exam-
ined at the molecular level, Although we have tested the in vitro
potencies of several aminoadamantane derivatives in cell culture’
our group has never applied procedures that measure directly
changes in physicochemical properties of the target protein which
result from drug-receptor interaction. Only recently we examined
how these molecules interact with the transmembrane channel of
the M2 protein using suitable probe molecules and NMR
spectroscopy.'”

A frst approach to assessing the stereoelectronic characteristics
of the ligand and to map the complementary M2 receptor binding
site is to measure the binding constants of different derivatives. In
this paper we report the binding affinities of a series of
aminoadamantane compounds to the M2 protein of influenza virus
Afchicken/Germany/27 (H7N7 “Weybridge strain), using an assay
based on the quenching of tryptophan-41 flusrescence by histi-
dine-37 protonation in the M2 channel pore (Table 1)."*

Design pathway. The spiropyrrolidine 2°™" and the spiropiperi-
dine 3% represent two of the most active anti-influenza virus A
M2 agems ever synthesized: the selectivity index of the
spiro|piperidine-2.2'-adamantane| 3 (51> 1034) is the highest
among aminoadamantanes or other cage structure amines. tested
till now. In a general sense, compounds 2 or 3 are 2-adamantanam-
ines (2-amantadines) substituted at the 2-position with a carbon
chain. Simplification of this structure leads to the design of simple
2-alkyl-2-amantadines and analogues not previously synthesized
or tested (Scheme 2).

Table 1
Binding constants” of some amine adamantane devivatives” and analogues to
influenza virus A M2 protein’

Compound Ko (uM
2-Me-2-AdOH. 4 No effect
2-n-Pr-2-AdOH, 6 No effect
2-Me-2-AdF, 11 =26
2-AdNH,, 7 236
2-Me-2-AdNH . 8 360
2-E1-2-AdNH,, 9 670
2-n-Pr-2-AdNH;, 10 an
Spiro| pyrrolidine-2,2-adamantane|, 2 1.16
Spira| piperidine-2,2 -adamantane|, 3 039
Amantadine, 1 0.32

¢ Dissociation constants were obtained from the kinetics of inhibition, under
equilibrium conditions, of guenching of Trp-41 fluorescence of purified M2 by
His-37 protonation at pH 5,

" Compounds 1-3, 7, =10 were tested as hydrochloride salrs,

¢ Purified M2 protein of influenza virus  Afchicken/Germany|27 (H7NT:
“‘Weybndge' strain), expressed m E. coli.

R=Me FinPr (X=0HworF)

Scheme 2. Design pathway of the new compounds 4-11 hased on simplification of
the lead structures 2(n=1)or 3 (n=2)

The amantadine 1—receptor complex is probably stabilized
through formation of hydrogen bonding between the drug's
ammonium group and residues, probably His-37 or Ser-31, within
the M2 acceptor site.™'” We examined the effect on M2 binding ex-
erted by replacing the amino group with the hydroxyl group (com-
pounds 4-6) or a fluorine group (compound 11} the hydroxyl
group could possibly participate as donor or acceptor and fluorine
as acceptor in hydrogen bonding interaction with the receptor. The
binding constants of the compounds depicted in Scheme 1 were
determined (Table 1).

Synthesis. The tertiary alcohol 4 was ebtained after treating ada-
mantanone 12 with CHsMgl This is not the preferred method for
the preparation of alcohols 5 and 6 due to the bulky adamantanone
12 and to the soft carbanion character of the Grignard reagent
making the hydride addition a competitive reaction to the alkyl
addition; thus 2-adamantanol is also formed along with the ter-
tiary alcohols § or 6."* The preparation was effected by the reaction
of the relevant organolithium reagent with adamantanone 12."
The azides 13-15 were obtained by reaction of the alcohols 4-6
with NaN;/H;504/CHCly/rt using a concentration of 78% wiw
rather than the 57% w/w reported in the literature, which failed
to yield 13'7 quantitatively. The amines 8-10 were prepared by
means of LiAlH,/ether/rt reduction of the azides 13-15. The fluo-
ride 11 was prepared after treating the tertiary alcohol 4 with
DAST' in CH.Cl» at 78 °C (Scheme 3).'7

Binding affinity to influenza virus A M2 protein. The binding affin-
ities'* of compounds 4-11 to purified M2 protein of the influenza
virus Weybridge strain are depicted in Table 1. 2-Amantadine 7
(Ka=236 M) has a 7.4-fold smaller binding constant compared
to that of amantadine drug 1 (K; = 0.32 pMl). Spiropiperidine 3 with
a Ky of 0.39 pM exhibited a binding affinity similar as to that of
amantadine 1. The reduction in ring size by one methylene results
in spiropyrrolidine 2 with a 3-fold lower binding  affinity
{(Kq=1.16 uM), but 2-fold higher when compared to the binding
affinity of 2-amantadine 7. Thus, spiropyrrolidine 2 and spiropi-
peridine 3, which can be considered to be 2-alkyl-2-aminoadaman-
tanes (Scheme 2), exhibited a 3-fold and G-fold stronger binding,
respectively, with respect to 2-amantadine 7, The effect of attach-
ing simple alkyl groups at the 2-position of 2-amantadine 7 was
striking, since it did not result in a more stable complex, as was ex-
pected from the higher affinities of spiropyrrolidine 2 and spiropi-
peridine 3 with respect to 2-amantadine 7; the methyl, ethyl and
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e S = LT

1% R =CH: 8:R=CH:
H:R=CHs 9: R=C:Hs
15: R =a-C:H; 10: R =n-CsH,
CHy
g
11

J: (b) NaMs, HoS0, 785 wiw,

CHCLy, 0°C then rt (66-77%): (] LIAIH,, ether, rt, 24 h [ 74-83%); (d) DAST, CH,Cl,, Ar, —78 °C (69% ).

n-propyl substitutions (compounds 8, 9 and 10 respectively) re-
duced the affinity by 1.5-, 2.8- and 3.7-fold, respectively, with re-
spect to 2-amantadine 7. These findings suggest that the rigid
carbon framework in the pyrrolidine and piperidine rings of 2
and 3 fit better, than a free rotating group, into a lipophilic pocket
in the M2 receptor. The van der Waals interactions together with
appropriate hydrogen bonding appear to result in an overall more
favorable orientation of the molecule inside the M2 proton chan-
nel. Future structural studies and docking simulations should help
to understand the molecular interactions through which these
aminoadamantane derivatives (2, 3, 7-10) bind to M2 channel.

The adamantanols 4 and 6 or the fluoride 17, having a hydroxyl
or a fluorine group, respectively, did not inhibit the low pH-depen-
dent quenching of Trp-41. It therefore seems that the presence of a
protonated amino group is crucial for favorable interaction with
the receptor using this assay.

NMDA blocking activity. One of the most serious side-effects of
amantadine 1 is its CNS-activity. reflected in its anti-Parkinsonism
activity, partly due to action on dopamine reuptake and partly
through blockade of the NMDA receptor, which influences dopa-
mine release.'” Also, memantine, which is the most important
NMDA antagonist in the aminoadamantane series, is thought to
act by blockade of the NMDA channel in exerting its neuroprotec-
tive action.” Thus, although in developing successful anti-influ-
enza therapeutic agents this activity should be minimized, the
ability to antagonize NMDA receptors could result in new leads
for further development as neuroprotective agents, For these rea-
sons, the NMDA receptor blocking activity of some representative
compounds was evaluated by measuring their ability to inhibit
the intracellular calcium increase, induced either by NMDA or by
the non-selective agonist glutamate, in in vitro cultures of
neurons.’’

There was a fairly good correlation between results using gluta-
mate or NMDA to stimulate the intracellular calcium increase in

Table 2
Inhibitory activity of glhutamate- or NMDA-induced intracellular calcium increase
[bath 100 pM, in the presence of glycine 10 uM) in cultures of rar cerebellar granule
neuroms

Compound” Glutamate (100 pM) NMDA (100 M)
Alcohols: 4, 6 »350 *350

24 2 7 *350 2194
2-Me-2-AdNH,. 8 3058 644
2-n-Pr-2-AdNH,, 10 257.8 613
Spiropyrrolidine, 2 3140 50,6
Spiropiperiding, 3 2393 19.0
Amantadine, 1 3584 750
Memantine 554 1.5

* Compounds 1-3. 7, 8, 10 were tested as hydrochloride salts.

the neurons. The potency of all the compounds was increased
using the maore specific agonist NMDA. The results of Table 2
showed that all compounds were less active than memantine.
The next most actives agents were compounds 3 and 10 being
approximately 4.5-fold less active than memantine using gluta-
mate as the agonist. These results showed that the attachment of
the amino group to a tertiary carbon of the adamantane ring [ 1-po-
sition) is more favorable for the antagonistic activity than the
insertion of the amino group at a secondary adamantane carbon
position (2-position). However, the insertion of a carbon chain at
the 2-position (compounds 2, 3, 8, 10) boosts the activity; in these
compounds the amino group is therefore connected with a tertiary
carbon of the adamantane system. Compared Lo 2-adamantan-
amine 7, the 2-methyl substitution {compound 8, 1Cso = 64.4 M
using NMDA) resulted in a 3.4-fold enhancement in activity while
the 2-propyl substitution {compound 10) increased only slightly
antagonistic activity. The similarities in the activities of the 2-pro-
pyl derivative 10 and spiropyrrolidine 2 suggest that there is not a
clear advantage of a freely rotating 2-carbon substituent over a ri-
gid structure, The similarities in the antagonistic activities of the
aminoadamantane derivatives 2, 3 .8, 10 against NMDA receptors
to that of amantadine, may suggest that they will also cause similar
CNS side-effects derived from the interaction with these receptors,

Table 3
Anti-infliensa witus A activity and eytotoxicity of aminoadamantane derwatives” and
analogues in influenza A and B infected MDCK cells”

Compound ECsu (pM ) Moy
Influenza (ump*
Al (i3
HaN®  HGN®
2-Amantadine. 7 28 - Inactive 1333
2-Me-2-Ad0H, 4 30 108 Inactive  =1506
2en-Pr-2-AdOH, 6 <2.1 - Inactive  »1289
2-Me-2-AdNH,, B 35 =20 Inactive *1240
2-Et-2-AdNH,, 9 <19 <19 Inactive *1159
2-nPr-2-AdNH,, 10 «1.7 =17 Inactive  -1088
Amantadine, 1 11 <09 Indctive >1333
Spiro| pyrrolidine-2.2'- 18 18 Inactive  »1099
adamantane], 2
Spiro| piperidine-2,2'- 10 L n »1034
adamantane|, 3

¢ The aminoadamantanes 1-3, 7-10 were tested as hydrochlorides,

b Abbreviations and strains used: MDCK: Madin-Darby canine kidney cells;
influenza virus A H2N2: Allapan/305/37; influenza virue A HIN2: X31[(A/Hong
Kong/1/68 x A/Puerto Rico/8/34 reassortant ), influenza B: B/Hong Kong/5/72,

© Effective concentration, or concentration required to reduce virus-induced
cytopathogenicity by 50%.

4 Minimum  cytotaxic concentralion, of concentration required 1o cause a
microscopically detectable alteration of normal cell morphology. All the data rep-
resent mean values for at least two separate experiments.
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However, the replacement of the amino group with a hydroxyl
group (compounds 4, 6) abolished activity.

Anti-influenza virusal potency. The potencies of the aminoada-
mantane derivatives 1-3, 7, 8-10 and alcohols 4, 6 in inhibitoring
in vitro replication of influenza virus A HuN, and HsN; subtypes
and influenza B viruses, was determined using previously reported
methods (Table 3).2" All compounds were shown to be active
against the A/H:N, and HyN; strains, with corresponding low tox-
icity, and the amines 2, 3, 9, 10 were almost equipotent to aman-
tadine 1. All compounds tested were inactive at low
concentrations against influenza virus B in accordance with their
putative mode action, i.e,, their interaction with influenza virus A
M2 protein, but inactivity against the influenza B BM2 protein.*
Compound 3 reduced influenza virus B cytopathogenicity but only
at high concentrations. The latter effect is not specific since high
concentrations of amines generally inhibit the low pH-induced,
HA-mediated membrane fusion involved in unceating of influenza
virus during endocytosis.?’

Unexpectedly in view of their apparent lack of M2 binding in
our in vitro assay, the alcohols 4 and 6 exhibited marked inhibitory
activities against influenza virus A (but not B), which for A/Japan/
305/57(H2N2) were equivalent to those for the corresponding
amines, though lower for X-31{H3N2). These characteristics are
consistent with a similar specific mode of action of the alcohols
and amines against influenza virus A. It is therefore unlikely that
the alcohols 4 and 6 exert their inhibitory activity through a mech-
anism which is different from inhibition of the M2 channel, and it
is likely that the apparent inconsistencies in the results from the
two types of experiment are due to differences in the experimental
conditions. The Muorescence M2 binding assay was conducted at
pH 5 in the presence of low concentrations of detergent [0L1%
LDAO),'* which may result in lower concentrations of the water
insoluble alcohols being available for interaction with the M2 pro-
tein. In this respect, recent preliminary results from electrophysio-
logical measurements have shown that the alcohol 4 does inhibit
proton currents in M2-expressing mouse erythroleukaemia (MEL)
cells,*? although the M2 specificity of the effect has yet to be
determined.

The antiviral activities (Table 3) indicate that the 2-ethyl. 2-pro-
pyl. spiropyrrolidine and spiropiperidine derivatives 9, 10, 2, 3
exhibited a small increase in potency with respect to the 2-methyl
derivative 8; it appears that enlargement of the alkyl group in-
creases anti-influenza virus A potency. However, the results in Ta-
ble 1 suggest that increase in size of the freely rotating alkyl group
reduces affinity of binding to M2. Thus, as for the alcohols, the rel-
ative binding affinities are not directly comparable to the relative
antiviral potencies in cell culture; while spiropyrrolidine 2 had a
3.6-Told lower binding constant than amantadine 1 their in vitro
potencies were equivalent. In mechanistic terms, in order to inhibit
virus replication amantadine 1 must first be solvated in the lipid
bilayer® prior to the blackade of the M2 praten channel inside
the acidic endosome or trans Golgi in which, like other acidotropic
amines, amantadine 1 concentrates. Thus, the observed anti-influ-
enza virus A potencies of the aminoadamantane derivatives can be
considered to result from a combination of their ability to reach the
site of interaction with the recepror, via membrane penetration,
and binding affinity.

The major conclusions from this study can be summarized as
follows: (a) Transposition of the amino group from adamantane
C-1in amantadine 1 to C-2 in 2-amantadine 7 resulted in a lower
binding affinity ta the M2 channel. For the active 2-alkyl-2-amino-
adamantane analogues 8-10, which have an extended lipophilic
substituent, the binding affinity was reduced by increasing the size
of the rotatable alkyl group. In contrast, on going from 2-methyl-2-
adamantanamine 8 to the pyrrolidine 2 or the piperidine 3 deriva-
tives, the additional lipophilic moiety boosted the binding affinity;

6159

it therefore appears that compounds 2 and 3 bind to M2 protein in
a more favorable orientation. Of the 2-alkyl-2-amincadamantane
analogues, spiro|piperidine-2,2'-adamantane| 3 had the stronger
binding and antiviral potency, which were similar to those of
amantadine 1. The present SAR study indicates that large and ex-
tended lipophilic moieties in the vicinity of adamantane carbon
-2 are compatible with biological activity and suggests that there
is a complementary acceptor group/site within the lumen of the
M2 channel pore. Thus, the potency of the new compounds can be
rationalized in terms of a larger lipophilic cavity inside the lumen of
the M2 channel that can accommodate larger entities than the ada-
mantyl group. (b) It is apparent that for a series of aminoadaman-
tane compounds, the relative binding affinities o M2 protein are
not directly comparable to the relative antiviral potencies in cell
culture, (¢) The aminoadamantane derivatives tested did not differ
from amantadine 1 in their NMDA antagonistic activity. (d) Ada-
mantanols 4, 6 were found to be active anti-influenza virus A
agents without having antagenistic activity against the NMDA
receptor in the cell-based assay. The simultaneous presence of
anti-influenza virus A activity with potentially no (or fewer) CNS
side effects are of particular interest and merit further
investigation,
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1. Introduction

1-Adamantylamine (amantadine) and its 3,5-dimethyl ana-
logue, memantine, are NMDA receptor antagonists approved for
the treatment of Parkinson's and Alzheimer's disease, respec-
tively.! Amantadine also has prophylactic and therapeutic activi-
ties in influenza A virus infections?, and related adamantane
derivatives show antiviral activity.® Moreover, amantadine,
memantine, and related polycyclic amines possess trypanocidal
properties.!

It is well known in medicinal chemistry that substitution of a
methylene unit in a bioactive compound for an oxygen atom usu-
ally leads to analogues showing similar activity to the parent com-
pound.® Indeed, NGP1-01, a brain-permeable, oxa-polycyclic cage
amine, is a dual action uncompetitive NMDA receptor antagonist
and blocker of L-type calcium-channels. In addition, several exper-
iments have shown that NGP1-01 has neuroprotective activity
(Fig. 1).°

Based on the interesting and widely observed biological activity
of amantadine, memantine, and NGP1-01, we therefore sought to

* Corresponding author. Tel.: +34 934024533; fax: +34 934035941,
E-mail address: svazquez@ub.edu (S. Vazquez).

0968-0896/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.bmc.2009,02.007

The synthesis of several (2-oxaadamant-1-yl)amines is reported. They were evaluated as NMDA receptor
antagonists and several of them were more active than amantadine, but none was more potent than
memantine. None of the tested compounds displayed antiviral activity. Two of the derivatives showed
a significant level of trypanocidal activity.

© 2009 Elsevier Ltd, All rights reserved.

explore the biological profile of (2-oxaadamant-1-yl)amine
derivatives.

In this paper, we report the synthesis of several (2-oxaadamant-
1-yl)amines and related compounds and their pharmacological
evaluation as NMDA receptor antagonists, and antivirals and try-
panocidals agents.

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

Starting from the known diketone 1,” we have prepared amines
2-4,7, 8, and 1015 using classical methods in amine chemistry

(see Scheme 1).
H\/©
N

0
NGP1-01

R NH,
R

R = H, amantadine
R = Me, memantine

Figure 1. Amantadine, memantine, and NGP1-01 structures.
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Secondary amines 2a and 2b were obtained in high yields fol-
lowing a known general procedure that involves reductive amina-
tion of diketone 1. Thus, reaction of 1 with benzylamine followed
by reduction with LiAlH, led to amine 2a in 58% yield. Similarly.
reductive amination of 1 with phenethylamine furnished amine
2b in 51% yield. Reductive alkylation of amines 2a,b with formal-
dehyde and sodium cyanoborohydride afforded tertiary amines
3a,b in high yields. Hydrogenolysis of the benzyl group of amines
2a and 3a led to 7 and 4, respectively. Finally, alkylation of 2a with
benzyl chloride led to 8 in 85% yield.

Alcohols of general structure 5 were prepared using a general
method developed some time ago by our group.” Several attempts
to carry out the substitution of the hydroxyl group of 5 by a wide
range of amines led to the recovery of the starting material. More-
over, the attempted Ritter reaction of 5¢ with acetonitrile in acidic
medium led to the known enone 6 in high yield.”™ However, reac-
tion of 5a-¢ with agueous hydrazine led to hydrazines 9a-c in high
yields, probably due to the a-effect ensuring a higher nucleophilic-
ity of hydrazine. Even though the reaction failed in the case of 5d.

9 a
D —
L]

1 2a, Ry = CgH;CH,
2b, R, = CzHCH,CH,
l ref. 9 \
RS C‘GHS
B, = &7
OH .
5a, Rg = Me
5b, Ry = Et 6
5¢, Ry = CgHs
5d, Rs = t-Bu
[ f
Ry Rs
NHNH; NH,
9a, Ry = Me 10a, R; = Me
9b, R, = Et 10b, Ry = Et
9¢, Ry = CgHs 10¢, Ry = CgHs
10d. R; = c-Hex

~
g; @ -t
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Catalytic hydrogenation of 9a,b furnished amines 10a,b in high
yields. Surprisingly, 9¢ led to a mixture of the expected amine 10c
and the cyclohexy! derivative 10d in the ratio of 3:4. Both products
were separated by column chromatography. Reductive methyla-
tion of amines 10a and 10b with formaldehyde and sodium cyano-
borohydride afforded tertiary amines 11a and 11b, respectively. [n
a similar way, reductive alkylation of 10b with acetaldehyde or
benzaldehyde led to amines 12 and 13, respectively. Finally, sec-
ondary amine 15 was synthesized from benzylamine 13 by reduc-
tive alkylation followed by catalytic debenzylation in good overall
yield.

The structure of all new compounds was confirmed by elemen-
tal analysis or by accurate mass measurement, IR, '"H NMR, "*C
NMR, and mass spectral data.

2.2. NMDA receptor antagonist activity

In the last years there has been an intensive research on the
development of new NMDA receptor antagonists, since this sub-

PP Q@

3a, R, =cﬁﬂﬁcH
3b, R, = CeHaCH,CH,

H

. H.
N CH3CgHs

NH2 éHzcsHs

Ry
h e]
—_— ’Me
: i
Me

11a, R, = Me
11b, R; = Et

-

14

29

CH;CﬁHs

Scheme 1. Reagents and conditions: (a) Benzylamine or phenethylamine, anhye THF, reflux, 30 min: then. LiAIH,, anhyd ErO, reflux, 6 h: 58% for 2a, 51% for 2b; [b)

formaldehyde, NaliH,ON, AcOH, acetonitrile, 4 h; 99% for 3a, 88% for 3b; 86% for 14; (c)

5 [ 38 atm), 100 °C, PA/C, PrOH, 24 h; 59% for 4, 705 for 7. B5% for 15; (d) benzyl

chloride, K;C0,, Nal, acetonitrile, reflux; 18 b, 85%; () acetonitrile, H.50,, reflux, 18 h; 90%; (1) hydrazine hydrate, copcd HCL reflug, 18 h: 84% for 9a, 45% for 9b, G2 [or 9¢;
(£) Hy (1 atm), PLO,, ELOH, 4 days; 58% lor 104, 48% for 10B, 29% for 10¢ and 42% for 10d: () HOO,H, CH.O 37% aq, 80°C, 10h; 51% for 11& 27% for 11b; (i) acetaldehyde,
NaBH.CN, acetic acid, MeOH, 18 h, 73%; (j) benzaldehyde, NaBH-CN, AcOH, acetonitrile, 4 h, 79%.
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Table 1
1Can (M) values for (2-oxaadamant-1-yllamines as NMDA antagonists™”

supervision, and in many cases, a lack of efficacy. New drugs to
combat this important disease are urgently needed. A range of ada-

Compound Glutamate (100 pM} NMDA (100 M) mantylamine compounds have trypanocidal activity.® We there-
100 223452 4356 fore investigated whether this property also extended to (2-
10¢ 350 + 108 226437 oxaadamant-1-yljamine derivatives,

10d >300 94£13 All the new derivatives described in this paper were tested for
:;' ;gﬁ *_;"9 fi*;z potency against cultured bloodstream form T. brucei. As was the
5 m; 17 1 :9 case-with the NMDA receptor antagonism, the presence of a substi-
Amantadine 3584130 az+29 tution at the C-3 position in the 2-oxadamantane nucleus was
Memantine 5512 15404 found to be essential for trypanocidal activity. Of theése com-

* Functional data were obtained from primary cultures of cerebellar granule
neurons using rthe method described in the experimental section by measuring the
intracellular calcium concentration. Cells were challenged with glutamate [2nd
column) or NMDA (3rd column) as indicated. Data shown are means = SEM of at
least three separate experiments carried out on three different batches of cultured
cells.

" Compounds 2a, 2b, 3a, 3b. 4, 7. 8. 9a. 104, 11a. 13, and 14 were found to have
low poténcy as glutamate (ICq,> 500 uM) and NMDA receptor antagonists
[1Csp > 200 M. Hydrazines 9b and 9¢ were not evaluated.

type of receptors has been involved in the apoptotic process that
develops during neurodegenerative diseases. Memantine is a
non-competitive and low affinity blocker that acts selectively on
NMDA receptors that is being used in Alzheimer’s disease to slow
down its progression.'”

The activity of the different (2-oxaadamant-1-ylJamines wds as-
sayed on cerebellar granule neurons loaded with the calcium-sen-
sitive probe Fura-2."" Addition of glutamate or NMDA (100 uM) in
the presence of glycine (10 pM) produced a robust and stable in-
crease in intracellular calcium that was challenged with cumula-
tive additions of the compounds to be tested. The data presented
in Table 1 indicate that the presence of a substituent in C-3 in
the 2-oxaadamantane nucleus is essential for NMDA receptor
antagonism, Thus, primary amine 7 and all its N-alkylated and N-
dialkylated derivatives (2a,b, 3a,b. 4, and 8) are inactive as it is
the case of the methyl derivatives 10a and 11a. Pheny! derivative
10c is only a weak NMDA receptor antagonist while more lipo-
philic amines 10b and 10d show a similar potency than amanta-
dine, Further enhancement in potency was achieved by
alkylation of 10b, the most active derivative being 12, a tertiary
amine that is seven rimes more potent than amantadine. but still
ten times less potent than memantine. Contrary to our expecta-
tions, all the benzyl derivatives were found to be inactive, This is
in striking contrast with NGP1-01 that features a henzyl group
essential for NMDA receptor antagonism, and with previous work
by our groups that found that benzylated ring-contracted ana-
logues of amantadine showed NMDA receptor antagonism.'?

2.3. Antiviral activity

pounds, the tertiary amines 11a,b were found to be the most ac-
tive. Amine 11b had an IC5, = 1092 £ 0.21 M and an ICy, = 15.54 +
1.14 uM, while the trimethyl derivative 11a had an 1Cs; =397 =
0.75 uM and an [Cyy =6.82 £ 0.84 pM. Amine 11a was the most
potent compound tested, being approximately twice as active as
rimantadine (1Cso=7.04 £ 0,12 uM; o= 13.97 £ 1.68 uM), and
at least 30 times more active than amantadine (ICsq > 130 pM).
Amines 2ab, 3ab, 4, 7. and 8, which lack the C3 substitution,
had no activity at concentrations up to 5 mgml '. The primary
and secondary amines 10a—-d, 13, and 15 also displayed no signif-
icant trypanocidal properties, even though they do carry a substi-
tution at this position.

Several adamantane derivatives have previously been shown to
have trypanocidal properties; however the oxanalogues reported
here are the first heteroadamantanes to show significant activity
against bloodstream form T. brucei.’

3. Conclusions

In summary, we have synthesized and fully characterized sev-
eral (2-oxaadamant-1-yl)amines. The presence of a substitution at
the C-3 position is essential for NMDA receptor antagonism.
Although 11b, 12, and 15 were more potent than amantadine
against NMDA-induced calcium increase in cerebellar granule
neurons, they were less potent than memantine. In contrast with
the model compound NGP1-01, all our benzyl derivatives were
devoid of NMDA receptor antagonism activity. None of the tested
compounds showed antiviral activity. Two tertiary amines, 11a
and 11b, displayed a significant level of trypanocidal activity;
11a was twice as active as rimantadine. The mechanism by which
adamantylamine derivatives kill trypanosomes is unknown, but it
has been hypothesized by analogy with the known properties of
this class of compound that it may involve channel blocking
activity.” The data obtained with the trimethyl amine 11a now
provides a basis for exploring if related derivatives have enhanced
activity.

The synthesis and pharmacological evaluation of maore polycy-
clic cage amines are in progress.

Primary amines 7, 10¢, and 10d and secondary amines 2a, 4, 4. Experimental
and 15 were tested for antiviral activity. None of the tested com-
pounds displayed activity against the enveloped DNA viruses her- 4.1. Chemistry
pes simplex virus (type 1 or type 2) or vaccinia virus; the
enveloped RNA viruses feline coronavirus, parainfluenza-3 virus, 4.1.1. General

respiratory syncytial virus, vesicular stomatitis virus, sindbis virus,
or Punta Toro virus; or the non-enveéloped RNA viruses Coxsackie-
virus B4 and Reovirus-1. Also none of the compounds was found to
be active against influenza virus A/HIN1, AJH3NZ, or B,

2.4. Trypanocidal activity

Protozoan parasites of the Trypanosomua brucei species complex
are the causative agents of African trypanosomiasis, a disease that
is invariably fatal unless treated, However, current drugs are char-
acterized by toxicity, the need for administration under medical

Melting points were determined in open capillary tubes. Unless
otherwise stated, NMR spectra were recorded in CD,0D in the fol-
lowing spectrometers: 'H NMR (500 MHz), '*C NMR (75.4 MHz).
Chemical shilts (o) are reported in ppm are related to internal Let-
ramethylsilane (TMS). Assignments given for the NMR spectra are
based on DEPT. COSY 'H/'H. HETCOR 'H/"*C (HSQC and HMBC se-
quences for one bond and long range "H/'’C heterocorrelations,
respectively), and NOESY experiments for selected compounds.
For the MS and GC/MS analyses the sample was introduced directly
or through a gas chromatograph. For GC/MS analyses, a 30-meter
column [5% diphenyl-95% dimethylpolysiloxane, conditions: 10

275
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psi, initial temperature; 35 °C (2 min), then heating at a range of
8§ “C/min till 300 °C, then isothermic at 300 *C] was used. The elec-
tron impact (70 eV) or chemical ionization [(CH,) techniques were
used. Only significant ions are given: those with higher relative
abundance, except for the ions with higher m/z values. Accurate
mass measurements were obtained using ESI technic. Absorption
values in the IR spectra (KBr) are given as wave-numbers (cm ')
Only the more intense bands are given. Column chromatography
was performed on silica gel 60 A (35-70 mesh). For the thin layer
chrematography (TLC), aluminum-backed sheets with silica gel 60
Fisq were used and spots were visualized with UV light andjor 1%
agueous solutions of KMnO,.

4.1.2. N-Benzyl(2-oxaadamant-1-yl)amine hydrochloride,
2a HCI

To a solution of diketone 1 (6.00 g, 39.4 mmol) in anhyd THF
(200 mL), benzylamine (4.29 g, 40.0 mmol) was added and the
solution was refluxed for 30 min. After cooling (ice-bath), this solu-
tion was added dropwise while stirring vigorously to a suspension
of LIAIH, (3.00 g, 79.0 mmol) in anhyd diethyl ether (80 mL). The
mixture was stirred for 6 h at 40 °C and then, while cooling with
an ice-bath, 1 N NaOH (19 mL) was added dropwise. The precipi-
tate formed was filtered through Celite”, the clear filtrate was
dried with anhyd Na;50,, filtered, and concentrated in vacuo Lo
give an aily residue (9.29 g). The residue was dissolved in acetone
(120 mL), concd HC {6 mL) was added and the solution was cooled
at 4 °C, whereupon 2a precipitated as its hydrochloride. Crystalli-
zation from 2-propanol gave pure 2a-HCl (6.39 g, 58% yield), mp
257 259 °C (1it5 253 255 °C). IR 2927, 2852, 2712. 2606, 2457.
2408, 2377, 1569, 1456, 1323, 1206, 1194, 1126, 1093, 1008,
994, 754, 739, 695¢cm '. 'H NMR 1.78 |[dm, J=12.5Hz, 2H,
4(10)-H.), 1.90 (dquint, | = 14.0 Hz, J = 2.5 Hz, TH, 6-H,y,,), 1.97
(dtt, )= 14.0Hz, J = 2.5 Hz, J" = 1.5 Hz, 1H, 6-H,,,5s). 2.01-2.06 [com-
plex signal, 4H, 4(10)-H.q and 8(9)-H,.]. 2.14 [dm, = 11.5 Hz, 2H,
B8(9)-Hyq]. 240 [broad s, 2H, 5(7)-H], 4.26 (s, 2H, CH,-CgHs), 4.39
(broad s, 1H, 3-H), 4.86 (broad signal, mabile H), 7.42-7.49 (com-
plex signal, 3H, Ar-Hpeo and Ar-Hye) 7.50 (m, 2 H, Ar-Hoq,)-
13 NMR 29.4 [CH, €5(7)]. 35.0 (CHa, C6), 35.1 [CH., C4(10)], 37.8
[CHz, C8(9)], 45.1 (CHa CHa-CgHs), 73.6 (CH, C3), 86,6 (C C1).
130.2 (CH. Ciyera ) 1304 (CH, Coara)s 131.1 (CH, Coriiio)s 132.9(C, Cipso)-
MS (EL), m/z (%): 243 (M-*, 26), 200 (9), 186 (36), 149(26), 106 (16),
91 {100]). Anal. Caled for CygHzNO-HCI (279.81): C, GB.GS8; H, 7.92:
N, 5.01;€Cl, 12.67. Found: C, 68.51: H, 8.10; N. 5.00: CL. 12.70.

4.1.3. N-(2-Phenylethyl)(2-oxaadamant-1-yl)amine
hydrochloride, 2b-HCI

From 1 (3.00g 197 mmol), phenethylamine (2.55g,
21.1 mmol) in anhyd THF {100 mL) and following the above proce-
dure, the amine 2b was obtained as its hydrochloride (2.94 g, 51%
yield), mp 256-259 “C (2-propanol). IR 2934, 2855, 2721, 2674.
2617, 2419, 1604, 1467, 1455, 1324, 1209, 1192, 1093, 1018,
1001, 784, 725, 698cm . 'H NMR 1.74 [dm. |=14.0 Hz, 2H.
4(10)-H.x). 1.87 (dquint, /= 13.0Hz, J = 2.5 Hz, 1H, 6-Hy.), 1.95
(overlapped dm, 1H, 6-H,,) 1.96-2.03 [complex signal, 4H,
4(10)-H,, and 8(9)-H,,|. 2.06 [dm, | = 11.0 Hz, 2H, 8(9)-H.,]. 2.38
[broad s, 2H, 5(7)-H], 299 (m, 2H, CH,-CgHs), 328 (m, 2H,
CHzN), 433 (broad s, 1H, 3-H), 486 (broad signal, mobile H),
7.27 (tm, J=7.5Hz, 1H, Ar-Hpew). 7.29 (dm, J=7.5 Hz. 2H, Ar-
Horna)e 7.35 (tm, J=7.5Hz 2H, Ar-Hueq) "°C NMR (50.3 MHz)
29.3 [CH, C5(7)], 33.6 (CH; CH.CeH5), 34.9 (CH,, C6), 35.0 [CH,.
C4(10}}, 37.7 [CH., CB(9)], 42.4 (CH,, CH.NH), 735 (CH, C3), 86.3
(€, C1) 1282 (CH, Cou) 1297 (CH, Como): 1300 (CH, Cipr)s
137.8 (C. Cipeo). MS (EI) myz (%): 257 (M, 1), 200 (10). 167 (12)
166 (100)., 137 (54). 105 (22), 104 (27). Anal. Calcd for
Ci7H23NOHCI (293.84): C, 69.49; H, 8.23; N, 4.77; Cl, 12,07, Found:
C.69.21: H.B.31: N. 471: C. 11.98.

azm

4.1.4. N-Benzyl-N-methyl(2-oxaadamant-1-yl)Jamine, 3a

To a solution of 2a-HCl (838 mz, 3.00 mmol) in acetonitrile
(20mL), formaldehyde (236mL 37wt% in water solution,
J0mmal) and NaBH;CN (595 mg, 9.00 mmal) were added. The
mixture was stirred for 30 min at room temperature, acetic acid
(0.6 mL) was added and the mixture was stirred at room tem-
perature for 2h. An additional portion of NaBH;CN (595 mg.
9.00 mmol) was added and the mixture was further stirred at
room temperature for 2 h. The mixture was concentrated to dry-
ness, 2 N NaOH (30 mL) was added and the suspension was ex-
tracted with CHyCly (3 « 45 mL). The combined organic phases
were washed with H-0 (2 « 30 mL), dried with anhyd Na.S0,,
filtered, and concentrated in vacuo to give 3a (765 mg, 99%
yield) as a white sohd. The analytical sample was obtained by
crystallization from CH.Cl,, mp 60-61 °C (dec.). IR 2929, 2897,
2838, 1456, 1442, 1381, 1323, 1190, 994, 972, 957, 856,
747cm . '"H NMR 155 [dm, J=13.5Hz, 2H, 4(10)-H.x), 1.67
[broad d, | =12.0Hz, 2H, 8(9)-H,.]. 1.78 {dm, | = 13.5Hz, 1H, 6-
Hen)o 182 (dm, J=13.5Hz 1H, 6-Hgu), 1.90 [dm, J=13.5Hz,
2H, 4(10)-Hy). 2.16 [dm, [=12.0 Hz, 2H, 8(9)-Hy,]. 2.26 [broad
s, 2H, 5(7)-H|, 2.29 (s, 3H, CH;-N), 3.81 (s; 2H, CHs-CgHs),
4.17 (broad s. 1H. 3-H). 4.86 (broad signal, mobile H), 7.19
(tm, J=7.5Hz 1H, Ar-Hpea) 728 (tm, J=7.5 Hz, 2H, Ar-Huea)
7.32 (dm, J=75Hz 2H. Ar-H,n0). "*C NMR (50.3 MHz) 28.5
[CH, €5(7)]. 33.8 (CH,; CHy-N) 353 (CH,; C€6), 354 [CH,.
C4(10)], 384 [CH., C8(9)]. 53.0 (CH., CH.-CeH:), 70.2 (CH. C3),
85.4 (C, C1), 126.3 (CH, Cpare), 128.07 (CH) and 128.12 (CH) (Cppe-
w and Corno) 141.5 (C, Cpuo)- MS (EL), myz (X): 257 (M, 27), 214
(15). 200 (42), 163 (41). 120 (19), 91 (100). Anal. Caled for
CizHNO (257.37) € 79.33: H. 9.01; N, 544. Found: C, 79.25;
H. 9.11; N, 5.38.

4.1.5. N-Methyl-N-(2-phenylethyl)(2-oxaadamant-1-yl)Jamine
hydrochloride, 3b

To a solution of 2bHCl (257 mg, 1.00 mmol) in acetonitrile
(10mL), formaldehyde (0.78mL. 37wt % in water solution,
10 mmol) and NaBH;CN (188 mg, 3.00 mmol) were added. The
mixture was stirred for 30 min at room temperature, acetic acid
(0.3 mL) was added and the mixture was stirred at room tempera-
ture for 2 h, An additional portion of NaBH,CN (188 mg, 3.00 mmaol)
was added and the mixture was further stirred at room tempera-
ture for 2 h. The mixture was concentrated to dryness, 2 N NaOH
(10 mL) was added and the suspension was extracted with CH.Cl;
(3 x 15 mL). The combined organic phases were washed with H,0
(2 = 10mL), dried with anhyd Na,50,, filtered, and concentrated
in vacuo Lo give 3b (239 mg, 88% yield) as a white solid. Its hydro-
chloride was obtained by adding an excess of Erz0-HCl to a solution
of the amine in EtOAc. The analytical sample of 16 HCl was obtained
by crystallization from EtOAc, mp 211 - 212 °C. IR 2956, 2915, 2855.
2596, 2417, 1481, 1467, 1454, 1411, 1376, 1210, 1086, 1027, 996,
749, 699 cm '. '"H NMR (3b free base) 1.54 [dm, | = 13.0 Hz, 2H,
4(10)-H.x). 1.59 [dm, [=12.0Hz, 2H. 8(9)-H..). 1.74 [(dquint,
J=130Hz, f'=20Hz, 2H, 6-Hy.) 180 (dquint, J=13.0Hz,
J =2.0Hz, 2H, 6-H,,;). 1.88 [dm, J= 13.0 Hz, 2H, 4(10)-H]. 207
[dm, | = 12.0 Hz, 2H, 8(9)-H.]. 2.23 [broad s, 2H, 5(7)-H|, 2.47 (s,
3H, CH3-N), 2.79 (m, 2H, CH;-CgH5), 2.89 (m, 2H, CH3-N), 4.14
(broad s, 1H, 3-H), 4.86 (broad signal, mobile H), 7.18 (tm,
J=75Hz, 1H, Ar-Hpara). 720 (dm, J=7.5 Hz, 2H. Ar-Hommo ). 7.27
(tm, ] = 7.5 Hz, 2H, Ar-Hye). ''C NMR (50.3 MHz) (3b free base)
284 [CH, €5(7)], 340 (CHy, CHy-N), 353 (CH,, €6), 354 [CHa.
C4(10)), 36.1 (CH.. (H.CHs), 38.0 [CH,, C8(9)], 51.6 (CH., CHalN),
69.9 (CH, €3), 854 (C, C1), 125.7 (CH, Ar-Cy), 128.2 (CH) and
128.7 (CH) (Ar-Coreno and Ar-Cea)s 140.9 (C Ar-Cipeo ). MS (El), m/z
(%): 228 (2). 214 (2), 181 (13). 180 ([M-CH.CcHs]". 100). 137
(49). Anal. Calcd for Cy5H,5NO-HCI (307.86); C, 70.23; H, 851; N,
4.55; €, 11.52. Found: C. 70.19; H, 8.59; N, 4.54: Cl, 11.80.
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4.1.6. N-Methyl(2-oxaadamant-1-yl)amine hydrochloride,
4HCI

A mixture of 3a (765 mg, 2.97 mmol) and 10% Pd/C (50% in
water, 200 mg) in absolute EtOH (80 mL) was hydrogenated at
38 atm and 100 °C for 24 h, The suspension was filtered, the resi-
due was washed with EtOH, and to the combined organic filtrates
an excess of EOHC was added. Evaporation of the solvents from
the filtrate in vacuo followed by crystallization from MeOH/EL 0O
gave 4 HCl (357 mg. 59% yield), mp 226-230 °C. IR 2928, 2856,
2750, 2694, 2416, 2372, 1467, 1209, 1157, 1097, 1078, 1023,
998cm . '"H NMR 175 [dm. J=125Hz 2H. 4(10)-H,.. 1.88
{dquint, /= 13.0 Hz, J = 2.5 Hz, 1H, 6-H,,,), 1.95 (overlapped dm,
1H, 6-Hyui) 1.97 [overlapped dm, 4H, 8(9)-H., and 8{9)-H,].
1.99 [overlapped dm, 2H, 4(10}-H,,l. 2.39 [broad s, 2H, 5(7)-H|.
2.64 (s, 3H, CH=N). 4.33 (broad s, 1H, 3-H), 4.86 (broad signal, mo-
bile H). '*C NMR (50.3 MHz) 25.5 (CH;, CH4-N), 29.2 [CH, C5(7)],
34.9 (CHa €6), 35.0 [CHa C410)), 37.4 [CH,, CB(9)). 73.4 (CH.
C3), 85.6 (C. C1). MS (CL CH). m/z (%): 169 (18). 168 ([M+H]".
51), 167 (20}, 125 (300, 112 (21), 111 (100), 110 (44}, 75(23), 74
(79, 73 (44). 72 (48), 59 (32). Anal. Calked for
CioH;7NO-1.05HCI-0.25H,0 (210.04): €, 57.18; H, 8.90; N, 6.67;
Cl. 17.72. Found: €, 57.36: H. 8.77: N, 6.76: Cl, 17.65.

4.1.7. (2-Oxaadamant-1-yl)amine hydrochloride, 7 HCI

A mixture of 2a-HCl (2.20 g, 7.87 mmol) and 10% Pd/C (50% in
water, 100 mg) in absolute EtOH (300 mL) was hydrogenated at
38 atm and 100 °C for 24 h. The suspension was filtered, the resi-
due was washed with EtOH, and the combined organic filtrates
were concentrated in vacuo to give a solid, 2N NaOH (25mL)
was added to the residue which was then extracted with EtOAc
{3 = 25 mL). The combined organic extracts were dried with anhyd
Na S0, filtered, and concentrated in vacuo to give a residue that
was. sublimed at 60 °C/2 Torr to give amine 7. Its hydrochloride
(1.05 g. 70% yield) was obtained by adding an excess of a solution
of HCl in MeOH to the amine, followed by concentration in vacua.
The analytical sample of 7 HCl was obtained by crystallization from
MeOH, mp > 218 °C (dec.). IR 3034, 2945, 2851, 2789, 2744, 2697,
2631, 2563, 1578, 1502, 1384, 1359, 1329, 1304, 1211, 1156, 1016,
996 cm . '"HNMR 1.74 [d. | = 13.0 Hz, 2H, 4(10)-H,,). 1.86 [dquint,
J=135Hz, J'=2.5Hz, 1H, 6-Hy,), 1.95 (overlapped dm, 1H, 6-H,,
) 1.96 [s, 4H, 8(9)-H.. and 8(9)-H.]. 1.98 [overlapped dm, 2H,
4(10)-Hyyl. 2.35 [broad s, 2H, 5(7)-H|, 4.28 (broad s, 1H. 3-H).
4.86 (broad signal, mobile H). '*C NMR 29.2 [CH. C5(7)]. 34.7
(CH,. €6). 35.0 [CHy. C4(10)}. 395 [CHy. C8(9)]. 73.0 (CH. C3).
823 (C, C1). MS (EI), m/z (%): 153 (M, 30). 136 (10), 110 (25).
96 (100), 95 (17), 94 (29), 85 (29), 67 (29). 60 (37), 59 (68), 57
(76). Anal. Caled for CoHysNO HCI (189.68): C, 56.99; H, 8.50: N,
7.38; 01, 18.69. Found: C, 57.08; H, 861, N, 7.22; Cl, 18.54..

4.1.8. N,N-Dibenzyl(2-oxaadamant-1-yljamine, 8

A suspension of 2a-HCl (280 mg. 1.00 mmol), K:CO; (690 mg,
5.00 mmol), benzyl chloride (0.14mL, 1.25 mmol), and Nal
(50 mg, 0.33 mmol} in acetonitrile {10 mL) was heated under reflux
for 18 h. To the cold mixture, CH,Cl; (20 mL) was added and the
solution was washed with water (2 ~ 20 mL). The organic layer
was dried with anhyd Na,S0,, filtered, and concentrated in vacua.
The residue was crystallized from EtOAc to give amine 8 (283 mg,
85% yield), mp 155-157 °C. IR 2932, 2922, 2851, 1600, 1493, 1449,
1382, 1321, 1198, 1158, 1122, 986, 959, 864, 746, 736, 699 cm ',
'"H NMR 154 [dm, [=125Hz, 2H, 4(10)}-H,] 159 [dm,
J=120Hz, 2H, 8(9)-H,), 1.72 [broad d, J= 12.5Hz, 1H, 6-H,,,),
1.76 (broad d, J=12.5Hz, 1H, 6-H,), 1.90 {dm, [=12.5 Hz, 2H,
4(10)-Heg), 2.14 [dm, J = 12.0 Hz, 2H, 8{9)-He,]. 2.18 [broad s, 2H,
5(7)-H]. 4.01 (s, 4H, CH2-CsHs ). 4.21 (broad s, TH, 3-H), 4.86 (broad
signal. mobile H), 7.12 (t.J = 7.5 Hz. 2H. Ar-H,000). 7.20 (1. ] = 7.5 Hz,
4H, Hypug), 7-30 (d, J = 7.5 Hz, 4H, Hyppn,). 'C NMR 28.5 [CH, €5(7)].

35.2 (CHa, CB), 35.3 [CHa, C4(10)], 40.2 [CH2, C8{9)], 51.9 (CH..
CH,-CeHs ) 70.2 (CH, €3), 864 (C. C1), 1261 (CH, Cpor), 127.84
(CH) and 127.88 (CH) (Coery and Copppa)s 1422 (C, Cipso). MS (EI),
miz (%) 333 (M”, 11), 276 (11), 242 (20), 148 (15), 106 (36), 91
(100). Anal, Calcd for Cy3HazNO (333.47): C, 82.84; H, 8.16; N,
4.20. Found: C, 82.59; H, 8.19: N, 4.12,

4.1.9. (3-Methyl-2-oxaadamant-1-yl)hydrazine hydrochloride,
9a HCl

A mixture of alcohol 5a (10.5 g, 62.5 mmol), hydrazine hydrate
(68.5 mL, 98% aq solution, 1.38 mol), and concd HCl (2.2 mL) was
refluxed for 18 h. The suspension was cooled (ice-bath) and the so-
lid hydrazine was filtered off and dried under reduced pressure. Its
hydrochloride (11.5 g, 84% yield ) was obtained by adding an excess
of Et;O-HCl to a solution of the hydrazine in EtOAc (10 mL). The
analytical sample of 9a-HCl was obtained by crystallization from
MeOH/Et:O, mp 181 183 °C. IR 3180, 2923, 2681, 1690, 1611,
1528, 1509, 1497, 1383, 1106, 1077, 943,839 cm ', 'H NMR 1.16
(s, 3H, CH3~C3), 1.60 [dm, ] = 13.5 Hz, 2H, 4{10)-H.], 1.63 [over-
lapped dm, 2H, 4(10)-H.]. 1.66 [overlapped dm, f= 12.5 Hz, 2H,
8(9)-H,). 1.74 [dm, | = 12.5 Hz, 2H, 8(9)-He, . 1.79 [complex signal,
2H, 6-Hyyq and 6-Hy ) 2.31 |m; 2H. 5(7)-H), 4.86 (s, mobile H). '*C
NMR 29.0 (CHs, C3-CH3), 29.7 [CH. C5(7)], 34.9 (CH,, €5}, 37.5 [CH,.
C8(9)]. 41.4 [CH., C4(10)]. 74.8(C. C3),84.3(C. C1). MS (EN), m/z (%):
183 (12), 182 (M*, 100), 167 (16), 164 (22), 151 (47). 125 (43), 109
{38), 107 (31), 100 (22), 96 (20), 95 (34), 93 (94), 91 (26). 81 (35).
79 (25), 77 (22), 74 (30), 72 (47), 67 (31), 55 (31). Accurate mass
measurement (ESI+) caled for [CyoHsN20+H]": 183.1491, Found:
183.1493,

4.1.10. (3-Ethyl-2-oxaadamant-1-yl}hydrazine hydrochloride,
9b HCI

From 5b (5.60 g, 30.7 mmaol). hydrazine hydrate (33.5 ml, 98%
aq solution, 0.68 mol), and concentrated HCI (1.1 mL) and follow-
ing the procedure described for 9a, the hydrazine 9b was obtained
as its hydrochloride (3.20 g, 45% yield). The analytical sample of
9b-HCl was obtained by crystallization from 2-propanol{hexane,
mp 199-200°C. IR 3176, 2914, 2852, 2682, 1609, 1529, 1515,
1442, 1383, 1206, 1138, 1079, 978, 956, 942, 839¢cm ', 'H NMR
0.91 (t, | = 7.5 Hz, 3H, CH,-CH;), 1.50 (g, ] = 7.5 Hz, 2H, CH,-CH.),
1.58 [dm, J=125Hz, 2H, 4(10)-H.). 1.62 [dm, J=12.5 Hz, 2H,
4(10)-Heol. 167 [dm. J=115Hz, 2H. 8(9)-H.) 1.74 [dm,
J=115Hz, 2H, 8(9)-H.]. 1.81 [complex signal, 2H, 6-Hyyy and 6-
Hyn), 233 [m, 2H, 5(7)-H]. 4.86 (s, mobile H). "*C NMR 7.4 (CH;,
CH,CH,), 29.6 [CH. C5(7)). 35.3 (CHa. CB), 354 (CH., CH.CH;).
37.8 |CHa, C8(9)), 38.9 [CH., C4(10)}, 77.0 (C, C3), 842 (C, C1).
MS (EI), my/z (%): 196 (M, 100), 178 (16), 167 (55), 165 (50), 125
(42), 107 (61), 95 (60), 93 (28), 91 (25), 81 (34), 79 (71). 74 (38).
72 (48), 67 (30), 57 (27), 55 (33). Accurate mass measurement
(ESI+) caled for [Cq1HzoN-0+H]": 197.1648. Found: 197.1644,

4.1.11. (3-Phenyl-2-oxaadamant-1-yl)hydrazine hydrochloride,
9c-HC

From 5¢ ( 1.85 g, 8.04 mmol}, hydrazine hydrate (8.8 mL, 98% aq
solution, 0.18 mel), and concentrated HCl {0.3 mL) and following
the procedure described for 9a, the hydrazine 9¢ was obtained as
its hydrochloride (1.39 ¢, 62% yield). The analytical sample of
9b-HCl was obtained by crystallization from methanol, mp
203-204 °C. IR 3219, 2948, 2851. 2669, 1573, 1514. 1209, 996,
865, 754, 702cm . '"H NMR 1.78 [dm, [ = 12.5 Hz, 2H, 8(9)-H,],
1.85 [dm, | = 125 Hz, 2H, 4{10)-H,], 1.86-1.92 [complex signal,
3H, 8{9)-H.q and 6-H,]. 1.98 (dm. J=13.5Hz. 1H, 6-H,,). 207
[dm, J =12.5 Hz, 2H, 4(10)-H.]. 2.45 [m, 2H, 5(7)-H]. 4.86 (s, mo-
bile H), 7.22 (tm, 1H, J= 7.5 Hz, Ar-Hpaw), 7.32 (tm, J = 7.5 Hz, 2H,
Ar-Hmgea) 752 (dm. J=75Hz, 2H. Ar-Hume) '°C NMR
(100.6 MHz) 30.0 [CH, C5(7)], 34.8 (CHa, €C6), 37.6 |CH,. €8(9)].
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41.7 [CH,, C4{10)], 78.1 (C, €3), 85.1 [C, €1), 1253 (CH, Ar-Cori).
1279 (CH, Ar-Cpua) 1291 (CH, Ar-Cpurs). 147.9 (C. Ar-Cypeo). MS
(EL), myz (%): 245 (14), 244 (M, 76), 213 (32), 171 (13), 169 (15},
156 (17), 155 (100}, 129 (20), 125 (31), 105 (23). 95 (29), 91
(34), 77 (37), 72 (29). Anal. Caled for C;5HagNO-HCI (280.80): C,
64.16: H, 7.54: N, 9.98; Cl, 12.63. Found: C, 64.03; H, 7.42; N,
9.86: Cl. 12,51,

4.1.12. (3-Methyl-2-oxaadamant-1-yl)Jamine hydrochloride,
10a-HCl

A mixture of 9a-HCl (6.70 g, 30.6 mmol) and MO; (20 mg) in
absolute EtOH (200 mL} was hydrogenated at 1 atm and room tem-
perature for 4 days. The suspension was filtered. the residue was
washed with absolute EtOH, and the combined organic filtrates
were concentrated in vacuo to dryness, The obtained white residue
was taken in water (100 mL), the solution was basified with 2 N
NaOH. and was extracted with EtOAc (5 = 80 mL). The combined
organic extracts were dried with anhyd Na,50., and concentrated
in vacuo to dryness. The residue was taken in the minimum
amount of AcOEt and the solution was treated with an excess of
a solution of HCl in Er;0. The precipitate was filtered and washed
with EL.0 to give 10a-HCl (3.60 g, 58% vield). The analytical sample
of 10a-HCl was obtained by crystallization from MeOH, mp
268 269 “C. IR 2966, 2924, 2852, 1582, 1516, 1379, 1235, 1060,
1038, 1005cm '. '"H NMR 1.18 (s. 3H, CH:-C32). 1.66 [dm,
J=14.0Hz, 2H, 4/10)-H,]. 1.70 |dm, [ = 14.0 Hz, 2H, 4(10)-H.,],
1.81 |complex signal, 2H, 6-Hu, and 6-H,,]. 1.85 [dm,
J=115Hz, 2H, 8(9)-He). 1.90 [dd, J=11.5Hz, J'=2.5Hz 2H,
8(9)-H,. ), 2.38 [broad s, 2H, 5(7)-H], 4.86 (s, mobile H). "’C NMR
28.9 (CH;. C3-CH, ), 29.8 [CH, €5(7)]. 34.0 (CHa C6), 38.9 [CH.,
C8(9)). 409 [CH;, €C4{10)], 75.8 (C, C3), 83.2 (C, C1). MS (El), m/z
(%): 168 (9), 167 (M~, 73) 152 (33), 150 (27), 124 (27), 110
(100), 109 (37), 108 (68), 106 (21), 94 (28), 93 (49), 85 (72), 81
(37), 67 (22), 60 (21) 59 (47), 57 (66). Anal. Caled for
CigHyzNO-HCL0.25H,0 {208.22): C, 57.69; H, 8.96; N, 6.73; Cl,
17.03. Found: C, 57.78; H, 8.92; N, 7.01; Cl, 17.34.

4.1.13. (3-Ethyl-2-0xaadamant-1-yl)amine hydrochloride,
10b-HCI

From 9b HCl (2.00 g, 860 mmol) and PtO; (5 mg) in absolute
EtOH (200 mL) and following the procedure described for 10a,
the amine 10b was obtained as its hydrochloride (900 mg,
48% yield). The amalytical sample of 10b-HCl was obtained by
crystallization from MeOH, mp 218 219°C. IR 2934, 2854,
1588, 1507, 1461, 1377, 1345 1302, 1279, 1057, 1015
g88cm . 'H NMR 091 (1, j=78Hz, 3H, CH:CH,), 148 (q.
J=78Hz, 2H, CHyCH,), 1.62 |dm, J=125Hz, 2H, 4(10)-H,,],
1.70 [dm, J=12.5 Hz, 2H, 4(10)-H.]. 1.82 [complex signal, 2H,
6-Hup and 6-Hy,]l. 185 |[dm, [=11L5Hz, 2H, 8(9)-H,| 1.91
dd, J=115Hz, J=25Hz, 2H, 8(9)-H.) 239 [broad s, 2H.
5(7)-H]. 486 (s. mobile H). "'C NMR 7.2 {(CHi. CHiCH;). 29.7
|CH; C5(7)), 344 (CH,. C6), 353 (CH, CHs(H.) 385 [CHa,
C4(10)]. 39.1 [CH,, CB(9)), 77.9 (C, C3). 832 (C, C1). M5 (EIl).
mjz (%): 182 (15), 181 (M", 76). 166 (11). 164 (31), 152 (79),
124 (39), 123 (37), 122 (69), 120 (20). 110 (100), 95 (35). 94
(55). 93 (63) 85 (81). 81 (33). 59 (43). 57 (82). Anal. Calcd
for €, HiaNO-HCl (217.74); C, 60.68; H, 9.26; N. 643; Cl
16.28. Found: C. 60.78; H. 9.43; N, 6.44; Cl, 16.26.

4.1.14. (3-Phenyl-2-oxaadamant-1-yl)Jamine hydrochloride,
10¢c-HCl and (3-cyclohexyl-2-oxaadamant-1-yl)Jamine
hydrochloride, 10d HCl

From 8¢ HCl (1.30 g, 4.63 mmol) and PtO, (5 mg) in absoclute
EtOH (60 mL) and following the procedure described for 10a, a
mixture of amines 10¢ and 10d was obtained as their hydrochlo-
rides. The mixture was diluted with water (25 mL) and then 2 N
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NaOH was added till basic pH. The suspension was extracted with
EtOAc [5 » 10 mL). The combined organic phases were dried with
anhyd Na,S0,, filtered, and concentrated in vacue to give a mixture
of 10¢ and 10d. Column chromatography of this mixture (silica gel.
hexane/EtOAc mixtures) gave amine 10d (hexane/EtOAc, 8/2.
454 mg, 43% yield) and amine 10c (hexane/EtOAc, 6/4, 311 mg,
29% yield). Their hydrochlorides were obtained by adding excess
of a solution of HCl in Et;0 to a solution of the corresponding
amine in EfOAc. 10¢HCl, mp 254 260°C (dec.). IR 2920, 2859,
1502, 1232, 1028, 758, 699cm ' '"H NMR 1.86- 1.92 |complex
signal, 3H, 4(10)-H,, and 6-Hgual, 1.98-2.05 [complex signal, 5H,
8(9)-Hax, 8(9)-Heq and 6-Hypl. 2.14 [dd. J= 127 Hz, [ = 2.5 Hz, 2H,
A(103-H,]. 251 [my, 2H, 5(7)-H]. 4.86 (5. mobile H), 7.24 [tt, ] = 7.5 Hz,
J = 1.5 Hz, 1H, Ar-H,,, ), 7.33 (tm, | = 7.5 Hz, 2H. Ar-H,,. ), 7.46 (dm,
[ =75 Hz, 2H, Ar-Hyme). "*C NMR (100.6 MHz) 30.1 [CH, C5(7)].
33.9 (CHa, €6), 39.0 |CHa, C8(9)), 41.3 [CHa, €4(10)), 79.0 (€, C3).
83.9 (C. C1), 125.0 (CH. Ar-Corna), 1281 (CH, Ar-Curg). 129.2 (CH.
Ar-Cuera). 147.2 (C, Ar-Cipo) MS (EI). m/z (%): 230 (18), 229
(M~,100), 212 (26), 170 (36), 155 (24), 129 (41), 110 (78), 105
(28), 91 (23), 77 (38), 57 (40). Anal. Caled for CysHsNO-HCI
(265.78): C, 67.79; H, 7.58; N, 5.27; Cl, 13.34. Found: C, 67.60; H,
7.70; N, 5.14; Cl, 13.37; 10d-HCl, mp 255- 256 “C. IR 2930, 2914,
2852, 1495, 1227, 1060, 1019 cm '. "H NMR 1.04 [dq, J=2.5Hz,
J=125Hz. 2H. 2(6')-H.). 1.15 |overlapped tq, J=3.5Hz
J=13.0Hz, 1H, 4'-H..) 1.15-1.25 |overlapped m. 2H, 3(5)-H..].
1.30 |overlapped tf, ]= 125 Hz | = 3.0Hz, 1H. 1-H]. 1.65 1.70
|complex signal, 5H, 4'-H.q, 4(10)}-H,, and 4(10)-H], 1.77-1.92
[complex signal, 10H, 2'(6)-He 3'(5')-Heq, 6-Hapue G-Hyyn, 8(9)-
Hax and 8{9)-H.). 2.39 [broad s, 2H, 5(7)-H], 4.86 (s, mobile H).
*C NMR (1006 MHz) 27.3 [CHa C2(67)), 27.7 [CHa €4 and
C3(5')}, 29.8 [CH, C5(7)], 34.7 (CH;, C6), 36,5 [CH;, €4(10)], 39.3
|CH3, C8(9)], 49.3 (CH, C1'), 80.0 (C, C3), 83.2 (C, C1), MS (EI), m/z
(%): 235 (M*28), 218 (11), 177 (12), 176 (60), 153 (18), 152
(1003, 110 (56), 94 (38). Anal. Caled for C,sH:sNO-HCI {271.83):
C, 66.28; H, 9.64; N, 5.15; €I, 13.04. Found: C, 66.67; H, 9.95; N,
5.01; €1, 12.63.

4.1.15. N,N-Dimethyl{3-methyl-2-oxaadamant-1-yl)amine
hydrochloride, 11a HCl

To a cold (0 °C) solution of 10a (410 mg, 2.45 mmol) in Et,0
(8 mL)., formaldehyde (485mL, 37wt% in water solution,
61 mmol) and formic acid (3.8 mL, 98 mmol) were added drop-
wise, and the mixture was stirred at 80 °C for 10 h. The mixture
was allowed to cool to room temperature, it was diluted with
Et,0 (15mL), 5N NaOH (5mL) was: added dropwise. and the
suspension was stirred at room temperature for 15 min. The or-
ganic layer was separated and the aqueous phase was extracted
with Et;0 (4 « 25 mL). The combined organic phases were dried
with anhyd Na, 50, filtered, and an excess of a solution of HCl in
Et:0 was added. Concentration in vacuo of this solution gave
11a-HCL The analytical sample of 11aHCI (300 mg, 51% yield)
was obtained by crystallization from MeOH/Et:0, mp
174-175°C. IR 2963, 2912, 2856, 2654, 2556, 2519, 2458,
1488, 1471, 1450, 1438, 1410, 1378, 1240, 1155, 1033, 1021,
916cm . '"H NMR 1.22 (s, 3H, CHy-C3). 1.69 [overlapped dim,
2H, 4(10)-H.s]. 1.71 [overlapped dm, 2H, 4{10)-H.y]. 1.82 [com-
plex signal, 2H. 6-H, and 6-H.,,]. 1.85 [dm. J=11.0Hz, 2H.
8(9)}-H.y). 2.05 [dd. J=11.0Hz, |'=2.0Hz, 2H, B8(9)-H,| 2.46
[m, 2H, 5(7)-H], 2.83 [s, 6H, (CH;):N]. "*C NMR 28.7 (CHy, C3-
(H;), 30.2 |[CH, C5(7)]. 34.1 [CH,, CG), 34.4 [CH, C8(9)], 36.9
[CHs: (CH3)N], 40.7 [CHs C410)) 77.2 (C C3), 91.8 (C, C1).
MS (El), myz (%): 196 (10), 195 (M, 76), 180 (24), 152 (17).
138 (81). 122 (18), 113 (35), 109 (17). 98 (21). 88 (17). 87
(100), 85 (32), 72 (34). Anal. Caled for C;;H2NOHCI0.5H.0
{240,77): C, 59.86; H, 9.63; N, 5.82; Cl, 14.72, Found: C, 60.04;
H. 9.32; N, 5.88; Cl, 14.73.
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4.1.16. N,N-Dimethyl(3-ethyl-2-oxaadamant-1-yl)amine
hydrochloride, 11b HCI

To a cold (0°C) solution of 10b (300 mg, 1.65 mmol) in Et;0
(SmL), formaldehyde (3.5mL 37wt% in water solution,
42.7 mmol ) and formic acid (2.85 mL, 74 mmal) were added drop-
wise, and the mixture was stirred at 80 °C for 10 h. The cold mix-
ture was diluted with Et:0 (15 mL). 5 N NaOH (5 mL) was added
dropwise, and the suspension was stirred at room temperature
for 15 min. The organic layer was separated and the aqueous phase
was extracted with Et;0 (4 « 15 mL). The combined organic phases
were dried with anhyd Na,S0,, filtered, and treated with an excess
of Et;0-HCL Concentration of the above mixture in vacuo gave
11b HCL The analytical sample of 11b-HCl (110 mg, 27% vield)
was obtained by crystallization from MeOH/ELO, mp
129130 °C. IR 2963, 2934, 2859, 2572, 2376, 1467, 1438, 1378,
1297, 1150, 1040, 1022, 972, 938cm '. 'H NMR 093 (t,
J=75Hz, 3H, CH;CH;), 1.53 {gq. J=7.5Hz, 2H, CH:CH;), 1.64
[ddm, [=13.0Hz, J=20Hz, 2H, 4(10)-H,]). 1.73 [broad d,
J=13.0Hz, 2H, 4(10)-H.,). 1.84 [overlapped signal, 2H, 6-Hgy
and 6-Hy,,|. 1.85 [overlapped broad d. 2H, 8(9)-H.,]. 2.05 [broad
dd, J=11.5Hz, | =2.5Hz, 2H, 8(9)-H,,|, 2.48 [broad s, 2H, 5(7)
H], 2.83 [s, 6H, (CH3)}:N], 4.85 (s, mobile H). '*C NMR 7.2 (CHa,
CH4CH,), 30.1 [CH, C5(7)], 34.6 [CH,, C6 and C8(9)]. 35.1 (CH,,
CH;CH;), 36.8 [CHs, (CHy)N], 384 [CH,, C4(10)], 79.3 (C, (C3),
91.8 (€. €1). MS (EI), m/z (%): 209 (M™, 60), 180 (59), 152 (25),
138 (39), 122 (27), 113 (33), 88 (16), 87 (100), 72 (25). Accurate
mass measurement (ESI+) caled for [C:H2aNO+H]': 210.1852.
Found: 210.1859.

4.1.17. N,N-Diethyl(3-ethyl-2-oxaadamant-1-yl)amine
hydrochloride, 12-HCl

To a solution of T0bHCI (350 mg, 1.60 mmol) in methanol
(20 mL), NaBH,CN (95%, 200 mg, 3.20 mmol}, AcOH (0.6 mL). and
acetaldehyde (0.56 mL, 9.6 mmol) were added and the mixture
was stirred at room temperature for 2 h. An additional portion of
NaBH4CN (95%, 100mg, 1.60 mmol) and acetaldehyde (0.26 ml,
4.8 mmol ) was added, the mixture was stirred at room temperature
for 16 h, and then it was concentrated in vacuo to dryness. Water
{30 mL) was added to the residue, the suspension was basified with
NaHCO. | saturated aqueous solution ), and was extracted with EtDAc
{3 = 15 mL). The combined organic extracts were dried with anhyd
Na;50,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was taken
in EtOAc and 12:HC1 (320 mg, 73% yield) was precipitated by adding
anexcess of asolution of HCl in Et 0. The analytical sample of 12-HCI
was obtained by crystallization from MeOH,|Et; 0, mp 195196 °C.
IR 2972, 2933, 2855, 2645, 2579, 2484, 1458, 1446, 1377, 1033,
1014, 975, 949 cm '. '"H NMR 0.93 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CHyCH,C3),
1.38 (1, J=7.5Hz, GH. (CHyCHLN), 153 (g J=7.5Hz, 2H,
CH3CH:C3), 1.64 [dm, J=13.0Hz, 2H, 4(10)}-H.]. 1.75 [dm,
J=13.0Hz, 2H, 4(10)-Hy ). 1.82 (overlapped dm, 1H, 6-Hyq), 1.85
(overlapped dm, 1H, 6-H,), 194 [dm, J=12.5 Hz, 2H, 8(9)-He).
2.09 [dm, | = 12.5 Hz, 2H, 8(9)-H ], 2.47 [tm, | = 2.5 Hz, 2H, 5(7)-
HJ. 3.06 (broad signal, 2H) and 3.59 (broad signal, 2H) | diastereotop-
i (CHyCH2 N1, C NMR (1006 MHz) 7.2 (CHs, CH4CH5C3), 12,1
[CHs. (CH3CH, ),N] 30.2 [CH. C5(7]]. 346 (CH, C6). 352 (CHa,
CH4CH,C3), 354 [CH,, C8(9)], 384 [CH C4(10)], 454 [CH.,
(CH3CH 1:N), 79:3 (C, €3), 93.9 (C, C1). MS (EI), m/z (%): 238 (16),
237 (M-, 59), 222 (14), 209 (19, 208 (74), 180 (30), 166 (48), 150
(23), 126 (31}, 115 {100}, 100 (54). Anal, Caled for C;sHzNO-HC
(273.85): C,65.79; H, 10.31; N, 5.11; Cl, 12.95. Found: C, 65.64; H,
10.50; N, 5.13; C1, 13.01.

4.1.18. N-Benzyl(3-ethyl-2-oxaadamant-1-yl)amine
hydrachloride, 13 HCI

To a solution of 10bHCI (400 mg. 1.84 mmol) in MeOH
(10mL), NaBH:CN (95%, 393 mg, 5.93 mmol), AcOH (0.3 mL),

and benzaldehyde (042 mL, 4.12 mmol) were added, and the
mixture was stirred ar room temperature for 2 h. An additional
portion of NaBH,CN (95%, 190 mg. 2.87 mmol) and benzaldehyde
(0.21 mL, 2.06 mmel) was added, the mixture was stirred at
room temperature for 16 h, and then it was concentrated in va-
cuo to dryness. Water (30 mL) was added to the residue, the sus-
pension was basified with 1 N NaOH, and was extracted with
EtOAc {4 » 15 mL). The combined organic extracts were washed
with brine (2 « 25 mL), dried with anhyd Na,S0,, filtered, and
concentrated in vacuo. The residue was taken in EtOAc and
13.HCl (451 mg, 79% yield) was precipitated by adding an excess
of a solution of HCI in Et20. The analytical sample of 13.HC| was
obtained by crystallization from MeOH/ELO, mp 213 214°C. IR
2022, 2851, 2725, 2656, 2619, 2414, 1566, 1463, 1056, 1042,
1007, 988, 749, 690¢cm ', 'H NMR 096 (1. J=7.5Hz, 3H,
CHyCH3), 156 (q. J=7.5Hz, 2H, CHyCH,), 1.67 [dm, =125 Hz,
2H, 4(10)-H,.]. 1.77 [dm, J=12.5 Hz, 2H, 4{10}-H,], 1.87 [broad
signal, 2H, 6-Hyy and 6-Hy,l 1.98 [dm, J=11.5Hz, 2H, 8({9)-
Hie), 2.04 [dm, /= 11.5Hz, 2H, 8(9)-Hs), 246 [m, 2H, 5(7)-H],
4.25 [s, 2H, NCH;), 4.86 (s, mobile H), 7.42-7.50 (complex signal,
5H, Ar-H). '*C NMR 7.2 (CHj, CH3;CH,), 299 [CH, C5(7)), 34.7
(CHz, C6), 352 (CHz CHsCH;), 373 [CHz C8(9)], 386 [CHs,
C4(10)]. 45.1 (CHa, NCH.). 78.7 (C, C3), 87.6 (C. C1), 130.2 (CH,
M'_Cnnfm)- ]304 (CH. Ar_cpﬂﬂ'ljl l3ll ECH. ﬁl‘-cmem}- 133-0 {C.
Ar-Cipeo). MS (ED. m/z (%): 272 (15), 271 (M, 71), 242 (39),
200 (22), 160 (20), 149 (62), 91 (C;H;", 100). Anal. Caled for
CiaHasNO1L1HC (311.51); €, 69.40; H, 844; N, 4.50; Cl. 1252,
Found: C, 69.38; H, 8.38; N, 443; (1, 12.29.

4.1.19. N-Benzyl-N-methyl(3-ethyl-2-oxaadamant-1-yl)amine
hydrochloride, 14-HCI

To a solution of 13.-HCl (90 mg, 0.29 mmol) in acetonitrile
{10mL). formaldehyde (0.23mL. 37wt% in water solution,
0.29 mmol) and NaBH;CN (95%, 55 mg, (.83 mmol) were added,
The mixture was stirred at room temperature for 30 min, AcOH
(0.2 mL) was added and the mixture was stirred at room tem-
perature for 2h. An additional portion of NaBH,CN (95%,
55 mg, 0.83 mmol) was added and the mixture was further stir-
red at room temperature for 16 h. The mixture was concentrated
in vacuo to dryness, 1N NaOH (15 mL) was added, and the sus-
pension was extracted with CHzCla (5 «~ 10 mL). The combined
organic phases were washed with H.O (2 « 10 mL), dried with
anhyd Na,SOy, filtered, and concentrated in vacuo to give the
amine 14. The amine was taken in EtOAc and was precipitated
as its hydrochloride (80 mg, 86% yield) by adding an excess of
a solution of HCI in Et,0. The analytical sample of 14-HCl was
obtained by crystallization from MeOH/Et;0, mp 165166 °C,
IR 2969, 2921, 2853, 2472, 2353. 1458, 1033, 1024, 972, 938,
750, 702 cm . 'H NMR 099 (t, J=7.5Hz 3H, CHyCH,). 1.60
(q. J=7.5Hz, 2H, CH:CHz), 1.69 (dm, J=12.5 Hz, 2H, 4-H,, and
10-H; ). 177 1.84 (broad signal, 2H, 4-H., and lﬂhHoq). 1.87
{overlapped dm, 1H. 6-H,.;). 1.89 (overlapped dm, TH. 6-H,).
1.94-2.08 [broad signal, 2H, 8-H,x and 9-H,.|. 2.14-2.25 [broad
signal, 2H, 8-H,, and 9-H,l 253 [broad s,
2H, 5(7)-H], 271 (s, 3H. NCHs), 3.93 (broad d, 1H, =80 Hz)
and 4.85 (overlapped signal, 1H) (NCH.Bn), 4.86 (s, mobile H),
7.50 (complex signal, 5H, Ar-H). ''C NMR 7.3 (CHs, CH3CH.),
303 [CH, C5(7)]. 33.5 (CHs CHiN), 342 (CH;) and 35.8 (CHy)
(diastereotopic C8 and C9), 34.7 (CHa, C6), 35.2 (CHz CH3CH.),
383 (CH,) and 385 (CH,) (diastereotopic C4 and C10), 54.7
(CH;, NCH3), 798 (C €3), 93.3 (C. C1), 1303 (CH, Ar-Coppa)
1310 (CH, Ar-Coon), 1315 (€ Ar-Cis,). 1324 (CH, Ar-Ciera):
MS (El), m/z (%): 286 (14), 285 (M, 64), 256 (41), 228 (16),
214 (21), 174 (20). 163 (82). 91 (100). Anal. Caled for
CigHyNO-HCI0.4H,0 (332.74): C 6934; H, 8.82; N. 4.26; C,
10.77, Found: C, 69.39; H, 873; N, 4.18; Cl, 11.05.
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4.1.20. N-Methyl(3-ethyl-2-oxaadamant-1-yl)amine
hydrochloride, 15-HCI

A mixture of 14-HCl (390 mg, 1.21 mmol) and 10% Pd/C (50%
in water, 10 mg) in absolute EtOH (80 mL) was hydrogenated at
38 atm and 100 °C for 24 h. The suspension was filtered, the res-
idue was washed with EtOH, and the combined organic filtrates
were treated with an excess of a solution of HCl in Et;0. The
solution was concentrated in vacuo and the residue was crystal-
lized from MeOH/Et;O to give the analytical sample of 15-HCl
(240 mg, 85% yield), mp 155-156°C. IR 2968, 2931, 2848,
2706, 2592, 1561, 1474, 1118, 1068, 1057, 1028, 991,
972cm ', 'TH NMR 092 (t, J=7.5Hz, 3H, CHsCH,), 1.50 (q,
J=75Hz, 2H, CH3CH;), 1.63 [dm, J=125Hz, 2H, 4(10)-H.].
1.72 [dm, J=12.5 Hz, 2H, 4(10)-Hcq]. 1.84 [s, 2H, 6-Hgy; and 6-
Hgnl. 1.87 [dm, /= 13.0Hz, 2H, 8(9)-H,,), 1.91 [dm, J= 13.0Hz,
2H, 8(9)-Heql, 2.43 [broad s, 2H, 5(7)-H|, 2.63 (s, 3H, NCH;).
13C NMR (100.6 MHz) 7.1 (CH3, CH3CH;), 25.5 (CHs3, NCH;),
29.8 [CH, C5(7)], 34.6 (CH,, C6), 35.2 (CHy, CH3CH5), 37.0 [CHy,
C8(9)]. 38.6 [CH;, C4(10)], 78.5 (C, C3), 86.5 (C, C1). MS (El
CH4), m/z (%): 196 (11), 195 (M=, 84), 180 (11), 166 (69), 138
(26), 124 (56), 108 (37), 99 (62), 95 (31), 74 (28), 73 (100), 71
(51). Anal. Caled for C3H2;NO-1.1HCI-0.5H,0 (242.60): C,
59.41; H, 9.58; N, 5.77; Cl, 15.34. Found: C, 59.41; H, 9.89; N,
6.11; Cl, 15.61.

4.2. NMDA receptor antagonist activity

The functional assay of antagonist activity at NMDA receptors
was performed using primary cultures of cerebellar granule neu-
rons, which were prepared according to established protocols.'
Cells were grown on 10 mm poly-i-lysine-coated glass cover slips,
and used for the experiments after 7-14 days in vitro. Cells were
loaded with 6 pM Fura-2 AM (Invitrogen-Molecular Probes) for
45 min. Afterwards, the coverslip was mounted on a quartz cuvette
containing a Locke-Hepes buffer using a special holder. Measure-
ments were performed using a Perkin-Elmer LS-50B fluorometer
equipped with a fast-filter accessory, under mild agitation and at
37 °C. Analysis from each sample was recorded real-time during
1200 s. After stimulation with NMDA or glutamate (100 uM, in
the presence of 10 uM glycine), increasing cumulative concentra-
tions of the compound to be tested were added. The percentages
of inhibition at every tested concentration were analyzed using a
nonlinear regression curve fitting (variable slope) by using the soft-
ware GraphPad Prism 4.0.

4.3. Antiviral evaluation

The antiviral activity of the compounds was determined in
established cell culture assays using a selection of DNA and
RNA viruses, including three subtypes of influenza virus |A/Puer-
to Rico/8/34 (HIN1); A/Hong Kong/7/87 (H3N2); and B/Hong
Kong/5/72]."* The compounds' inhibitory effect on virus replica-
tion as well as their cytotoxicity was monitored by microscopical
examination, and confirmed by the colorimetric MTS cell viabil-

ity assay.
4.4. T. brucei culturing and drug test

Cultures of bloodstream form 7. brucei (strain 427) were main-
tained at 37 °C in modified Iscove’s medium (pH 7.4)."* Trypanoci-
dal activity was assessed by growing parasites for 48 h in the
presence of various drug concentrations to determine the levels
which inhibited growth by 50% (1Csp) and 90% (ICq). In the case
of untreated cultures (volume 4 mL), cell densities increased from
0.5 x 10% to 1 x 10° cells mL ! over this period. Experiments were
performed in triplicate. Cell densities at each drug concentration
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were determined using a hemocytometer (Weber Scientific Inter-
national Ltd), and drug sensitivity was expressed as a percentage
of growth of control cells.
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The synthesis of several (1,2,3.56.7-hexahydro-1,5:3.7-dimethano-4-benzoxonin-3-yllamines and
related compounds is reported. Several of them display very similar activity to memantine as NMDA
receptor antagonists. Several derivatives showed a significant level of trypanocidal activity,

© 2009 Elsevier Lid. All rights reserved.

1. Introduction

Meurodegerative disorders like Parkinson's disease and Alzhei-
mer's disease, which are caused by the degeneration of dopaminer-
zic and cholinergic neurons, respectively, are becoming more and
more problematic for the older population.’ Unfortunately, current
treatments neither prevent nor reduce the progression of neurode-
generation, Therefare, great efforts have been undertaken to devel-
op drugs that meet this impairment.”

With regard to Alzheimer's disease, NMDA receptor antagonists
act by protecting neurons from excessive pathological calcium in-
flux, which leads to neuronal damage and finally to neuronal cell
death.” Up to now, the polycyclic amine memantine is the only
MMDA receptor antagonist with low NMDA receptor affinity that
has been introduced for the treatment of Alzheimer’'s disease.
The particular advantage of memantine is the fast off-rate kinetics
which prevents the drug from accumulating in the ion channel,

* Corresponding author. Tel.: +34 934024533 fax: +34 934035941,
E-mnl address: svazques@ub.edu (5, Vazguez ).

D968-0896/5 - see front maltter © 2009 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi: 10.1016/j bmc 2008.11.017

Therefore, memantine enters the open channel preferentially when
it is pathologically activated for long periods of time, The physio-
logical neurotransmission is not disturbed by memantine resulting
in minimal adverse effects.”

Another polycyclic amine, amantadine, displays moderate
NMDA receptor affinity and is used for the treatment of Parkinson’s
disease.” Moreover, amantadine also has prophylactic and thera-
peutic activity in influenza A virus infections.” Interestingly, aman-
tadine, memantine and related polycyclic amines also possess
trypanocidal activity ®

Biological activity has also been found with ether polyeyclic cage
amines.” For example, 1 displayed in vivo activity against herpex
simplex-11 and influenza A2 virus,'" 2 was studied as an anti-Parkin-
sonian agent,'" and cubylamine, 3, was found to be a MAO-B inhib-
itor (Fig. 1)."* Moreover, heteroatom substituted polyeyclic cage
amines are an interesting and highly promising group of compounds
that are receiving intense scrutiny as potential scaffolds for
the development of new drugs. For example, a series of oxapentacy-
cloundecylamines, such as NGPI-01 and related compounds,
has showed neuroprotective properties through NMDA receptor
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Figure 1. Polycyche cage compounds with biolagical activity.

antagonist activity,'* and several azapentacycloundecylalcohols
such as TC1 and TC4, have high affinity for sigma receptors (Fig. 2).'*

Recently, we have found that several (3-alkyl-2-oxaadamant-1-
yllamines, such as 4, showed NMDA receptor antagonist activity.
They were more potent than amantadine against NMDA-induced
calcium increase in cerebellar granule neurons, although they were
less potent than memantine. Moreover, two tertiary amine analogs
ol 4 displayed a significant level of trypanocidal activity. However,
they were devoid of any antiviral activity (Fig. 2)."°

Following our work on the synthesis of oxapolycyclic com-
pounds as analogs of amantadine and memantine, we now de-
scribe the synthesis and biological evaluation of a series of {1,2,3.5,
6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-benzoxonin-3-yllamines, and
show that they contain structural features necessary for NMDA
receptor antagonist activily and trypanocidal activity.

2. Results and discussion
1. Synthesis

For the synthesis of the new amines, known alcohol 5 was used
as starting material.'"™ Reaction of alcohol 5 with several primary
amines led to the recovery of the starting material. However, reac-
tion of 5 with aqueous hydrazine led to the known hydrazine 6 in
79% yield, probably due to the ¥-effect ensuring a higher nucleo-
philicity of hydrazine."” Catalytic hydrogenation of 6 furnished
amine 7 in 82% yield (Scheme 1).

In order to explore an alternative route to amine 7 we carried
out a Ritter reaction of 5 with acetonitrile in toluene in acidic med-
ium that led, after column chrematography, to the expected amide,
8. in 47% yield, along with the recovery of 20% of starting material
and small quantities (2-3%) of compounds 9-11, The origin of 9
can be rationalized as an electrophilic attack of the bridgehead car-
bocation involved in the Ritter reaction to toluene, Regarding es-
ters 10 and 11, their formation may involve nucleophilic attack
of 5 and its corresponding keto-alcohol opened derivative, respec-
tively, to protonated acetonitrile followed by hydrolysis of the cor-

00 e A

ék@%

Figure 2. Heteropolyoyclic cage compounds with biological activity.

CE@Q@.CZ

NHNH 3
7
lc
H
Oy
N7 TCHy
] 4 a
H CHy
] e}
Ce g - o
07 “CHy H CHy
10 11

Scheme 1. Reagents and conditions: (a) NH,NH, H.O, concd HCL, reflux, 4 h, 793;
() Ha PO, Fatm, rt, 3 days, B2% yield; (¢) acetonitrile, toluene, conod H.S0y,
reflux, 18 h, 47% of B, 3% of 9, 2% of 10, 3% of 11, and 20% of recovered 5.

responding imidate. Taking into account the medium yield of the
Ritter reaction we did not carry out the hydrolysis of amide 8
(Scheme 1).

Starting from amine 7, we have prepared amines 12-18 using
classical methods in amine chemistry. Reductive alkylation of
amine 7 with benzaldehyde or phenylacetaldehyde and sodium
cyanoborohydride in methanol afforded secondary amines 12a
and 12b, respectively, Reductive alkylation of benzylamine 12a
with formaldehyde led to 13a in 91% yield, while alkylation of
12a with benzyl chloride led to the dibenzyl derivative 13b in
74% yield. Hydrogenolysis of amine 13a led to secondary amine
14 in 82% yield. Moreover, reductive alkylation of amine 7 with ex-
cess formaldehyde and formic acid led to the dimethyl derivative
17a, while reaction of 7 with excess of acetaldehyde and sodium
cyanoborohydride in methanol afforded the diethyl derivative
17b. Alkylation of 7 with propargyl bromide led to a mixture of
propargylamine 15 and dipropargylamine 16. Column chromatog-
raphy of this mixture gave pure 15 and 16 in 34 and 40% yield,
respectively. Finally, alkylation of 7 with 1,5-dibromopentane led
to the piperidine derivative 18 in 46% yield (Scheme 2.

Recently, a new NMDA receptor antagonist, indantadol, has
been introduced in clinical trials for the treatment of neuropathic
pain. Worthy of note, indantadol also inhibits MAO-A and MAO-B
with 1Csq values of 7.2 and 60.3 uM, respectively.'® This com-
pound features an indane nucleus and an aminoacetamide chain
in its structure. On the other hand, another non-competitive
NMDA receptor antagonist with in vitro an in vivo neuroprotec-
tive properties, N20C, also features an aminoacetamide group in
its structure.'® After noticing the NMDA receptor antagonist
activity of several of our new amines, we synthesized acetamide
19 that shares structural elements with both indantadol and
N20C. Thus, reaction of amine 7 with chloroacetamide in the
presence of sadium jodide and potassium carbonate led to acet-
amide 19 in 55% vield (based on recovered starting material)
(Scheme 3).

Taking into account that in our previous work with 2-oxaada-
mant-1-ylamines we found that 3-alkyl derivatives were more po-
tent than the corresponding 3-unsubstituted derivatives,'® we also
planned to carry out the synthesis and evaluation of 5-alkyl deriv-
atives of amine 7.

Reaction of the known'® diketone 20 with methylmagnesium
bromide and ethylmagnesium bromide led to alcohols 21a and
21b, respectively, in very high yields. While reaction of alcohol
21a with refluxing acetonitrile in the presence of concd H,50,
led to the expected amide 22a in 81% yield, Ritter reaction of
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7 12a, R' = CH,CeHs
b 12b, R' = CH,CH,CeHg
H
eorf g

17a,R'=Me
17b. R = Et

H H
]
Ta
T — L]
i e ',R - “."R 2. q‘,c:Hg
. H R

2

I

14
13a. R' = CH,CeHsR #= Me
136, R' = R” = CH3CeHs

Scheme 2. Reagents and conditions: (a) benzaldehyde or phenylacetaldehyde, NaBHON, AcOH, MeOH, 1t, 18 h, 66X for 12a, 60% for 12b; (b) CH,0, NaBHCN, AcOH,
acetonitrile, 1, 2 h, 91% for 13a; () beneyl chloride, KC0,, Nal, acetonitrile. reflux, 24 h, 741 for 13b; {d) Hy, Pd/C. 38 atm, 100 °C, 24 h, 821 yield; (&) HCO.H, 374 ag CH,0,
80 °C, 24 h, 92% for 17a; () acetaldehyde, NaBH;CN, AcOH, acetonitrile, rt. 2 h, %1% for 17b; (g) 1.5-dibromopentane, EtyN, DMF, 60 °C, 26 h, 46%; {h) propargy] bromide,

K;C0,, Nal, acetonitrile, reflux;, 18 h. 34% of 15 and 40% of 16.

Hy H
T L S

Indantadol N20C
H H
o3
: BL_S r N NHz
R 1Y

Scheme 3. Indantadol and N20C, NMDA receptor antagonists bearing an aminoac-
etamide group and synthesis of analog 19. Reagents: (a) chloroacetamide, K;C04,
Nal, acetonitrile, reflux, 18 by, 55% (brsm ).

-alcohol 21b furnished a mixture of two products, the expected
amide, 22b, isolated after column chromatography in 22% yield,
and the rearranged diamide 23, isolated in 13% yield. The forma-
tion of diamide 23 can be explained taking into account the mech-
anism of the Ritter reaction that involves the formation of a
carbocation at the bridgehead position. Thus, after protonation of

R'I
0 3 5
0O orb

OH
20 2Ma. R' l'.cHa
21b, R' = CH,CH;4
+HT
21b
-HL0
9,,|-|
'CH3
H

27

the aleohol group in 21b and loss of water the carbocation 24
may rearrange to a new carbocation, 27, through enone 25, Aceto-
nitrile attack to 27 followed by Ritter reaction of the remaining
alcohol may lead to the diamide 23 (Scheme 4).

Acidic hydrolysis of amides 22a and 22b led to amines 28a and
28b in 87% and 90% yield, respectively. In view of the aforemen-
tioned problems for obtaining acetamide 22b, we developed an
alternative procedure for the synthesis of amine 28b from alcohol
21b. Thus, reaction of 21b with urea in trifluoreacetic acid led to
28b in 70% yield (Scheme 5).°"

Starting from amines 28a and 28b, we prepared amines 29a,
29b, 30, 31a and 31b using similar procedures to those previ-
ously described starting from amine 7. Thus, reductive alkylation
of 28a with formaldehyde and formic acid or with acetaldehyde
and sodium cyanoborohydride led to 29a and 29b, respectively.
On the other hand, reductive alkylation of amine 28b with benz-
aldehyde and sodium cyanoborohydride in methanol afforded
secondary amine 30 in 81% yield. Finally, alkylation of 28b with
propargy! bromide led to a mixture of propargylamine 31a and
dipropargylamine 31b. Column chromatography of this mixture
furnished pure 31a and 31b in 35% and 22% yield, respectively
{Scheme 5),

‘NHAC 4 &

H CH
3 CH
i = T s
o — [,
% 0 g—u
24 25 26

—_ 23

—

Scheme 4. Reagents and conditions: (a) methylmagnesium bromide or ethylmagnesium bromide, anhyd toluene, 0 °C, overnight, 99% for 21a; (b) ethylmagnesium bromide,
anhyd toluene, 0 “C. overnight, 90% for 21b: () acetonitrile. H,50;, reflux. 18 h: 81% for 22a: 22% for 22b and 13% for 23.
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R' R
a
e = O
NHAe NH

22a, R'=CH; 28a R'=

CH

202, R?=CH, F!2

22b, R' = CH,CH, ;- R‘ =CHzCH: \ 29b, R? = CH,CH,
d

21b o ]
30 H

RE
HMa Ri=H
31b, R = CHTC;ECH

Scheme 5. Reagents and conditions: [a) HCl concd, reflux, 18 h, 87% for 28a; 50% for 28b; (b) HCOH. 37% aq CH,0, 80 °C, 24 h, 72% of 29a: (¢ ) acetaldehyde. NaBH:CN, AcOH,
acetonitrile, re, 18 h, 91% of 29%; (d) urea, CFyCO,H, 115 °C, 18 b, 70%; [e) benzaldehyde, NaBH:CN, AcOH. MeOH, rt, T8 h, B1%; () propargyl bromide, K5CO+4, Nal, acetonitrile,

reflux, 18 h, 358 of 31a and 22% of 31k

The structures of all new compounds were confirmed by ele-
mental analysis or accurate mass measurement, IR, '"H NMR, '*C
NMR and mass spectral data.

2.2. NMDA receptor antagonist activity

NMDA receptors mediate most of the important actions of gluta-
mate as a neurotransmitter in the brain. The development of NMDA
receptor antagonists has been intensive in the last decades due to
its neuroprotective actions.* However, drug development in this
area has been hindered due to important side-effects in clinical tri-
als. Nonetheless. memantine, a non-competitive and low-affinity
NMDA receptor antagonist, is being used as a neuroprotective drug
in Alzheimer's disease.”’ Memantine is an un-competitive antago-
nist with fast on-off kinetics. Another important feature is that glu-
tamate has to be present to activate the NMDA receptor before
memantine exerts its action as antagonist. Amantadine, a drug that
is used in Parkinson's disease (PD) has also some NMDA antagonist
activity and it has been proposed that part of its beneficial actions
on PD are due to its effect on NMDA receptors.” To evaluate if
the synthesized compounds were able to antagonize NMDA recep-
tors, we have measured their effect on the increase in intracellular
calcium evoked by glutamate or NMDA (both 100 uM, in the pres-
ence of 10 uM of glycine) on rat cultured cerebellar granule neu-
rons.”’ Compounds 14, 17a, 29a and 29b had ICs; valies (NMDA)
that were in the micromolar order, similar to memantine (Table 1).

From the inspection of the results shown in Table 1 several
trends are evident. First, all the benzyl derivatives, 12a, 13a, 13b
and 30, and the phenethyl derivative 12b, were devoid of activity,
in striking contrast with NGP1-01, a low micromolar NMDA recep-
tor antagonist that features a benzyl group in its structure, Also,
propargyl derivatives were either inactive (compounds 16, 31a
and 31b) or had only a moderate activity {compound 15,
1Cs0 = 34 puM). On the other hand, in the active compounds, the po-
tency increases on going from primary amines to N-alkylated and
N-dialkylated derivatives (e.g., series 7/14/17a or 28a/29a/29h),
the methyl or dimethyl substituted amines being optimum for
NMDA receptor antagonism.

Worthy of note, amantadine is more than 60 times less active
than its dimethy] derivative, memantine, as a NMDA receptor
antagonist. The positive effect of having methyl groups directly at-
tached to the polycyclic structure was also noticed in our previous
work with (2-oxaadamant-1-yl)amines,"® with the 3-methyl and
3-ethyl derivatives being much more active than the unsubstituted
compounds. However, among the products reported here, the
introduction of a 5-methyl or a 5-ethyl group did not increase
the activity (e.g., series 7/28a/ 28b or 17a/29a or 15/31a).

Table 1

ICs0 (M) values for {2-oxaadamant-1-ylJamines as NMDA antagonists*”
Compound Glutamate (100 M) NMDA (100 M)
7 4082110 3568
14 28145 60113
15 11517 34223
16 *>500 >200
17a 39215 38203
17b 96213 14211
138 168 + 54 3010
28a 167 + 36 498 = 26
28b =500 >200
29a 17511 39:04
29b 224131 17210
Amantadine 3582130 92239
Memantine 55+12 1.5£0.1

* Functional data were obtained from primary cultures of cerebellar granule
neurons using the method described in the experimental section by measuring the
intracetiular calcium concentration. Cells were challenged with glutamate (second
column ) ar NMDA [third column) as indicated. Data shown are means £ SEM of ar
least three separate experiments carfied oot on three different hatches of caltured
cells,

" Compounds 12a, 12b, 13a, 13b, 19, 30, 31a and 31b were found to have low
potency as glutamate (ICs, >500 uM} and NMDA receptor antagomists (1Cs,
=200 pidd L

2.3. MAO inhibitory activity

It is well known that rasagiline and selegiline, two clinically ap-
proved drugs for the treatment of Parkinson's disease, display
monoaminooxidase (MAQ) inhibitory activity.”* Taking into ac-
count that both compounds feature a propargylamine unit and that
structure-activity studies have shown that this moiety is associ-
ated witl inhibition of MAO, we envisaged that our new deriva-
tives 15, 16, 31a and 31b. which also include propargyl
substituents, may alse inhibit MAO. On the other hand. since
indantadol also shows MAO inhibitory activity,'® we tested our
analog 19. However, none of the tested compounds (tested at 10
and 50 uM) showed MAO inhibitory activity. Selegiline (10 pM)
was used as a positive control, yielding a 85.5 £ 5.5% inhibition of
MAO activity (n =3, mean £ SEM).

2.4. Trypanocidal activity

Human African trypanosomiasis (HAT) is caused by infection
with protozoan parasites of the Trypanosoma brucei species com-
plex. The disease is endemic in many parts of sub-Saharan Africa,
with upwards of 60 million people at risk. A process ol antigenic
variation prevents elimination of the parasite by the immune sys-
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Table 2
1Csg and 1Cap (pM) values for oxapolycyclic cage amines that display inhibitory
activity against cultured bloodstream form T, brucer®

Chemical shits (4) are reported in ppm related to internal tetra-
methylsilane (TMS). Assignments given for the NMR spectra are
based on DEPT, COSY 'H/'H, HETCOR 'H/"*C (HSQC and HMBC se-

Compound ICso (M) 1Ca0 (M) quences for one bond and long range "H/"*C heterocorrelations,
30 13.86 £ 0.4 19.95 £ 0.42 respectively) and NOESY experiments for selected compounds,
3a 15234135 25.59 £ 0.94 For the MS and GC/MS analyses the sample was introduced directly
:‘_‘“':mmm ';-g:i;-;g f‘;ﬁi :2; or through a gas chromatograph, For GC/MS analyses a 30-meter
e i Shiaks 055 column [5% diphenyl-95% dimethylpolysiloxane, conditions:

* Compounds were tested for in vitro activity against bloodstream form 1. brucei
ar a range of concentrations and ICs, and IC., values established (Section 4.3 ). Data
are the mean of triplicate experiments £ SEM. Values for rimantadine amd
memanting are shown lor comparison.

tem, and the prospects of developing a vaccine are thought to be
remote. New drugs against HAT are therefore a major priority.
Drugs currently available against HAT are characterized by prob-
lems including toxicity, limited efficacy. cost and the need to
administer under medical supervision.

The anti-influenza virus drug rimantadine has been shown to be
active in vitro against bloodstream form 7. brucei and other amino-
adamantane derivatives have even greater activity.” Moreover,
very recently, we found that several (3-alkyl-2-oxadamant-1-yl)a-
mines showed significant activity against bloodstream form T. bru-
cei'” We therefore investigated if the newly synthesized
oxapolycyclic cage amines reported here also displayed significant
activity against this parasite.

A total of 17 compounds were tested. Of these the oxapolycyclic
cage amines 7, 12a, 12b, 13a, 13b, 14, 15, 16, 17a, 19, 28a, 28b, 29a
and 29b displayed little or no inhibitory activity against cultured
bloodstream form T, brucei at 5 pg mL ' (15-20 uM). However,
compounds 30, 31a and 31b significantly inhibited parasite
growth, at levels comparable to rimantadine and memantine (Ta-
ble 2), and at least 10-fold lower than amantadine.” As selectivity
is a highly desired goal in pharmacology, it is noteworthy that
the compounds with trypanocidal activity are devoid of NMDA
receptor antagonist activity.

3. Conclusions

In summary, we have synthesized and fully characterized sev-
eral oxapolycyclic amines. None of the tested compounds showed
MAO inhibitory activity. Several derivatives were more potent than
amantadine against NMDA-induced calcium increase in cerebellar
granule neurons, and four compounds showed a very similar po-
tency to memantine. All the benzyl derivatives were devoid of
NMDA receptor antagonism activity, a trend previously observed
in the {2-oxaadamant-1-yljamines.'" In contrast with our previous
work with (2-oxaadamant-1-ylJamines, introduction of an alkyl
group at C-5 does not increase the potency. However, the introduc-
tion of an ethyl group in C-5 increases the trypanocidal activity.

Work is in progress in order to evaluate the neuroprotective
activity of compounds 14, 17a, 17b, 29a and 29b in vitro, In addi-
tion, the synthesis and pharmacological evaluation of related poly-
cyclic cage amines containing a methylene unit instead of the
oxygen atom are currently in progress.

10 psi, initial temperature: 35 °C (2 min), then heating at a range
of 8 “C/min till 300 “C, then isothermic at 300 °C] was used. The
electron impact (70 eV) or chemical ionization (CH,) technigques
were used. Only significant ions are given: those with higher rela-
tive ratio, except for the ions with higher m/z values. Accurate
mass measurements were obtained using ESI technic. Absorption
values in the IR spectra (KBr) are given as wave-numbers (cm '),
Only the more intense bands are given. Column chromatography
was performed on silica gel 60 A (35-70 mesh). For the thin layer
chromatography (TLC) aluminum-backed sheets with Silica Gel
GO Fas4 were used and spots were visualized with UV light and/
or 1% agueous solution of KMnO..

4.1.2. (1,2,3,5.6,7-Hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-benzoxonin-
3-yl)amine hydrochloride, 7 HCl

A mixture of hydrazine 6 (9.19g 34.5 mmol})'’ and PO,
(10 mg) in absolute EtOH (400 mL) was hydrogenated at atmo-
spheric pressure and room temperature for three days. The suspen-
sion was filtered, the residue was washed with EtOH and
concentrated in vacuo. To the obtained white solid, water
(225 mL) was added, the solution was made basic with 2 N NaOH
and extracted with ethyl acetate (5 = 100 mL). The combined or-
ganic extracts were dried with anhyd NasS0y, filtered and concen-
trated in vacuo to about 25 mL An excess of Et;0-HCl was added
and the solution was cooled at 4 °C whereupon 7 precipitated as
its hydrochloride (7.17 g, 82% yield), mp 274276 °C (EtOAc). IR
3407, 2941, 2924, 2848, 2725, 2642, 2546, 2365, 2064, 1606,
1508, 1223, 1149, 1043, 1007, 962, 770 em '. "H NMR 1.73 [dd,
J=135Hz, J=1.0Hz 2H, 6(13)-Hu.). 198 [d, J=12.5Hz, 2H,
2(12) Hewols 224 [dm. f=125Hz 2H. 2(12)-Heal 230 (dt,
J=13.5Hz. | =6.0Hz, 2H, 6(13)-Huuw). 3.27 |t. J=6.0Hz. 2H,
1{7)}-H). 4.53 (t, | = 5.5 Hz, 1H, 5-H), 4.86 (s. 3H, mobile H), 7.13-
7.16 [m, 2H, 9(10)-H], 7.17-7.19 [m, 2H, 8(11)-H]. "*C NMR 33.1
[CH,, €6(13)], 38.0 [CHa, €2(12)], 39.3 [CH, C1(7)], 73.6 (CH, C5),
825 (C, €3), 1282 [CH, C9(10)], 129.7 |CH, C8(11)]. 1459 [C,
C7alC11a)). MS (El), m/fz (%) 215 (M°, 17). 157 (19), 156
(IM-C3H;0]", 100). 141 (C;,H,*, 51), 129 (23), 128 (20). 115
(22), 59 [28). Anal. Caled for Cy4H,;NOHCI-0.25H,0 (256.26): C,
65./62; H, 7.28; N, 547. Found: C, 65.67; H, 7.32; N, 5.67.

4.1.3. N-(1,2,3,5,6,7-Hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)acetamide hydrochloride, 8

A mixture of alcohol 5 (1.44 g, 6.67 mmol), toluene (2 mL), ace-
tonitrile (0.68 mL, 13.4 mmeol) and concentrated H.504 (1.20 mL,
22,5 mmol) was stirred under reflux for 18 h. The cold solution
was concentrated in vacuo, water (40 mL) was added to the residue
and extracted with EtOAc (4 « 20 mL). The combined organic ex-
tracts were washed with water (2 < 30 mL) and brine (30 mL),
dried with anhyd Na,50., filtered and concentrated in vacuo to
give an oily residue (1.34 g). Column chromatography (hexane/

4. Experimental EtOAc mixtures) gave, in order of elution 9 (63 mg, 3% yield), 10
(29 mg, 2%), 11 (45 mg, 3%), 5 (282 mg, 20%) and the title acetam-

4.1. Chemistry ide, 8 (810 mg, 47%).
Compound 8, mp 200 201 °C (CHCl,). IR 3289, 3057, 3021,
4.1.1. General 2929, 2912, 2876, 2836, 1669, 1663, 1655, 1541, 1534, 1522,

Melting points were determined in open capillary tubes, Unless
otherwise stated, NMR spectra were recorded in CD50D in the fol-
lowing spectrometers: 'H NMR (500 MHz), "*C NMR (75.4 MHz).

1492, 1450, 1435, 1390, 1369, 1352, 1335, 1300, 1276, 1248,
1215, 1196, 1169, 1112, 1072, 1036, 995, 865, 756, 699 cm ' 'H
NMR (CDCly) 1.69 [d, J=13.0 Hz, 2H, 6{13)-H,.,), 1.93 (s, 3H,

287
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COCH;), 222 [dd, | = 12.5 Hz, J =5.5 Hz, 2H, 2(12)}-Henao], 2.28 [dt,
J=130Hz, I'=55Hz, 2H, 6(13)Heuae). 2.48 [d, | = 13.0Hz, 2ZH,
2(12) Hexol. 3.12 [br 5. 2H, 1(7)-H]. 444 (1, ] =55 Hz, IH, 5-H),
572 (s, 1H, NH), 7.11 [s, 4H, 9{10)-H and 8(11)-H]. "*C NMR
(CDClL) 24.4 (CHy, COCH,), 32.8 [CH,, C6(13]), 37.8 [CH,, C2(12)],
385 [CH, C1{7)]. 71.4 (CH, €5}, 82.3 (C, €3), 126.6 [CH, C9(10)),
128.4 [CH. C8(11)], 145.5 [C, C7a(C11a)], 168.3 (C, CO). MS (El),
myfz (%): 258 (13). 257 (M*, 71), 198 (29), 180 (17), 157 (26), 156
(100}, 155 (30), 142 (22), 141 (61), 129 (42), 128 (40), 115 (32),
43 (22). Anal. Calcd for CigHaNO; (257.33): C, 74.68; H, 7.44; N,
5.44. Found: C, 74.51; H, 7.51; N, 5.43.

1,2,3,5,6,7-Hexahydro-3-( p-tolyl }-1.5:3,7-dimethano-3-4-ben-
zoxonin, 9, mp 173174 °C (Et;0). IR 3042, 3017, 2922, 2907,
2866, 2835, 1509, 1493, 1452, 1431, 1334, 1322, 1284, 1230,
1213, 1196, 1182, 1099, 1069, 1037, 1013, 968, 903, 810, 784,
767,717 em ' 'H NMR (€DCly) 1.80 [d, ) = 13.0 Hz, 2H. 6{13FH ).
2.14 [complex signal, 4H, 2{12)-H.., and 2{12}-Huua], 2.33 (5. 3H,
CHy), 2.37 Joverlapped dt, ] = 12.5 Hz, J'= 6.0 Hz, 2H, 6(13)-H..q.].
3.15 [m, 2H, 1(7)-H]. 4.53 (1, [ = 5.5 Hz, 1H, 5-H), 7.13-7.19 [com-
plex signal, GH, 9(10)-H, 8(11)-H and Ar-3(5)}-H]. 7.33 [dm,
J=80Hz, 2H, Ar-2(6)-H]. "*C NMR (CDCly) 21.0 [CHy, Ar-CH;),
33.2 [CHa, C6(13)], 39.3 [CH, C1(7)], 40.1 |CHa, €2(12)], 692 (CH,
C5). 72.0 (€, C3), 123.5 |[CH, Ar-C2(6)], 126:5 [CH, C9(10)]. 1285
[CH. C8(11)], 128.8 [CH, Ar-C3(5)], 135.9 (C. Ar-C4). 1464 |C,
C7a(Cl1a)), 1469 (C, Ar-C1). MS (EI) m/z (%) 291 (6), 290 (M ",
27). 156 {100), 141 (43), 119 (25), 91 [18). Anal. Calcd for
G5 H20 (290.41): C, 86.85; H, 7.64. Found: C, 86.62; H, 7.76.

1,2,3,5,6,7-Hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-benzoxonin-3-yl
acetate, 10, mp 99100 “°C (Et,0). IR 3019, 2945, 2926, 2851, 1728,
1493, 1450, 1438, 1374, 1326, 1279, 1254, 1210, 1197, 1117, 1087,
1062, 1048, 1030, 1019,977, 960, 937, 764, 741,699 cm ', "H NMR
(CDCL3) 1.67 [dd, ] = 13.5 Hz, J = 1.5 Hz, 2H, 6(13)-He|, 2.05 (5, 3H,
COCH,), 2.21-2.26 [m, 2H, 2(12)-Huwl 2.32 [dt, j=135Hz,
J =5.5Hz, 2H, 6{13}-Heul. 2.59 [d, ] = 12.5 Hz, 2H, 2{12)}-H..s].
3.20 |t, J=6.0Hz, 2H, 1(7)-H]. 461 (t,J=55Hz, 1H, 5-H), 7.13 |s.
4H, 9(10)-H and 8(11)-H]. "*C NMR (CDCl3) 22.3 (CHy, COCH,),
32.5 [CH2, €6(13)), 37.1 [CH2, C2(12)), 39.0 [CH, C1{7)], 73.6 (CH,
€5), 102.1 (C, €3), 1268 [CH, C9(10)], 128.5 [CH, C8(11)], 145.2
[C. C7a(C11a)], 168.5 (C, CO). MS (El), m/z (%): 258 (M ", 14), 216
(14), 198 (75), 157 (26), 156 (100), 141 (45), 129 (56), 128 (40),
115 (34), 43 (22). Anal. Calcd for C,sH 504 (258.32); C, 74.40; H,
7.02; Found: C. 74.58:; H, 7.12.

11-endo-Acetoxi-5.6.8.9-tetrahyd ro-5.9-propanobenzocyclo-
hepten-7-one, 11, mp 186 187 “C (Et;0). IR 3021, 2931, 1726,
1691, 1493, 1455, 1428, 1403, 1374, 1247, 1216, 1202, 1180,
1092, 1068, 1036, 1023, 978, 933, 772em . '"H NMR (CDCly)
2.01 (s, 3H, COCH;), 2.09 [dt, | = 15.0 Hz, J' = 3.5 Hz, 2H, 10(12)-H,,
doh 216 |dt, J=15.0Hz J=45Hz 2H, 10(12)-H,,). 2.66 [dd.
I=175Hz, ['=45Hz, 2H, 6(8)H..xl. 290 [ddm, |=17.5Hz,
I =40Hz, 2H, 6(8)H;ul. 3.22 [pseudo quint, j=4.5Hz, 2H,
5(9)-Hl 5.24 (quint, J=45Hz, 1H, 11-H), 7.18 [m, 2H, 1(4)-H],
7.21 [m, 2H, 2(3)-H]. "*C NMR [CDCls) 21.5 (CHy COCH;), 349
[CHz, C10(12)), 39.6 [CH, C5(9)), 48.6 [CH2, C6{8)], 72.1 (CH, C11),
127.6 [CH, C2(3)]. 128.5 [CH. C1{4)]. 143.8 [C, C4a(C9a)]. 170.1
(C, COCH,), 2105 (C, C7). MS (EI), m/z (%); 258 (M", 0.2), 198
{[M—AcOH] ", 21}, 156 (17), 142 (16), 141 (100), 129 (28), 128
(28), 115 (21), 43 (16). Anal. Caled for CigHy505 (25832): C,
74.40; H, 7.02. Found: C, 74.10; H, 7.19.

4.1.4. N-Benzyl-(1,2,3,5.6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)Jamine hydrochloride, 12a HCl

To a solution of amine 7.HCI (251 mg. 1.00 mmol) in MeOH
(10 mL), NaBH:CN (95%, 135 mg, 2.04 mmol), AcOH (0.3 mL) and
benzaldehyde (106 mg, 1.00 mmol) were added and the mixture
was stirred at room temperature for 18 h. After concentration to
dryness, water (10 mL) was added to the residue and the mixture

was extracted with Et.O (4 « 15mL). The combined organic ex-
tracts were washed with 2N NaOH (3 = 25mlL). Dbrine
(2 » 25 mL), dried with anhyd Na.S0,, filtered and concentrated
in vacuo. The residue was taken in EtOAc and the amine 12a was
precipitated as its hydrochloride (225 mg, 66% yield) by adding
an excess of EL,O-HCL The analytical sample was obtained by crys-
tallization from EtOAc, mp 275-276 °C. IR 3100-2300 {max. at
2952, 2926, 2784, 2687, 2612, 2548, 2366), 1564, 1495, 1456,
1437, 1360, 1335, 1302, 1200, 1075, 1040, 1004, 966, 774, 761,
700cm . '"H NMR 1,78 [d, ] = 14.0 Hz, 2H, 6{13)-H.], 2.09 [d,
J=125Hz, 2H, 2(12)-Hew) 2.37 [dt, J=135Hz, J =55Hz, 2H,
6(13)Henga). 241-245 (m, 2 H, 2(12)-Haael. 3.34 [t, ] =5.5Hz,
2H. 1(7)-H]. 4.29 (5. 2H, CHa-CgHs). 4.63 (t, /=55 Hz, 1H, 5-H).
7.16 [m, 2H. 9(10)-H], 7.21 [m, 2H. 8(11)-H]. 7.44-7.48 (complex
signal, 3H, Ar-Hqa and Ar-Hpae) 7.51 (dd, /=7.5Hz, | = 2.0 Hz,
2H, Ar-Hamo). "*C NMR 33.2 [CHy, €6(13)). 361 [CH, C2012))
393 [CH, CU[7)]. 453 (CHa CH.-CgHs), 74.1 (CH, C5), 87.0 (C,
(C3), 128.3 [CH, €9(10}], 129.6 [CH, C8(11]], 130.2 (CH, Ar-Ciera)s
1305 (CH, Ar-Cpur) 1311 (CH, Ar-Commo) 1327 (C. Ar-Cpg)
145.9 [C, C7a(C11a)]. MS (El), m/z (%): 306 ([M+H]", 6), 305 (M~,
4), 150 (36), 149 [30), 129 (19), 128 (16), 115 (17), 91 (100), 65
(22). Anal. Caled for CayHy3NO-HCL (341.88): C, 73.78; H, 7.08; N,
4.10; CL, 10.37. Found: C, 73.82; H, 7.29: N, 4.01; €1, 9.89.

4.1.5. N-(2-Phenylethyl)-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-
dimethano-4-benzoxonin-3-yl)Jamine hydrochloride, 12b HCl

To a solution of amine 7 HCl (251 mg, 1.00 mmol) in MeOH
(20 mL), NaBHLCN (95%, 135 mg, 2.04 mmol), AcOH (0.3 mL) and
phenylacetaldehyde (120 mg, 1.00 mmol) were added and the
mixture was stirred at room temperature for 18 h. After concentra-
tion to dryness, water (15 mL) was added to the residue and the
mixture was extracted with Et;0 (4 <« 20 mL). The combined or-
ganic extracts were washed with 2N NaOH (3 « 20mL), brine
(2 x 20mL), dried with anhyd Na,S0,, filtered and concentrated
in vacuo to give a residue which was subjected to column chroma-
tography (silica gel, hexane/EtOAc 9:1) furnishing amine 12b
(192 mg, 6GO% yield). From a solution of 12b in EtOAC, its corre-
sponding hydrochloride was precipitated by adding an excess of
Et,O HCL The analytical sample was obtained by crystallization
fromt MeQH/Et:0, mp 280 281°C. IR 2951, 2921, 2900, 2786,
2753, 2720, 2439, 2362, 2340, 1579, 1484, 1456, 1361, 1332,
1218, 1100, 1065, 1041, 1004, 972, 763, 748. 702cm ', '"H NMR
1.74 [dd, J=140Hz, J'=15Hz, 2H, 6(13)-H.e] 202 [d,
J=13.0Hz, 2H, 2(12}-Hu ). 2.30-2.36 [complex signal, 4H, 6{13)-
Henge and 2{12)-H,,4, ), 3.00 (m, 2H, CH,-CgHs), 3.32 [complex sig-
nal, 4H, CH,-CH,-CHs and 1(7)-H]. 4.58 (t. ] = 5.5 Hz, TH, 5-H),
7.14 [m, 2H, 9(10)-H), 7.18 [m, 2H, 8[11)-H], 7.27 {tt, /= 7.5 Hz,
J =1.5Hz, TH. Ar-Hyye), 7.30 (dm. | =7.5Hz, 2ZH, Ar-Hye): 7.34
(tm, | =75 Hz, 2H, Ar-Heq) C NMR 33.1 [CHo, C6(13)], 33.6
(CHa. CHa~CgHs), 36.1 [CHa, C2(12)), 39.2 [CH, €1(7)). 425 (CHa,
CH;-CH:-CeHs), 74.0 (CH. C5), 86.7 (C, €3), 1283 [CH. C9(10)
and Ar-Cparal 129,66 [CH. C8(11)]), 129.72 (CH, Ar-Cono). 129.9
(CH, Ar-Cuew) 137.8 (C, Ar-Cipo), 1459 [C, C7a(C11a)]. MS (EI),
myz (%) 320 ([M+H]", 1), 319 (M", 1), 230 (20), 229 (100), 228
(27), 199 {73), 157 (39), 141 (22), 129 (49), 128 (19), 115 (25),
105 (23), 104 (33), 91 (28). Anal. Caled for CyyHasNO-HCI
(35591): C, 74.24; H, 7.36; N, 3.94; Cl, 9.96. Found: C, 73.88; H,
7.38: N, 395: 1, 1017,

4.1.6. N-Benzyl-N-methyl-(1,2.3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-
dimethano-4-benzoxonin-3-yljJamine hydrochloride, 13a-HCl
To a solution of 12a-HCI (341 mg, 1.00 mmol} in acetonitrile
(10mL), formaldehyde (0.78 mL, 37wt% in water solution,
10 mmol) and NaBHs;CN (198 mg, 3.00 mmol) were added. The
mixture was stirred for 30 min at room temperature, acetic acid
(0.4 mL) was added and the mixture was stirred al room tempera-
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ture for 2h. An additional portion of NaBH,;CN (198 mg.
3.00 mmol ) was added and the mixture was [urther stirred at room
temperature for 2 h. The mixture was concentrated to dryness, 2 N
NaOH (10 mL) was added and the suspension was extracted with
CH:Cly (3 » 15mL). The combined organic phases were washed
with H;0 (2 = 10 mL), dried with anhyd Na,S0,, filtered and con-
centrated in vacuo to give 13a (289 mg, 91% yield) as a white solid.
lts hydrochloride was obtained by adding an excess ol Et;0 HCl 1o
a solution of the amine in EtOAc, followed by fltration of the
formed precipitate, The analytical sample was obtained by crystal-
lization from MeOH/CH,Cl;, mp 235236 °C. IR 3500-2100 { max.
at 3428, 3031, 2945, 2933, 2845, 2399, 2304), 1624, 1496, 1456,
1436, 1410, 1396, 1361, 1333, 1306, 1222, 1197, 1176, 1131,
1079, 1059, 1033, 973, 958, 910, 868, 788, 778, 759, 737, 706,
699 cm ', "HNMR 1.79 [dd, | = 14.0 Hz, J' = 1.0 Hz, 2H, 6{13)-H,...].
2.18-2.48 [br signal, 6H., 2(12)-Hyya 2(12)-Hengo and 6(13)-Hugol.
2.74 (5. 3H, CH3-N). 3.40 [br s, 2H, 1(7)-H]. 3.96 (br signal, 1H,
CH,~CHs). 4.72 (t, J= 5.5 Hz, 1H, 5-H), 4.88 (br signal, 1H, CHy~
CgHs), 7:17 [m, 2H, 9(10)-H], 7.23 [m, 2H, 8(11)-H], 7.48-7.53
{complex signal, 5H, Ar-H benzyl). "*C NMR 33.0 [CH,, C6(13)].
33.4 (CH,, CHy-N). 33.8 [br CHy, C2(12)], 39.2 [CH, C1(7)], 548
(CH,, TH2-CsHs), 75.0 (CH, €5), 92.3 (C, C3), 1284 |CH. €9(10)].
129.7 [CH, €8(11)]. 1303 (CH, Ar-Cuee) 131.1 (CH, Ar-Coum).
131.3 (C, Ar-Cys) 1326 (CH, Ar-Como), 146.0 [C C7a(C11a)]. MS
(EL}, m/z (%): 319 (M*, 18), 164 (14), 163 (100). 162 (25), 91 (38).
Anal. Caled for Ca,HysNO-HCL.0.25H,0 (360.41): C, 73.32; H, 7.41;
N, 3.89; Cl, 9.84, Found; C, 73.30; H, 7.44; N, 4.00; Cl, 9.69.

4.1.7. N.N-Dibenzyl-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-
4-benzoxonin-3-ylJamine hydrochloride, 13b-HCl

A suspension of 12a-HCI (200 mg, 0.59 mmol), K;€0; (70 mg.
0.5 mmol), benzyl chloride [0.11 mL, 1.00 mmol) and Nal {65 mg,
0.43 mmol) in acetonitrile (10 mL) was heated under reflux for
24 h, To the cold mixture, AcOEt (30 mL) was added and the solu-
tion was washed with water (3 = 20 mL). The organic layer was
dried with anhyd Na,SO,, filtered and concentrated in vacuo to
give a residue which was subjected to column chromatography
(hexane/EtOAc 99:1) gave 13b (172 mg, 74% yield). Its hydrochlo-
ride was obtained by adding an excess of Et;0-HCl to a solution of
the amine in EtOAc, followed by fltration of the formed precipi-
tate. The analytical sample was obtained by crystallization from
MeOH/Et0, mp 268-270 °C, IR 3500-2300 (max. at 3356, 3041,
2936, 2916, 2843, 2471), 1625, 1492, 1458, 1333, 1225; 1198,
1078, 1064, 1041, 964, 853, 747, 696 cm '. 'H NMR 1.81 [d,
J=13.5Hz, 2H, 6{13)-H..,], 2.36-2.50 [complex signal, 4H, 2(12)-
Hexo and 6(13)H,.40), 2.60 (br s, 2H, 2(12)-H.u40), 343 [br 5, 2H,
1(7)-H], 4.22 (4, ) = 12.5 Hz, 2H, 2CH,~CgH5), 4.80 (br s, 1H, 5-H),
4.89 (d, J=12.5Hz 2H, 2CH,-CgHs ), 7.13-7.20 [complex signal,
6H, 9(10}-H and 2 Ar-H,u.). 7.21-7.32 [complex signal, 6H,
8(11)-H and 2 Ar-H .}, 7.33-7.40 (br signal, 2H, 2 Ar-H,..). "'C
NMR 33.0 [CHa, C6(13)), 34.3 [CH3, C2(12)], 39.3 [CH, C1(7)], 54.2
(CHz2, 2CH2-CsHs), 75.0 (CH, C5), 94.8 (C, C3), 128.4 |CH, C9(10)].
129.7 [CH, C8(11)]. 130.0 [CH, 2 Ar-Ciewal, 1306 (CH, 2 Ar-Cpom).
132.4 (CH, 2 Ar-Coymo). 132.0 (C, 2 Ar-Cype) 146.1 [C, C7a(CT11a)].
MS (El). mfz (%): 396 ([M+H]", 6). 395 (M~ 13), 239 (28), 148
(42)., 129 (20}, 106 (28). 91 (100). Anal. Caled for
CosHaaNO HCLO5H.0 (441.01): €, 76.26; H. 7.09; N, 3.18; Cl,
8.04. Found: C, 76.36; H, 7.11; N, 3.23; Cl, 8.06.

4.1.8. N-Methyl-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)amine hydrochloride, 14 -HCI

A suspension of 13a-HCI-0.25H,0 (465 mg, 1.29 mmol) and 5%
Pd|C (50% in water, 100 mg) in absolute EtOH (50 mL) was hydro-
genated at 38 atm and 100 °C for 24 h. The suspension was filtered,
the residue was washed with EtOH and to the combined organic
filtrates an excess of Et,0-HCl was added. Evaporation of the sol-

vents from the filtrate in vacuo followed by crystallization of the
residue from MeOH/Et;0 gave 14 HCI 0.25H,0 (287 mg, 82% yield),
mp 265-266°C, IR 3500-2400 (max. at 3429, 2945, 2918, 2840,
2798, 2754, 2682, 2485, 2412), 1624, 1481, 1453, 1336, 1227,
1198, 1163, 1089, 1072, 1042, 971, 758 cm . '"H NMR 1.74 [dd,
J=14.0Hz, = 1.0Hz 2H, 6(13)-H.ol. 2.00 |d, f=13.0Hz 2H,
2(12)-H,,], 2.24-2.28 |m, 2H, 2{12)-H.40], 2.32 (dt, ] =135 Hz,
I =55Hz 2H, 6{13)}Huuql. 2.67 (s, 3H, CH3-N), 3.30-3.33 [br t,
J=5.5Hz 2H, 1{7)-H], 457 (. J=55 Hz, 1H. 5-H), 7.14-7.17 |m,
2H, 9(10)-H). 7.18-7.20 |m. 2H, &{11}-H]. 'C NMR 25.7 (CH,,
CH3-N). 33.1 |CHa, €6(13)), 35.8 [CHa, €2(12)], 39,1 [CH, C1{7)
74.0 (CH, C5). 85.9 (C, C3), 128.3 [CH, C9(10)). 129.7 [CH, C8(11)).
1459 [€, C7a(C11a)]. MS (El), myz (%): 230 ([M+H]". 21), 229 (M ",
15), 156 (22), 141 (28), 129 (18), 115 (14), 75 (15), 74 (100), 73
(74). Anal. Calcd for CysHoNO-HCI0.25H;0 (270.29): C, 66.66: H,
7.64; N, 5.18: C1, 13.12. Found: C, 66.67; H, 7.66; N, 5.23: Cl, 13.48.

4.1.9. N-Propargyl-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)amine hydrochloride, 15-HCl and N,N-dipro-
pargyl-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-benzo-
xonin-3-yl)amine hydrochloride, 16 HCl

A suspension of 7-HCI (275 mg, 1.09 mmol), K,CO; (180 mg,
1.28 mmol), propargy! bromide (0.16 mL, 80% solution in toluene,
144 mmol) and Nal {15 mg, 0.1 mmol) in acetonitrile {15 mL)
was heated under reflux for 18 h. After concentration to dryness
in vacuo, the residue was taken in CH,Cl; (20 mL) and the solution
was washed with water (3 = 10 mL). The organic layer was dried
with anhyd Na.50,, filtered and concentrated in vacuo to give a
residue which was subjected to column chromatography (hex-
ane/EtOAc mixtures) affording 16 (hexane/EtOAc 97:3, 129 mg,
40% yield) and 15 (hexane/EtDAc 95:5, 108 mg, 34% yield). The
hydrochlorides of 15 and 16 were obtained by adding an excess
of Et;0-HCl te a solution of the amine in EtOAc, followed by filtra-
tion of the formed precipitate. 15: mp 230-231 °C (EtOAC/EL0). IR
3500-2450 (max. at 3448, 3285, 3]99. 2994, 2919, 2844, 2761,
2734, 2699, 2647, 2580, 2392), 2123, 1569, 1455, 1434, 1336,
1218, 1198, 1070, 1050, 1039, 1018 1007, 964. 760. 740,
705cm ' "H NMR 1.74 [d. J=14.0 Hz, 2H. 6{13)-H,,.]. 1.99 [d,
J=13.0Hz, 2H, 2(12)-H.y,|. 2.29-2.35 [complex signal, 4H, 2(12)-
Hendo and 6(13)-Heuaol. 3.20 (L. f= 2.5 Hz, 1H, CH,C - CH), 3.31 [t,
J=55Hz, 2H. 1(7)-H]. 4.03 (d, = 2.5 Hz, 2H, CH,C ~CH), 4.58 (t,
J=55Hz, 1H, 5-H), 7.15 [m, 2H, 9(10)-H}, 7.19 [m, 2H, 8(11)-H}.
*C NMR 306 (CH,, CHC—CH), 33.0 [CHy C€6(13)], 36.0 [CHy,
€2(12)); 39.1 [CH. CI1(7)], 74.2 (CH, CH;C ~(H), 75.3 (CH, ©5),
78,6 (C, CH,C—CH), 86.8 (C, C3), 128.4 [CH, €9(10)], 129.7 [CH,
C8(11)], 145.8 [C, C7a(C11a)]. MS (EI), m/z (%): 253 (M ", 18), 252
(14), 238 (36), 210 (19), 157 (48), 156 (63), 155 (32), 143 (25),
142 (32), 141 (100), 129 (76), 128 (70} 115 (66), 97 (87), 96
(63). Anal. Caled for Cy;H;oNO:1.05HCI (291.63): €, 70.02; H,
6.93; N, 4.80; Cl, 12.76. Found: C, 69.84; H, 7.01; N, 4.72; Cl,
12.81. Compound 16: mp 172-173 °C. IR 3276, 3227, 3167, 2930,
2911, 2429, 2221, 2117, 1731, 1491, 1452, 1433, 1358, 1335,
1260, 1218, 1135, 1122, 1075, 1065, 1034, 967, 905, 767, 729,
694cm ', "H NMR 1.67 [dd, J = 13.5Hz,J = 1.5 Hz, 2H, 6{13)-H..].
2.06 [d./=13.5Hz, 2H, 2(12)-H... ). 2.22-2.27 [complex signal, 4H,
2012 -Hengo and 6013 Hongo) 2.79 (s, 2H. 2CH:C=CH). 3.22 |t
J=6.0Hz, 2H. 1(7)-H], 3.97 (s, 4H, 2CH,C CH), 4.48 (1, ] = 5.5 Hz,
1H. 5-H), 7.11 [m, 2H, 9(10)-H], 7.15 [m. 2H, 8(11)-H], "’C NMR
33.5 [CH;, C6(13)), 36.17 (CH., 2CH.C-CH), 36.21 [CH;, €2(12)),
39.8 [CH. CI(7)], 73.7 {CH, C5). 76,5 (CH, 2CH,C CH), 78.7 (C,
2CH,C—CH), 88.7 (C. C3), 128.0 [CH, C9(10)}. 129.5 [CH. CB(11)}.
1466 [C, €7a(C11a). MS (EL), m/z (%): 291 (M, 12). 290 (20).
276 (50), 209 (24), 195 (18), 181 (16), 169 (28), 168 (18), 167
(18), 157 (60), 155 (39), 154 (20), 153 (23). 143 (34), 142 (39),
141 (90). 135 (33). 134 (38), 130 (20), 129 (100), 128 (76). 127
(24), 116 (20), 115 (77), 91 (24). Accurate mass measurement

289
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(ESI+) caled for [CagH22NO+H|™: 292.1696, Found: 292.1689, Anal.
Calcd for the free base CogHyNO (291.39): C, 82.44; H, 7.26: N,
4.81. Found: C, 82,12; H, 7.39; N, 458,

4.1.10. N,N-Dimethyl-(1.2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimeth-
ano-4-benzoxonin-3-ylJamine hydrochloride, 17a HCl

To a cold (0°C) solution of 7 (503 mg, 200mmol) in Et:0
{10mL), formaldehyde (35mlL 37wt® in water solution,
44.4 mmol) and, dropwise, formic acid (3.0 mL, 80 mimol) were
added and the mixture was stirred at 80 °C for 24 h, The mixture
was allowed to cool to room temperature, was diluted with Et,0
(20mL), 5N NaOH (10 mL) was added dropwise and the suspen-
sion was stirred at room temperature for 15 min. The organic layer
was separated and the aqueous phase was extracted with Et,0
(4 « 20 mL). The combined organic phases were washed with brine
(30 mL), dried with anhyd Na,S0,, filtered and concentrated in va-
cuoto give 17a (447 mg, 92% yield). Its hydrochloride was obtained
by adding an excess of Et.0-HCl to a solution of the amine in EtOAc,
followed by filtration of the formed precipitate. The analytical sam-
ple was obtained by crystallization from MeOH/Et0, mp 263-
264 °C. IR 3500-2300 (max. at 3370, 3320, 3016, 2961, 2946,
2915, 2844, 2612, 2583, 2507, 2401), 1616, 1479, 1452, 1433,
1390, 1361, 1335, 1222, 1196, 1166, 1154, 1122, 1074, 1051,
1030, 1003, 965, 956, 909, 790, 613¢m . 'H NMR 1.75 [dd,
J=14.0Hz, J=1.0Hz, 2H, 6{(13)-Hw). 2.14 [d, J=13.0Hz 2H,
2012} Heso). 2.23-2.27 [m, 2H, 2(12)-Hengol. 2.32 (dt, J=13.5 Hz,
I =5.5Hz, 2H, 6{13)-Huul. 2.85 (5. 6H, CHy-N), 3.34-3.37 [br &,
J=55Hz, 2H, 1{7)-H], 463 (t. /=55 Hz, 1H, 5-H), 7.16 [m, 2H,
9(10)-H]. 7.21 [m, 2H. 8(11)-H]L. "*C NMR 32.9 [CH,. C6{13)]. 33.4
[CH, €2{12)]. 36.8 (CH3, CH;-N). 39.0 |CH, C1{7)]. 74.6 (CH, C5).
090.8 (C, C3), 128.3 |CH. C9(10)]. 129.7 [CH. C8(11)]. 1458 [C,
C7a(C11a)). MS (E1), m/z (%): 243 (M~, 19), 141 (19), 129 (17).
128 (17), 115 (19), 87 (100), 72 (24). Anal, Calcd for
CisHzNO-HCIO5H,0 (288.82): €, 66.54; H, 8.03; N, 485; Cl,
12.28. Found: C, 66.74; H, 8.10; N, 4.93; Cl, 11.93.

4.1.11. N,N-Diethyl-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-
4-benzoxonin-3-yl)Jamine (2R,3R)-tartrate, 17b-(2R,3R)-tartrate
To a solution of 7HCI (251 mg. 1.00mmol) in methanol
(13 mL), NaBH,CN (95%, 145 mg, 2.19 mmol), AcOH (0.4 mL) and
acetaldehyde (0.33 mL, 5.9 mmol) were added and the mixture
was stirred at room temperature for 8 h. An additional portion of
NaBH;CN (95%, 77 mg, 1.16 mmol) and acetaldehyde (0.16 mL,
2.9 mmol ) were added, the mixture was stirred af room tempera-
ture for 10h and then it was concentrated in vacuo to dryness,
Water (20 mL) was added to the residue, the suspension was basi-
fied with 1N NaOH (8mL) and was extracted with EtOAc
{3 « 10 mL). The combined organic extracts were washed with
brine (2 « 10 mL), dried with anhyd Naz50., filtered and concen-
trated in vacuo to give 17b as an oil (246 mg, 91% yield). An analyt-
ical sample of the (2R.3R)-tartrate of 17b was obtained by adding
1 equiv of (2R3R)-(+)-tartaric acid in MeOH (15 mL) to a solution
of 17b in ELOAc [ 15 mL), evaporation to dryness and crystallization
from 2-propanol, mp 167 168 “C, IR 3600-2500 (max. at 3321,
3277, 2926, 2857, 2666), 1733, 1579, 1417, 1335, 1306, 1264,
1216, 1135, 1076. 1067, 1034, 968, 901, 789. 772, 680cm . 'H
NMR 139 (t, J=7.5Hz, 6H 2CH;CH;), 1.74 [dd, |=14.0Hz,
J =1.0Hz, 2H, 6[13}-H.wl. 2.16 [d, J=12.5Hz, 2H, 2{12}-Hewl.
2.30-2.36 [complex signal, 4H, 6{13)-Howe and 2(12)-Huuiol.
3.30-3.38 [complex signal, 6H, 2CH,—CH; and 1{7)-H), 4.40 (s, 2
H, 2CHOH tartaric acid), 4.63 (t, J = 5.5 Hz, 1H, 5-H), 7.15 |[m, 2H,
9(10)-H], 7.20 [m, 2H, 8(11}-H]. C NMR 124 (CH;, CHyCH,),
33.0 [CHs, C6(13)] 34.0 [CH, C212)]. 39.1 [CH. €1(7)]. 459
(CHz. 2CH,-CH3), 74.0 (CH, 2CHOH tartaric acid), 74.5 (CH, C5),
93.0 (C, C3), 1283 [CH, CO(10)]. 129.7 [CH, C8(11)}. 146.0 |[C,
C7a(Cl1a)). 1765 (C, 2CO;H). MS (El), mfz (%): 272 (|M+H]", 13),

271 (M7, 6), 141 (19), 129 (30), 128 (19), 116 (38), 115 (100),
100 (46), 72 (19). Anal. Calcd for CigHasNO-CiHgOg-1.5H.0
(448.51): C, 58.92; H, 7.64; N, 3.12. Found: C, 58.68; H, 7.76; N,
2.79.

4.1.12. N-(1,2,3,5,6,7-Hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-benzo-
xonin-3-yl)piperidine hydrochloride, 18 HCI

To a solution of 7-HCI {590 mg, 2.37 mmol) in DMF (8.0 mL), an-
hyd Et:N (1,32 mL, 9.45 mmol) was added and the suspension was
stirred at room temperature for 2 h. 1,5-Dibromopentane (.53 mlL,
3.88 mmol) was added and the mixture was heated at 60 °C for
26 h. To the cold mixture, water {30 mL) was added and the solu-
tion was extracted with EtOAc (4 « 30 mL). The combined organic
extracts were washed with water (5 » 15 mL), dried with anhyd
Na,50, and filtered. Excess of Et,0-HCl was added and the solution
was concentrated in vacuo to dryness to give 18-HCl (348 mg, 46%
yield). The analytical sample of 18 HCl was obtained by crystalliza-
tion from MeOH/Etz0, mp 187 - 188 “C. IR 3016, 2946, 2914, 2856,
2643, 2599, 2543, 2480, 2459, 2375, 1492, 1452, 1440, 1426, 1331,
1220, 1198, 1113, 1098, 1077, 1048, 1029, 1014, 970, 896, 753,
674cm ', '"H NMR 1.54 (br s, 1H, piperidine 4-H,), 1.74 [dd,
J=14.0Hz, f = 1.0Hz, 2H, 6(13}-H,.], 1.76-1.99 [complex signal,
5H, piperidine 4-H.,, 3(5)-Hy and 3(5)-He]. 2.14 [d, /=125 Hz,
2H, 2(12)-Hexo), 2.30-2.35 [complex signal, 4H, 2(12)-Hepgo and
6(13)-Henao). 2.96 |br s, 2H, piperidine 2{6)-H,.). 3.34 [t, ] = 5.5 Hz,
2H, 1(7)-H]. 3.71 [br s, 2H, piperidine 2(6)-H,]. 4.63 (t, ] =5.5 Hz,
1H, 5-H), 7.15 [m. 2H, 9(10)-H] 7.19 [m, 2H, 8(11)-H]. "*C NMR
23.4 (CHa, piperidine C4), 24.5 [CH;, piperidine C3(5)]. 33.1 [CH.,
C6(13)]. 339 [CH.. €2(12)]. 39.1 [CH. C1(7)]. 47.7 |CH,, piperidine
C2(6)]. 74.6 (CH, C5), 91.4 (C, C3), 1284 [CH. C9(10]). 129.7 |CH,
C8(11)], 146.0 [C. C7a(C11a)). MS (EI), m/z (%): 283 (M, 20), 141
(15), 129 (18), 128 (27), 127 (100), 115 (13), 112 (18). Anal. Caled
for CioHasNO-HCI (319.87): C, 71.34; H, 8.19; N, 4.38; Cl, 11.08.
Found: C, 70,91; H, 8.28: N, 4.27; Cl, 1096,

4.1.13. 2-[(1,2.3,5,6,7-Hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)amino]acetamide hydrochloride, 19 HCl

A suspension of 7-HCl (190 mg. 0.75 mmol}, K2COy (123 mg,
0.88 mmaol), 2-chloroacetamide (93 mg, 094 mmal} and Nal
{15 mg, 0.1 mmol) in acetonitrile (10 mL), was heated under reflux
for 18 h and then it was concentrated in vacuo to dryness. CH.Cly
{20 mL) was added to the residue, the organic solution was washed
with water (3 = 10 mL), was dried with anhyd Na,50,, filtered and
concentrated in vacuo to give an oily residue, Calumn chromatog-
raphy (silica gel) gave starting amine 7 (hexane/EtOAc 4.6, 31 mg)
and acetamide 19 (EtOAc/MeOH 95/5, 91 mg, 55% yield based on
unrecovered starting material). Its hydrochloride was obtained by
adding an excess of EL,O-HC to a solution of the amine in Et,0, fol-
lowed by filtration of the precipitated solid, mp 254-255C. IR
3600-2400 (max. at 3563, 3322, 3176, 3057, 2934, 2722, 2613,
2402), 1683, 1622, 1558, 1493, 1453, 1435, 1418, 1400, 1361,
1335, 1304, 1219, 1197, 1075, 1039, 969, 759cm "."H NMR 1.74
[d, J=13.5Hz 2H, 6(13}-Hewl, 1.99 [d, | = 13.0 Hz, 2H, 2{12)-Hu.],
2.28-2.34 [complex signal, 4H, 2(12)-H g and 6{13}-Hya] 3.30
[t. J=55Hz, 2H, 1(7)-H]. 3.90 (s. 2H, CH,CONH;), 457 (1,
1=55Hz, 1H, 5-H), 7.15 [m, 2H. 9(10}-H], 7.19 [m. 2H. 8(11}-H].
3C NMR 33.1 [CHy, C6(13)], 36.1 [CHy, €2(12)], 39.2 [CH, C1(7)),
420 (CHs, (H,CONH.), 74.1 (CH, C5), 86.5 (C, C3), 1283 [CH,
€9(10)], 129.7 [CH, C8(11)], 1459 |C, C7a(C11a)], 168.9 (€, CO)
MS (EI), m/z (%): 274 (6), 273 ([M+H]', 10), 272 (M"*, 6), 256 (12),
231 (14), 230 (45), 229 (69), 228 (41), 201 (30), 200 (49), 199
(34). 158 (46), 157 (68). 156 (41), 155 (32), 143 (23), 142 (38),
141 (80), 130 (50). 129 (100). 128 (52), 117 (38), 116 (97}, 115
(59). 99 (50). Anal. Caled for CigHoN20z-HC10.75H,0 (322.32): C,
59.62; H, 7.04; N, 8.69; Cl, 11.00. Found: C, 59.94; H, 6.96; N,
8.61; (1, 10.95.
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4.1.14. 1.2,3,5.6,7-Hexahydro-5-methyl-1,5:3,7-dimethano-4-
benzo-xonin-3-ol, 21a
To a flask containing anhyd toluene (100 mL) at 0°C, methyl-

magnesium bromide (84 mL, 3 M in Etz0, 0.25 mol) was added.
Then, a solution of 20 (11.00g 51.4 mmol) in anhyd toluene
(300 mL) was added dropwise, keeping the temperature between

10 and 0 °C. The mixture was allowed to reach room temperature
with stirring overnight. An aqueous solution of NH,Cl {10%) was
added until the resulting precipitate was completely dissolved.
The organic phase was separated and the aqueous one was ex-
tracted with CH.CL (4 » 20 mL). The combined organic extracts
were dried with anhyd Na; S0y, filtered and concentrated in vacuo
to gj.\:l:_e a white solid (11.7 g, 99% yield), mp 169-170 (lit. 167~
169).'"

4.1.15. 5-Ethyl-12,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-ol, 21b

To a flask containing anhyd toluene (50 mL) at 0 °C, ethylmag-
nesium bromide (40 mL, 3 M in Et;0, 0.12 mol) was added. Then,
a solution of 20 (5.00 g, 23.4 mmol) in anhyd toluene (150 mL)
was added dropwise, keeping the temperature between - 10 and
0 “C, The mixture was allowed to reach room temperature with
stirring overnight. An aqueous solution of NH.CI (10%) was added
until the resulting precipitate was completely dissolved. The or-
ganic phase was separated and the aqueous one was extracted
with CH;Cl; (4 =« 50 mL). The combined organic extracts were
dried with anhyd Na;S0,, filtered and concentrated in vacuo to
give a white solid (5.14 g, 90% vield), mp 155 “C { methanol/Et20),
IR 3321, 3071, 3026, 2973, 2958, 2934, 2912, 2874, 2837, 1495,
1458, 1439, 1426, 1357, 1347, 1279, 1246, 1164, 1140, 1125,
1112, 1007. 970. 945, 910, 760, 662 cm . 'H NMR (CDCl) 0.88
(t.J=7.7 Hz, 3H, CH.CH4), 1.56 (g, | = 7.7 Hz, 2H, CH>CH4 ), 1,62 [un-
solved dt, /=13.5Hz, 2H, 6(13)-H..). 1.84 [ddm, J=13.5Hz,
J=6.0Hz, 2H, 6(13)}Heal 1.91 [dt, J=13.0Hz, J =15 Hz, 2H,
2(12)-Hu), 199 [ddm, J=13.0Hz, ) =60Hz 2H, 2(12)-Heausl.
3.1-3.5 (br signal, 1H, OH), 3.22 [ut, J=6.0Hz, J =1.5Hz, 1H,
1{7)-H], 7.14 |pseudo s, 4H, 9(10)-H and 8{11)-H]. "C NMR
(100.6 MHz, CDCly) 7.4 (CHs, CHaCH), 359 [CH2 €6(13)], 37.0
(CH2, (H.CH,). 39.4 [CH, C1(7)]. 39.8 [CHa, C2(12)], 78.3 (C. C5).
94.7 (C, C3), 126.7 [CH, C9(10)], 1284 [CH, CB(11}], 1453 [C,
C€7a(C11a)). MS (EL), mfz (%) 245 (18), 244 (M", 100), 215 (18),
184 (38), 172 (26), 169 (29). 157 (35), 156 (28), 155 (33). 129
(85), 128 (42), 115 (47). Anal. Calcd for CsH200; (244.33): C,
78.65; H. 8.25. Found: C, 78.59; H, 8.20.

4.1.16. N-{1,2,3,5,6,7-Hexahydro-5-methyl-1,5:3,7-dimethano-
4-benzoxonin-3-yl)acetamide hydrochloride, 22a

A mixture ol alcohol 21a (500 mg, 2.17 mmol), acetonitrile
(10mL) and concentrated H,504 (0.1 mL, 1.87 mmol) was stirred
under reflux for 18 h. The mixture'was allowed to cool to room tem-
perature, water {20 mL) was added and the solution was extracted
with EtOAc (3 < 10mL). The combined organic extracts were
washed with brine (2 « 10 mL), dried with anhyd Na,S0,, filtered
and concentrated in vacuo to give 22a as a white solid (477 mg,
81% yield). The analytical sample of 22a was obtained by crystalli-
zation from CHyCly, mp 172-177 °C. IR 3239, 3042, 2973, 2917,
1635, 1540, 1495, 1448, 1432, 1372, 1284, 1226, 1174, 1040, 982,
841, 762, 738, 603cm™". 'H NMR (CDCl5) 1.22 (s, 3H, CH3), 1.65
[dm, | = 13.5 Hz, 2H, 6{13)-H.y], 1.91 [overlapped dd, j = 13.5 Hz,
J=60Hz, 2H, 6(13)-Heme]. 1.93 (5. 3H, COCH,), 201 |dd,
J=135Hz, [=55Hz 2H, 2{12)}-He]. 2:56 [d, [=135Hz, 2H,
2(12)-Hengel): 3.12 (. ) =6.0 Hz, 2H, 1{7)-H]. 5.76 {s. 1H, NH), 7.08-
7.12 [complex signal, 4H, 9(10)-H and 8(11)-H]. '*C NMR (CDCl;)
24.4 (CH4, COCH3), 31.4 (CHy, C5-CH3), 37.2 [CH2, €2(12)], 38.68
[CH, €1(7)], 38.72 [CH,. C6(13)], 73.7 (C, C5). 84.1 (C, C3). 1266
[CH, CO9(10)], 1283 [CH, C8(11)], 145.1 [C, C7a{C11a)], 168.1 (C,

COCHs). MS (EI), mfz [%): 272 (20), 271 (M”, 100}, 253 (16), 212
(44), 198 (33), 197 (19), 194 (25), 170 (88), 169 (42), 157 (46),
156(30), 155 (74), 142 (267, 129(56), 128 (40), 115 (30), Anal, Calcd
for Cy7H2;NO2:0.15CH:Cly (284.10%: C, 72.51: H, 7.56; N, 4.93.
Found: C, 72,16; H, 7.54; N, 4.82.

4.1.17. N-(5-Ethyl-1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)acetamide, 22b

A mixture of aleohol 21b (350g 143 mmol), acetonitrile
(75 mL) and concentrated H,50; (0.6 mL, 11.3 mmol) was stirred
under reflux for 18 h. The solution was allowed to cool to room
temperature, water (150 mL) was added and the mixture was ex-
tracted with EtOAc (3 « 100 mL). The combined organic extracts
were washed with brine (2 « 50 mL), dried with anhyd Na,50,, fil-
tered and concentrated in vacuo to give a residue (1.62 g), which
was subjected to column chromatography {hexane/EtOAc mix-
tures) to give, in order of elution, acetamide 22b (860 mg, 22%
yield) and 23 (630 mg. 13% yield) as white solids. The analytical
samples of 22b and 23 were obtained by crystallization from
CH.Cla,

Compound 22b, mp 191-192 °C. IR 3219, 3029, 2919, 2841,
1639, 1537, 1493, 1451, 1435, 1369, 1347, 1279, 1220, 1199,
1166, 1145, 1056, 1045, 1028, 988, 944, 840, 833, 764, 736, 627,
609 cm . 'H NMR (CDCl;) 0.87 (t. J=7.5Hz, 3H. CH3CHy), 1,50
la. J=7.5Hz, 2H, CH:CH,l, 1.64 |d, /=13.0 Hz, 2H, 6(13}-H.wl.
186 [dd, J=13.0Hz ['=55Hz, 2H, 6{13)-Haua], 1.93 (s, 3H,
COCH3), 1.99 [dd, /= 13.0Hz, J =5.5Hz, 2H, 2(12)-H.]. 259 [d,
J=13.0Hz, 2H, 2(12)}-Honaul. 3.14 [t. J=5.5Hz 1H, 1{7}-H]. 5.78
(s, 1H, NH}, 7.08-7.12 [complex signal, 4H, 9(10)-H and 8{11)-H].
V3¢ NMR (100.6 MHz, CDCly) 7.1 (CH3, CHoCHa ), 24.3 (CHy, COCH3),
36.3 [CH.. €6(13)) 37.1 (CHa. CH2CH5). 37.6 [CHa, €2(12)). 385
|CH, C1{7)]. 75.7 (C. C5). 84.0 (C, C3), 1266 [CH, C9(10)]. 128.3
[CH. C8(11)]. 145.3 [C, C7a(C11a)}. 168.1 (C, CH4CO). MS (EI), m/z
(%): 286 (16), 285 (M", 81), 226 (44), 208 (22), 198 (59), 197
(35), 185 (27), 184 (74), 170 (34), 169 (92), 157 (60), 156 [50),
155 (100), 154 (32). 143 (26), 142 (25), 141 (35), 129 (80), 128
(59), 115 (44), 43 (42). Anal. Caled for CgHy5NO; (285.39) C,
75.76; H, 8.12: N, 491. Found: C, 75.88; H, 8.22; N, 4.84.

7.9-Bisacetamido-6,7.8,9,10,11-hexahydro-8-methyl-5.9:7,11-
dimethano-5H-benzocyclononene, 23, mp 261262 °C. IR 3406,
3291, 3081, 2969, 2923, 2862, 1662, 1560, 1496, 1446, 1368,
1348, 1320, 1297, 1130, 1074, 1034, 970. 942, 759. 657,
601cm . '"H NMR 1.01 (d. J=7.5 Hz, 3H, C8-CH,), 1.91 (5, 6H,
2C0CH,), 1.95 |d. j=135H2z. 2H, 6{13)-H.w]. 2.06 [dm, 4H,
10012)-Hewo and 2(13)-Heuao). 2.58 [ddd. J=13.5Hz, | =65 Ha,
I"=2.5 Hz, 2H, 10(12)-Hey0), 3.07 (overlapped t, | =7.0 Hz, 1H, 5-
H), 3.09 (overlapped t, /=7.0Hz, 1H, 11-H), 3.16 (q. J=7.5 Hz,
1H, 8-H), 5.09 (s, 2H, 2 NH), 7.01-7.11 {complex signal, 4H, Ar-
H). "*C NMR 86 (CHs C8-CHs), 246 (CHs COCH,). 33.3 [CHy,
€6(13)]. 39.0 [CH,. C10(12)]. 39.6 (CH) and 39.8 (CH) (C5 and
C11), 40.9 (CH, C8), 57.7 |C, C7(9)], 126.5 [CH) and 126.7 (CH)
(€2 and €3), 127.8 (CH) and 128.2 (CH) (C1 and C4), 1453 (C)
and 1459 (C) (C4a and Cl11a), 169.1 (C, 2C0CH:). MS (El), m/z
(%): 327 (23). 326 (M7, 100), 283 (22), 267 (31), 224 (23}, 209
(25), 208 (92), 198 (20), 193 (50), 186 (41), 179 (22), 169 (42).
168 (79), 167 (31). 156 (42), 141 (48), 129 (26), 128 (31). 115
(24). Anal. Caled for CooHasN20;1.25H,0 (348.96); C, 68.84; H,
8.23; N, 8.03. Found: C, 68.98; H, 8.27; N, 8.01,

4.1.18. (1,2,3,5,6,7-Hexahydro-5-methyl-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)amine hydrochloride, 28a

A mixture of acetamide 22a (4.00 g, 14.7 mmol), water (188 mL)
and concentrated HCl (24 mL. 288 mmol) were heated under reflux
for 24 h. The solution was cooled to 0 °C and the title compound
precipitated as a white solid that was filtered and washed with
cold water {2 « 20mL) and EtOAc (1 « 20ml) to give 28a-HCl

291
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(2.72 g, 87% yield, based on unrecovered starting compound), The
aqueous layer was extracted with EtOAc (3 ~ 40 mL) and the com-
bined organic extracts were dried with anhyd Na.50,, filtered and
concentrated in vacuo to give starting 22a as a white solid (0.8 g).
The analytical sample of 28a-HCl was obtained by crystallization
from MeOH/Et.0, mp >285 “C {dec). IR 3500-2500 (max. at 3439,
3187, 3131, 3075, 3019, 2985, 2924, 2845, 2731, 2666, 2621,
2554, 2504), 2039, 1602, 1516, 1490, 1451, 1286, 1236, 1214,
1177, 1046, 1020, 993, 836, 755cm '. "H NMR 1.29 (s, 3H, CH,).
1.71 [d. ] = 14.0 Hz, 2H, 6{13)-Hey,). 1.93 [d./ = 13.0 Hz, 2H, 2(12}-
Hexo), 1.98 [dd, j= 130 Hz, J' = 6.0 Hz, 2H, 6{13)-H.u). 2.15 [dd,
J=115Hz, I'=65Hz, 2H, 2012V Henuo):. 3.30 (1, J=55Hz, 2H,
1{7)-H], 4.87 (s, mobile H), 7.14-7.19 [complex signal, 4H, 9(10}-
H and 8(11)-H]. "*C NMR 31.3 (CHy. C5-CH,), 37.3 [CH2 C2(12)).
39.0 [CH,, C6{13)] 39.6 [CH, C1(7)), 7655 (C, C5), 84.0 (C, C3),
129.3 [CH, C9(10)], 129.6 [CH, C8(11)], 145.7 |IC, C7a(C11a)]. MS
(EL), miz (%): 230 ([M+HT', 26), 229 (M*, 30), 171 (25}, 170 (100),
155 (67), 143 (18), 129 (27), 128 (23), 115 (21). Anal. Caled for
Ci5HaNO:1,1HCI.0.4H;0 (276.63): C, 65.13; H, 7.62; N, 506; Cl,
14.10. Found: C, 65.05; H, 7.66; N, 5.40; Cl, 13.84.

4.1.19. (5-Ethyl-1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-dimethano-4-
benzoxonin-3-yl)Jamine hydrochloride, 28h

(a) From 22b; A mixture of acetamide 22b (380 mg. 1.33 mmal),
water (18 mL) and concentrated HCl (23 mL, 27.6 mmeol) was
heated under reflux for 24 h. The solution was cooled to 0 °C and
the title compound precipitated as a white solid that was filtered
and washed with cold water (5mL) and EtOAc {2 = SmL) to give
28b-HCl (300 mg, 81% yield, 90% based on unrecovered starting
compound), The combined organic phase was dried with anhyd
Na 50y, filtered and concentrated in vacuo to give starting 22b as
a white solid (40 mg). The analytical sample of 28b HCl was ob-
tained by crystallization from MeOH/Et:0, mp >300 °C (dec). IR
3600-2500 (max. at 3501, 2967, 2879, 2676, 2623, 2535), 1592,
1508, 1494, 1465, 1453, 1436, 1354, 1335, 1286, 1237, 1218,
1174, 1057, 1033, 985, 897. 836, 754cm '. 'H NMR 093 (1,
J=75Hz, 3H, CH;CH;), 1.58 [q, J= 7.5 Hz, 2H, CHi(H;], 1.67 [d.
J=135Hz, 2 H, 6(13)-H...], 1.93 |d. J=12.5Hz, 2H, 2(12)}-H.l.
1.97 loverlapped dd. J = 13.5 Hz. J' = 6.0 Hz, 2H, 6(13)-Huea). 2.14
[ddm, |=135Hz, | =5.5Hz, 2H, 2(12)-Hus). 331 [t. ]=6.0Hz,
2H, 1(7)-H|, 4.86 (s, mobile H), 7.14 [m, 2H, 9(10)-H], 7.17 [m,
2H, 8(11)-H]. "*C NMR 7.3 (CHi, CHiCH;), 36.7 [CHa, C6(13)],
37.5 [CH,, CH2CHy), 376 [CHy, €2(12)], 39.4 [CH, C1(7)], 785 (C,
C5), B4.0 (C, C3), 128.3 [CH, C9(10}], 129.6 [CH, C8(11)]. 145.8 |C,
C7a(C11a))l MS (EL), m/z {%): 243 (M*, 49), 185 (21), 184 (100),
172 (26), 169 (51), 156 (42), 155 (91), 143 (26), 131 (28), 129
(42), 128 (35), 115 (32). Anal. Calcd for C,sH2 NO-HCL0O.33H.0
(285.75). C, 67.25; H, 7.99: N, 4.90; Cl, 12.41. Found: C, 67.24; H.
787 N, 4.98: Cl, 12.41. (b) From 21b: To a mixture of alcohol
21b (300 mg. 1.23 mmal) and urea {148 mg. 2.46 mmol) trifluoro-
acetic acid (0.9 mL, 12.3 mmol) was added and the suspension was
heated at 115 °C for 18 h. To the cold (0 °C) solution water (10 mL)
and 1 N NaOH till basic pH were added. The solution was extracted
with Et;O (4 = 5ml) and the combined organic extracts were
washed with water {2 « 5 mL), dried with anhyd Na,S0,, filtered
and concentrated in vacuo to give 28b as a yellow solid (253 mg)
that was crystallized from EtOAc. Its hydrochloride was obtained
by adding an excess of Et;O-HCl to a solution of the amine in
Et-0 and fltration of the precipitated white solid (240 mg, 70%
yield).

4.1.20. N,N-Dimethyl-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-5-methyl-1,5:3,7-
dimethano-4-benzoxonin-3-yl)amine hydrochloride, 29a-HCI
To a cold (0°C) solution of 28a (343 mg, 1.50 mmol) in EtzO
(10mL), formaldehyde (26ml, 37wt% in water solution,
33 mimol) and, dropwise, formic acid (2.3 mL, 61 mmol) were

added and the mixture was stirred at 80 °C for 24 h. The mixture
was allowed to cool to room temperature, was diluted with Er,O
(20mL), 5 N NaOH (15 mL) was added dropwise and the mixture
was stirred at room temperature for 15 min. The organic layer
was separated and the aqueous phase was extracted with Et,0
(4 = 10 mL). The combined organic phases were washed with brine
(1 = 30mL), dried with anhyd Na;50, filtered and concentrated in
vacuo to give 29a (276 mg. 72% yield). lts hydrochloride was ob-
tained by adding an excess of Etz0 HCl to a solution of the amine
in EtOAc, followed by filtration of the precipitated solid. The ana-
Iytical sample was obtained by crystallization from MeOH/EL0,
mp 208-209 °C. IR 3014, 2974, 2924, 2840, 2588, 2532, 2509,
2436, 2306, 1499, 1474, 1454, 1434, 1345, 1239, 1219, 1183,
1163, 1132, 1076, 1062, 1022, 914, 900, 783 ¢cm '. "H NMR 1,32
{s. 3H, CHy), 1.72 [d, J=140Hz 2H, 6(13)-H.y| 2.00 [ddm,
J=145Hz, J =5.5Hz, 2H, 6{13)-Houao). 2.09 [d, J=13.0 Hz, 2H,
2(12)-Hexol, 2,16 |ddm, j=13.0Hz, J =55Hz2 2H, 2(12)-Henal.
2.85[s, 6H, N(CH4 )], 3.38 [t ] = 6.0 Hz, 2H, 1(7)-H], 4.86 (s, mobile
H), 7.16 [m, 2H, 9(10)-H], 7.20 [m, 2H, 8(11)-H]. *C NMR 31.1
{CHs, C5-CH4), 32.8 [CHy, €2(12))], 36.8 [CHy, N{CH4):], 38.9 [CH.,
C6(13)], 394 [CH. C1{7)], 77.9 (C, C3), 926 (C, C3), 1284 [CH,
C9(10)], 129.6 [CH, CB8(11)). 145.6 |C, C7a(Cl11a)). MS (EI), m/z
(%): 258 (11), 257 (M*, 58), 155 (28). 129 (15} 128 (15). 87
(100). Anal. Calcd for C;7HzaNO-HCI (293.84); C, 69.49; H, 8.23;
N, 4.77; Cl, 12.07. Found; C, 69.32; H, 8.28; N, 4.58; Cl, 11.98.

4.1.21. N,N-Diethyl-(1,2,3,5,6,7-hexahydre-5-methyl-1,5:3,7-
dimethano-4-benzoxonin-3-ylJamine (2R3R)-tartrate,
29b(2R,3R)-tartrate

To a solution of 28a-HCl (265 mg, 0.9 mmol) in MeOH (15 mL),
NaBH3CN (95%, 132 mg, 2.0 mmol), AcOH (0.3 mL) and acetalde-
hyde (0.34 mL, 6.0 mmol) were added and the mixture was stirred
at room temperature for 8 h. An additional portion of NaBH,CN
(95%, 66 mg, 1.0mmol) and acetaldehyde (0.17 mL, 3.0 mmol)
were added, the mixture was stirred at room temperature for
18 h and then it was concentrated in vacuo to dryness. Water
(20 mL) was added to the residue, the suspension was basified with
1N NaOH and was extracted with EtOAc (3 = 10 mL). The com-
bined organic extracts were washed with brine (2 « 10 mL), dried
with anhyd Na S0, filtered and concentrated in vacuo to give 29b
as an oil (258 mg, 91% yield). An analytical sample of the (2R 3R)-
tartrate of 29b was obtained by adding 1 equiv of (2R3R)-(+)-tar-
taric acid in methanol (15 mL) to a solution of 29b in EtOAc
(15 mL), concentration to dryness and crystallization from 2-pro-
panol, mp 111112 °C. IR 3600-2400 (max. at 3321, 3271, 2974,
2935, 2649, 2476), 1871, 1734, 1580, 1409, 1337, 1305, 1261,
1213, 1132, 1068, 1003, 788, 763, 679, 618 cm . 'H NMR 1.32
(s, 3H. C5-CHy), 1.38 (t, J=75Hz, 6H, 2CH.CH,). 1.72 [d,
J=135Hz, 2H, 6{13)-Huy,). 2.01 [dd. f=13.5Hz | =6.0Hz. 2H.
6(13)-Hopaol 230 [d. J=135Hz, 2H, 2(12)-H..l 2.24 [ddm,
J=135Hz, | =5.5Hz 2H, 2(12)-H.ndo). 3.36 [complex signal, 6H,
2CH.CH; and 1(7)-H], 4.39 (s, 2H, 2CHOH tartrate), 4.86 (s, mobile
H), 7.16 [m. 2H, 9(10)-H]. 7.19 [m. 2H, 8(11)-H). "C NMR
(100.6 MHz) 12.5 (CH;, 2CH;C(H;), 31.1 (CHy C5-CH4), 33.5 [CH,.
C2(12)], 38.9 [CH,, C6(13)], 39.5 |CH, C1(7)], 45.9 {CH,, 2CH,CH,),
74.1 (CH, 2CHOH tartrate), 77.7 (C, €5), 94.7 (C, C3), 1284 [CH,
Co(10)], 129.6 [CH, C8(11)]. 145.7 [C, C7a[Cl1a)), 1768 (C.
200.H tartrate). MS (ED, m/z (%) 285 (M”, 23), 155 (17). 129
(15) 115 [EtzNCH{CH; ), ", 100], 100 (Et,N=CHCH,', 39), 72 (11).
Anal. Caled for C;sH3aNO;-0.5H,0 (444.53): €, 62.15; H, 7.71: N,
3.15. Found: €, 61.96; H, 7.94; N, 3.14.

4.1.22. N-Benzyl-(5-ethyl-1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-

dimeth-ano-4-benzoxonin-3-yljJamine hydrochloride, 30 HCl
To a solution of amine 28b-HCI {320 mg, 1.14 mmol) in MeOH

(10 mL), NaBH3;CN (95%, 152 mg, 2.30 numnol), AcOH (0.3 mL) and
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benzaldehyde (0.18 mL, 1.73 mmol) were added and the mixture
was stirred at room temperature for 2 h. Then, an additional

amount of NaBH,CN (95%, 76 mg, 1.15 mmol) and benzaldehyde

(0,09 mL, 0.86 mmol) were added and the mixture was stirred
at room temperature for 18 h and concentrated in vacuo to dry-
ness, Water (15 mL) was added to the residue, and the mixture
was extracted with EtO (4 « 15mL). The combined organic ex-
tracts were washed with 1N NaOH (1 «25mL), brine
(2 « 25 mL), dried with anhyd Na,50,, filtered and concentrated
in vacuo, The residue was taken in EtOAc and the amine 30 was
precipitated as its hydrochloride (341 mg, 81% yield) by adding
an excess of EL;0HCL The analytical sample was obtained by
crystallization from EtOAc, mp 246-248 °C. IR 3500-2400 (max.
at 3418, 3030, 2935, 2691, 2614, 2549, 2396), 1564, 1495, 1456,
1352, 1216, 1026, 999, 984, 758, 698cm . 'H NMR 097 (t,
J=75Hz, 3H, CH:CH3), 1.65 [q, J=7.5Hz, 2H, CH.CH,], 1.71 [d,
J=140Hz, 2H, 6{13)-H...). 2,03 [overlapped dd, 2H, 6{13)-H..4.).
204 [d J=125Hz, 2H, 2(12)-H.,). 2.34 [ddm, |=13.0Hz,
I'=6.0Hz, 2H, 2(12)-Huul. 3.38 [t |=6.0Hz, 2H, 1(7)-H], 428
(s, 2H, CH,-CgHs), 4.86 (s, mobile H), 7.17 [m, 2H, 9(10)-H],
7.21 [m, 2H, 8{11)-H], 7.43-7.50 (complex signal, 5H, Ar-H ben-
zyl). *C NMR 7.4 (CH;, CH.CH;), 35.8 [CH.. C2(12)], 36.8 [CH.,
CB(13)). 37.5 (CHs CHi:CH:), 394 |CH, C1(7)). 45.3 (CH;, CH:-
CeHs) 79.2 (C. C5), 88.6 (C, C3), 128.3 {CH. C9(10)]. 129.6 |CH,
C8{11)], 130.3 (CH, Ar-Coera) 130.5 (CH, Ar-Cpaa)s 131.1 (CH, Ar-
Cormod 1329 (C, Ar-Cy,)145.8 [C. C7a(Cl1a)). MS (EI)., m/z (%):
334 (15), 333 (M”, 49), 304 (15), 184 (14), 169 (18), 155 (23),
150 (21), 149 (100), 91 (73). Anal. Caled for C.yHy,NO HCl0.4H,0
(377.14): €, 73.25: H. 7.70; N, 3.71; Cl, 9.40. Found: C, 73.23; H,
7.56:'N, 3.56: Cl, 9.75.

4.1.23. N-Propargyl-(5-ethyl-1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-
dimethano-4-benzoxonin-3-ylJamine hydrochloride, 31a HCI
and N.N-dipropargyl-(5-ethyl-1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,5:3,7-
dimetha-no-4-benzoxonin-3-yl)Jamine hydrochloride, 31b-HCI
A suspension of 28b-HC] (920 mg, 3.29 mmol), K,CO, (459 mg,
3.29 mmol), propargy! bromide (0.32 mL, 80% solution in toluene,
2.88 mmol) and Nal (40mg, 0.27 mmol) in acetonitrile (35ml)
was heated under reflux for 18 h and concentrated in vacuo to
dryness. To the residue, CH-Cls (50 mL) was added and the solu-
tion was washed with water (3 « 20 mL). The organic layer was
dried with anhyd Na,S0,, filtered and concentrated in vacuo.
The residue was subjected to column chromatography (hexane/
EtOA¢ mixtures) to give 31b (hexane/EtOAc 98:2, 202 mg, 22%
yield) and 31a (hexane/EtOAc 95:5. 321 mg. 35% yield). The
hydrochlorides of 31a and 31b were obtained by adding an excess
of Et,0-HC| to a solution of the corresponding amine in EtOAc fol-
lowed by filtration of the formed precipitates. The analytical sam-
ples of 31a and 31b were obtained by crystallization from Et;0.
31a: mp 186-187 “C. IR 3500-2400 (max. at 3458, 3306, 3245,
3179, 2965, 2939, 2919, 2728, 2629, 2406), 2125, 1557, 1493,
1451, 1350, 1217, 1031, 987, 764cm '. 'H NMR 094 (¢
1=7.5Hz, 3H, CH:CHs), 1.61 (q, J=7.5Hz, 2H, CH:CH,), 1.68 [d,
J=135Hz. ZH, 6{13)-H.y). 1.94 [d, J=130Hz 2H, 2(12)-Hewl,
199 [dd, f=135Hz, [f=55Hz, 2H, 6[13)-H. ). 223 |ddm,
J=135Hz, F=55Hz 2H, 2{12)-Hewo) 3.19 (1, J=30Hz, 1H.
CH:C—CH). 3.35 [t. J=5.5 Hz. 2H, 1(7)-H], 401 (d. j = 3.0 Hz. 2H.
CH,C CH). 7.15 |m, 2H. 9(10)-H]. 7.18 [m. 2H. 8(11)-H]. "*C
NMR (100.6 MHz) 7.3 (CH,, CHa(H3), 30.6 (CHy, CH,C CH), 35.7
[CH,, €2(12)], 36.7 [CH,, C6(13)], 37.4 (CH;, CHCH;), 392 [CH,
Ci{7)], 753 (CH, CH,C-—CH), 78.5 (C, C5), 794 (C. CHyC-CH),
88,3 (C, C3), 1284 [CH, CO(10)]. 129.6 [CH, C8(11)]. 1456 [C,
C7a(C11a)). MS (EI). m/z (%): 281 (M". 29), 252 (28). 194 (25),
185 (35), 184 (82), 169 (63), 155 (100), 143 (30), 141 (35), 131
(27), 129 (62), 128 (57), 115 (47), 97 (61), 96 (34), Anal, Calcd
for CieH2sNO-HC1-0.4H:0 (325.06): C, 70.20; H, 7.69; N, 4.31; Cl,

1091. Found: C, 70.17: H, 7.51; N, 421: Q, 11.11. Compound
31b: mp 177-178 “C. IR 3500-2150 (max. at 3428, 3180, 2967,
2948, 2925, 2880, 2418, 2385, 2355, 2203), 2119, 1494, 1463,
1454, 1435, 1350, 1222, 1202, 1028, 1006, 985, 962, 919, §37,
774, 723, 675cm & 'H NMR 095 (t, /= 7.5Hz 3H, CH.CH,),
1.64 (q. J=7.5Hz, 2H, CH:CH3), 1.68 [d, J=15.5Hz, 2H, 6(13)-
How), 2200 [dd, J=125Hz, | =60Hz, 2H, 6(13)-Hug), 2.18 [d,
J=13.0Hz, 2H, 2{12)-H,,,). 2.30 [ddm, ] = 13.5 Hz, J = 6.0 Hz, 2H.
2(12)-Hupgol, 3.25 (bt s, 2H, CH,C=CH), 3.37 [t, J=-6.0Hz 2H,
1(7)-H], 4.32 (d, | =2.5Hz, 4H, CH,C—CH), 7.16 [m, 2H, 9(10)-
Hl, 7.19 [m, 2H, 8(11)-H]. "*C NMR 7.4 (CHs, CH:CHs), 34.8
[CHa, C2(12)]. 36,6 [CHa, CB(13)], 37.5 (CH), CH,CH3), 37.6 (CHo,
20H,CCH), 394 [CH, C1(7)]. 746 (C, 2CH,C_CH), 804 (C,
2CH,C—CH and C5), 94.8 (C. C3). 128.4 [CH, €9(10)], 129.5 [CH.
C8(11)], 1457 [C, C7alC11a)). MS (EI), m/z (%): 319 (M", 6), 318
(10), 290 (24), 248 (14), 237 (19), 222 (20), 185 (40), 169 (56),
155 (55), 143 [47), 141 (52), 135 (100), 134 (60), 129 (82), 128
(70), 115 (57). Anal. Caled for Cy,HasNO-HCI.0.25H,0 (360.41):
€, 73.32; H, 7.41; N, 3.89; Cl, 9.84. Found: C, 7339; H, 7.37; N,
3.86; Cl, 9.85.

4.2. NMDA receptor antagonist activity

The functional assay of antagonist activity at NMDA receptors
was performed using primary cultures of cerebellar granule neu-
rons, which were prepared according to established protocols.”’
Cells were grown on 10 mm poly-i-lysine coated glass cover
ships. and used for the experiments after 7-14 days n vitro. Cells
were loaded with 6 uM Fura-2 AM (invitrogen-molecular probes)
for 45 min. Afterwards the coverslip was mounted on a quartz
cuvette containing a Locke-Hepes buffer using a special holder.
Measurements were performed using a Perkin-Elmer LS-50B
fluorometer equipped with a fast-filter accessory, under mild
agitation and at 37 “C. Analysis from each sample was recorded
real-time during 1200 s. After stimulation with NMDA or gluta-
mate (100 uM, in the presence of 10 uM glycine), increasing
cumulative concentrations of the compound to be tested were
added. The percentages of inhibition at every tested concentra-
tion were analyzed using a non-linear regression curve fitting
(variable slope) by using the software GraphPad Prism 4.0.

4.3. MAO inhibitory activity

The ability of the compounds to inhibit MAO activity was
measured using the MAD-Clo™ Assay (Promega). As a tissue
homogenate, we used a crude mitochondrial preparation from
mice cortex [NIH Swiss, Harlan).”® Compounds were tested for
non-specific MAO activity at a concentration of 10 and 50 pM,
The assays were carried out according to manufacturer's protocol.
Readings were performed using a tube luminometer (Berthold
Lumat).

4.4. T. brucei culturing and drug test

Cultures of bloodstream form T. brucei (strain 427) were main-
tained at 37 °C in modified Iscove’s medium (pH 7.4)."° Trypanoci-
dal activity was assessed by growing parasites for 48 h in the
presence of various drug concentrations to determine the levels
which inhibited growth by 50% (ICsg) and 90% (ICq). In the case
of untreated cultures (volume 4 mL), cell densities increased from
0.5 « 10%to 1 = 10° cells mL ' over this period. Experiments were
performed in triplicate. Cell densities at each drug concentration
were determined using a hemocytometer (Weber Scientific Inter-
national Ltd), and drug sensitivity was expressed as a percentage
of growth of control cells.
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Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida de
poblaciones especificas de neuronas. Este proceso es multifactorial, y
en él interviene la excitotoxicidad, que se debe a una disfuncién en la
neurotransmisién glutamatérgica que produce una acumulacién de
glutamato en el espacio sindptico. Eso conlleva una activacion
prolongada de los receptores glutamatérgicos que permite una entrada
masiva de calcio al interior de la neurona, que finalmente causara la
muerte celular. Este influjo de calcio esta mediado principalmente por
receptores ionotropicos de glutamato tipo NMDA que se caracterizan
por una elevada permeabilidad a iones calcio y una cinética de
activacioén lenta. Por eso, los antagonistas sobre receptores NMDA son
una estrategia interesante para hacer frente a este tipo de trastornos
de incidencia social y econdmica creciente en los ultimos afos.

En este trabajo se han caracterizado la actividad antagonista sobre
receptores NMDA de diversos compuestos de nueva sintesis, asi como
su capacidad neuroprotectora en cultivos de neuronas granulares de
cerebelo de rata.

Debido a la similitud estructural de algunos de los compuestos
evaluados con rasagilina, selegilina u otros inhibidores de la enzima
monoaminooxidasa, se ha evaluado también este tipo de actividad
farmacoldgica en una seleccion de los mismos.

Finalmente, se han llevado a cabo estudios de toxicidad aguda en
algunos compuestos adamantanicos con la finalidad de establecer su
perfil de seguridad para un posterior uso como antiviricos.

Todo ello ha permitido definir de manera mas precisa el perfil de
actividad de 127 compuestos investigacionales y establecer Ia
posibilidad para un futuro desarrollo que permita la comercializacién de
nuevos farmacos neuroprotectores que puedan ser de ayuda en el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, que requieren
urgentemente de nuevas herramientas para su abordaje terapéutico.
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FE D’ERRATA:

= Pag. 180
Els tres compostos que augmenten més la seva potencia al
canviar d’agonista, LD45, LD49 i ETC7 (no ETCO com indica el

text).
Imatges del compost ETC7 corresponents a les figures 4.72 i
4.73.
NH HCI
~
ETC7
ETC 7
= Pag. 181

En la figura 4.74 les concentracions indiguen mM quan han
d’indicar uM, com explica el text.





