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RESUMEN

La Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), producida por la glandula pineal, es uno de
los muchos sensores endégenos del cuerpo humano, la cual tiene las siguientes
funciones: actla como mediador de la informacion fotoperiddica, regula los ritmos
circadianos en reptiles, aves y mamiferos incluyendo al hombre (en este Ultimo caso su
mecanismo de accion no esta elucidado), actia como inductor del suefio en humanos,
regula funciones enddcrinas, neurofisiolégicas y del comportamiento en vertebrados. La
melatonina es de interés farmacéutico ya que puede sincronizar los disturbios circadianos
como son el “Jet-lag”, los ciclos del suefio, desérdenes estacionales y la depresion
invernal.

Se ha propuesto la existencia de varios tipos de receptores a melatonina. Sin
embargo, no existen ligandos especificos para cada tipo de receptor. Los estudios
encaminados a obtener compuestos con alta especificidad y que puedan funcionar como
agonistas o antagonistas han comprendido la sintesis de derivados del indol, de
derivados de 2-amidotetralinas, de derivados del naftaleno, de bencimidazoles y de
derivados del cromano.

De los modelos teéricos propuestos para la interaccion melatonina-sitio receptor se
ha postulado que son esenciales el grupo 5-metoxilo y el grupo acetamido, pero también
se ha considerado al ndcleo indélico como punto importante, debido a que éste puede
formar una interaccion del tipo transferencia de carga con los residuos de los
aminodcidos aromaticos. Lo anterior condujo a Lira et al., a investigar las propiedades
electrénicas de diversos derivados de melatonina y su relacién con la actividad bioldgica.
Continuando con este estudio, en el presente trabajo se propone la preparacion de
derivados de melatonina, a los cuales se ha incorporado un sustituyente en la posicion 1
del anillo indélico de la melatonina con el fin de modificar sus propiedades electrénicas y
que dicha modificacién se refleje en sus propiedades biol6gicas.
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ABSTRACT

The Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine), produced by the pineal gland, is one of
the many endogenous sensors of the human body, which has the following functions: it
acts like mediator of the photoperiodic information, regulates the circadian rhythm in
reptiles, birds and mammals including man (in this last case its mechanism of action has
not been elucidated), acts as sleep inducer in humans, regulates endocrine functions,
neurophysiologic and of the behavior in vertebrates. The melatonin is of pharmaceutical
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interest since it can synchronize the circadian disturbances as “Jet-lag”, the sleep cycles,
seasonal disorders, and winter depression.

The existence of several types of melatonin recipients has been proposed.
Nevertheless, they are not specific bounds for each type of receiver. Studies directed to
obtain compounds with high specificity and able to work as agonists or antagonists have
included the synthesis of derivatives of indol, of 2-amidotetralines derives, of naphthalene
derives, of benzimidazoles and cromano derives.

Of the theoretical models proposed for the interaction receiving melatonin-site. It has
been postulated that group 5-metoxile and group acetamide are essential, but the indolic
nucleus -as important point- has been considered also. The latter can form an interaction
of load transference type with the residues of aromatic amino acids. The aforementioned
lead Lira et al. to investigate the electronic properties of diverse derivatives of melatonin
and their relation with the biological activity. Continuing the study, the aim of this work is
to prepare melatonin derivatives, to which a substitute in position 1 of the indolic ring of
the melatonin has been incorporated, with the purpose of modifying its electronic
properties that such modification is reflected in its biological properties.

Key words: Melatonin, receiver, indolic, sleep, biological activity.

INTRODUCCION:

La Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), producida por la glandula pineal (GP), es uno
de los muchos sensores enddgenos del cuerpo humano. Esta tiene las siguientes
funciones: actla como mediador de la informacion fotoperiddica [1,2], regula los ritmos
circadianos en reptiles, aves y mamiferos incluyendo al hombre (en este Ultimo caso su
mecanismo de accién no esta elucidado), actia como inductor de suefio en humanos, [3]
regula funciones endocrinas, neurofisiolégicas y del comportamiento en vertebrados.
[3,4,5] La melatonina (fig. 1) es de interés farmacéutico ya que puede sincronizar los
disturbios circadianos como son el “Jet-lag” (disturbios del suefio), [6] los ciclos de suefio,
[7] los desérdenes estacionales [8] y la depresion invernal [9,10]
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Figura 1. Melatonina.

Se ha propuesto la existencia de varios tipos de receptores a melatonina (MTy - MT,,
- MTs3). Sin embargo, no existen ligandos especificos para cada tipo de receptor. Los
estudios encaminados a obtener compuestos con alta especificidad y que puedan
funcionar como agonistas o antagonistas han comprendido la sintesis de derivados del
indol, de derivados de 2-amidotetralinas, de derivados del naftaleno, de bencimidazoles y
de derivados del cromano.

De los modelos teéricos propuestos para la interaccion melatonina-sitio receptor se
ha postulado que son esenciales el grupo 5-metoxilo y el grupo acetamido, pero también
se ha considerado al ndcleo indélico como punto importante, debido a que éste puede
formar una interaccion del tipo transferencia de carga con los residuos de los
aminoacidos aromaticos. Lo anterior condujo a Lira et al. [11] a investigar las
propiedades electronicas de diversos derivados de melatonina y su relacién con la
actividad bioldgica. Continuando con este estudio, en el presente trabajo se propone la
preparacién de derivados de melatonina, a los que se ha incorporado un sustituyente en
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la posicion 1 del anillo indélico de la melatonina, con el fin de modificar sus propiedades
electrénicas y que dicha modificacién se refleje en sus propiedades bioldgicas.

ANTECEDENTES

Hace mas de 2,500 afios, Hipécrates (460-370 a.C.) escribi6 que la causa de las
enfermedades radicaba en los cambios de estacion; después, Aristoteles (384-322 a.C.)
escribidé acerca del papel que desempefia la variacion del calor y frio sobre la “bilis negra”
y coémo esta ligada con la enfermedad. Desde esas épocas se ha buscado una relacion
entre el cambio de estacién y el efecto natural del medio ambiente con las enfermedades,
esto llevé, muchos afios después, al descubrimiento de la glandula pineal (GP). Los
primeros indicios de la existencia de la GP (epifisis cerebri) se remontan a la cultura
hindd (2,000 a. C.), en la que se le consideraba como el 6rgano de la clarividencia. Los
griegos creian que su funcién era regular el flujo del espiritu a través de los ventriculos
cerebrales. En el siglo XVIIl, Descartes la consideré el “asiento del alma”, esta
aseveracion influyé para que se considerara a la GP en el plano filoséfico-cientifico hasta
el siglo XIX.

En el siglo XX se lograron avances sobre el conocimiento de la GP en donde se
descubrié la existencia de melatonina (MEL) por el profesor de dermatologia de la
universidad de Yale, Aaron B. Lerner en 1958. Su sintesis quimica permitié establecer de
manera inequivoca su estructura en 1959. [12] A la MEL se le han atribuido diversas
propiedades como la restauracion del sistema inmune, [13] la eficacia contra los dafios
por radicales libres, [14,15] la prevencién de numerosas enfermedades [16,17,18],
ademas de considerarsele auxiliar contra el envejecimiento, [19] etc. Actualmente, se
investigan diversas propiedades terapéuticas potenciales que se analizaran mas
adelante.

Melatonina

La hormona melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina), (N-[2-(5-Metoxi-1H-indol-3-
yl)etillacetamida) es sintetizada principalmente por la GP, y en tejidos extrapineales como
la retina y el tracto gastrointestinal pero en menor proporcién. La GP esta localizada en
el centro del sistema nervioso central (SNC) de mamiferos y esta relacionada con otras
estructuras como la retina, el hipotalamo y el sistema nervioso autbnomo (SNA) en el
control de la secrecion de esta hormona [20]. Su biosintesis esta directamente ligada a la
secrecion, ambas inician después del ocaso, continlan durante la noche y finalizan
después del amanecer. Este patron de secrecion es de naturaleza circadiana (un periodo
de aproximadamente 24 horas) y depende en Ultima estancia del principal reloj biolégico
que reside en el nlcleo supraquiasmatico (NSQ) de los mamiferos.

La MEL es una indolamina endégena que tiene como precursor a la serotonina, que
es a su vez un metabolito del triptéfano. [21,22]

Produccién y Regulacion de Melatonina

En algunos mamiferos, la luz actia directamente sobre la GP inhibiendo la produccién de
MEL, que es usualmente producida en ausencia de luz, [23] a excepcion del humano, ya
que en éste el sistema de producciéon de MEL es mas complicado.

La luz entra al ojo y viaja a través de dos vias principales: el tracto retino-
hipotaldmico (TRH) y el prospecto intergenicular (IGL).

En los fotorreceptores de la retina, células ganglio retinales y trayectos retino-
neuronales se inicia el TRH [24]. AUn en ausencia de la mayoria de estos
fotorreceptores, se lleva a cabo la sefalizacion. La informacion alcanza a un subtipo
especifico de célula ganglionar y la proyecta al nervio 6ptico, donde dos tercios de la
proyeccion la atraviesan. Esta sefializacion eventualmente hara sinapsis sobre el NSQ u
otra estructura hipotalamica, el proceso de sinapsis es aun desconocido.
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La sefial via IGL es proyectada a través del tracto geniculohipotalamico (TGH), al
igual que el TRH, éste hace sinapsis sobre el NSQ, el IGL probablemente debe tener
funciones relacionadas con una resefalizacién responsable de los estimulos de larga
duracion, [25] pero esto no se ha demostrado.

En adicién al TRH y IGL/ TGH existe otro camino de sefializacion al NSQ. La
informacion es llevada via neuronas serotoninérgicas localizadas en el cerebro medio,
[25] pero no se ha realizado el estudio adecuado de esta ruta, por tanto la relacion entre
la serotonina y la sefializacion es incierta.

El NSQ proyecta la informaciéon al nicleo paraventricular (NPV), lo que ha sido
demostrado por Kalsbeek et al. [26] quienes propusieron que esta ruta es principalmente
de tipo GABAérgico. El NPV proyecta la informacién al paquete de neuronas del cerebro
frontal medio; estas neuronas inician la formacion reticular, (un generador activo de
vigilancia del suefio), que hace sinapsis sobre la columna intermediolateral medular del
cordén espinal superior (CIL). Estas células se conectan al ganglio cervical superior
(GCS), la sefial llega a la GP via receptores a,, que a través de la norepinefrina
(noradrenalina), activa a los receptores a; y B;. Esto induce la produccion de la N-
acetiltransferasa (NAT). La conversion de la serotonina (5-hidroxitriptamina) a N-
acetilserotonina por NAT, es el factor limitante en la produccion de MEL. [27]

La serotonina (5-HT) proviene del aminoéacido triptéfano que es captado por los
pinealocitos, éste es oxidado en la posicion 5 del anillo inddlico por la accion de la
triptéfano hidroxilasa [28] para formar el 5-hidroxitriptofano, el que es descarboxilado por
accion de la descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos y forma la 5-HT. [29]

La 5-HT sigue, por una parte, la ruta catabdlica para formar diversos metoxindoles
como son el acido 5-metoxi-indol acético y 5-metoxi-triptofol y por otra, la formacién de
MEL. En esta dltima via, como ya se menciond, la 5-HT es acetilada en el nitrégeno de la
etilamina por la accion de la enzima NAT [30] para formar la N-acetilserotonina, la que es
a su vez O-metilada por efecto de la enzima hidroxiindol-O-metil-transferasa (HIOMT);
esta enzima esta presente en el citoplasma de las células parenquimatosas de la GP y
transfiere el grupo metilo activo de la S-adenosil metionina al grupo hidroxilo de la
posicién 5 del nucleo inddlico para formar la N-acetil-5-metoxitriptamina o MEL.[31] El
sistema se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Biosintesis de la melatonina (5-acetil-N-metoxitriptamina).*

! La luz entra a través de la retina hacia el nicleo supraquiasmatico (NSQ) via el tracto retino-hipotalamico
(TRH) o el prospecto intergenicular (IGL) y el tracto geniculohipotalamico (TGH), hacia el nicleo paraventricular
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El mecanismo de fototransduccion en vertebrados inicia con la iluminacién que activa
la molécula rodopsina (fig. 3), ésta transforma el 11-cis-retinal en 1l-trans-retinal, esto
provoca una modificacién de la conformacién de toda la molécula de rodopsina, lo que
induce la activacién de la subunidad alfa de transduccion (Ta) que cambia de difosfato de
guanosina (GDP) a trifosfato de guanosina (GTP). Esta induce la disociacion de la
subunidad B-y. La Ta activada se une y activa a la monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) fosfodiesterasa, la cual provoca una disminucién en los niveles de GMPc, lo que
abre el canal catiénico de la membrana externa del pinealocito durante la fase de
oscuridad. La iluminacién incrementa la posibilidad de que el canal permanezca cerrado

(fig. 4).

Rodopsina

Membrana
del disco

Citosol

Figura 3. Molécula de Rodopsina.

La corriente que se produce durante las condiciones de oscuridad es debida en un
80% a la entrada de iones sodio, sin embargo el canal también es permeable para los
iones de calcio y magnesio [32]. Ademas, en la fase de oscuridad debe existir un
mecanismo para eliminar tanto el calcio como el exceso de sodio. Este mecanismo
parece consistir en un intercambiador sodio/calcio al nivel de la membrana de los
segmentos externos, ademas, el calcio tiene un papel importante en todo el proceso de la
fototransduccién, ya que, aunque no participa directamente en la cascada de la
fototransduccién, mejora la capacidad de los bastones para recuperarse después de la
iluminacién, teniendo un importante papel regulador en los fendmenos de adaptacion a
las condiciones de luz/oscuridad.

(NPV), hacia las neuronas del cerebro frontal medio, a la formacién reticular, que hace sinapsis sobre la
columna intermediolateral medular del cordén espinal superior (CIL), al ganglio cervical superior (GCS), activa a
los receptores a; y B, esto induce la liberacion de N-acetiltransferasa (NAT). El triptéfano se metaboliza a
serotonina, que a través de NAT, metaboliza a N-acetilserotonina, la cual es la precursora de la MEL.
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Figura 4. Mecanismo de fototransduccién de vertebrados."

La MEL circulante tiene una vida media de 10-40 minutos [33] ya que en el higado se
hidroxila a 6-hidroximelatonina, que posteriormente es excretada libre o conjugada con
acido glucurdnico o con sulfato (6-sulfatoximelatonina), este ultimo compuesto sirve como
trazador en la medicién de la hormona y de su ritmo circadiano. [34]

También se ha determinado la presencia de MEL en el tracto gastrointestinal [35] y al
parecer esta asociada a funciones enddcrinas, paracrinas y autocrinas, asi como al
sistema inmune y la actividad muscular. La periodicidad de la producciéon de la MEL
gastrointestinal debe estar relacionada con la ingesta alimenticia mas que con la
exposicion a la luz.

Actividad Fisiolégica de Melatonina

La MEL puede afectar un gran nimero de procesos al ser liberada en la corriente
sanguinea. Las funciones biolégicas y los procesos que pueden ser afectados por la
MEL son mencionados en la tabla 1. [36]

Tabla 1. Funcién bioldgica y procesos que pueden ser afectados por la melatonina
y su posible mecanismo de accion en humanos. [36]

Funcién o Proceso Efecto Mecanismo Propuesto
Suefio Efecto hipnotico e incremento en Accion mediada en el
la propension al suefio receptor del sistema limbico
Ritmo circadiano Control del ritmo circadiano y Secrecion de melatonina en
accion en el ciclo luz-oscuridad respuesta a un impulso

neuronal de la retina y del
NSQ; Termorregulacién

Humor Posible accién en desordenes del Desconocido
humor como es el (TEA y SFSR)
Maduracién sexual Inhibicion del proceso de Inhibicién del eje hipotalamo-
y reproduccién reproduccion pituitaria-génadas; efecto
sobre la esteroidogenesis de
ovarios

' La luz activa la rodopsina, la subunidad alfa de transduccién (Ta) se activa por cambio de GDP a GTP, se
disocian las subunidades B-y de ésta, esto induce la activacion del guanosina monofosfato ciclico (GMPc), lo
cual permite la apertura del canal catiénico.
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Funcién o Proceso Efecto Mecanismo Propuesto

Céancer Efectos antiproliferativos Secuestro de radicales libres
y posible aumento en la
respuesta inmune

Respuesta inmune Aumenta la respuesta inmune Incremento en la produccién
de interleuquinas
Envejecimiento Posible efecto de proteccion y Secuestro de radicales libres

decaimiento de muerte celular

Principales Fuentes Alimenticias de Melatonina

La MEL existe en pequefias cantidades en muchas especies de plantas, incluyendo la
avena, el maiz dulce, el arroz, el jengibre, los tomates, los platanos y la cebada. La
ingestion de otros alimentos como son las algas marinas, el frijol de soya, las semillas de
calabaza, las semillas de sandia, las almendras, el cacahuate, la levadura, la malta, el
pollo, el queso “cottage”, el yogurt y la leche, ayuda a incrementar la produccién de MEL
en el cuerpo ya que estos alimentos son ricos en triptéfano, el cual, como ya se
menciond, es el aminoacido esencial a partir del cual se metaboliza la MEL.

Trastornos del Tiempo y el Jet-Lag

El Jet-Lag es el resultado de viajes de larga distancia que cruzan varios husos horarios
en un corto periodo de tiempo. Sintomas como disturbios del suefio, pérdida de apetito,
reduccién de la eficiencia psicomotora y malestar general, estan relacionados con este
fenomeno.

El problema se ha tratado de resolver utilizando sincronizadores o zeitgebers (del
aleman “dadores de tiempo”), que son factores ambientales que ayudan al organismo a
mantenerse en fase. El viajar de una manera rapida y cruzar varios husos horarios altera
el ritmo normal del cuerpo, se ha observado que el cuerpo se adapta de una mejor
manera a estos viajes si se realizan hacia el oeste, esto se explica porque el dia es mas
largo y éste se adapta mejor a nuestro reloj biolégico que es de aproximadamente 25
horas. Los ritmos circadianos necesitan aproximadamente un dia para adaptarse a cada
huso horario cruzado. En otras palabras 3 horas de diferencia de tiempo requeriran 3 dias
de adaptacion aproximadamente. [36] La MEL ha sido utilizada como un zeitgeber para
disminuir el tiempo de recuperacion al Jet-lag.

Melatonina en el Trastorno Estacional Afectivo

El trastorno estacional afectivo (TEA), conocido también como depresién invernal, es
considerado un subtipo clinico de una depresion mayor y afecta principalmente a
habitantes de paises pertenecientes al hemisferio norte, donde el periodo de luz es
menor en el invierno. Actualmente, uno de los principales tratamientos contra el TEA, es
el uso de la fototerapia, ya que estudios previos han mostrado su efectividad. El TEA Yy la
terapia con luz fueron identificados por estudios basicos del ritmo circadiano y estacional
en animales. Como ya se ha mencionado, muchos ritmos estaciénales son mediados a
través de cambios en la secrecion de MEL, la cual es regulada por el reloj circadiano
endogeno y puede ser suprimida por la exposicion a la luz, por esta razén se cree que
existe una relacion entre el TEA y la MEL, aunque este trastorno esta relacionado de una
igual forma a desdrdenes psicoldgicos, fallas en la secrecién de algun neurotransmisor o
hasta por factores genéticos, entre otros. Actualmente se realizan mayores esfuerzos en
el estudio de este trastorno, para determinar su causa principal y encontrar una terapia
adecuada. [10]

Melatonina en el Sindrome de Fase de Suefio Retardada

El sindrome de fase de suefio retardada (SFSR) es una causa comun del insomnio
severo, que se le caracteriza por una dificultad para dormir y la incapacidad de hacerlo en
horas socialmente aceptables; si una persona con SFSR se acuesta a las 11:00 p.m. no
se dormira hasta que el cuerpo esté listo. Usualmente, estos individuos entran en fase de
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suefio hasta las 3:00 o 4:00 a.m.; el SFSR podria deberse a una desregulacién del ritmo
circadiano del ciclo suefio vigilia. Un estudio realizado recientemente mostré que la
administracion oral de MEL diminuye el SFSR. [37]

Melatonina en la Enfermedad de Alzheimer

Se ha propuesto que las proteinas B-amiloides (AB), juegan un papel central en la
neurodegeneracion observada en la enfermedad del Alzheimer. Algunas propiedades
patolégicas de estas proteinas son la neurotoxicicidad y la resistencia a la degradacién
proteolitica, éstas dependen de la habilidad de AR de formar estructuras B o fibrillas
amiloides. Se ha reportado que la MEL interactia sobre AR1-40 y AB1-42 e inhibe la
formacion progresiva de estructuras B y fibrillas amiloides, por tanto MEL constituye un
posible agente terapéutico en la enfermedad de Alzheimer. [38]

Melatonina como Antioxidante

Los radicales libres son moléculas que tienen un par de electrones desapareados, si un
electron es adicionado a O, entonces se forma el radical superéxido O, , éste es reducido
por la superéxido dismutasa a H,O, que es téxico a altas concentraciones y puede ser
reducido a "OH. El radical hidroxilo (OH) dafia a las células. La MEL es probablemente
un neutralizador de "OH. [14]

Una de las principales causas relacionadas con el proceso de destruccion del tejido
neuronal son los radicales libres, que son el resultado natural del metabolismo aerobio.
El cerebro es particularmente susceptible al ataque de los radicales libres. [14,15] Los
antioxidantes vitaminicos como son la vitamina E (principalmente el alfa-tocoferol) y la
vitamina C (ascorbato) ayudan a proteger al cerebro del estrés oxidativo por secuestro
directo de radicales libres. La MEL también es utilizada por el cerebro para su
proteccioén, pero el mecanismo de accién de ésta no se ha elucidado. La MEL ha sido
probada In Vitro comparandola contra la vitamina E y en algunos casos ha mostrado
mayor actividad en la neutralizacion del radical perdxido, pero en los ultimos afios ha
existido una discrepancia sobre estos resultados. [40]

Ademas, la MEL promueve la actividad de la principal enzima antioxidante del
cerebro, la glutation peroxidasa, lo que contribuye a reducir el dafio producido por el
metabolismo oxidativo. Los estudios In Vivo han sido contradictorios sobre esta actividad
pero se requieren mas de estos para comprobar la actividad antioxidante de la MEL. [40]

Como ya se mencioné la MEL es un “agente secuestrador” (scavenger) de los
radicales libres, protege no solo a las células neuronales sino también a diversas
macromoléculas y al acido desoxirribonucleico (ADN), lo que podria ser un factor
determinante en el ritmo de envejecimiento. [14]

Melatonina y Cancer

Los campos electromagnéticos (CEM) han sido relacionados con gliomas ya que, al
someter una rata a un CEM, ésta desarrolla un tumor, principalmente un glioma, si la
glandula pineal es removida del cerebro de una rata y es sometida al CEM, la incidencia
de gliomas aumenta. [16] Una inhibicién del crecimiento del cancer se ha observado al
utilizar MEL,; existen datos que indican que la MEL es antagénica a los efectos de los
estrogenos. [17] La inhibicién de los agentes antioxidantes por agentes reductores como
el glutation elimina la actividad oncostatica de MEL en algunas lineas celulares de cancer
de mama humano.

La inmunidad celular frente a los tumores puede potenciarse expresando
coestimuladores y citoquinas en las células tumorales y tratando a los pacientes
portadores de tumores con citoquinas que estimulen la proliferacion y la diferenciacion de
los linfocitos T y las células citocidas naturales (NK). Las citoquinas se pueden
administrar por via sistémica para el tratamiento de diversos tumores humanos. Este tipo
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de terapia experimental se hizo factible cuando se dispuso de preparaciones puras de
citoquinas en cantidades suficientes. La experiencia clinica mas amplia corresponde a la
IL-2, administrada en dosis elevadas. Después de la administracién de IL-2, aumenta el
namero de linfocitos sanguineos y de células NK, aumenta la actividad de las células NK
y amplifican en el suero el factor de necrosis tumoral (TNF), la interleuquina 1 (IL-1) y el
interferén y (IFN-y). Cabe suponer que la IL-2 actda estimulando la proliferacion y la
actividad antitumoral de las células NK y de los linfocitos T citotoxicos (CTL). La IL-2 ha
sido eficaz en la induccion de respuestas medibles de regresion tumoral en
aproximadamente el 10% de enfermos con melanoma y carcinoma de células renales
avanzados, y actualmente es un tratamiento aprobado para estos canceres. La MEL
debe aumentar la actividad antitumoral de la interleuquina 2 (IL-2) por inhibicién del factor
de crecimiento tumoral. Un estudio piloto fue realizado utilizando una dosis baja de IL-2
combinada con MEL en 14 pacientes que tenian tumores enddécrinos y cuyos
tratamientos anteriores no habian sido eficaces; los resultados mostraron que la terapia
de IL-2 junto con la MEL es tolerada por los pacientes con los tumores antes
mencionados sumado al bajo costo de este tratamiento. Tres de estos catorce pacientes
mostraron una regresion en el crecimiento del tumor. Esto es importante ya que la
terapia de IL-2 en altas dosis, es tdxica, provoca fiebre, edema pulmonar y shock
vascular. [18]

Melatonina en Desdrdenes Enddcrinos

La MEL ha sido relacionada en la regulacién del metabolismo del calcio y del fésforo por
estimular la glandula paratiroides e inhibiendo la liberacién de calcitonina y la sintesis de
prostaglandinas. La menopausia esta asociada con un decaimiento en la secrecion de
MEL y un incremento en la calcificacion pineal. [41]

La GP ha sido relacionada con el sistema inmune y la inmunodepresion, esta ultima
ha sido tratada con el uso de la MEL. El timo es uno de los principales blancos de la MEL
y sus efectos inmunoestimulantes pueden ser mediados por derivados de las células T
colaboradoras, lipoquinas y posiblemente hormonas pituitarias. Las lipoquinas como el
IFN-y, y la IL-2 asi como las hormonas timicas pueden modular la sintesis de la MEL en
la GP. [13]

La relacion entre la GP y la pubertad ha sido especulada durante muchos afios. Es
conocido que la GP comienza a acumular calcio después de la pubertad, aunque ello no
influye en su actividad, esto debido a que la enzima HIOMT se mantiene intacta desde el
inicio de la juventud hasta edades avanzadas. La pubertad precoz que suele darse
cuando existen tumores originados en el parénquima de la GP, da lugar a un adelanto de
la pubertad y se ha demostrado un aumento en la concentracion de la HIOMT en los
pacientes con pubertad precoz. Esto es el motivo de que la GP pueda influir en el
desarrollo prematuro de la pubertad y la funcion sexual. [42] También se ha demostrado
gue en la amenorrea hipotalamica existe una alteracién en los niveles de MEL. [43]

Efectos Adversos de Melatonina
La MEL puede producir mareos, fatiga, cefalea, confusion, disminucién de la temperatura
corporal y disforia en pacientes depresivos.

Se han observado las siguientes reacciones adversas:

e Cardiovasculares: se ha reportado la produccion de taquicardia por MEL, aunque la
relacion causa-efecto es dudosa. [44]

e SNC: sedacién, modorra y fatiga son efectos frecuentes. [44,45,46]

e Cefalea y confusion: pueden ocurrir ocasionalmente; en pacientes con depresion
mayor, la MEL ha producido disforia y pérdida del suefio. [44,47].

e Piel: se ha reportado prurito en uno de cada 12 pacientes geriatricos con insomnio.
La imputabilidad del farmaco es dudosa. [48]
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e Se han reportado numerosos efectos adversos durante la terapia combinada de
melatonina/IL-2 en el tratamiento del cancer, incluyendo fiebre, vémitos y rash;
aunque los efectos pueden ser atribuidos a la IL-2. [49]

Como se puede apreciar la MEL presenta diversas actividades fisiol6gicas y sus
posibles aplicaciones terapéuticas son amplias; sin embargo, la MEL tiene el
inconveniente de ser metabolizada rapidamente por lo cual no se puede emplear como
agente terapéutico eficaz. Otro inconveniente es que no existen sustancias que sean
selectivas hacia los diferentes tipos de receptores de la MEL.

En este sentido se han realizado estudios para hallar sustancias que permitan
determinar los sitios de los diferentes subtipos de receptores MT;, MT, y MT;. Las
variantes estructurales han sido diversas tales como la incorporacién de un atomo de
halégeno, un grupo metilo o un grupo fenilo en la posicion 2 de la estructura de la MEL.
También se ha cambiado el anillo indélico por un anillo naftalénico o un anillo de
benzofurano o de benzotiofeno (fig. 5). [50]
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Figura 5. Agonistas de receptores de melatonina.

Los puntos farmacoféricos importantes que se han mantenido constantes son el
grupo metoxilo en la posicion 5 del anillo indélico y el grupo acetamido de la cadena
lateral en la posicién 3. Otro punto farmacoférico es el anillo inddlico. La razén por la
cual se mantienen estos puntos farmacoforos es que, el grupo 5-metoxilo es responsable
de la afinidad al sitio receptor y el grupo acetamido es responsable de la actividad
bioldgica, mientras que el anillo aromatico coadyuva a la fijacién del sitio receptor. Los
puntos farmacoféricos importantes se indican en la figura 6.

N\

N
H

Figura 6. Puntos farmacofdricos de melatonina.
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Sitios de Union de Melatonina

A finales de 1970 el sitio de union de la MEL fue determinado utilizando el radioligando
[®H]-melatonina £13,44], el cual es de baja especificidad; después fue remplazado por el
radioligando 2 [**°I]-yodomelatonina que mostré una mayor especificidad [51] y es el que
actualmente se usa. La primera clasificacion de los supuestos receptores de MEL en los
tipos ML; y ML, se baso en las diferencias cinéticas y farmacoldgicas de union de la 2
[125I]-y0domelatonina. Estudios de clonacion revelaron dos receptores recombinantes de
MEL, Mel;, y Mel,,, actualmente llamados MT; y MT,; utilizando 2 [**°I]-yodomelatonina,
estos receptores mostraron la misma farmacologia general que los ML, y fueron definidos
como entidades Unicas con base en su estructura molecular y su localizacién
cromosomal. Posteriormente se caracterizd un tercer tipo de receptor de melatonina que
se denomind MTs, el cual es una quinona reductasa de tipo Il (QR,) y esta localizado
principalmente en los cerebros de hamsteres. Al contrario de los receptores MT; y MT,
que muestran una alta afinidad de union a MEL (Kq4 w11 = 26-56 pM; Kg4 mt2 = 160 pM), [52]
la del receptor MT3 es menor (Kq w3 = 1.48 nM), por tanto corresponde a un sitio de baja
afinidad.

Los receptores MT; y MT, estan acoplados a proteina G y en concentraciones bajas
(1-10 picomolar), llevando a una disminucion en la actividad de la adenilato ciclasa (fig.
7), mientras que la activacion de MTjs inicia la hidrélisis del fosfatidilinositol.

Extracelular

R s
i

GTP AMPc ¥
ATP

Intracelular
Figura 7. Inhibicién de adenosina trifosfato ciclico (AMPc)
através de la activacion de un receptor.?

Receptores MT,

Muchos agonistas y antagonistas no selectivos del receptor de MEL han sido
identificados, estos compuestos han sido utilizados en la caracterizacién farmacolégica
de los receptores de MEL en tejidos nativos (pars tuberalis de oveja, cerebro y arteria
caudal de rata). [52]

Como ya se menciond, la transduccion del receptor MT; es via la inhibicién de la
adenilato ciclasa, posiblemente por la estimulacion del fosfato de inositol en sistemas
recombinantes y estimulacion de la acumulacion del Ca*? intracelular. La caracterizacion
de los receptores MT; mediante sefializacion en tejidos nativos no ha sido reportada. [52]

Los receptores MT; se encuentran distribuidos en NSQ, pars tuberalis, NPV,
cerebelo, hipotalamo, rifién, corteza occipital, corteza parietal, corteza temporal, corteza
frontal y talamo (humanos). [52,53]

% proteinas G proteinas que unen a guanil nucledtidos y cuya funcién es el intercambio de moléculas
catalizando la sustitucion de difosfato de guanosina (GDP) unido por trifosfato de guanosina (GTP). Las
proteinas G con GTP unido activan a diversas enzimas celulares en diferentes cascadas de sefializaciéon. Las
proteinas triméricas de union al GTP se asocian a las porciones citoplasmicas de muchos receptores de la
superficie celular.
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Receptores MT,

Recientemente, un nimero de agonistas y antagonistas parciales selectivos del receptor
MT, han sido identificados. La activacion de los receptores recombinantes de MEL
(humana) inhibe la formacién de AMPc y GMPc.

La expresion del receptor MT, por reaccion inversa en la cadena de polimerasa RT-
PCR (RT-PCR, del inglés reverse transcription polymerase chain reaction) e hibridacion in
situ en mamiferos sugiere que este receptor puede expresarse en la retina de mamiferos,
en areas selectas del cerebro y en algunos canales arteriales. [52]

La existencia de un antagonista del receptor MT, ha llevado a la identificacion de
receptores funcionales MT, en la retina (inhibicién de la liberacién de dopamina), en la
sincronizacion del sistema circadiano y en la arteria caudal en ratas (vasodilatacion). [52]

Receptores MT;

Agonistas y antagonistas no selectivos del receptor de MEL han sido identificados, éstos
han sido utilizados en la caracterizacion farmacologica de los receptores de MEL en
tejidos nativos de hamster, pero los sitios MT; muestran un perfil farmacologico diferente
a los receptores MT; y MT,.

A un nivel funcional, los receptores MT; parecen sefializar a través de un incremento
en la activacion del fosfoinositol. El receptor se encuentra localizado principalmente en el
cerebro de hamster e higado humano. [52,54]

Estudios de Afinidad de Analogos 1-N-sustituidos de Melatonina

De los modelos tedricos propuestos para la interaccion melatonina-sitio receptor se ha
postulado que son esenciales el grupo 5-metoxilo y el grupo acetamido, pero también se
ha considerado al nudcleo indélico como punto importante, debido a que éste puede
formar una interaccion del tipo transferencia de carga con los residuos de los
aminoacidos aromaticos del sitio receptor. [11]

Lira et al. [11] investigaron las propiedades electrénicas de diversos derivados de
MEL vy su relacion con la actividad biolégica, en particular su afinidad a los receptores de
la MEL; su intencién fue modificar las propiedades electrénicas sobre el nucleo inddlico
de la MEL. Inicialmente determinaron las zonas de mayor densidad de carga en la
estructura de la MEL, en especial calcularon el potencial molecular electrostatico (PME).
Los resultados indicaron que existen tres zonas con alta densidad de carga; una
localizada sobre el grupo 5-metoxilo, otra sobre el atomo de oxigeno del grupo acetamido
y una tercera que comprende al anillo indélico. La zona aromatica esta compuesta por un
l6bulo superior (regidon A) y un I6bulo inferior (regién B) de proporciones similares,
ubicados en ambas caras del nucleo inddlico (fig. 8). Estos I6bulos abarcan los atomos
N3, C3, Cza, Cay Cra.

Figura 8. Grafico del isovalor del PME de Melatonina.®

® Se observa el volumen de PME en las regiones Ay B.
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Posteriormente, incorporaron en la posicion 1 del anillo inddlico grupos bencilo,
benzoilo y fenilo sustituidos en posicién “para” con grupos tales como —NO,, -OCHj, etc.,
realizando un estudio de sus propiedades electronicas de manera similar a la MEL.

Al comparar las regiones A y B de la MEL, con las mismas regiones obtenidas de los
compuestos la (1-N-bencilmelatonina), 1b (1-N-fenilmelatonina) y 1c (1-N-
benzoilmelatonina), se observa una disminucidn significativa en el caso del sustituyente
benzoilo (1c), también, se observé que el sustituyente bencilo (1a) muestra un incremento
en el volumen de estas regiones (fig. 9).

la 1b 1c
Figura 9. Grafico del isovalor del PME de 1-N-bencilmelatonina (1a),
1-N-fenilmelatonina (1b) y 1-N-benzoilmelatonina (1c).

La comparacién de las regiones A y B de la MEL contra las mismas regiones de la
serie “a”, permite observar que el sustituyente bencilo (1a) y el p-metoxibencilo (2a)
incrementan el volumen de estas regiones. Para el caso de la serie “b”, se observé que
las regiones A y B con el sustituyente p-nitrofenilo (5b) desaparecen totalmente, en el
caso de la serie “c” al igual que la serie “b” las regiones A y B con el sustituyente p-
nitrobenzoilo (5c) desaparecen (fig. 10).

2a 5b 5c
Figura 10. Gréfico del isovalor del PME de 1-N-(4-metoxibencil)melatonina (1a),
1-N-(4-cianofenil)melatonina (5b) y 1-N-(4-cianobenzoil)melatonina (5c).

Como regla, se observo que un sustituyente con un grupo nhitro siempre disminuye la
region A y B para todas las series, por lo que se esperaria, a priori, una menor actividad
biolégica de los derivados nitrados, ya que aquellos compuestos que mantengan el
volumen de las regiones A y B, tendran una actividad bioldgica parecida a la MEL y los
gue presenten una disminucién en estas regiones presentaran una actividad biologica o
una afinidad menor a los sitios receptores de la MEL. Con esta premisa Lira et al.
propusieron un estudio en el que se cuantificd la afinidad de la MEL y de los analogos
propuestos. Los compuestos obtenidos y sus datos de afinidad se muestran en la tabla
2.

Rev. del Centro de Inv. (Méx.) Vol. 7 Nam. 28 Jul. - Dic. 2007 61



Tabla 2. Afinidad al sitio receptor de 12-42, 1b-5b, 1c-5c. [11]

NHCOCH;
H3CO.

N
\
R
Unién al Receptor
Compuestos R (Ki, nM)

MEL H 0.82
la -CH,-CgHs 1640
2a -CH,-CgH,-p-OCH; 737
3a -CH,-CgH4-p-CHjs 738
4a -CHZ'C6H4'p'F 3290
1b -CeHs 60.4
2b -CeH4-p-OCHj3 52.6
3b -CeH4-p-CHj3 3020
4b -CeHy4-p-F 748
5b -CeH4-p-NO, 408
1c -CO-CgHs 538
2c -CO-CgH4-OCH;3 1090
3c -CO-CgH4-CH3 477
4c -CO-CgH,4-F 423
5¢c -CO-CgHs-NO, 82.4

Con respecto a los valores de las constantes de disociacién para los analogos de
MEL, se observa que la incorporacién de un grupo voluminoso en la posicién 1 del anillo
del indol muestra una disminucion en la afinidad. Aungue esto es variable para cada
serie.

La comparacion entre los valores de 1a, 1b y 1c indica que el grupo fenilo muestra
una mayor afinidad. Este comportamiento estd de acuerdo a lo pronosticado. Sin
embargo, la explicacion para el valor del compuesto la se atribuye a un posible
impedimento estérico por parte del grupo bencilo.

En el caso de la serie “a”, los compuestos que poseian un grupo electrodonador
incrementaron la afinidad (compuestos 2a y 3a); para la serie “b” se observé que la
incorporacion de un grupo metoxilo (compuesto 2b) mejora la afinidad en comparacion
con el compuesto 1b. Una situacion similar sucede al comparar los compuestos 2a 'y la.

Este fendmeno no sucede para los compuestos de la serie “c”, en la que, por el
contrario, el compuesto con el grupo electroatractor (compuesto 5¢) mostré el mejor valor
de afinidad.

Lira et al. concluyeron que no soélo la presencia de un grupo voluminoso es
necesaria, sino que también la presencia de un grupo polar es determinante. Una posible
explicacion de esto es que exista una interaccién entre el grupo polar y los residuos de
aminoacidos del receptor. [11]

Tomando en consideracién los hallazgos anteriormente mostrados, se propuso
continuar con la sintesis de derivados 1-N-sustituidos de MEL, ya que se deseaba
corroborar que la presencia de un grupo voluminoso, la presencia de un grupo polar o la
presencia de un grupo electroatractor, muestra una influencia en su afinidad al sitio
receptor de la MEL.
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Dada la afinidad del compuesto “5¢” reportado por Lira et al. se propuso la sintesis
de un compuesto similar que mantenga las propiedades de un grupo electroatractor y
polar, el compuesto propuesto es 1-N-(4-cianobenzoil)melatonina y sus demas analogos,
los cuales pretenden disminuir el volumen de PME en las regiones Ay B de MEL, pero en
un menor grado en comparacion a los compuestos con un grupo nitro.

También se propuso la sintesis de derivados que posean un atomo de cloro
siguiendo el mismo patrén que los derivados desarrollados por Lira et al., con el fin de
contribuir al establecimiento de los requerimientos estructurales responsables de la unién
al sitio receptor de la MEL.

OBJETIVOS

Objetivos General:

Sintetizar y caracterizar analogos 1-N-sustituidos de Melatonina (5-metoxi-N-
acetiltriptamina).

Objetivo Particular:
a) Sintetizar los derivados propuestos:
1. 1-N-(4-cianobenzil)melatonina (1)
2. 1-N-(4-cianobenzoil)melatonina (11)
3. 1-N-(4-cianofenil)melatonina ()
4. 1-N-(4-clorobenzil)ymelatonina (V)
5. 1-N-(4-clorobenzoil)melatonina (V)

6. 1-N-(4-clorofenil)melatonina (VI)

b) Caracterizar los derivados obtenidos mediante sus constantes fisicas y
propiedades espectroscopicas (Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear) y
Espectrometria de Masas.
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COMPUESTOS PROPUESTOS

~
A\
N

Melatonina

(a): THF/NaH/a-bromo-p-toluenitrilo
(b): THF/NaH/cloruro de 4-cianobonzoilo

(c): THF/NaH/a,4-diclorotolueno

(d): THF/NaH/cloruro de 4-clorobenzoilo
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@ \ HN\<
>

Cl

1-N-(4-clorobenzoil)melatonina (V)
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1-N-(4-clorofenil)melatonina (V1)
(e): DMF/Cul/K,CO4/p-yodo-benzonitrilo (11lb)/4 h/1].
(f): DMF/Cul/K,CO3/1-cloro-4-iodobenzeno/4 h/1].

CONCLUSIONES

Con base en los datos espectroscépicos y sus constantes fisicas de los compuestos
sintetizados, puede decirse que los siguientes compuestos fueron obtenidos:

1-N-(4-cianobenzil)melatonina (1)
1-N-(4-cianobenzoil)melatonina (II)
1-N-(4-cianofenil)melatonina ()
1-N-(4-clorobenzil)melatonina (1V)
1-N-(4-clorobenzoil)melatonina (V)
1-N-(4-clorofenil)melatonina (V1)

ZEE RN

Los derivados del 5-metoxi-N-acetiltriptamina propuestos se obtuvieron de una
manera pura y fue caracterizada su estructura por evidencias espectroscépicas
(Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear) y Espectrometria de Masas.

Los rendimientos obtenidos se muestran en la tabla 3:

Tabla 3. Rendimientos obtenidos mediante la ruta sintética propuesta

Compuesto Rendimiento
1-N-(4-cianobenzil)melatonina (1) 41.20 %
1-N-(4-cianobenzoil)melatonina (11) 34.09 %
1-N-(4-cianofenil)melatonina (III) 20.93 %
1-N-(4-clorobenzil)melatonina (IV) 53.43 %
1-N-(4-clorobenzoil)melatonina (V) 37.16 %
1-N-(4-clorofenil)melatonina (VI) 48.42 %
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La ruta de purificacion empleada para los compuestos: 1-N-(4-clorobenzil)melatonina
(IV), 1-N-(4-clorobenzoil)melatonina (V) y 1-N-(4-clorofenil)melatonina (VI), fue modificada
para obtener un incremento en el promedio de los rendimientos de 14.26% con respecto
de los demas compuestos, lo cual nos indica que se deben realizar mayores
modificaciones en la purificacion para aumentar los rendimientos.

Resta por determinar la constante de afinidad de los compuestos obtenidos en el
presente estudio.
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