Universidad de Chile

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas

SINTESIS Y EVALUACION FARMACOLOGICA DE
NUEVOS DERIVADOS PIPERAZINIL
BENZO[b]TIOFENOS CON POTENCIAL AFINIDAD
SEROTONINERGICA POR EL RECEPTOR 5-HT),

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al Grado Académico de Magister

en Ciencias Farmacéuticas

por

NADIA BETSABE RON HIGUERA

Director de Tesis: Dr. Hernan Armando Pessoa Mahana

SANTIAGO-CHILE
Noviembre, 2008



UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

INFORME DE APROBACION

TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Escuela de Graduados de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas que la Tesis de Magister presentada por la candidata

NADIA BETSABE RON HIGUERA

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluacion de la Tesis como requisito
para optar al grado de Magister en Ciencias Farmacéuticas, en el examen de

defensa de tesis rendido el dia de de 2008

Director de Tesis

Dr. Hernan Pessoa Mahana

Comisién de Evaluacion de Tesis

Dr. Luis Nufez Vergara

Dr. Jaime Valderrama Guerrero

Dr. Claudio Saitz Barria




PUBLICACIONES

H. Pessoa-Mahana*, Johann Kosche C., Nadia Ron H., Gonzalo Recabarren G.,

Claudio Saitz B., Ramiro Araya M., and C. David Pessoa-Mahanna. “ Solvent-free
microwave synthesis of 3-(4-benzo[b]thiophene-2-carbonyl)-1-piperazinyl-1-
benzo[b]thiophene-2-yl-1-propanones. New hetero bis-ligands with potencial 5-

HT.a serotonergic activity”. Heterocycles, volumen 75, 8, 2008.
Manuscrito en preparacion

Hernan Pessoa-Mahana*, Marcos Gonzalez C. ', Marcelo Gonzalez S. 2, C. David
Pessoa-Mahana®?. Ramiro Araya- Maturana', Nadia Ron H. and Claudio Saitz B'.
“Microwave-promoted Michael addition of some aza-nucleophiles to 1-(4,7-

dimethoxy benzo[b]thio-phen-2-yl)-2-propen-1-one”.
PRESENTACIONES A CONGRESOS INTERNACIONALES

Ron-Higuera, N., Kosche-Carcamo, J., Recabarren-Gajardo, G., Pessoa-Mahanna,

H., “Microwave assisted synthesis of new 1-benzo[b]thiophene-2-carboxamide
long chain arylpiperazine derivatives. Potential 5-HT;s receptor ligands”. 12"
Brazilian Meeting on Organic Synthesis, 27 - 31 de Agosto de 2007, Plaza ltapema
Resort, Itapema, SC, Brasil.

PRESENTACIONES A CONGRESOS NACIONALES

Hernan Pessoa Mahana*, Nadia Ron H., Johann Kosche C., Gonzalo Recabarren G.,
Gerald Zapata T., Ramiro Araya Maturana, C.David Pessoa Mahana y C.Saitz B.
“Sintesis asistida por microondas y ensayos de afinidad al receptor 5-HT;5 de
nuevos derivados de 3-[4-(benzotiofeno-2-carbonil)-1-piperazi-nil-2-benzotiofenil-
1-propanona” (oral), XXVII Jornadas Chilenas de Quimica, 20 — 23 Noviembre de
2007, Termas de Chillan, Chile.

Nadia Ron Higuera, H. Pessoa-Mahana*; “Sintesis y evaluacion farmacolégica de

nuevos derivados arilpiperazinilmetil benzo[b]tiofenos con potencial afinidad



serotoninergica por el receptor 5-ht;n”, Feria de Postgrado de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, 19 de Agosto de 2008, Facultad de Ciencias

Quimica, Santiago de Chile.



Con mucho carifio a mis padres; Martha y Homero

Todos mis éxitos en esta vida atribuyo a la ensefianza moral e intelectual
que recibi de ustedes, gracias por su amor incondicional, por su

comprension, y sus consejos, han sido mi inspiracion.



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por permitirme terminar este camino, por darme valor, perseverancia y fuerza
para afrontarlo en los momentos dificiles, y capacidad para disfrutarlo en los momentos

felices.

A mis padres, Martha y Homero, porque cada uno, en su momento, buscé lo mejor

para mi y me hizo una persona con valores y principios para toda la vida.

A mi querido hermano y amigo, Byron, por ser mi angel y estar en los momentos que

mas lo necesito.

A mis queridos nafos Paula Molina y Juanito Ugrin, por su carifio, por cuidarme,
ayudarme y alentarme siempre, por ser mis amigos y consejeros, por compartir

conmigo penas y alegrias, y sobre todo por hacerme parte de su linda familia.

A mi Director de Tesis Dr. Hernan Pessoa Mahana, por aceptar ser mi tutor y confiar en
mi trabajo aun sin conocerme, ha sido para mi un gran maestro, gracias por sus

ensefanzas, orientacion, paciencia y motivacion.
Al Dr. Ramiro Araya, su calor humano enriquece.

A la comision evaluadora de la Tesis, por sus comentarios y consejos en relaciéon con

este trabajo, que enriquecio la visidn critica del mismo.

A los companieros del laboratorio de Mecanismos de Reaccién: Oney Ramirez por su
ayuda constante y desinteresada, Christian Gonzalez, Ignacio Cuevas, Marcos
Gonzalez, Johann Kosche, y Jorge Toledo, por su apoyo y por hacer mas agradable el
trabajo en el laboratorio. Asi como también a Gonzalo Recabarren por su ayuda y
orientacion, especialmente en la realizacion de los ensayos de competencia y

discusion de los resultados.



A mis dos amigos Elizabeth Chulde y Alex Clavijo, estaré eternamente agradecida,
para mi son los mejores comparneros que se puede tener, con su motivacion, carifio y

optimismo me han ayudado en momentos criticos, para ellos, muchas gracias por todo.

A las secretarias de postgrado, Gladys Urzua y Miriam Salazar, y a Héctor Bravo por

su amabilidad y disposicién a coordinar todos los aspectos formales de esta tesis.

Finalmente agradezco al Proyecto Fondecyt 1050289, Investigador responsable: Dr

Hernan Pessoa



1.1.

1.2.

1.3.

1.3.1.

1.3.1.1.

1.3.1.2.

1.3.2.

1.3.2.1.

1.3.3.

1.3.3.1.

1.3.3.1.1.
1.3.3.1.2.
1.3.3.1.3.
1.4.

1.5.

INDICE DE MATERIAS

INDICE DE MATERIAS. ...
INDICE DE FIGURAS. ... ..o
INDICE DE ESQUEMAS . ...
ABREVIATURAS . ...
RESUMEN. ... e
AB ST R A CT

INTRODUCCION.......ooiiiieieeeeeeeeee ettt ee e eee e
Neuroquimica de la depresion.........covvv i
Receptores serotoninérgiCos. ..........uvieiiieieiiii e
Farmacoterapiaantidepresiva...........cccoiiiiiiiiiiii
Antidepresivos de primera generacion.............ocoveiiiiiiiiiiiie
Antidepresivos triCiClICOS. ......oi i
Inhibidores de la mono-amino oxidasa (IMAOS)...........cccooiiiiiiiiiiiinens,
Antidepresivos de segunda generacion...........c.cccooeviiiiiiii e,

Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina ........................

Tendencias y desafios actuales en el disefio de nuevos
ANHAEPIESIVOS . . e

Agonistas/Antagonistas del Receptor 5-HT 4 — Inhibidores
selectivos de la recaptacion de 5-HT ...

Familia de las Aminotetralinas: 8-OH-DPAT ...

Arilpiperazinas de cadena larga...........c.ccooviiii i
Familia de las Indolalquilaminas..............ccoiiiiiiiiii i,
HIPO SIS, .

O EIVOS. . e

i



1.5.1

1.5.2.

3.1.

3.1.1.

3.1.1.1.
3.1.1.2.

3.1.1.3.

3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.3.1.

3.1.3.2.

3.2.
3.2.1.

3.2.2.

il

ODbjetivo General... ... ..o 17
Objetivos ESPECIfiCOS......viriiiii i 17
MATERIALES Y EQUIPOS......ouiitiii e 18
RESULTADOS Y DISCUSION. .......oiiiiiiiee e, 21
SN SIS. e 21
Sintesis de 3-[4-(4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carbonil)-1-piperazinil]
1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-1-propanona (I)........ccccccevvviirvieeennnenn. 21
Sintesis de1-[(4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]Piperazina............. 22

Sintesis de (4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofenil)-1- propenona...................... 27

Adicion de Michael de Piperazino benzotiofeno (7) sobre
benzotiofen enona (11) ......ooovieinieiii 31

Sintesis de 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-3-[4-(4,7-dimetoxi
-2 —benzolb]tiofenilmetil)-1-piperazinil]-1-propanona (II).......................... 33

Sintesis del 4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofenpiperazino (12)...........ccccceeennnnnn. 33

Adicion de Michael del derivado piperazino benzotiofeno (12)
sobre la benzotiofen enona (11)......cccoiiiiiiiiiii e, 35

Sintesis de 3-[4-(benzo[b]tiofen-2-carbonil)-1-piperazinil)-1-
(4,7dimetoxi -2- benzo[bltiofenil)- 1-propanona (Il)..........cccccevriivvrnnenn. 36

Benzo [b]tiofen piperazino carboxamida (17).........cccoeeeieeiieeiiiinieeieee. 36

Adicion de Michael del derivado piperazino benzotiofeno (17)
sobre la benzotiofen enona (L1)......cccoeiiiiiiiiiii e, 37

Obtencidn de 5 y 6-cloro-derivados del cloruro de 4,7-

dimetoxibenzotiofen carbonilo (5).........ovviiiiii 38
Estudios de Radioligandos ............coooiieiiiiiiiii 45
Ensayos de saturacion............ccoiiiiiiiii e 46

Determinacion de ICsy para 8-OH-DPAT ..o, 49



3.2.3.

3.24.

3.2.5.

3.2.5.1.

3.2.5.2.

3.2.5.3.

41.

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

4.1.4.

4.1.5.

4.1.6.

41.7.

4.1.8.

4.1.9.

4.1.10.

4.1.11.

4.1.12.

4.1.13.

4.1.14.

4.1.15.

Ensayos de competencia de los ligandos |, I, Iy V...

Estudio de las relaciones estructura-actividad de los compuestos

DESARROLLO EXPERIMENTAL ..o
SN ESIS et
3,6-Dimetoxi-2-nitrobenzaldehido...........cccoooeeiiiiiiiii e, .
4,7-Dimetoxi-1-benzo[b]tiofen-2-carboxilato de metilo.............................
Acido 4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carboxilico............c.coceovvceeeeeeeenn...
Obtencidn del cloruro de 4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carbonilo.........

4-(4,7-Dimetoxi-benzo[b]tiofeno-2-carbonil)-N-Boc-1-piperazina............

1-[(4,7-Dimetoxi-1-benzo[b]tiofeno-2-il)carbonil] piperazina....................

(4,7-Dimetoxi-1-benzotiofen—il) metanol.............cccoooiiiiiiiiieee,
4,7-Dimetoxibenzo[b]tiofen-2-carboxaldehido .............cccccciiiiiiiiiiiinnnnnns
1-(4,7-Dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-0l..............cccet evieeneee.
1-(4, 7-Dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona..........cccccccevvevvennen..

Reduccién del derivado 1-[(4,7-Dimetoxi—1-benzo[b]tiofeno—2-il)
(o7= 11 o o] a1 011 0= =4 1 o TS

2- Metoxicarbonil Benzo[b]tiofeno...........coevvveviiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeee
Acido Benzolb]tiofen-2-carboxilico............cccccovvviiii
Cloruro de benzo[bltiofen-2-carbonilo..............cccco

ter-Butil 4-(1-benzo[b]tiofeno-2-il-carbonil) piperazina
=1-CarboXilato .....oooiiii

v

59



4.1.16.

4.1.17.

4.1.18.

4.1.19.

4.1.20

4.1.21.

4.1.22.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.

1-(1- Benzo[b]tiofeno-2-il-carbonil) piperazina..............ccccoveeeeiiiinininnnee. 70

Sintesis de 3-[4-(4,7-Dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carboxo)- 1-
piperazinil]-1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-1-propanona (I)............... 71

Sintesis de 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-3-[4-(4,7-dimetoxi-2-
benzo[b]tiofenilmetil) -1-piperazinil]-1-propanona (I1).......cccccccevveeeeeenen. 72

Sintesis de 3-[4-(Benzo[b]tiofen-2-carbonil)-1-piperazinil)- 1-(4,7-
dimetoxi-2-benzol[b]tiofenil)- 1-propanona (Il)..........cccceeeeiiiiiiiiiiiennnnn. 73

tert-Butil 4-[(5 y 6-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]

piperazina-1-carboxilato (18-a) y (18-b) ......cooeeiiiiiiiii, 74
1-[(5) y(6)-Cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazina

TO(Q) Y 1O(D) - neeeiieeee ettt e e e e e e e e e e 75
3-{4-[(5 / 6-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazin-1-
il}-1-(4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)1- propanona. IV (20 a y b)............. 76
Ensayos de Unidn con Radioligandos.............cccoovviiiiiiiiiiiiiiinne, 78
Adquisiciéon del radioligando estandar................cooieiiiiie e, 78

Preparacion de las membranas ..............ccoovviiviiiiccii e, (8
Cuantificacion de proteinas...........ccocviiiiiiiiii e, 79

Determinacion de la Constante de Disociacion (Kp) y Union Maxima

(Bmax) Para [PH]-8-OH-DPAT .......ooiiiiiee e 79

Determinacion de ICso para 8-OH-DPAT ..., 80
Ensayo de competencia............ouiuiiiiiii 80
CONGCLUSIONES. . ...ttt eaaes 82
BIBLIOGRAFIA ... ..o 83

ANEXO S . L 90



Figura 1.1.
Figura 1.2.
Figura 1.3.
Figura 1.4.
Figura 1.5.
Figura 1.6.

Figura 1.7.

Figura 1.8.

Figura 1.9.

Figura 1.10.
Figura 1.11.
Figura 1.12.
Figura 1.13.

Figura 1.14.

Figura 1.15.
Figura 1.16.

Figura 1.17.

Figura 3.1.

Figura 3.2.

INDICE DE FIGURAS

Estructura quimica de catecolaminas............c.ccooviiiiiiiiiiei e,
Estructura putativa del relector SHTa...ccooeiiiiiiii e,
Modelo de NeurotransSmision.............cc.vuviiiiiiii e,
Estructura de antidepresivos triciclicos............cccooiiiiiiiiiiinnn,
Estructura quimica de Iproniazida...............cccooiiiiiii
Estructura quimica de Moclobemida..................coooiiiiii,

Estructura quimica de Inhibidores selectivos de
recaptacion de serotonina............ccoooiiiii i,

Estructura quimica de Reboxetina...............cooooiii

Estructura 8-hidroxi-2-N,N-dipropilaminotetralina
(B-OH-DP AT )ttt e e e e e e ns

Estructura quimica de Buspirona.............cccoiiiiiiiiiiii
Estructura quimica de Flesinoxan................cooiiiiiiiii i,
Estructura general de arilpiperazinas de Monge.........ccccccceevieeeeeennne,
Estructura de derivados de benzo[b]tiofen arilpiperazinil...................

Derivados dicetopiperazinas. Estructuras de Lopez —
o [ To LU= .4

Estructura de moléculas hibridas. ISRS/antagonistas 5HT1a.............
Estructura quimica de Vilazodone...............ccccciiii
Avance terapéutico de farmacos antidepresivos...........ccccceeeeecnnnnnnes

Espectro de RMN del 1-(4,7-Dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-
PrOPEN-=-T-0l...cuuiiiiiiiiiic e

Espectro de RMN del 1-(4, 7-Dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-
0T 0] 7= 1t o] o =

vi



Figura 3.3.
Figura 3.4.

Figura 3.5.

Curva de saturacion para [PH]-8-OH-DPAT............cveeeeiieeeieiein,
Andlisis de Scatchard para [°H]-8-OH-DPAT........cooveieeeeeeeeeee.

Curva de competencia homologa de 8-OH-DPAT.............ccccvvvees

Vil



Esquema 3.1.

Esquema 3.2.

Esquema 3.3.

Esquema 3.4.

Esquema 3.5.

Esquema 3.6.

Esquema 3.7.
Esquema 3.8.

Esquema 3.9.

Esquema 3.10.

Esquema 3.11.

Esquema 3.12.

Esquema 3.13.

Esquema 3.14.

viil

INDICE DE ESQUEMAS

Esquema retrosintético para la obtencion del compuesto (1)
3-[4-(4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carboxo)-1-piperazinil]-1-

(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-1-propanona................................ 21
Ruta sintética para la obtencion del precursor 1-[(4,7-

dimetoxi-1-benzotien-2-il) carbonil] piperazina (7).......ccccccceeevininns 22
Reaccioén de nitracion del 2,5-dimetoxibenzaldehido.................. 23

Mecanismo probable de nitracion del 2,5-dimetoxi-
benzaldehido........c.ooiiii 23

Mecanismo de reaccion para la obtencién del 4,7-dimetoxi
-1-benzotiofen-2-carboxilato de metilo (3)......ccovvvvveeviieiiieiiieiiennnen. 24

Sintesis de 4-(4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofeno-2-carbonil)-

N-BOC-1-piperazing (6).........ccoueuurrmreeieeiiiiiiieieeeee e 25
Sintesis de N-benzotiofen caboxamida (7)........................l. 26
Mecanismo de hidrdlisis del derivado N-Boc piperazina (6)........... 26

Mecanismo de hidrdlisis del semiester ter-butilico del acido
[o7= 1 010 ] 01 ¢! JU TP 27

Ruta sintética para la obtencion del precursor (4,7-dimetoxi-
benzo [b]tiofenil)-1- propenona (11)........cccoeviiiiiiiiiiiiieieeeeeeenn. 28

Reaccién de adicion de Michael asistida por microondas
para la obtencion del compuesto I...........ccooiiiiiiii i, 32

Esquema retrosintético para la obtencion del compuesto (lI)
1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-3-[4-(4,7-dimetoxi-2-benzo
[b]tiofenilmetil)-1-piperazinil]-1-propanona.............................. 33

Reaccion de reduccion del derivado 1-[(4,7-Dimetoxi—1—
benzo[b]tiofeno—2-il) carbonil] piperazino (7).........ccccceeeeeeeieennnnn. 33

Estructuras de los derivados 12A Yy 12B.........cccoovvviiiiiiiiinann, 34



Esquema 3.15.

Esquema 3.16.

Esquema 3.17.

Esquema 3.18.

Esquema 3.19.

Esquema 3.20.

Esquema 3.21.

Esquema 3.22.

Esquema 3.23.

Esquema 3.24.

Reaccién de adicion de Michael asistida por microondas

para la obtencion del compuesto Il...........cooiiiiiiiinnn,

Esquema retrosintético para la obtencion del compuesto (ll1)
3-[4-(benzol[b]tiofen-2-carboxo)-1-piperazinil)-1-(4,7-dimetoxi

-2-benzo[bltiofenil)- 1-propanona................cocoeiiiiiiiiiiiiinnn

Ruta sintética para la obtencion del precursor benzo [b]

tiofen piperazino carboxamida (17)........covviiiiiiiiiiiiiienn,

Reaccidén de adicion de Michael asistida por microondas

para la obtencion del compuesto ...,

Ruta sintética para la obtencion de los derivados clorados

188,18 D, 18 Cuvrrineiie

Método computacional de calculo para estimar la densidad
de carga sobre los atomos de carbono en la estructura

optimizada del derivado (5)........ccoviiiiiiii

Mecanismo de substitucion aromatica electrofilica por

reaccion de SOCI, sobre el sistema aromatico.......................

Mecanismo de substituciéon aromatica electrofilica por

reaccion de Cl, sobre el sistema aromatico...............ccvvevennnen.

Reaccion de Hidrdlisis del derivado clorado N-Boc-

piperazina (18a,b).......couvuieiii

Reaccidén de adicion de Michael asistida por microondas

para la obtencion de los compuestos IV(a,b).........................

1X



5-HT
LCR
IMAO
MAO
ISRS
ISRN
[°H]
8-OH-DPAT
Asp
PCC
DMSO
CDCl3
DMF
THF
Boc
Brmax
ICs0
Kd

Ki
BCA
Ci

fmol

ABREVIATURAS

5- Hidroxitriptamina

Liquido céfalo raquideo

Inhibidor de la mono amino oxidasa

Enzima Mono amino oxidasa

Inhibidor selectivo de la recaptacion de la serotonina
Inhibidor selectivo de la recaptacion de noradrenalina
Tritio

8-Hidroxi-2-(N,N-di-n-propilamino)tetralina

Acido aspartico

Clorocromato de piridinio

Dimetil sulféxido

Cloroformo deuterado

Dimetilformamida

Tetrahidrofurano

t-butoxicarbonilo

Numero maximo de receptores

Concentracioén de inhibidor que produce el 50% del efecto
Constante de disociacion

Constante de inhibicion

Acido Bicinconinico

Curie

Femtomol



mM
mmol
nM

uM

PEI
POPOP
PPO
RFC
rpm

Tris

Milimolar

Milimol

Nanomolar

Micromolar

Polietilenimina
1,4-Bis(5-fenil-2-oxazolil)benceno(fluoréforo secundario)
2,5-Difeniloxazol (fluoréforo primario)

Fuerza centrifuga relativa

Revoluciones por minuto

Tris-(hidroximetil)-aminometano

X1



Xii

RESUMEN

La depresion constituye un trastorno del estado animico, que se expresa con
una pérdida manifiesta del interés o de las actividades placenteras del vivir, atribuidas

fundamentalmente a una alteracion en la neurotransmision serotoninérgica.

En esta tesis, se abordé la sintesis y ensayos farmacolégicos exploratorios de
nuevos derivados de piperazinil benzo[b]tiofenos como potenciales ligandos del

receptor serotoninérgico 5HT .

Especificamente, se sintetizaron los derivados (1), (1) y (lll), por reaccion de
adicién de Michael asistida por microondas de derivados de benzotiofenopiperazinas

sobre el aceptor de Michael: 1-(4,7-dimetoxibenzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona.

OCHs OCHj
HaCO o HaCO

\O B \O B

OCHs OCHj

OCHj

OCH;
HyCO

ocH, OCH,

(1 R=Cl (v)

Los compuestos I, Il y 1ll fueron obtenidos con buenos rendimientos (75 —
86%) y en cortos periodos de reaccion. La afinidad de los nuevos compuestos
sintetizados por los receptores serotoninérgicos, fueron evaluados in vitro mediante
ensayos de competencia frente al radioligando °[H]-8-OH-DPAT en homogenizado de
corteza cerebral de rata. Todos los ligandos estudiados desplazaron menos del 50% de

la unién, a la concentracién establecida de 1 pM, exhibiendo una afinidad moderada

OCHs

OCHg
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por el sitio de unién para los compuestos I= 32%, Il = 14% y lll = 39% y una baja
afinidad para el compuesto IV = 1.6%, en comparacion con el 92% de desplazamiento

de la unién que exhibio el ligando 8-OH-DPAT a la misma concentracion.
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ABSTRACT

Depression is a common mental disorder consisting in depressed mood with a
lack of interest and pleasure in activities of daily living and mainly attributed to a

disorder in the serotonergic neurotransmission.

The present thesis encompassed the synthesis and pharmacological assays of

new piperazinyl benzothiophenes as potential 5-HT 14 receptor ligands.

The synthesized compounds (l), (II), (lll), were obtained by a microwave —
assisted Michael addition reaction of piperazine benzothiophenes in the presence of 1-
(4,7-dimetho-xybenzo[b]thiophen-2-yl)-2-propen-1-one acting as Michael's acceptor.
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Compounds (I-lll), were obtained in good yield (75-86%), with short reaction
times. The affinity of the new compounds, was evaluated in vitro through radioligand
binding assays, carried out in homogenized rat cerebral cortex, using *[H]-8-OH-DPAT
as standard radioligand. The studied compounds showed a moderate affinity I: 32%, Il
=14% y Il = 39% and 1.6% (IV) against the 92% displacement exhibited for the 8-OH-
DPAT.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades neuropsiquiatricas son una causa importante de
discapacidad, ocupando cada vez un lugar principal en la patologia humana. Entre
ellas, la depresion se ha convertido en la cuarta condicion médica en importancia en
relaciéon a los afos de vida perdidos por muerte prematura o vividos con una
discapacidad severa y de larga duracion segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), proyectando que para el ano 2020 sera la primera causa de baja laboral en los

paises desarrollados y la segunda enfermedad mas frecuente en el mundo."

Depresion viene del latin depressus, que significa "abatido", "derribado", es un
trastorno emocional que se presenta como un estado de abatimiento e infelicidad que
puede ser transitorio o permanente. La Organizaciéon Panamericana de la Salud (2006)
definio depresiéon como “un desorden mental comun que se manifiesta como estados
de animo deprimido, con pérdidas de interés o del placer por vivir, sentimientos de
culpa o baja autoestima, alteraciones del suefio o del apetito y baja capacidad de
concentraciéon”. Todos estos sintomas pueden tener importantes consecuencias

sociales y personales, desde la incapacidad laboral hasta el suicidio.’

La depresion se caracteriza por afliccion, malestar, desesperaciéon, sensacion
de culpa, apatia, indecisidon, disminucion de la energia y cansancio, cambios en el

patrén del suefio, pérdida del apetito e ideas de suicidio?.

Los desordenes depresivos agrupan una diversa variedad de sindromes,
incluyendo depresién unipolar (depresién mayor y distimia), desdrdenes de ajuste,
depresién subsindromal (depresion menor), desoérdenes afectivos estacionales,
desorden disforico premenstrual, depresién postparto, depresion atipica y desérdenes
bipolares. Las causas de la depresion son multifactoriales, incluyendo aspectos
hereditarios, medioambientales o eventos traumaticos, los cuales predisponen o
gatillan episodios depresivos, aunque se acepta que desdrdenes neuroquimicos son

finalmente responsables de la aparicion de sintomas depresivos.®*



1.1. Neuroquimica de la depresién

Las primeras hipétesis acerca de la etiologia de la depresién se enfocaron en
los sistemas monoaminérgicos. Es asi como se planteé que la depresidn se originaria
principalmente por un déficit en la neurotransmisién vinculada a catecolaminas
(Fig.1.1.), tal como: norepinefrina, epinefrina, y dopamina.’> Sin embargo esta teoria
lentamente comenzd a debilitarse, ya que no era capaz de explicar algunos hechos,
como por ejemplo: i) hay drogas (cocaina y anfetaminas) que pueden incrementar la
disponibilidad funcional de monoaminas y no tienen ningun efecto en el estado de
animo de los pacientes depresivos, ii) no todos los pacientes depresivos responden de
igual forma al mismo antidepresivo, iii) los antidepresivos atipicos como la mianserina,
producen su efecto sin actuar sobre los sistemas monoaminérgicos, y iv) existe un
retraso terapéutico de dos semanas entre los efectos neuroquimicos de los

antidepresivos y el comienzo de su efecto terapéutico.®
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Figura 1.1. Estructura quimica de catecolaminas

Aunqgue se ha documentando la participacion de estos neurotransmisores en la
patogénesis de la depresién, es improbable que los mecanismos relacionados con las
monoaminas sean los unicos responsables de los sintomas depresivos. Hoy se asume
que la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) cumple un papel clave en la expresion
de varias de las conductas asociadas con este trastorno, postulandose con mayor

certeza que el déficit de la actividad serotoninérgica aumenta la vulnerabilidad en el



desarrollo de la depresién mayor. Esta hipétesis se apoya en el hallazgo de anomalias
de la funcion serotoninérgica a nivel pre y postsinaptico en el paciente deprimido. Asi,
se ha comprobado: i) una disminucién de los niveles de triptéfano plasmatico, ii) niveles
de su producto metabdlico acido 5-hidroxi-indolacético en LCR (liquido cefalo-
raquideo) disminuidos, iii) disminucion de la captacion de serotonina a nivel de las
plaquetas, con respecto a los receptores serotoninérgicos (en depresion mayor), iv) se
ha observado asi mismo una sensibilizaciéon del receptor 5-HT4, y un aumento de la

fijacion, la respuesta funcional y del niumero de receptores 5-HToa, y 5-HT,c 8

Actuales estudios en el ambito de la quimica medicinal, han abordado esta

deficiente neurotransmisiéon serotoninérgica bajo dos alternativas farmacoldgicas:

1. Aumentar la concentracion del ligando natural en el espacio sinaptico, inhibiendo su

recaptura e impedir su posterior metabolismo (Inhibidores de la recaptacion).

2. Emular las acciones farmacoldgicas de serotonina a través de la obtencion de
compuestos agonistas totales o parciales que actuen selectivamente a nivel del

receptor 5SHT A,

1.2. Receptores serotoninérgicos

Actualmente, se reconocen siete tipos de receptores serotoninérgicos S5HT (1.7)
que contienen a su vez catorce distintos subtipos; agrupados sobre la base de su
secuencia aminoacidica, propiedades farmacoldgicas y rutas de transduccién de
sefales. Todos los receptores estan acoplados a proteina G, excepto el 5HT; que es

un receptor operado por canales de Na* /K* ®1°

En los afios 90, Blier y de Montigny "' involucraron al receptor 5HT+4 (Fig. 1.2.)

en el mecanismo responsable de la actividad antidepresiva.

Este receptor posee una estructura terciaria formada por 7 dominios

transmembranales con sitios para glicosilacion dentro de la regién N-terminal



extracelular y sitios para fosforilacién a nivel del tercer loop (lazo) intracelular 2. Este
receptor no ha sido cristalizado aun, por lo que los estudios teéricos de modelacién se
basaban hasta el afio pasado en los modelos de rodopsina bovina como templado
estructural, aunque recientemente Cherezov™ ha informado de la cristalizacién de un
adrenoreceptor 3, en presencia de carazolol, lo que por el momento permitira mejores

aproximaciones en la modelacién receptorial.

Figura 1.2. Estructura putativa del receptor 5-HT;a, los aminoacidos coloreados indican
residuos en comun con el receptor $2-adrenérgico. Las marcas de diamante indican posibles
sitios de glicosilacion, las cargas negativas corresponden a sitios de fosforilacion

Este receptor es uno de los mas estudiados, se halla constituido por una
cadena de 421 aminoacidos, codificados por el cromosoma 5 (humano), se encuentra
expresado en el Sistema Nervioso Central (SNC), con una alta densidad en el nucleo
rafe dorsal y medial, también en el hipocampo, septum, nucleo estriado y la corteza

frontal. ™

A nivel del nucleo rafe dorsal, estos receptores estan ubicados
presinapticamente como autorreceptores somatodendriticos (Fig. 1.3.) modulando la
liberacion de serotonina, a través de un mecanismo feed-back (-), en las regiones
corticales y limbicas, el receptor 5-HT,» se le encuentra postsinapticamente donde

atenta y regula la actividad neurotransmisora. '
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Figura 1.3. Modelo de Neurotransmision

1.3. Farmacoterapia antidepresiva.

1.3.1. Antidepresivos de primera generacion.

1.3.1.1. Antidepresivos triciclicos

Los primeros antidepresivos que mostraron cierta eficacia fueron la imipramina
y la amitriptilina (Fig. 1.4.) y desde principios de 1960 fueron utilizados en el
tratamiento de la depresion mayor. EI mecanismo de accion de esta familia incluye la
inhibicion de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, sin embargo actuan como

antagonistas post sinapticos de los receptores a4, histamina (H;) y 5HT.

i

Amitriptilina Imiprimina

Figura 1.4. Estructura de antidepresivos triciclicos



Esta poca especificidad generd su reemplazo por nuevas drogas, debido
principalmente a sus indeseables efectos colaterales como son: cardiotoxicidad,
sequedad de boca, visién borrosa, hipotension postural, sedacién, aumento de peso, lo
que ha afectado el cumplimiento por parte del paciente y ha disminuido su aceptacion

del tratamiento. "’

1.3.1.2. Inhibidores de la Monoamino oxidasa (IMAOSs)

En 1951, al estudiar compuestos para el tratamiento de la tuberculosis como
fueron la isoniazida y la iproniazida (Fig. 1.5.), se observd que la iproniazida producia
efectos benéficos en el animo de los pacientes tuberculosos. En 1952 Zeller y
colaboradores descubrieron que la iproniazida a diferencia de la isoniazida, era capaz
de inhibir a la enzima monoaminooxidasa (MAQO) encargada de metabolizar en el

organismo bioaminas y xenobiéticos.'®
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Figura 1.5. Estructura quimica de la Iproniazida

Posteriores estudios han determinado que la enzima monoamino oxidasa
(MAO) posee dos isoformas principales la MAO, y la MAOg, que difieren en cuanto a
la preferencia que muestran por distintos sustratos; la inhibicion de la forma MAO, se

correlaciona mejor con la eficacia antidepresiva.

La inhibicion de la isoenzima MAO-B impide el metabolismo de tiramina, que es
un aminoacido que actia como un simpaticomimético indirecto, provocando la
liberacion de noradrenalina por las terminaciones nerviosas, lo que puede
desencadenar severas crisis hipertensivas, asi como también cefalea, midriasis,

diaferesis y palpitaciones. Otros efectos secundarios asociados con el uso de IMAO



irreversibles son efectos en el SNC (insomnio, irritabilidad, etc), disfunciones
cardiovasculares, etc. Esto llevdo al desarrollo de inhibidores reversibles de la
monoamina oxidasa A, como la moclobemida (Fig. 1.6.), que parece tener eficacia
clinica y menor capacidad para potenciar las acciones presoras de la tiramina que los

inhibidores no selectivos de la MAO. '®

Cl

Figura 1.6. Estructura quimica de Moclobemida

1.3.2. Antidepresivos de segunda generacion

En el afan de conseguir nuevos farmacos antidepresivos con un mayor nivel de
eficacia y mejor tolerancia que los antidepresivos clasicos, se han sintetizado una
amplia gama de moléculas con variadas estructuras quimicas, algunas de ellas
exhiben un perfil toxicoldgico mas aceptable especialmente desde el punto de vista
cardiovascular y vegetativo, asi como una mayor seguridad en la sobre dosificacion,

pero no estan exentos de efectos adversos particulares.

1.3.2.1. Inhibidores selectivos de larecaptacion de serotonina

Los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) se
introdujeron como farmacos a fines de los 80's, son indudablemente mas seguros ya
que carecen del efecto bloqueante muscarinico, bloqueante de receptores

histaminérgicos H; y bloqueante a1 adrenérgico que conducen a la emergencia de



sintomatologia colateral en el tratamiento antidepresivo clasico. Esta selectividad por el
receptor serotoninérgico tiene numerosas ventajas, incluyendo la menor toxicidad en
los casos de sobredosificacion y se han posicionado como las drogas antidepresivas

de eleccidn a nivel mundial para el tratamiento de cuadros depresivos.

Entre los principales ISRS usados en el tratamiento de la depresion incluye:

sertralina, fluvoxamina, fluoxetina, paroxetina, citalopram (Fig. 1.7.) %
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Figura 1.7. Estructura quimica de inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina

La desventaja de estos farmacos al igual que los agonistas parciales
(buspirona) es que exhiben un inicio tardio de su efecto terapéutico (2 semanas),

ademas de algunos efectos secundarios (disfuncion sexual, nauseas, anorexia). Esta



desventaja terapéutica se generaria por una elevacion inicial de serotonina extracelular
en el nucleo rafe (producto de una inhibicion del transporte en el caso de los
recaptadores y producto de un agonismo parcial en el caso de buspirona), en el que
inhibiria la actividad de las neuronas serotoninérgicas, por un mecanismo de feed-
back o retroalimentacién negativa originado por activacién de los autorreceptores
somatodendriticos presinapticos 5 HTa. Después del tratamiento sostenido con un
ISRS, los receptores 5HT 5 somatodendriticos llegan a desensibilizarse, restaurando
la actividad de las neuronas serotoninérgicas y el incremento de serotonina
extracelular®. Estos fueron seguidos a fines de la década de los 90’s por el altamente

selectivo inhibidor de recaptacién de noradrenalina (ISRN) la reboxetina (Fig. 1.8.).'

OCH,

Figura 1.8. Estructura quimica de Reboxetina

1.3.3. Tendencias y desafios actuales en el disefio de nuevos antidepresivos

1.3.3.1. Agonistas / Antagonistas del Receptor 5-HT;n —Inhibidores Selectivos

de la Recaptaciéon de 5-HT

En las ultimas dos décadas se han llevado a cabo grandes esfuerzos dirigidos a
la sintesis de compuestos con propiedades agonistas y/o antagonistas para el receptor
5HT 4, que permitan emular las acciones farmacolégicas del ligando natural serotonina.
Actualmente se dispone de una gran variedad de compuestos afines a éste receptor
entre las que se encuentran las familias de las: arilpiperazinas, aminotetralinas,

ergolinas, indolalquilaminas y benzopiranos % ™.



1.3.3.1.1. Familiade las Aminotetralinas: 8-OH-DPAT

La 8-hidroxi-2-N,N-dipropilaminotetralina (8-OH-DPAT) (Fig. 1.9.) ha sido
descrito como un ligando muy selectivo y potente para el receptor 5-HT1,?*%*, llegando
a ser una herramienta farmacolégica de gran utilidad para caracterizar diversos
subtipos de receptores de serotonina, ya que presenta una alta afinidad para los
receptores 5-HT,4 (Ki = 0.5 nM) y una baja afinidad frente a receptores 5-HTg, 5-HT ¢,
5-HT,, dopaminérgico D, (Ki = 86 nM) y adrenérgico a, (Ki = 116 nM)®. Posee ademas
una muy baja estereoselectividad, el enantiomero R es sdlo dos veces mas afin que el
S%. Aunque, el 8-OH-DPAT fue ampliamente usado por mas de dos décadas para
caracterizar los receptores 5-HTqa, estudios recientes revelan una afinidad moderada
por el receptor 5-HT; (K; = 35 nM)?" 2%,

Figura 1.9. 8-hidroxi-2-N,N-dipropilaminotetralina (8-OH-DPAT)

1.3.3.1.2. Arilpiperazinas de cadena larga

La agrupacién arilpiperazinica, constituye uno de los fragmentos de mayor
interés en la busqueda de nuevos ligandos serotoninérgicos, especificamente en el
receptor 5-HT.s Las arilpiperazinas de cadena larga (conectadas a cadenas
polimetilénicas) han demostrado poseer acciones ansioliticas y/o antidepresivas'®.
Las azaspironas comprenden la principal clase de agonistas 5HTqs, entre ellas la
buspirona (Fig. 1.10.); un agonista parcial de los receptores post-sinapticos 5HTa, se

lo utiliza preferentemente como ansiolitico, sus principales efectos secundarios son:

10



cefalea, nauseas y el ya comentado inicio tardio de accién.' Buspirona posee débiles
propiedades antagonistas en receptores dopaminérgicos D, y su metabolito posee una

potente accion antagonista a los receptores a,-adrenergicos.

s N
/N 7N\
QQ%N\_/N%ND

O Buspirona

Figura 1.10. Estructura quimica de Buspirona

Entre otras arilpiperazinas de interés, esta el flesinoxan (N-(2-(4-((2R)-2,3-
dihidro—2-(hidroximetil)-1,4—benzodioxin—5—il)—1—piperazinil)etil)-4-fluorobenzamida)
(Fig. 1.11.), potente y selectivo agonista en receptores post sinapticos 5-HTqs ¥
antagonista presinaptico de receptores 5HT .2 Se le describe un efecto ansiolitico y
antidepresivo en ensayos clinicos en fase lll, no obstante se precisan de mayores

estudios clinicos debido a observaciones que reportan exacerbaciones en cuadros de

QY“@N

panico. *

o

Flesinoxan

Ki 5HT4a =1.7 nM

Figura 1.11. Estructura quimica de Flesinoxan

Monge vy colaboradores, utilizaron la estrategia de conectar porciones

estructurales (templados) que exhibieran dualidad de acciéon farmacoldgica

11



Agonista/ISRS, asi conectaron una unidad y- fenoxipropilamina (ISRS) a un anillo de

arilpiperazina (ligando 5HT14) ¥ (Fig. 1.12.)

Ar2/ Z\/\N N—-Ar
\/

Figura 1.12. Estructura general de arilpiperazinas de Monge

Se estudid la influencia de distintos anillos aromaticos, (benceno, tiofeno,
naftaleno y benzo[b]tiofeno) en la porcion correspondiente a Ar,, asi como la naturaleza
del anillo aromatico Ary y del grupo funcional Z. Los resultados de los estudios de
desplazamiento de radioligandos demostraron que la introduccién de una porcion de
alquilbenzo[b]tiofeno unido a arilpiperazinas aumenta la afinidad en el transportador de
5-HT. Estos resultados condujeron a Monge, a estudiar una nueva serie de

benzol[b]tiofen arilpiperazinil derivados * (Fig. 1.13.)

H,CO
HsCO
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Figura 1.13. Estructura de derivados de benzo[b]tiofen arilpiperazinil

Los mejores resultados de afinidad de estos compuestos fueron para el
derivado 2- metoxi-1-fluorbenzotiofen alcohol de la serie Il con valores de Ki = 2.3 nM

para el receptor 5HT sy Ki=12 nM para el transporte de 5HT;, .*
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En este mismo ambito Lépez- Rodriguez y colaboradores, enfocandose en
analogos de biciclohidantoina y dicetopiperazinas (Fig. 1.14.), constataron que la parte
farmacofora de estas moléculas es su unidad naftilpiperazina o arilpiperazina, mientras
que el resto de la molécula es la unidad no farmacoférica logrando una buena potencia

y selectividad sobre el gran competidor del receptor 5-HT 4, el a;. 3

segeie

%_J J
'
No farmacoforico Farmacoforico
Ki SHT;s=4.1 nM Ki o;>1000nM

Figura 1.14. Derivados dicetopiperazinas. Estructuras de Lopez-Rodriguez.

No obstante los esfuerzos desplegados en la sintesis de miles de compuestos
arilpiperazinicos, solo buspirona ha alcanzado el mercado farmacéutico mundial desde

la década de los 80.

1.3.3.1.3. Familia de Indolalquilaminas.

El prototipo de esta familia es la serotonina, un potente agonista, no selectivo
del receptor serotoninérgico 5HTa. En 1998 Artigas y colaboradores, informaron que la
co-administracion de pindolol (antagonista 5HT14/ B-bloqueador) con ISRS (Inhibidores
selectivos de la recaptacién de serotonina), potenciaban y mejoraban los efectos

antidepresivos de estos Ultimos. *
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Basandose en este hallazgo, en los ultimos afios se han propuesto también en
esta familia el disefio de moléculas hibridas con bioactividad dual, es decir Inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) y antagonistas de los receptores
5HT,A en una sola molécula, asi lo han demostrado los trabajos de M. Perez, cuyas
moléculas (Fig. 1.15.) contienen las unidades farmacdforas de aminopropanoles
(antagonista 5HT44) unido a fluoxetina o paroxetina (ISRS). *

Figura 1.15. Estructura de moleculas hibridas. ISRS/antagonistas 5HT 4

En el 2004 Heinrich encontré que el compuesto vilazodone (Fig. 1.16.), era un
agonista parcial del receptor 5-HT 4 con propiedades inhibidoras de la recaptacién y

ademas muy selectivo, se encuentra actualmente en fase Ill de experimentacion.

|
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Vilazodone

Figura 1.16. Estructura quimica de Vilazodone

El siguiente esquema representa un cuadro resumen del avance terapéutico

para el tratamiento de enfermedad depresiva. La primera generacién de antidepresivos

14



a pesar de su eficacia clinica, presentan varios efectos indeseables como la
cardiotoxicidad en el caso de los farmacos triciclicos y crisis hipertensivas por parte de
los inhibidores de la MAO. La segunda generacion de drogas conformada por los ISRS
y ISRN, son indudablemente mas seguras, sin embargo exhiben su propio espectro de
efectos secundarios (disfuncion sexual, insomnio, nausea, efecto tardio de inicio de la
accién). Es asi, que aun existe la necesidad de generar una tercera generacion de
estructuras mejoradas en cuanto a efectividad y potencia, con un inicio rapido de su
efecto terapéutico, menores efectos residuales y recaidas, que permitan el

cumplimiento y aceptacién del tratamiento por parte del paciente.

Generacién

¢ Sintomas residuales

icicli i iSRS /iSRN
Triciclicos/iMAO Nuevos agentes i
(Amitriptilina)/ (Fluoxetina)/ o } Recaidas
P de acci6on mixta
(lproniazida) (Venlafaxina) | Pacientes resistentes
| Retraso eficacia
Toxicidad Disfuncién sexual Tolerancia maxima
Efectos secundarios Insomnio mejorada
Cardiovascular/ Nausea —_—
S.N.auténomo

Actividad antidepresiva

Perfil

+ Actividad ansiolitica
buscado

Otras acciones

Figura 1. 17. Avance terapeutico de farmacos antidepresivos

Considerando que hasta ahora, los esfuerzos sintéticos y farmacolégicos en
este ambito no han sido lo esperado en términos de selectividad, potencia y
propiedades farmacocinéticas, hemos decidido estudiar la sintesis de nuevos
benzo[b]tiofen-2-carbonil — 1 — piperazinil — 1 — benzo [b] tiofen — 2 — il — 1 -
propanonas Yy realizar ensayos farmacoldgicos exploratorios de afinidad de los

compuestos obtenidos en relacion al receptor SHT ¢4,
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1.4. Hipotesis

El receptor serotoninérgico 5-HT.s constituye un sitio clave para el
neurotransmisor de serotonina en el tratamiento de enfermedades neuropsiquiatricas.
Estudios tedricos de modelacion molecular asistida por computacion y validados
experimentalmente, han establecido que los ligandos de arilalquilpiperazinas
substituidos adecuadamente, exhiben buenas afinidades por este receptor. Estas
interacciones se verificarian a través de puentes hidrogeno entre el residuo de
carboxilato del aminoacido Asp'® con el nitrégeno protonado o basico del anillo de
piperazina, e interacciones arilicas de los ligandos con residuos aromaticos de
Fenilalanina, Tirosina y Triptéfano, favoreciendo la estabilidad del complejo ligando-

receptor.

En relacién a estos antecedentes, las nuevas familias de alquilarilpiperazinas
propuestas exhibiran afinidad por el receptor 5-HT14, en virtud de desplegar un patrén

estructural acorde con los requisitos farmacoféricos necesarios para la afinidad.
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1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivos Generales

Constituir un aporte al ambito de la Quimica Médica, a través de la sintesis y
evaluacion farmacoldégica de wuna nueva familia de derivados piperazino

benzo[b]tiofenos, con potencial actividad serotoninérgica.
1.5.2. Objetivos Especificos

a) Estudio de sintesis de nuevos derivados Piperazinilmetil Benzo[b] tiofenos:
- Compuesto (I) Nombre IUPAC: 3-[4-(4,7-Dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carboxo)-1-
piperazinil]-1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-1-propanona.
- Compuesto (II) Nombre IUPAC: 1-(4,7-Dimetoxi-2-benzo[bltiofenil)- 3-[4-(4,7-
Dimetoxi-2-benzo[b]tiofenilmetil)-1-piperazinil]- 1-propanona.
- Compuesto (lll) Nombre IUPAC: 3-[4-(Benzol[b]tiofen-2-carboxo)-1-

piperazinil)- 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)- 1-propanona.

b) Estudio de afinidad de la serie de compuestos (I), (Il), (lll) sintetizados frente

al receptor 5-HT 4 aislado de la corteza cerebral de rata, utilizando el 8-OH-DPAT.

OMe MeO OMe MeO

o]
> @E\Vm
WK/N /S OMe > k/N /S OMe

OMe
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2. MATERIALES Y EQUIPOS

2.1. Materiales.
Solventes:

Los solventes utilizados en esta tesis fueron de calidad Sigma-Aldrich, Merck y
de grado técnico purificados por destilacion y posterior secado con sulfato de sodio

anhidro, en el Laboratorio de Mecanismos de Reaccion.

Cloroformo, etanol, dimetilformamida (Merck), metanol, tetrahidrofurano (calidad Merck
p.a.) para cromatografias y cristalizaciones. Se utilizé diclorometano, acetato de etilo y
hexano destilado y secado con sulfato de sodio anhidro para placas cromatograficas.
Tolueno (Merck) para la mezcla de centelleo utilizada en los ensayos de
desplazamiento de radioligando. Agua destilada nanopura para la preparacion de las
soluciones de Buffer de los compuestos sintetizados a ensayar, del radioligando [°H]-8-
OH-DPAT vy del ligando no marcado (8-OH-DPAT) utilizadas en la realizacion de los

ensayos bioldgicos.
Reactivos : Calidad Sigma-Aldrich y/o Merck :

2,5-Dimetoxi-benzaldehido (99% Aldrich), tioglicolato de metilo (95% Aldrich), hidroxido
de potasio (95% Synth), carbonato de potasio anhidro (99.99% Acs) , cloruro de tionilo
(100% Merck), terbutil-1-piperazincarboxilato (97% Aldrich), trietilamina, acido acético
glacial (100% Merck) y acido nitrico (69% d=1,41 Merck), piridina (99.5% Merck),
hidruro de litio aluminio (Aldrich), PCC (clorocromato de piridinio), bromuro de vinil
magnesio (sol. 1M en THF), clorhidrato de 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol
(Tris-HCI, US biological molecular biology grade), polietilenimina (PEI) (50% p/v en
agua, SIGMA), 8-hidroxi-dipropilaminotetralina tritiado ([*H]-8-OH-DPAT) (Activ. espec.

170 Ci/mmol, Amersham).
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2.2. Equipos

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear ("H RMN y *C RMN) se
realizaron en un espectrometro Bruker modelo Advance DRX-300, utilizando
cloroformo deuterado (CDCI3) al 99.8% o dimetil sulfoxido (DMSO-dg) al 99.9%. En
todos los espectros se utilizd tetrametil silano como estandar interno. Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm (d) y las constantes de acoplamiento J
en Hertz (Hz).

Los puntos de fusidén se expresan en °C, fueron determinados en una placa

calefactora Reichert 2102 y no han sido corregidos.
La radiacién de microondas fue realizada por un equipo Milestone Mega 240.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron medidos en un espectrofotémetro FT-IR
Briker IFS 55 utilizando discos de KBr como medio de dispersion. Las sefiales

medidas fueron expresadas en nimero de onda (cm™).

Los analisis de espectrometria de masa fueron realizados con un espectrometro
de masas Modelo MAT 95XP, Thermo Finnigan. Analizador de doble enfoque, sector
magnético y eléctrico. Referencia utilizada: Perfluoro Kerosene high boiling, PFK.
lonizacion por Impacto de electrones, El. Método de determinacion: Scan m/z. La
determinacion de los microanalisis fueron llevados a cabo en un analizador Fisons EA
1108.

La homogenizacién del tejido cerebral se realizé6 en un homogenizador vidrio-
teflén y en un equipo ultraturrax T8 IKA labortechnik STAUFEN (5000-25000 min™").

Las centrifugaciones realizadas durante los ensayos biolégicos se llevaron a

cabo en una ultracentrifuga Heraeus Sepatech Suprafuge 22. Radio de rotor 22,5 cm.

Las agitaciones de las soluciones en los ensayos bioldgicos se efectuaron en

un vortex Thermolyne type 16700 mixer maxi-mix 1.
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El material biolégico utilizado fue congelado en un refrigerador (-80°C) calora
UF 80-450 S.

Las incubaciones de las soluciones en los experimentos de radioligando fueron

realizadas en un bafio de agua termorregulado Julabo SW-21 C.

La radioactividad retenida en los filtros durante los ensayos bioldgicos fue
medida en un Contador f liquid scintillation analyzer 1600 TR Packard (Canberra

Company) con un 28% de eficiencia.

Otros:

Papel filiro whatman n°® 43 velocidad de filtrado medio-rapida. Diametro 15 cm.
Para las cromatografias en columnas (CC) se utilizé silica gel Merck 60 (70-230mesh),

mientras que para las cromatografias en capa fina (TLC) se utilizd DC- alufolien 60

Fas4.

20



3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Sintesis

En este capitulo se describiran primeramente las rutas sintéticas para la
obtencion de las estructuras propuestas, para finalmente incluir los resultados

farmacoldgicos y su discusion.

3.1.1. Sintesis de 3-[4-(4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carboxo)-1-piperazinil] -1 -
(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-1-propanona (l).

La obtencion de la molécula objetivo |, se basa en el esquema retrosintético 3.1.,
desconectandola en sus unidades heterociclicas de benzotiofeno
piperazinocarboxamida (7) y la 4,7-dimetoxi-benzotiofen enona (11), como

componentes de una reaccién de Adicion de Michael.

OCH4

OCH
OCHg

OCH,4

OCH 4
OCHj

Esquema 3.1. Esquema retrosintético para la obtencion del compuesto |

Para tal efecto, como primer paso se describiran las correspondientes rutas sintéticas

para los intermediarios (7) y (11).
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3.1.1.1. Sintesis de 1-[( 4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il) carbonil] piperazina (7)

El esquema 3.2. muestra la secuencia de reacciones que conducen a la

obtencion del intermediario benzotiofen piperazinocarboxamida (7).

OMe
CHO
—>

OMe 1

Boc S K/N‘H

~

Reactivos : a ) HNO3; / HOAc b) HSCH,COOMe /K,CO3; / N,N-DMF/ 70°C c¢) KOH /MeOH,
H;0", d) SOCI, reflujo ) N-Boc-Piperazina / THF anhidro / Piridina seca. f) HCI (/THF:ETOH
(1:1) 2 dias.

Esquema 3.2. Ruta sintética para la obtencién del precursor 1-[( 4,7-dimetoxi-1-benzotien-2
il) carbonil] piperazina (7)

La obtencion del compuesto 3,6-dimetoxi-2-nitrobenzaldehido (2) fue realizada
por tratamiento del sustrato comercial 2,5-dimetoxibenzaldehido con una mezcla

HOAc/ HNO;. ElI compuesto se obtiene junto a su isémero 2,5-dimetoxi-4-
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nitrobenzaldehido, (2a) en una relacion de 2:1, siendo posteriormente purificado por

cristalizacion en EtOH generando el compuesto (2) puro (56%) *".

OCH; o OCH; o OCH, o

I [ I

H  HNO,/HOAC H H
- +
25 °C
NO , O,N
OCH 5 OCH 4 OCH 4
1 2 2a

Esquema 3.3. Reaccion de nitracion del 2,5-dimetoxibenzaldehido

El producto (2) exhibe en '"H RMN dos dobletes a d: 7.10 ppm (d, 1H, C-4H) y
7.28 ppm (d,1H, C-5H), que acoplan entre si con una constante de acoplamiento (J)
igual a 8,3 Hz, ademas de una sefial a &: 10.28 ppm (s,1H,CHO) para el grupo
aldehido. Esta reaccion de substitucién aromatica electrofilica cursa con una regio
selectividad poco predecible respecto de la obtencion del isdmero (2), esto debido
pricipalmente al gran impedimento estérico presente en esa posicién. En tal sentido
resulta viable asignar un rol al grupo aldehido en el mecanismo involucrado, como se

aprecia en el esquema 3.4.

Posibles equilibrios del electrofilo en medio acetico

@)
)

(0]
i A .
o) ® (I)
H

0
[ [
8

I

@z

N
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OMe

OMe

H

NO,

OMe OMe

Esquema 3.4. Mecanismo probable de nitracion

Posterior condensacién de (2) con tioglicolato de metilo en medio basico
(K,CO3) a 65°C-70°C utilizando DMF como solvente, generé el 4,7-dimetoxi-1-
benzotiofen-2-carboxilato de metilo (3), que se purificé por cromatografia en columna
con CH,Cl, para dar (3) puro (70%) ***'. Este interesante producto procederia por una
substitucion nucleofilica aromatica del anion del tioglicolato de metilo sobre el carbono
aromatico que porta el grupo nitro, desplazando completamente el equilibrio hacia la

formacion de productos.

OMe OMe
H
:0: HSCH,COOMe NoE: K,CO3
~ . -
® K,CO; /DMF
t ”—o- SCH,COOMe
(0]
OMe OMe OMe
"SCH,COOMe
w7
OMe OMe
H(‘
OH
o) i o)
_HO AN
S OMe S OMe
3
OMe OMe

Esquema 3.5. Mecanismo de reaccion para la obtencion del 4,7-dimetoxi-1-benzotiofen-2-

carboxilato de metilo (3)
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Este producto (3) exhibié en '"H RMN las siguientes sefiales: dos dobletes a d:
6.75y 6.67 ppm para el sistema AB de los protones H-5y H-6, y un singulete a &: 8.20
ppm para H-3, ademas de una sefial singulete a &: 3.91 ppm para el éster metilico. En
®C RMN se aprecia una sefial a 163.2 ppm correspondiente al carbono carbonilico del

éster.

De acuerdo al esquema 3.2. el paso siguiente es la hidrélisis selectiva de la
funcién éster para obtener el compuesto (3). El éster (3) fue hidrolizado en medio
basico en una mezcla KOH 0,5 N: EtOH (1:1 v/v), (60 ml) y posteriormente acidificado
con HCI (c). El crudo obtenido fue finalmente purificado por cromatografia en una
columna y eluida con acetato de etilo, obteniéndose el acido 4,7-dimetoxi-benzotiofen-
2-carboxilico (4)*'“° en un 78%. En espectroscopia IR se apreci6 la caracteristica
banda ancha a 3650-2800 cm™ asignable a la tensién (O-H asociado) y una banda a
1670 cm™ para el grupo carbonilo. En '"H RMN no se aprecia el singulete a 5: 3.88 ppm
correspondiente a los protones metilos de la funcién éster. En espectroscopia de *C

RMN se aprecio una sefial 171.6 ppm que confirma el presencia del grupo (COOH).

Al continuar con la secuencia, procedimos a sintetizar el cloruro de 4,7-
dimetoxi-benzotiofen-2-carbonilo (5). Este compuesto se generd por tratamiento de (4)
con cloruro de tionilo (solvente y reactivo), a 60°C durante 4 horas. Al cabo de este
tiempo, la reaccidon se completé como lo mostré la cromatografia en capa fina,
formandose por concentracion, un sdlido amarillo que fue purificado por cromatografia
en columna (CH.Cl;) 91%. Su espectro de IR exhibe una fuerte sefial a 1730 cm™
(ArCOCI). En 'H RMN se evidencio la ausencia de la sefial a &: 12.7 (COOH) y en
*C RMN se detecta una sefial desplazada a 161.1 ppm para la funcién carbonilica
(ArCOCI). Este derivado (5) fue inmediatamente empleado para la préxima etapa que
corresponde a la obtencion 4-(4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofeno-2-carbonil)-N-Boc-1-

piperazina (6).
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Esquema 3.6. Sintesis de 4-(4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofeno-2-carbonil)-N-Boc-1-piperazina (6)

»m

OMe

Este intermediario de sintesis se generd por tratamiento del haluro de acilo (5)
con N-Boc piperazina, en presencia de piridina seca y THF anhidro como solvente,
generandose la correspondiente amida (6), que fue purificada por cromatografia en
columna obteniendose finalmente un sélido de color blanco (83% de rendimiento).
Su espectro de 'H RMN nos permite apreciar sefiales a & 1.34 ppm para los 9 H del
grupo ter-butilo, en compania de las sefales a & 3.39 y 3.61 ppm para los protones

piperazinicos.

El espectro de masas de alta resolucién confirmé la estructura propuesta. Masa
Tedrica Calculada: 406.15624. Masa Experimental: 406.15643.

42,43

Posterior hidrolisis selectiva de la funcién carbamato de (6) , hos condujo a

la obtencion de la N-benzotiofen carboxamida (7).

Me

OMe o)
o o HCI / THF :EtOH o]
N 1 Y J\o > N\ / \
N N N NH
S __/ S \___/
OMe 6 OMe 7

Esquema 3.7. Sintesis de N-benzotiofen caboxamida (7)
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La desproteccion del grupo Boc de (6), se realizd por hidrélisis acida utilizando
una mezcla de HCI(c) en THF:EtOH (1:1). El esquema 3.8. representa el probable

mecanismos de hidrdlisis y sus productos finales.

o/ "
o o i 9J
L N N)l\O%\
O =200

I T’%OV\/)%\ N N O/O%\
N:Z_SKN/ \ N LN I SN

L/ i
[y N *%

S

Esquema 3.8. Mecanismo de Hidrdlisis del derivado N-Boc piperazina (6)

El semiester ter-butilico del acido carbdnico puede reaccionar finalmente en el

medio acido presente, a los productos mostrados a continuacion.

o @/H OH
HO 0 Ho o T ! Co
H O H

!

4
@)
CO; + H0 =—— HO)J\OH + %OH

Esquema 3.9. Mecanismo de hidrolisis del semiester ter-butilico del acido carboénico
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El compuesto (7), es purificado por cromatografia en columna utilizando
CH,Cl,:MeOH (1:1) con un rendimiento de 68%. En 'H RMN se aprecié la ausencia
de la sefal singulete correspondiente al grupo ter-butilo y un desplazamiento a campo
alto de 6 3.39 a 6 2.91 ppm para los protones piperazinicos de H-3’ y H -5'. El espectro
de masas de alta resolucion nos entregd valores acordes a la estructura propuesta.
Masa Tedrica Calculada: 306.10381. Masa Experimental: 306.10321.

Obtenido ya uno de los sustratos propuestos (donor de Michael ver esquema 1
retrosintético), en el siguiente capitulo abordaremos la obtencién de la enona (11)

(electrofilo o aceptor de Michael).

3.1.1.2. Sintesis de (4,7-dimetoxi-benzo [b]tiofenil)-1- propenona (11).

En este segundo apartado, describiremos los pasos sintéticos necesarios para

la obtencion de la benzotiofen propenona (11). (Esquema 3.10.).

Por tratamiento del benzotiofen éster (3) con LiAlH, en THF anhidro, y posterior
hidrolisis se obtuvo un compuesto crudo, el cual fue purificado por cromatografia en
columna de silica gel CH,CI,/AcOEt (1:1), obteniéndose el benzotiofen alcohol puro (8)
(320 mg,65 %) (solido blanco).

El benzotiofen alcohol (8) asi obtenido, exhibe en '"H RMN un doblete a 5: 4.81
ppm para 2H de -CH,-OH y una sefial singulete a &: 6.65 ppm para los hidrogenos
aromaticos de C-5 y C-6. En espectroscopia IR se advierte una sefial ancha centrada

en 3356 cm-' para la tensién (O-H) asociado.
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Reactivos: a ) HNO; / HOAc b) HSCH,COOMe /K,COs / N,N-DMF; c¢) LiAlH, /THF-H;0", d)
PCC / CH,CI, ; e) Bromuro de vinil magnesio / THF anhidro, uv (600 W), 7 min ; f) MnO, /
CH,CI, 25 °C.

Esquema 3.10. Ruta sintética para la obtencién del precursor (4,7-dimetoxi-benzo [b]tiofenil)-
1- propenona (11)

El compuesto (8) es oxidado controladamente con clorocromato de piridinio
(PCC) en diclorometano para generar cuantitativamente el derivado aldehidico (9), que
fue purificado por cromatografia en columna (CH,Cl,), para dar 83% de un sélido

amarillo palido.

En "H RMN se aprecia principalmente la desaparicién de un doblete a &: 2,21
ppm asignable a la funcion CH,OH y la aparicion de una sefnal singulete a &: 9.98 ppm

caracteristica de la funcion aldehido.
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La reaccion de (9) con bromuro de vinil magnesio en THF anhidro, asistida

por microondas***

y seguida de hidrdlisis, generé el alilbenzotiofen alcohol (10), en
rendimiento cuantitativo, el cual fue purificado por cromatografia en columna (62%). En
'H RMN (Fig. 3.1. y anexo) se aprecia una sefial singulete a d: 6.65 ppm para los
protones aromaticos de C-5y C-6, una sefal singulete a &: 7.36 ppm para H-3 y la
ausencia del singulete a 6 9.98 ppm (CHO). En la zona media del espectro se observa
un multiplete de 7 senales para el hidrogeno vinilico de C-2’ (H2), una sefal doblete a
0: 5.28 ppm para el proton vinilico terminal de C-3'(H3) y un multiplete que integra dos
hidrogenos a o: 5.42-5.47 correspondientes al protdn metinico de C-1'(H4) y al

segundo protoén vinilico de C-3'(Hy).

H2
1985 98
164415
1179.86
1168.42

OH

-8 H1 K\ H3

H2

Ole Ha4
/

OMe

tegral
1.0000

-
o
El
u
LY

Figura 3.1. Espectro de RMN del 1-(4,7-dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ol (10)
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Este alcohol es un liquido amarillento viscoso que solidifico al agregar
ciclohexano. La oxidacion de (10) con MnO, en CH,CIl, a temperatura ambiente nos
condujo a la benzotiofen enona (11), siendo purificada por columna de silica gel
(CH.ClI,) con un rendimiento de 58 %.

enona

.58

2165.78
2155.34

I -
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_—2045.43
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Figura 3.2. Espectro de RMN del 1-(4,7-dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona (11)

La enona (11) obtenida exhibié en "H RMN sefiales para un doblete de doblete
a 6: 5.92 ppm para el proton Hy, un doblete de doblete &: 6.55 ppm para el protén Hy,
un doblete de doblete a 6: 7.23 ppm para Ha, dos dobletes para el sistema AB para los

protones de C-5 y C-6 y un singulete a &: 8.17 ppm para el hidrégeno de C-3 (Fig.
3.2.).
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3.1.1.3. Adicién de Michael de Piperazino benzotiofeno (7) sobre benzotiofen

enona (11)

El esquema 3.11. muestra la reaccion de adicion de Michael asistida por
radiaciéon de microondas de las dos unidades potencialmente farmacoféricas en fase
seca.”’ La adicion de Michael asistida por microondas ha sido utilizada con mucho
éxito, generalmente estas adiciones son efectuadas en presencia de un solvente
adecuado, y algunos casos de bases fuertes a temperaturas elevadas. En tal sentido
es posible que se produzcan reacciones laterales de condensacion, polimerizaciones,
reordenamientos o reacciones retro-Michael. Estas reacciones laterales disminuyen el
rendimiento haciendo mas dificultosa su purificacion. Para subsanar este problema se
ha recurrido a un método no convencional que es la irradiacion por microondas en
medios libres de solventes, que forma parte de la estrategia mundial de quimica no
contaminante (quimica verde). La irradiacion por microondas constituye un
procedimiento que ha revolucionado la sintesis organica ya que ofrece ventajas
significativas como ser: reducciones significativas en los tiempos de reaccién, menores

reacciones laterales, aumentos en los rendimientos, y facilidad de purificacién.48

En nuestro caso, la reaccién se efectud utilizando como soporte una mezcla
inorganica de SiO,-MnQO; (4:1) en la cual se incorpord el par nucledfilo-electrofilo (7 —
11) irradidandose por 6 minutos a 600 W. Posteriormente de la mezcla solida se extraen
los componentes organicos con AcOEt vy se purifica por cromatografia en columna
con AcOEt: CH,CI, (4:1), obteniéndose un sélido de color amarillo con un rendimiento
de 86%.
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Esquema 3.11. Reaccién de adicion de Michael asistida por microondas para la obtencion del
compuesto |

Nuestra primera molécula blanco exhibié en '"H RMN dos sefiales tripletes a &:
2.93 vy 3.24 ppm para la cadena metilénica conectora, junto con 2 sefales multiplete
asignables a los protones piperazinicos a &: 2.61 y 3.80 ppm. Ademas se observa un
patrén de 2 tripletes a &: 6.69 y 6.79 ppm que integra para 4 hidrégenos (anillo
bencénico) en compafia de 2 singuletes a &: 7.62 y 8.14 ppm para el protén de H-3 y
H-3’ del anillo de tiofeno. Un interesante problema se presentd en ">C-RMN con este
producto, los carbonos piperazinicos vecinos al grupo amida no se logran visualizar,
este problema fue resuelto por aplicacién de la técnica de HMQC donde se aprecia el
acoplamiento C-H a &: 45.1 ppm para estos carbonos. El espectro de masa de alta
resolucion nos entrego valores segun: idn molecular tedrico para CygHzoN2OgS, (MY):
554.15453 y experimental: 554.15625.
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3.1.2. Sintesis de 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-3-[4-(4,7-dimetoxi -2 -

benzo[b]tiofenilmetil)-1-piperazinil]-1-propanona (Il)

El esquema 3.12. plantea la retrosintesis para el segundo compuesto objetivo II,
y andlogo al caso anterior corresponde a una adiciéon de Michael de la piperazina (12)

(un derivado reducido de la carboxamida (7), sobre la enona (11).
OCHg OCHj,

. @E\VQ e

OCH3 OCH,4

OCH g

I 12

Esquema 3.12. Esquema retrosintético para la obtencién del compuesto (l1) 1-(4,7-dimetoxi-
2-benzo[bltiofenil)-3-[4-(4,7-dimetoxi -2 -benzo[b]tiofenilmetil)-1-piperazinil]-1-propanona

3.1.2.1. Sintesis del 4,7-dimetoxi-benzo [b]tiofenpiperazino (12)

La sintesis de la benzotiofenometilpiperazina (12), fue abordada via reduccion
con hidruro metalico de su precursor amidico (7), de acuerdo al procedimiento

siguiente:

OCH,
OCH,
AN LiAIH cH
N 4 S\ 3
S ﬁ el A\ N/ﬁ N N\ N - AN -
NH  THF s .
S S
OCHs
OCH, OCH,
B

Esquema 3.13. Reaccion de reduccion del derivado 1-[(4,7-Dimetoxi—1—-benzo[b]tiofeno—2-il)
carbonil] piperazino (7)
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El sustrato (7) se trata con LiAlH; en THF anhidro en condiciones de reflujo
suave por 5 hrs., una vez constatada la desaparicién del producto de partida, se
elimina el exceso de reductor metdlico por tratamiento con AcOEt:H,O (2:1) a bajas
temperaturas. Al realizar un analisis cromatografico en placa fina, se aprecian 3
productos (Esquema 3.13.), que fueron purificados posteriormente en columna
cromatografica con gradiente de polaridad utilizando inicialmente como eluyente
CH,CI,:CH30H (1:1), y finalmente CH;0H.

Se envi6 la fraccién mayoritaria a '"H RMN, resultando ser el producto esperado
(12) (232mg, 36%). La amina obtenida (12) exhibié en '"H RMN, una sefial singulete a
0: 3.69 ppm para los hidrégenos metilénicos tipo bencilicos. Ademas se aprecia una
sefal semejante a un triplete a 6: 6.77 ppm para los protones H-5 y H- 6, muy diferente
de su amida precursora (7) la cual exhibe para los protones de H-5 y H-6 dos doblete a
0:6.65y6.70 ppm.

Los otros dos productos 12-A y 12-B exhiben en 'H RMN sefiales que pueden
asignarse a los productos: 2-metil-4,7-dimetoxi-benzotiofeno (12-A) (&: 2.59 singulete,
integrando para 3H vy sefales para el nucleo benzotiofénico) y la N-(4,7—dimetoxi-
benzotiofen-2-il-metil)-N’-etil-1,2-diaminoetano (12-B) (&: 3.75 singulete para Ar—CH,-
NH-, &: 1.06 triplete -CH,-CH3 y multiplete para las demas sefales metilénicas). En el
espectro de IR se observa para 12-A principalmente senales aromaticas y alifaticas a
3058 cm™ y 2955-2835 cm™ respectivamente, y 1259 cm™ para la tensién (C-O). Para
12-B se aprecia en IR una absorcién a 3441 cm™ (NH). La espectrometria de masas de
alta resolucion (EMAR) generd valores de idbn molecular en concordancia con las

estructuras propuestas.
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OCH , OCH 4

s s NH
OCH 4 OCH CHj
12A 12B
Tedrico: 208.05580 Tedrico: 294.14020
Experimental: 208.054478 Experimental: 294.12038

Esquema 3.14. Estructuras de los derivados 12A y 12B

3.1.2.2. Adicién de Michael del derivado piperazino benzotiofeno (12)

sobre la benzotiofen enona (11)

La adiciéon 1,4 de Michael se realiza bajo las mismas condiciones que se
emplearon para obtener el compuesto I. Esta reaccion produjo un crudo con un
rendimiento de 82.9%. Posterior purificacion por cromatografia en columna utilizando
como mezcla eluyente AcOEt: CH,Cl, (4:1) generd un sélido amarillo oscuro con un

rendimiento del 79.7%.
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OMe OMe

o)
N\ N N—H N\ &
S / S
OMe 12 OMe 11
Microondas Si0,.MnO,

rrrrrr

Esquema 3.15. Reaccion de adicion de Michael asistida por microondas para la obtencion
del compuesto |l

En 'H RMN, el producto Il exhibié un par de tripletes a &: 2.97 y 3.26 ppm
correspondientes a la cadena metilénica y un singulete a &: 3.78 ppm para el metileno
alfa al anillo tiofénico. En la zona aromatica se aprecia un singulete para los protones
de H-5, H-6 y un sistema de dos dobletes a 6: 6.65 y 6.77 ppm para H-5"y H-6'.

El analisis del espectro de masas de alta resolucion dio valores segun: ion
molecular tedrico para CysH3:N205S,: 540.17526 y experimental: 540.17406. Otros

fragmentos detectados podrian ser los siguientes:

OMe OMe OMe
NS W N
N NH
A — s
OMe OMe OMe
Tedrico: 292.12 Tedrico: 207.00 Tedrico: 247.99
Experimental: 292.05 Experimental: 207.00 Experimental: 248.05
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3.1.3. Sintesis de 3-[4-(benzo[b]tiofen-2-carboxo)-1-piperazinil)- 1-(4,7-dimetoxi-
2-benzo[b]tiofenil)- 1-propanona. (Il).

El siguiente esquema retrosintético muestra el tercer compuesto obijetivo
generado por la adicién de Michael del derivado benzotiofen piperazino (17) sobre la

benzotiofen enona (11).

OMe
0

o o OMe o
NN / ijt/—\ ~ A/
—> N N-H  +
@})L — S IS — S
I OMe 17 11 OMe

Esquema 3.16. Esquema retrosintético para la obtencién del compuesto (Ill) 3-[4-
(benzo[bltiofen-2-carboxo)-1-piperazinil)- 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)- 1-propanona

3.1.3.1. Benzo [b]tiofen piperazino carboxamida (17)

El procedimiento para la obtencidon de (17), sigue la misma secuencia de
reacciones empleadas para la obtencion del 4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofenpiperazino
carboxamida (7). El producto final es purificado por cromatografia en columna
utilizando como eluyente CH,Cl,:MeOH (1:1) generando un sélido blanco cristalino con

un rendimiento de 82% (Esquema 3.17.)

0
i |
H
@El = = =0
NO, S S K/NH

13 17

Reactivos : a) HSCH,COOMe /K,CO; / N,N-DMF/ 70°C b) KOH /MeOH, H3;0", ¢) SOCI, reflujo
d) N-Boc-Piperazina / THF anhidro / Piridina seca. e) HCI /THF:ETOH (1:1) 2 dias.

Esquema 3.17. Ruta sintética para la obtencién del precursor benzo [bltiofen piperazino
carboxamida (17)
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3.1.3.2. Adicién de Michael del derivado piperazino benzotiofeno (17)

sobre la benzotiofen enona (11)

La adicion 1,4 de Michael se realiza bajo las mismas condiciones que se
emplearon para obtener el compuesto I. El producto crudo generado en esta reaccion
(rendimiento cuantitativo) es purificado por cromatografia en columna de silica gel
utilizando como eluyente una mezcla de AcOEt:CH,CIl, (4:1), obteniendo asi al

compuesto Ill, como un sélido amarillo intenso (75%) (Esquema 3.18.)

\ N/ﬁ + HaCx /

Microondas l 8i0,.MnO,

OCH,

w

=

I
w

OCHj

600 W

I

Esquema 3.18. Reaccién de adicién de Michael asistida por microondas para la obtencion
del compuesto I

El compuesto Il exhibid el esperado par de tripletes a &: 2.94 y 3.23 ppm para

los protones de H-3” y H-2” respectivamente, un sistema AB de dos dobletes a &:
6.68 y 6.80 ppm para H-5 y H-6" respectivamente, dos sefales singulete a &: 7.48
ppm, para 3-Hy 8.14 ppm para H-3’, ademas de una senal multiplete a & 7.81 - 7.88

ppm, para H-4 y H-7.
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El espectro de masas de alta resolucion dio valores segun: idn molecular tedrico
para CysHasN204S,: 494.13340 y valor experimental: 494.13175.

3.1.4. Obtenciobn de 5 y 6- cloro -derivados del cloruro de 4,7-dimetoxi

benzotiofen carbonilo (5).

En el proceso de sintesis del derivado I, en un ensayo para generar el cloruro
de 4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofenpiperazin carbonilo (5), siguiendo el procedimiento
descrito, se expuso accidentalmente el acido benzotiofencarboxilico (4) a temperaturas
de aproximadamente 60°C por un periodo mayor a 24 horas, originandose un
producto crudo de color café-negruzco, que en cromatografia de capa fina, presentaba
el mismo Rf que el producto esperado haluro de aroilo (5), por lo que decidimos
purificarlo asumiendo que disponiamos de (5) y continuamos por tanto con la formacién

de la benzotiofencarboxamida (6).

OMe OMe OMe
i sOCl, O N-Boc-Piperazine 9
) OH - 3\ cl D N/\\ .Boc
s 7S s N
OMe OMe OMe 6
4 5

Sin embargo, al efectuar el espectro '"H RMN al esperado producto (6), nos
percatamos de la no concordancia de las sefales, no solo respecto de la multiplicidad

sino también de la integracién de éstas.

Fundamentalmente en la zona aromatica se observaron senales
correspondientes a tres nuevos productos, que fueron asignados como los derivados
monoclorados 18(a,b), en una relacion aproximada de 9:3, en compania de trazas de

su probable derivado diclorado en 5-H 'y 6-H, 18(c).
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OMe
4 3 O
5
A\
7 cl
a’s Y O .
OMe OMe
5(a) 5(b)
l N—Boc#Piperazine l
OMe OMe
cl 4 3.0 4 30
5 X
5
\2 N/\\ Boc |/ \2 N/\\N,Boc
6 Y, S % Y1 o 7
OMe - OMe
18a 18b

Esquema 3.19. Ruta sintética para la obtencion de los derivados clorados 18 a, 18 b, 18 ¢

La presencia de tres productos fue confirmado fundamentalmente por la
informacién proporcionada en 'H RMN que daba cuenta de la existencia de tres
singuletes a campo bajo &: 7.55, 7.56 y 7.57 ppm en una relacién aproximada de
intensidades (1:9:3) respectivamente para el proton H-3, del anillo tiofénico, ademas de
tres pares de sefiales singulete para los grupos metoxilos a campo alto 6: 3.94 y 3.96;
0: 3.91y 3.97; 6: 3.98 y 4.01 y en una relacién similar a la anterior. Asi mismo se
aprecian dos senales singulete a &: 6.80 para H-6 y d: 6.74 para H-5, en una relacion
3:1. Los productos de monocloracion fueron confirmados por el espectro de masas.
Masa Tedrica Calculada: 440.11727. Experimental: 440.11188.

Esta reaccion de cloracion aromatica con cloruro de tionilo corresponden a
productos poco esperados con este reactivo, y que segun nuestra revisién bibliografica
da cuenta de solo dos trabajos: Otto Soidinsalo®®, 2007 y Michael Davis®, 1977. En
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antecedentes de la reactividad del acido carboxilico, y de acuerdo a lo que se obtiene
en condiciones normales, cabe esperar la formaciéon primaria del haluro de acilo y la

cloracién del sistema aromatico en una segunda reaccion.

Utilizando la teoria de la resonancia es posible proponer que el derivado
mayoritario de mono cloracion, debiera corresponder al cloruro de 5-cloro-4,7-dimetoxi-

benzotiofencarbonilo 18-a.

Si bien la activacion del anillo bencénico viene dada fundamentalmente por la
presencia de los grupos metoxilos donores, resulta interesante discutir el efecto

eléctrico que induciria la funcién haluro de acilo sobre el anillo bencénico.

OMe OMe

V%%
IS Cl

OMe OMe

El desplazamiento coplanar de los enlaces 1 conduce a la generacién de una
carga positiva en C-6 lo que puede ser interpretado como un hecho que desfavoreceria

la cloracién electrofilica en esa posicion.

Esta hipotesis fue sustentada a través del estudio de métodos computacionales
de calculo que permiten estimar la densidad de carga sobre los atomos de carbono en
la estructura optimizada, utilizando el programa Gaussian 0.3W versién 6.1 instalado
en un equipo PC con un Intel Core2 Quad Q 6600 y 4 Gb de memoria RAM,
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empleando el formalismo DFT (B3LYP / 6-311+G* d,p) (Esquema 3.20). Los resultados
obtenidos proporcionan una buena aproximacion a nuestra propuesta teorica,
entregandole al C-5 la mayor carga negativa de la estructura, siendo por tanto el
ataque electrofilico mas factible en esta posicion. En tal sentido, fundamentamos

nuestra propuesta del isémero 18-a como el mayoritario.

Mulliken NPA

1 C 0.493915 -0.12628 y
2 C 0.199683 -0.19535 \
3C -0.333298 0.29493
4 C 0.048093 -0.25373
5C -0.689226 -0.28243
6 C 0.057382 0.34177
7 C -0.210611 -0.14818
8 C 1.271659 -0.31213
9 H 0.127389 0.21143
10 H 0.128459 021117
11 H 0.179324 0.24692
12 S -0.481596 0.48253
13 C -1.181132 0.50087
14 O -0.134671 -0.49653
15 ClI | 0.378960 -0.06368
16 O -0.186336 -0.53396
17 O -0.195263 -0.53713
18 C -0.199561 -0.20304
19 H 0.164866 0.19226
20 H 0.146284 0.16902
21 H 0.146287 0.169
22 C -0.191054 -0.1921
23 H 0.166676 0.19187
24 H 0.146886 0.16651
25 H 0.146885 0.16651

Esquema 3.20. Método computacional de calculo para estimar la densidad de carga sobre
los 4tomos de carbono en la estructura optimizada del derivado (5)

Ahora respecto de los probables mecanismos de cloracion aromatica del acido

4,7-dimetoxi-benzoico, estos pueden resumirse como sigue:
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1.- Ataque del SOCI, al sistema aromético (Isémero Mayoritario) *°.-

La reaccion se iniciaria por un ataque electrofilico del anillo bencénico activado
sobre el cloruro de tionilo, para generar una secuencia de intermediarios que se
estabilizarian finalmente por eliminacion de mondxido de azufre (SO), como lo

muestra el esquema 3.21.

C(T COCH3 +ocH,
C|/i\i \ /O H ||
Cl—
—
s cl (0 \CI
OCH, OCH,
-(SCH
OCH; o (| 8
cl o)
- SO
| \_/ CT | N e
s Cl O.
OCH, OCH, OCHj

Esquema 3.21. Mecanismo de substitucién aromatica electrofilica por reaccién de SOCI,
sobre el sistema aromatico.

2.- Descomposicién térmica del SOCI, (Esquema 3.22.)%°.-

El cloruro de tionilo se descompone lentamente a temperatura de reflujo, en
monoxido de azufre (SO) y cloro molecular, por lo que podria eventualmente dar lugar
también a una substitucion aromatica electrofilica a través del mecanismo que se
muestra, no obstante careciendo del catalizador de halogenuro de hierro. Una forma de
verificar esta hipotesis consistiria en repetir esta reaccién en presencia de cloro

molecular a reflujo, como se muestra en la secuencia de reacciones heteroliticas,

44



aunque no se puede descartar un mecanismo radicalario de substitucién, dada la

facilidad de descomposicién del halégeno en presencia de luz.

A
SOCl; —————— 3350 4+ Cl,
C’OCHs (+OCH3
st [
a8 \ o cl 0
| [ — )4
S Cl s cl
OCHs OCHj
OCHg4 OCH4
cl o oW H o
\\ A/ <« <« \\ /
S cl + s c

OCH,4

OCH,

Esquema 3.22. Mecanismo de substitucion aromatica electrofilica por reaccién Cl, sobre el
sistema aromatico.

Si bien no se dispone de los datos analiticos de la mezcla inicial de haluros de
acilo clorados 5 (a,b), esta fue indirectamente validada por la caracterizacion de sus

intermediarios de orden superior en la secuencia sintética.

Al continuar con la hidrdlisis de 18 (a,b), se aprecia espectralmente solo dos
nuevos derivados piperazinicos clorados 19 (a,b), con una sola mancha
cromatografica, y que fueron aislados por cromatografia en columna CH,Cl;:MeOH
(1:1). Estos isdbmeros monoclorados tampoco pudieron ser purificados El rendimiento

de esta reaccion es de 76% como mezcla.
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OCH
3 OCH 4

o) o)
(H) cI H (H) CI H
N Nﬁ HCl N Nﬁ
—_—
(Ch H S K/N\ EtOH/ THF €l H S K/NH
Boc
OCH 4 OCH ,
18 (a,b) 19 (a,b)

Esquema 3.23. Reaccion de Hidrdlisis del derivado clorado N-Boc piperazina (18a,b)

Con los sustrato 19 (a,b) obtenidos, se ensay6 la adicién de Michael sobre la
benzotiofen enona (11). El producto crudo formado en esta reaccién con un
rendimiento de  95%, es purificado por cromatografia en columna utilizando como
eluyente AcOEt: CH.Cl, (4:1), accediendo asi a la mezcla de compuestos IV

monoclorados 20(a,b) como un sdélido amarillo cristalino con un rendimiento del 79 %.

(H) Ol

NN A/
- H/,, < \\/NH <

OMe

19 (a,b) 1"
Microondas Si0, MnO,
600 W
OMe
o
(H) CI\\ OMe

pad N
©n H s \\/

IV(a,b)

Masa Exacta Tedrica : 588.11555 . Masa Experimental : 588.11345.

Esquema 3.24. Reaccién de adicién de Michael asistida por microondas para la obtencion
de los compuestos 1V(a,b)
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3.2. Estudios de radioligangos

Durante los ultimos 20 afos la técnica de union de radioligandos a receptores
se ha convertido en una importante herramienta para el estudio farmacolégico de los
receptores de importancia fisiolégica. Esta técnica permite establecer las
caracteristicas intrinsecas del receptor (numero y poblacion de receptores), vy
determinar la afinidad y selectividad que el radioligando presenta en el receptor

estudiado, siendo estos datos de interés en el desarrollo de nuevos farmacos.

Los ensayos bioldgicos realizados tienen por objetivo medir la afinidad relativa
de nuestros compuestos por el subtipo de receptor serotoninérgico 5-HT s presente en
diversas estructuras del sistema nervioso central (SNC). El grado de afinidad ligando-
receptor se determind por la capacidad de los compuestos obtenidos de desplazar 8-
hidroxi-di-n-propilaminotetralina tritiada [°H] 8-OH-DPAT un ligando de reconocida
selectividad y afinidad por los receptores 5-HT1,, €l cual fue descrito por Arvidsson en

1981.%* Se evalud la capacidad de unién de los compuestos 1, II, 1l IV.

Esta parte del trabajo se realiz6 en el laboratorio de Neurobioquimica, del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas

y Farmacéuticas.

OMe o MeO OMe MeO
A\ N
OMe S Owe OMe I S Ome
o}
(1) (I
0 MeO OMe o MeO
/ N
sl s” “owe " o s @ / &
0 OMe o e
(1 (IV) (a,b)



Los ensayos de unién de radioligando a receptores son reacciones quimicas
reversibles que tienen lugar entre un ligando marcado radiactivamente

(neurotransmisor, farmaco, hormona, etc.) y un receptor, en un medio determinado.
F* + R & FR

En estos ensayos se debera disponer, por un lado, de un radioligando
adecuado y con la suficiente selectividad y afinidad, y por otro, se necesitara una

suspension de tejido homogeneizado, en la que se hallara el receptor.

El radioligando que se ha unido al receptor es facilmente detectable por la

técnica de contaje mediante centelleo liquido.

La reaccion tendra lugar en un medio en el que se han fijado adecuadamente
valores como la concentracién de radioligando, suspensién proteica, pH, temperatura,

etc, factores que pueden influenciar en la unién del radioligando al receptor. *'

3.2.1. Ensayos de saturacion

Los ensayos de saturacién miden la unién especifica en equilibrio a varias
concentraciones del radioligando para determinar los parametros de afinidad
(expresada como constante de disociacion Kp (nM)) y el nimero maximo de sitios de

unién (B max. (fmol/mg prot.))*?

Los experimentos de saturacion fueron llevados a cabo con concentraciones de
[*H] 8-OH-DPAT entre 0.13 — 105 nM, con un tiempo de incubacién de 30 minutos a
37°C, en un volumen de ensayo de 200uL. La unién inespecifica (union del
radioligando a otros componentes del ensayo, como tubos de ensayo, papel filtro,
estructuras bioldgicas no relacionadas a receptores, etc.) fue cuantificada con 100uM
de 8-OH-DPAT no marcado. La union inespecifica se resta de la cantidad total de
radioligando unido para obtener la cantidad de radioligando especificamente unido al

receptor. %
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Unidon especifica = Unidn total — Unién inespecifica

La ecuacién que relaciona la cantidad de complejo radioligando — receptor (B)

con la concentracion de radioligando libre (F) es:

5,..[F]
L

Esta ecuacion describe una hipérbola rectangular, denominada curva de
saturacion, cuando el eje de ordenadas es el farmaco fijado (B) y el de abscisas, el

farmaco libre (F).

Curva Saturacion

3]
L4
J

]
(=]
1

-
o
1

Bmax = 31,68
Kd = 54,81

-
[=]
1

w
Il

Unién especifica (fmol/mg proteina)

0 25 50 75 100 125
[’H-OH-DPAT] nM

Figura 3.3. Curva de saturacion para [3H]-8-OH-DPAT en el sitio de union. Bnsy 31,68 + 2,51
fmol/mg de proteina y Kp 54,81 £ 8,87 nM. Resultados expresados con su respectivo error
estandar.

Con los datos representados de esta manera es dificil establecer los valores de

Kb Y Bmax, Ya que la ecuacion no es lineal, por lo que se recurre a la representacion de
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Scatchard, para obtener una recta por una sencilla transformacion de la ecuacion

anterior:

Graficando [B] vs [BJ/[F], se puede obtener los valores de Kp y Bnax, de la

pendiente (-1/Kp) v el intercepto de la recta con el eje X respectivamente.*

Sin embargo, en nuestro analisis de los experimentos de saturacion para la
unién de [°H]-8-OH-DPAT, se obtiene una representacion de Scatchard curvilinea (Fig.
3.4.), indicando la presencia de mas de un sitio de uniéon para el radioligando, o la
existencia de una interaccion de tipo cooperativa. Una exhaustiva revision
55-62

bibliografica es consistente con la presencia de mas de un sitio de fijacion para el

radioligando en la poblacion marcada, con valores de afinidad diferentes.

Scatchard de Curva Saturacion

g
=3

-
L4

1.04

' -
L——

(=]
5
L

4
1=
4

L] L L] L] L] L] L L] L] L L]
2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24
Ligando unido(fmol/mg proteina)

o

Ligando Unido/ Ligando libre (fmolimg proteina x nM™)

Figura 3.4.

Las lineas punteadas representan los sitios de unién de alta (1) y baja afinidad (Il). Los

valores de Kp y Bnax obtenidos para ambos sitios son:
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SITIO ALTA AFINIDAD  SITIO BAJA AFINIDAD

K, (nM) 0,47+0,17 55,54+ 12,40
Buix  (fmol/mg 1,11+0,19 31,86 + 3,49
proteina)

Los estudios realizados alrededor de los anos 90, informan la unién de 8-OH-
DPAT a una sola poblacion homogénea de receptores (Ki ~ 1nM), pero
recientemente, se ha demostrado que el 8-OH-DPAT no es completamente selectivo
para el receptor 5 HT 14, si no que tiene una moderada afinidad por el receptor 5 HT;. **
% Weinstein y cols.>” informaron para el [*H]-8-OH-DPAT, dos sitios con afinidades
distintas: a concentraciones de radioligando entre 0,3 — 2,5 nM, este se une a un sitio
saturable de alta afinidad con una Kp de 1,1 — 1,2 nM y para concentraciones de
radioligando mayores de 5 nM, marca un segundo sitio con una Kp de baja afinidad
(8,3 - 10,2 nM), la que no es detectable a bajas concentraciones. Otros trabajos
informan que 8-OH-DPAT presenta una moderada afinidad al receptor 5HT; con
valores de K;de 30 — 150 nM. %%°'

En base a estos antecedentes bibliograficos se puede plantear en nuestro
estudio, la presencia de una poblacién heterogénea de receptores en corteza cerebral
de rata. Los valores de Kp obtenidos experimentalmente correlacionan con los
informados en bibliografia. Asi el Kp = 0,47 + 0,17 nM para el sitio de alta afinidad
corresponderia al receptor 5 HT44 y el Kp = 55,54 + 12,40 nM del sitio de baja afinidad

al receptor 5 HT5.

3.2.2. Determinacion de ICsqg para 8-OH-DPAT.

Para determinar la IC5, (Concentraciéon de ligando que desplaza 50% de ligando
marcado) se realizé un experimento de competencia homodloga de 8-OH-DPAT frente
al ligando marcado ([*H]-8-OH-DPAT). Las soluciones del ligando 8-OH-DPAT no
marcado, fueron agregadas en friplicado a la muestra de ensayo de competencia a 7

distintas concentraciones (0,1nM-0,1mM), y una concentracién fija de radioligando de
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5nM (valor obtenido a partir de los experimentos de saturacién), con un tiempo de

incubacion de 30 minutos a 37°C.

La separacion del ligando unido y el ligando libre fue realizada por filtracién
rapida a través de filtros Whatman GF/C (previamente tratados con una solucion al
0.3% de polietilenimina), posteriormente fueron lavados 2 veces (2mL cada vez) con
buffer Tris-HCI frio. La radioactividad unida al filtro fue medida en un contador de

centelleo liquido después de la adicién de 4mL de una solucion Arcopal-PPO, POPOP.

Todos los datos fueron analizados usando un ajuste de curva de regresion no

lineal con el programa GraphPad PRISMA version 4.03 para Windows. Figura 3.

El valor de la IC5, se obtiene de la grafica del porcentaje de unién especifica del
ligando marcado vs logaritmo de la concentracién de 8-OH-DPAT no marcado. ICsy =
48.97 nM.

El valor de IC5, obtenido de la curva de competencia homdloga, es un valor
referencial que nos permiti6 comparar las potencias relativas de los compuestos

sintetizados.

Grafico Competencia Homodloga
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Figura 3.5. Curva de competencia homdloga de 8-OH-DPAT

Debido a la existencia de mas de un sitio de fijacién en la poblacion marcada,

se determind la contribucién de cada sitio a la cantidad total de receptores, lo que nos
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permitira  estimar que sitios estan siendo ocupados por el radioligando a la
concentracion de 5 nM (concentracién de radioligando utilizado en los estudios de
competencia) y también en que sitios presentan mayor afinidad los compuestos

evaluados.

Conociendo los B v el Kp del radioligando en cada sitio, podemos calcular

esta contribucion mediante la siguiente ecuacion:

Bmax, [L] Bmax, [L]
Kd, +[L] " Kd, +[L]

Unioén Especifica =

Los resultados obtenidos indican que del total de sitios marcados, a una
concentracion de radioligando de 5 nM, los sitios de alta afinidad corresponden a un
28% vy los sitios de baja afinidad a un 72%, observandose que la mayor contribucion al

numero de sitios marcados corresponde a los sitios de baja afinidad.

3.2.3. Ensayos de competencia de los ligandos I, I, llly IV

Los ensayos de competencia miden la unidon de una concentracién constante de

ligando marcado en presencia de varias concentraciones de ligando no marcado.®

La teoria de los estudios de competencia sefiala que si uno de los ligandos (A)
presenta una alta afinidad conocida y se utiliza en forma radiactiva, la capacidad de
desplazamiento del otro ligando (X) frente a la fijacion de A es un indicador de la

afinidad de X por el receptor.

El perfil de competencia se obtiene cuantificando el porcentaje de la fijacion de
una concentracion constante de A que va quedando en la muestra a medida que se le
afiaden concentraciones crecientes de X en forma no radiactiva. La disminucién de la

fijacion especifica de A es proporcional al aumento de la concentracion de X,
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adoptando esta relacion una curva en forma de S invertida cuando se representa en

forma semilogaritmica.®

La constante de inhibicidn K; indica la afinidad de X, a través de la ecuacion de
Cheng-Prusoff: ®2

IC,,

Ki = .
1+ |I|gando
KD

donde Kp es la constante de disociacion de A y la ICso es la concentraciéon capaz de

producir el 50% de desplazamiento.

La afinidad de las moléculas sintetizadas, por los receptores serotoninérgicos
presentes en la corteza cerebral de rata fue estudiada mediante ensayos de

competencia frente al radioligando [°H]-8-OH-DPAT.

Todos los compuestos fueron solubilizados en 100% de DMSO para obtener
una concentracion inicial 10 mM. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de
los compuestos con tampon Tris-HCI 50 mM pH 7.4 para alcanzar una concentraciéon
final de los compuestos de 1 uM (1 % de DMSO), esperando una inhibicién a esta
concentracién > 55%%, en cuyo caso se realizara la curva de competencia para los
ligandos elegidos. Este ensayo fue realizado en ftriplicado, en presencia de una
concentracion de ligando marcado de 5 nM en un volumen total de 200uL. Se utilizé
como control en paralelo y en triplicado un ensayo con 1uM de 8-OH-DPAT no

marcado, a la misma concentracion final de ligando marcado.

La temperatura de incubaciéon fue de 37°C (temperatura de equilibrio). Las
membranas de corteza cerebral de rata, previamente tratadas y almacenadas fueron
resuspendidas en 1,6 mL de buffer Tris-HCI frio. Una alicuota de 50 pyL de esta
suspension fue adicionada para iniciar el ensayo. Los filtros para la medicion de
radioactividad y el procesamiento de los datos fueron realizados de la misma forma

descrita anteriormente.

54



Todos los compuestos ensayados desplazaron menos del 50% de la unién, a la
concentraciéon establecida de 1 yM, en términos de union especifica (I = 32%, Il =
13.52%, Il = 38.91%, IV = 1.6%), en comparacion con el 92% de desplazamiento de
la unién que exhibiod el ligando 8-OH-DPAT no marcado a la misma concentracién. Por
lo tanto para estos compuestos no se realizd la curva de competencia a distintas
concentraciones para determinar su Ki, ya que el valor esperado seria superior a

10000 uM, lo que no representaria un valor util para este tipo de receptor.

HsCO
N \ ﬁ
s bN /
R Io ° OCH
Compuesto R Z X % Inhibicion
I OCH; CcO H 32
11 OCH; CH, H 13.52
11 H CcO H 38.91
v OCHj; CO Cl 1.60
8-OH-DPAT 92

3.2.4. Estudio de las relaciones estructura-actividad de los compuestos |, Il,

'y V.

Probables factores que afectan la afinidad ligando-receptor. Es sabido que
la unién ligando-receptor viene mediada por fuerzas del tipo puente de hidrégeno,
atracciones coulémbicas (ion-ion), atracciones dipolo-dipolo (6+- &-) y por fuerzas de
Van der Waals. Nuestro compuesto Ill, que no presenta substitucién aromatica en la
porcién de benzotiofen amida, exhibié el mejor porcentaje de competencia (38.91%)
por la unién especifica frente a [°H]8-OH-DPAT, lo que en términos de Ki seria del

orden micromolar. Esta baja afinidad podria deberse en parte a repulsiones de los
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electrones no enlazantes en los orbitales del oxigeno, con el sistema 11 de residuos
aromaticos de los lazos del receptor, como también a efectos estéricos del grupo metilo
que impidiria el acercamiento necesario en la cavidad del receptor para desplazar al
ligando 8-OH-DPAT. Asi mismo es conocido el hecho ademas que uno de los
farmacdéforos del receptor 5-HT 44, lo constituye la familia de las arilpiperazinas, una de
las benzotiofenoarilpiperazinas de la serie sintetizada por Monge®'presenté buenos
resultados de afinidad cuando no existian sustituyentes en el anillo benzo[b]tiofeno
(Ki= 45 nM).

e WC© WQ@

OCH,

111y Estructura de Monge, Ki =45 nM

Nuestras familias son solo derivados piperazinicos conectados a porciones
arilicas, por lo que una propuesta interesante para favorecer la afinidad en el receptor,
seria por tanto disefar un estructura arilpiperazinica formal, conectando directamente
el anillo de benzotiofeno sin substituyentes al anillo de piperazina, de esta forma se

conformaria un analogo estructural de la serie estudiada por Monge.

En el compuesto |, se observa una disminucion de la afinidad (porcentaje de
inhibicion 32%), probablemente también debido a la presencia de grupos metoxilo en
las posiciones C-4 y C-7 del anillo de benzotiofenamida los cuales ejercerian un efecto
desfavorable por su gran volumen, en relacién a la afinidad con residuos aminoacidicos

claves (Serina, Treonina, Aspartato).
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H3CO

OCH,4

OCH, OCH,

La reduccion del grupo ceto a metileno en el derivado (l) disminuye aun mas el
porcentaje de inhibicién (13.52%). Siendo este grupo un aceptor de puentes hidrégeno,
es posible que su ausencia elimine las interacciones favorables de este tipo, que
estabilizan al complejo ligando-receptor probablemente con un residuo de cisteina,
como se aprecian en la interaccion por docking de flesinoxan.®* Asi mismo se espera
un cambio importante en la conformacion del anillo piperazinico al eliminarse la
conjugacion con el centro carbonilico sp2, esto podria incidir en una interaccién

energéticamente desfavorable para su unién con el receptor.

Respecto al compuesto (IV), formado por una mezcla de los cloro derivados 1Va
y IVb, la presencia de un grupo electroatractor de gran volumen como el atomo de
cloro en el anillo de benzo[b]tiofeno es desfavorable para la afinidad, exhibiendo un

porcentaje de inhibicién de 1.60%.

OCH, . H3CO OCH, . H3CO
i \ H N/—\N / \ ‘ N N /
s — lo s cl s l) s
OCH,4 OCHs OCH;4 OCHj
IV (a) IV (b)
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Este resultado puede interpretarse debido al tamano atémico que presenta el
atomo de cloro, lo que asociado al volumen de los grupos metoxilos vecinos, generaria

un congestion estérica considerable que impediria el acercamiento al sitio farmacaoforo.

3.2.5. Disefio de drogas. Estrategias y Avances.

El sostenido avance experimentado por la bioquimica, la biologia molecular y la
farmacologia en relacion a identificar nuevas dianas farmacolégicas, ha permitido crear
modelos tridimensionales del ligando y del receptor; y definir muy acertadamente las
fuerzas interatdmicas que gobernarian la interaccion ligando-receptor, asi como el

comportamiento dinamico de este complejo.

En este sentido las técnicas de modelacion molecular (estudios de docking), y
estudios de QSAR (quantitative structure activity relationship) son de utilidad para un
mejor entendimiento en el disefio de nuevos ligandos a nivel subcelular, permitiendo
establecer comparaciones entre los datos tedricos y los experimentales, e incluso

realizar predicciones cuantitativas.

3.2.5.1. Docking

Las técnicas de modelacion molecular proporcionan una informacién util sobre
los aspectos estructurales y funcionales de los receptores acoplados a proteina G y
sus interacciones con los ligandos. En ausencia de estructuras tridimensionales (3D)
de los receptores 5-HT, los modelos de receptor 5-HT 4 de la rata han sido construidos
por un disefio de modelado comparativo y utilizados para estimular la dinamica
molecular del complejo ligando-receptor. Tales modelos han sido utilizados para
examinar las interacciones de los receptores con los ligandos, proporcionando
hipdtesis en relaciéon a los determinantes estructurales, especificando las uniones de

alta afinidad o selectividad de los ligandos. En futuros disefios incorporaremos estudios
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de docking como herramienta predictiva destinada a optimizar la afinidad de los

ligandos por el receptor.

3.2.5.2. Técnicas QSAR y métodos de modelacién molecular

Los métodos que relacionan la estructura quimica con la actividad bioldgica,
asistidas por computadoras pueden dividirse en dos grandes categorias: los Métodos
QSAR y los Métodos de Modelacion Molecular 6 SAR. ¢

Los métodos SAR consideran las propiedades de las moléculas en tres
dimensiones y son importantes entre otros, el andlisis conformacional, la mecanica-
cuantica, los campos de fuerzas y los graficos moleculares interactivos. Estos ultimos
permiten la representacion y la manipulacion de las molécula en tres dimensiones, lo
que proporciona una informacion espacial que es esencial para comparar moléculas y

para estudiar la interaccion entre ligandos y receptores macromoleculares. %

Métodos QSAR

Entre las herramientas que dispone la quimica medicinal para orientar la
busqueda hacia compuestos con bioactividad destacada estan los estudios
cuantitativos de relacion estructura-actividad (QSAR, Quantitative Structure-Activity
Relationship), los que correlacionan la estructura quimica (hidrofobicidad, topologia,
propiedades electronicas y efectos estéricos) con la actividad farmacolégica en una
manera cuantitativa para una serie de compuestos, constituyendo un método mediante

el cual se puede buscar los productos mas activos entre un conjunto de candidatos.®
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3.2.5.3. Bioisosterismo

Una técnica de apoyo que resulta de interés en la obtencion de derivados

bioactivos, es la aplicacion del concepto de bioisosterismo.

Inicialmente fue un concepto puramente quimico, aplicado a las moléculas el
hecho de que en el caso de los atomos, una distribucién electrénica similar conduce a

propiedades similares.

Langmuir en 1919, estudio el comportamiento quimico y la reactividad de
determinados compuestos que tenian atomos o grupos con el mismo numero de
electrones de valencia (isoelectrénicos), creando el concepto de isosterismo para
definir a atomos o moléculas organicas o inorganicas que poseen el mismo numero

y/o arreglo de electrones.®’

Friedman®® propuso llamar Bioisosteros a aquellos compuestos que cumplan
alguna de las definiciones de isosterismo y posean el mismo tipo de actividad biologica
agonista o antagonista. Thonrber® propuso ampliar el término de Bioisésteros,
definiéndolos como “grupos o moléculas que tienen propiedades fisicas y quimicas

semejantes y que producen efectos fisioldgicos aproximadamente similares.

El Bioisosterismo es una estrategia de la Quimica Medicinal que se emplea en
el disefio experimental de nuevas drogas, mediante la modificacion racional de
compuestos lideres, obteniéndose asi agentes cuya accién es idéntica a los

compuestos tomados como modelo, mas seguros y clinicamente mas eficaces.”

Los compuestos lideres, deben ser de una estructura quimica y mecanismo de
accién muy bien conocido, si es posible a nivel de interaccion topografica con el
receptor. Asi como también sus propiedades fisicoquimicas las cuales regulan su

biodisponibilidad, y efectos secundarios.®’
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El uso del bioisosterismo en el disefio de nuevas drogas, nos permite mejorar
la actividad farmacolégica, obtener selectividad para un determinado receptor,
reduccion de efectos adversos, e incluso optimizar la farmacocinética del compuesto

lider, minimizando los esfuerzos de trabajo sintético
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. Sintesis

4.1.1. 3,6-Dimetoxi-2-nitrobenzaldehido (2)

OCH 3 OCH 4
CHO CHO

NO, 0,N
OCH 5 OCH 4

(2) (2a)

Su obtencion a escala preparativa, fue realizada por tratamiento del sustrato
comercial 2,5-dimetoxibenzaldehido (1.20 g, 7.2 mmol) en una mezcla HOAc:HNO; (c)
(50 mL/ 10 mL, 0.15 mmoles de HNO3). Posteriormente se adiciona agua (50 mL), y se
neutraliza con NaHCOj; sdlido hasta pH neutro. El producto es extraido con CH,Cl,
(3x60 mL) y las fases organicas son reunidas y secadas con Na,SO, anhidro. La fase
organica se filtra y se concentra por evaporacién rotatoria obteniéndose una mezcla de
los nitrobenzaldehidos isoméricos 2 y 2-a que se purifica por cristalizacion en etanol
dando lugar al isémero 3,6-dimetoxi-2-nitro-benzaldehido 833 mg, (56 %) de producto

puro.

pf: 170-171° C. IR Vmax: 2980 (C-H Alifatico), 2860 y 2840 (C-H Aldehido), 1680 (C=0),
1520 (NO,) Asimétrica, 1360 (NO,) Simétrica. '"H-RMNom) (300 MHz, CDCl3) &: 3.85 (s,
3H, C-6 OMe), 3.94 (s, 3H, C-3 OMe), 7.10 (d, 1H, C-5H, J = 8.3 Hz), 7.28 (d, 1H, C-4
H, J = 8.3 Hz), 10.35 (s, 1H, CHO). ®C-RMNyom (75 MHz, CDCls) &: 56.8 (C-6 OMe),
57.2 (C-4 OMe), 114.2 (C-5 o C-6), 116.2 (C-2), 121.0 (C-3), 144.5 (C-4), 155.3 (C-1),
186.1 (CHO).
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4.1.2. 4,7-Dimetoxi-1-benzo[b]tiofen-2-carboxilato de metilo (3)

OCH;

\ OCH,

(7]

OCHj

(3)

A una mezcla de nitrobenzaldehido 2 (552 mg, 2.61 mmol), K.COj3 anhidro (436
mg, 2.61 mmol) y DMF como solvente (10 mL), se le agrega tioglicolato de metilo (0.3
mL, 2.61 mmol) a temperatura ambiente. Una vez terminada la adicion, la mezcla se
calienta a 70°-75°C, con agitacion por 4 horas. Transcurrido este tiempo la mezcla se
vierte sobre un vaso de agua-hielo con agitaciéon, hasta aparicion de un precipitado
color pardo-amarillento. El sélido es filtrado al vacio, lavado con agua (3X25 mL) y
posteriormente secado. El producto es purificado por cromatografia en columna de

silica gel, utilizando CH,Cl, como eluyente, generando 462mg (70%) de producto puro.

pf: 124-125 °C. Analisis Elemental (C,H,0,4S): Tedrico = C (57.13%), H (4.80%), S
(12.69%). Experimental= C (56.78%), H (4.90%), S (12.52%). IR vpa: 3010 (C-H,
Arométicos), 1702 (C=0), 1260 (C-0) (cm™). "H-RMN ppm) (300 MHz, CDCl;) &: 3.91 (s,
3H, COOCHj3), 3.93 (s, 3H, Ar- OCHj3), 3.94 (s, 3H, Ar- OCHs), 6.67 (d, 1H, 5-H, J = 8.5
Hz), 6.75 (d, 1H, 6-H, J = 8.5 Hz), 8.20 (s, 1H, 3-H). "*C-RMNypm) (75 MHz, CDCl5) &:
52.4 (COOCHg;), 55.8 (OCHj3-Ar), 56.0 (OCHj3-Ar), 104.6 (C-5), 106.8 (C-6), 128.0 (C-3),
131.1 (C-7a), 132.4 (C-2), 132.9 (C-3a), 148.4 (C-7 o C-4), 150.5 (C-4 o C-7), 163.2
(COOCH;,).
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4.1.3. Acido 4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carboxilico (4)

OCH,

(]

OCH,

(4)

Se obtuvo por hidrdlisis en medio basico con KOH 0,5N:EtOH (1:1 v/v, 60 ml)
del éster 3 (562 mg, 2.23 mmol). La solucién fue posteriormente concentrada vy
acidificada con HCI (c) a bajas temperaturas, formandose un precipitado color crema,
que es luego filtrado. El rendimiento del crudo es practicamente cuantitativo. Su
purificacién se realizé por cromatografia en una columna eluida con acetato de etilo,

obteniéndose un sélido amarillo palido 4 (345 mg, 65%).

pf: 129-130°C, Analisis Elemental (C1,H204S): Tedrico = C (55.45%), H (4.23%), S
(13.46%). Experimental= C (55.45%), H (4.50%), S (13.21%). IR Vmax 3650-2800
(O-H), 1670 (C=0), 1529(ArC=C). 'H-RMNypm (300 MHz, CDCls) &: 3.91 (s, 3H,
OCH,), 3.94 (s, 3H, OCHs), 6.86 (d, 1H, 5-H, J= 8.5 Hz), 6.95 (d, 1H, 6-H, J=8.5 Hz),
8.24 (s, 1H, 3-H), 12.7 (s, 1H, COOH). *C-RMNppm) (75 MHz, CDCl3) &: 56.2, 56.4,
105.9, 107.3, 122.6, 130.7, 131.4, 135.4, 148.3, 150.0, 171.6.

4.1.4. Obtencién del cloruro de 4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carbonilo (5)

OCH,

(7]

OCHj

(5)
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A una solucién del acido carboxilico 4 (1.30g, 5.50 mmol) con cloruro de tionilo
(50 ml), fue calentado a reflujo a 60°C por 4 horas. Posteriormente la solucién es
concentrada al vacio, obteniéndose un solido amarillento que fue purificado por
cromatografia en columna usando CH,Cl, como eluyente. Rendimiento producto puro
5, 91%.

pf: 84-85°C, Anadlisis Elemental (C41HgCIO3S): Tedrico = C (51.47%), H (3.53%), S
(12.49%). Experimental= C (50.54%), H (3.64%), S (12.45%). IR Vuax: 1730 (ArCOCI),
1600 (ArC=C). "H-RMNpm (300 MHz, CDCl3) &: 3.93 (s, 3H, OCHj), 3.95 (s, 3H,
OCH,), 6.68 (d, 1H, 5-H, J= 8.5 Hz), 6.84 (d, 1H, 6-H, J=8.5 Hz), 8.38 (s, 1H, 3-H). "*C-
RMNem) (75 MHz, CDCl3) &: 55.8, 56.1, 104.9, 108.6, 130.6, 133.5, 134.8, 135.5,
148.0, 151.1, 161.1.

4.1.5. 4-(4,7-Dimetoxi-benzo[b]tiofeno-2-carbonil)-N-Boc-1-piperazina (6)

OCH, o

AN,

S K/N*BOC
OCH,

(6)

A una solucién de haluro de acilo 5 (1.07 g, 4.17 mmol) en THF anhidro (60 ml),
se agrega N-Boc piperazina (778 mg, 4.17mmol) y piridina seca (330 mg, 4.17 mmol).
La mezcla fue agitada por 4 horas y posteriormente diluida con agua (50 ml) y extraida
con AcOEt (3 x 50 ml), la fase organica es concentrada al vacio obteniéndose la amida
cruda (1.54 g, 91%) la cual fue purificada por cromatografia en columna CH,CI,/AcOEt
(3:1) (1.41 g, 83%).

pf: 100-101°C, IR Vmax: 1694 (NCOO), 1630 (CON), 1484 (ArC=C). 1H-RMN(,[,pm) (300
MHz, CDCIl3) &: 1.35 (s, 9H, ter-butil), 3.39 (s. ancho, 4H, Piper. 3"-H y 5”-H), 3.61
(s.ancho, 4H, Piper. 2”-H y 6”-H), 3.74 (s, 3H, C-4 o C-7, OMe), 3.77 (s, 3H, C-7 o0 C-4,
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OMe), 6.50 (d, 1H, 5-H, J= 8.5Hz), 6.56 (d, 1H, 6-H, J= 8.5 Hz), 7.49 (s, 1H, 3-H). "*C-
RMNpem) (75 MHz, CDCl;) &: 28.5 (3C), 43.9 (2C), 45.2 (2C), 55.8, 56.0, 80.3, 105.0,
106.0, 123.0, 130.8, 130.9, 135.7,148.5, 150.0, 154.6, 164.1. EMAR (CxH26N205S)
(M"): Teodrico = 406.15624. Experimental = 406.15643

4.1.6. 1-[(4,7-Dimetoxi-1-benzo[b]tiofeno-2-il)carbonil] piperazina (7)

OCHj,

OCHy

(7)

A una solucion del carbamato 6 (1.37 g, 3.37 mmol) en THF:EtOH (1:1, 50 ml),
se afiade HCI (c), se deja en agitacion durante 2 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente se lleva a pH 8 — 9 con un solucion NaHCO; para luego extraer con
AcOEt, la fase organica es concentrada al vacio obteniéndose un sdlido de color café
7, el cual es purificado por cromatografia en columna utilizando CH,Cl,:MeOH (1:1)
(763 mg, 74%).

pf: 108-108,5°C, IR Vpax: 3480 (N-H), 1597 (NHCO), 1488 (ArC=C). "H-RMNppm) (300
MHz, CDCI3) &: 1.95-2.15 (s.ancho, 1H, NH), 2.91 (s.ancho, 4H, Piper. 3”-H y 5"-H),
3.73 (s.ancho, 4H, Piper. 2"-H y 6”-H), 3.89 (s, 3H, Ar-OMe, C-7 0 C-4), 3.92 (s, 3H, Ar-
OMe, C-4 o0 C-7), 6.65 ( d, 1H, 5-H, J= 8.4Hz), 6.70 (d, 1H, 6-H, J=8.4 Hz), 7.59 (s, 1H,
3-H). C-RMN,pm) (75 MHz, CDCl3) &: 46.2 (2C), 53.0 (2C), 55.7, 56.0, 104.7, 105.6,
122.4, 130.6, 130.8, 135.8, 148.4, 149.8, 163.8. EMAR (C45HgN203S) (M"): Tedrico =
306.10381. Experimental = 306.10321.
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4.1.7. (4,7-Dimetoxi-1-benzotiofen—il) metanol (8).

OCH,

(¢)]

OCH,

(8)

A una solucién de benzotiofen éster 3 (540 mg, 2.14 mmoles) en THF anhidro
(50 mL) a 0°C se anade LiAIH, (325 mg, 8.6 mmoles) bajo atmdsfera de nitrégeno, la
solucion se agita por 3 horas. Una vez que la reaccion se completa (deteccion
cromatografica) la suspension resultante es enfriada colocando el matraz sobre un
bafo de hielo, y se comienza a eliminar el exceso de LiAlH, agregando con precaucién
una mezcla de solucién de AcOEt:H,O (3:1), una vez terminada esta operacion, la
suspension de color blanco se filtra al vacio y se lava el precipitado en el filtro con
AcOEt. Al filtrado se le adiciona 50 mL de agua y se extrae con AcOEt (3x50 mL), se
seca con sulfato de sodio anhidro y se concentra por evaporacién rotatoria formandose
413 mg, (86 %) de alcohol crudo. La posterior purificacion por cromatografia en
columna de silica gel (CH,CI;:AcOEt, 1:1), genera 320mg (65%) del benzotiofen

alcohol 8 puro.

pf .125-126 °C (H,O/ EtOH). Anal Elemental: C;H4,03S. Tedrico: C (58.91%), H
(5.39%), S (14.30%). Experimental: C (58.23%), H (5.68%) S (14.74%). IR Vpax : 3356
(O-H). 3017 (C-H Aromatico), 1262 (C-O) cm-". "H-RMNypm) (CDCls) &: 1.94 (t, 1H,
OH), 3.89 (s, 3H, Ar-OMe), 3.94 (s, 3H, ArOMe), 4.81 (d, 2H, -CH,-OH), 6.65 (s, 2H, 5-
Hy 6-H), 7.36 (s, 1H, 3-H). "*C-RMNpm) (75 MHz, CDCl;) &: 55.8, 55.9, 66.6, 104.3,
104.6, 116.8, 130.3, 131.6, 144.0, 148.7, 149.3.

67



4.1.8. 4,7-Dimetoxibenzo[b]tiofen-2-carboxaldehido (9)

OCH,

OCH,

(9)

A una solucién del alcohol 8 (327 mg, 1.46 mmoles) en 50 mL de CH,CI; se
adiciona clorocromato de piridinio PCC (948 mg, 4.4 mmoles), y la solucion se agita a
temperatura ambiente por 4 horas. Posteriormente la solucion se filtra y el filtrado es
lavado con CH,CI, (30 mL). Finalmente la solucion resultante es concentrada al vacio
obteniéndose un crudo cuantitativo que es inmediatamente purificado por
cromatografia en columna de silica gel, eluida en CH,Cl, formandose 298 mg (92%) de

aldehido 9 puro.

pf. 109-110°C. Anal.Elemental C11H,03S: Tedrico: C (59.44%), H (4.53%), S (14.43%).
Experimental : C (59.65%), H (4.68%); S (14.43%). IR Vmax: 2910 y 2840 (C-H, CHO),
1667 (C=0), 1603 y 1526 (C=C) cm™. "H-RMNypm (CDCl3) &: 3.86 (s, 3H, Ar-OMe),
3.88 (s, 3H, Ar-OMe), 6.61(d, 1H, 5-H J =8.4 Hz), 6.75 (d, 1H, 6-H, J=8.4 Hz), 8.10 (s,
1H, 3-H), 9.98 (s, 1H, CHO). *C-RMNpm) (75 MHz, CDCl;) &: 55.8 (ArOMe C-4 o C-7),
56.0 (ArOMe C-7 o C-4), 104.8 (C-5), 108.2 (C-6), 131.1 (C-7a), 132.0 (C-3), 133.6 (C-
4a), 142.5 (C-4), 148.6 (C-2), 151.0(C-7), 184.6 (CHO).

4.1.9. 1-(4,7-Dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ol (10)

OCH,4
OH

OCH,4
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A una solucién de aldehido 9 (356 mg, 1.42 mmol) disuelto en THF anhidro (30
mL) se le afiade bromuro de vinil magnesio (1.5 mL, 1.5 mmol, soluciéon 1M en THF) y
se irradia por 6 minutos a 600 W en un equipo de microondas y atmésfera inerte (N.),
hasta que por cromatografia en capa fina se aprecia que el producto de partida ha
desaparecido. La mezcla resultante es vertida sobre agua (50mL) y extraida con AcOEt
(2x 50 mL). Los extractos organicos reunidos son secados con Na,SO, y evaporados a
sequedad. El residuo crudo (rendimiento cuantitativo), se purifica por cromatografia en
columna de silica gel (CH,Cl,) proporcionando 249 mg (62%) del alcohol alilico 10

como un aceite amarillo palido, que solidifica por adicion de éter de petroleo.

pf 105-106 °C. IR Vmax: 3183 (O-H ), 2966 (C-H Alif.), 1600 (C=C), 1485 (Ar C=C) cm™.
"H-RMN ppm) (CDCl3) &: 2.21 (d, 1H, OH, J =3.2 Hz), 3.93 (s, 3H, Ar-OMe), 3.95 (s, 3H,
Ar-OMe), 5.28 (d, 1H, 3-H, J = 10.3 Hz), 5.45 (d, 2H, 3-H y 1-H, J = 17.2 Hz), 6.16
(m,1H, 2-H), 6.65 (s, 2H, 5-Hgr, y 6'-Har), 7.35 (s, 1H, 3-Hgr). *C-RMNpm) (75 MHz,
CDCl3) &6: 55.9 (ArOMe C-4’ o0 C-7’), 56.0 (ArOMe C-7’' o C-4’), 71.7 (C-1), 104.4(C-5’),
104.7 (C-6’), 118.0 (C-3’), 116.3 (C-3), 130.1 (C-7a), 131.6 (C-4a), 138.9 (C-2), 146.6
(C-2), 148.7(C-4’), 149.3 (C-7). EMAR (Cy3H,03S)(M*): Tedrico= 250.06637.
Experimental = 250.06437.

4.1.10. 1-(4, 7-Dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona (11)

(11)

A una solucién del alcohol 10 (242 mg, 0.97 mmol) en CH,CI, (50 mL) se afiade
MnO; anhidro (252mg 2.91 mmol) y MgSO, (117 mg, 0.97 mmol), se agita la mezcla a
temperatura ambiente por 5 horas. La mezcla de reaccion es filtrada y el solvente

eliminado por evaporacion rotatoria obteniéndose (151 mg). El crudo es purificado por
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cromatografia en columna de silica gel (CH,Cl,) formandose 140mg (58 %) de la enona

11 como un soélido amairillo.

pf. 99-100°C. IR Vpmax: 3054 (C-H Ar), 2968 (C-H Alif.), 1665 (C=0), 1556 (C=C) cm™.
"H-RMN ppm) (CDCl3) 5: 3.94 (s, 3H, Ar-OMe), 3.96 (s, 3H, Ar-OMe), 5.92 (dd, 1H, 3-H, J
=10.4 Hz y J= 1.6 Hz), 6.55 (dd,1H, 3-H, J =17 Hz y J = 1.6 Hz), 6.67 (d,1H, 5’-Hgr, J =
8.5 Hz), 6.80 (d,1H, 6"-Hgr, J = 8.5 Hz), 7.23 (dd,1H, 2-H, J =17 Hz y J = 10.4 Hz), 8.17
(s, 1H, 3-Hgr). *C-RMNypm ( 75 MHz, CDCl3) &: 55.8 (ArOMe C-4' o C-7’), 56.0
(ArOMe C-7’ o C-4’), 104.6(C-5"), 107.6 (C-6’), 127.0 (C-3), 129.6 (C-2), 131.4 (C-3)),
131.6 (C-7a), 133.7 (C-4a), 143.6 (C-2’), 148.6 (C-4’), 150.8 (C-7’), 183.83 (C=0).
EMAR (C13H1,05S)(M"): Tedrico = 248.05072. Experimental = 248.05001.

4.1.11. Reduccién del derivado 1-[(4,7-Dimetoxi—1-benzo[b]Jtiofeno—2-il) carbonil]

piperazino (7)

QCHs OCH; OCHj
\ N NH \ CH, \ NH/\/NH\/CHS
s / s s
OCHs OCH, OCH;
(12) (12 A) (12 B)

El sustrato 7 (809 mg, 2.64 mmol) se sometié a una reduccion con LiAIH, en
THF anhidro (50 ml) en condiciones de reflujo suave a 50° - 55°C por 5 hrs y en
atmosfera inerte (No). La reaccion generd el producto de reduccion esperado 12, en
compania de dos productos secundarios (12-A y 12-B). El exceso de reductor metalico
es eliminado por tratamiento con AcOEt:H,O (2:1) a bajas temperaturas, la suspension
es filtrada y extraida con AcOEt, obteniéndose un liquido viscoso de color café
amarillento como producto crudo (646 mg, 83.7%), el cual es purificado por
cromatografia en columna con gradiente de polaridad, utilizandose inicialmente CH,Cl,
como eluyente y aislandose primeramente un solido amarillo palido puro que fue

caracterizado como el 4,7-dimetoxi-2-metil-benzo[b]tiofeno  12-A (102 mg, 16%).
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p.f. : 71.5-72 °C. IR Vpa : 3058 (C-H Ar), 2955-2906 (C-H alif.), 1487(C=C), 1260 (C-
0). 'H-RMN om) (300 MHz, CDCl3) &: 2.59 (s, 3H, CH3), 3.89 (s, 3H, ArOCH3), 3.93 (s,
3H, ArOCHy), 6.59 (d, 1H, 5-H o 6-H, J =8.4 Hz), 6.64 (d, 1H, 6-H o 5-H, J =8.4 Hz),
7.13 (s, 1H, 3-H). *C-RMN ppm) (75 MHz, DMSO-ds) &: 16.2, 55.83, 55.9, 103.4, 104.6,
118.8, 129.6, 132.3, 140.0, 148.4,148.6. EMAR (C41H120S) (M"): Tedrico=208.05580.
Experimental =208.054478.

Posterior elucion de la columna utilizando una mezcla CH,Cl,:MeOH (1:1)
permitié obtener un sélido blanco palido que resulté ser el derivado N-(4,7- dimetoxi-
benzo[b]tiofen-2-ilmetil)-N’-etil-etano-1,2-diamina 12-B. (188 mg, 28%).

p.f.: 115-116 °C. IR Vpax : 3441 (N-H), 2971-2907(C-H), 1257 (C-O). "H RMNppm (300
MHz, CDCl3) &: 1.06 (t, 3H, CH3, J= 7.1 Hz), 2.42-2.56 (m, 8H, 3x CH;, y 2x NH), 3.75
(s, 2H, Ar-CHy), 3.87 (s, 3H, Ar-OCHj3), 3.90 (s, 3H, Ar-OCHy;), 6.60 (s, 2H, 5-H y 6-H),
7.27 (s, 3-H). *C RMNppm) (75 MHz, CDCls) &: 11.8, 52.2, 52.6, 52.7, 55.8, 55.9, 57.8,
103.9, 104.3, 119.3, 130.2, 131.6, 142.7, 148.6, 148.9. EMAR (Ci5H2:N,0,S) (M*):
Tedrico = 294.14020 Experimental = 294.12038.

Finalmente al eluir la columna con CH3;OH puro se logré aislar el compuesto
que esperabamos el 1-(4,7-dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-il-metil)piperazina 12 como un
sélido blanco-amarillento. (232 mg, 36%). pf: > 350°C, IR Vnax: 3300 (N-H), 1487 (C=C
Ar), 1259 (C-O). "H-RMNgpm (300 MHz, DMSO-ds) &: 2.30 (s.ancho, 1H, NH), 3.27
(s.ancho, 8H, CH,-Pip-.), 3.69 (s, 2H, Ar-CH,-), 3.83 (s, 3H, ArOMe), 3.86 (s,3H,
ArOMe), 6.77 (s, 2H, 5-H y 6-H), 7.25 (s, 1H, 3-H). "*C-RMN ypm) (75 MHz, DMSO-ds) &:
45.6 (2C), 52.4 (2C), 55.6, 55.7, 57.6, 104.5, 105.0, 118.8, 128.9, 130.8, 143.0, 147.9,
148.3. EMAR (C15H20N20S) (M*): Teorico = 292.12455. Experimental = 292.12303
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4.1.12. 2- Metoxicarbonil Benzo[b]tiofeno (13)

0]

WOMe
S

(13)

A una mezcla de 2-nitro benzaldehido comercial (700 mg, 4.63 mmol), en DMF
(10 mL) se adiciona tioglicolato de metilo (0.42 mL, 4.63 mmol) y K,CO3; anhidro (639
mg, 4.63 mmol), se calienta con agitacion a 70° C durante 4h. Después de este tiempo
la mezcla de reaccién es vertida en un recipiente con una mezcla de agua-hielo,
obteniéndose un precipitado el cual es filtrado al vacio formando 615 mg de éster
crudo. La mezcla es purificada por cromatografia en columna (CH,Cl,) obteniéndose
594mg (67%) de éster 13.

pf 62-63°C. IR Vmax : 1725 (C=0), 1522 (C=C),1252 (C-O). 'H-RMNppm (300 MHz,
CDCly) &: 3.97 (s, 3H, COOMe), 7.46 (g, 2H, 5-H y 6-H, J =8.9 Hz), 7.91 (d, 1H, 4-H o
7-H, J= 4.5 Hz), 7.88 (d, 1H, 7-H 0 4-H, J= 4.3 Hz), 8.10 (s, 1H, 3-H). *C-RMNpm)
(75MHz,DMSOds): 52.5, 122.8, 124.9, 125.6, 126.9, 130.7, 133.3, 138.7, 142.2, 163.3.
EMAR (C1oHs0,S)(M*): Tedrico = 192.02450. Experimental = 192.02343.

4.1.13. Acido Benzo[b]tiofen-2-carboxilico (14)

|
N o

S

(14)
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Una mezcla de metil ester 13 (800 mg, 4.17 mmol) en KOH 0,5N:MeOH (1:1
viv, 60 ml) es agitada por 3 horas a temperatura ambiente, posteriormente es
concentrada al vacio y acidificada con HCI (c) a 0°C. El precipitado obtenido es filtrado
y lavado con agua formandose un solido amarillo palido 13 (721 mg, 97%), el cual es

purificado por cromatografia en columna (CH.Cl.:MeOH (1:1)) obteniéndose 609 mg
(82%) de &cido 14.

pf 224-225°C. IR Vpnax : 3220 — 2574 (O-H), 1664 (C=0), 1520 (ArC=C) . "H-RMNzpm)
(300 MHz, DMSO-ds) &: 3.50 (s, 1H, COOH), 7.38 — 7.46 (m, 2H, 5-H y 6-H), 7.94 (d,
1H, 4-H 0 7-H, J = 7.8 Hz), 7.98 (d, 1H, 7-H 0 4-H, J = 7.8 Hz), 8.10 (s, 1H, 3-H). *C-
RMNpm (75MHz, CDCls) &: 123.4, 125.5, 126.2, 127.5, 130.7, 135.2, 139.2, 141.8,
164.0. EMAR (CoHs0,S)(M*): Tedrico = 178.00885. Experimental = 178.00877.

4.1.14. Cloruro de benzo[b]tiofen-2-carbonilo (15)

Una soluciéon de acido carboxilico 14 (600 mg, 3.37 mmol) en cloruro de tionilo
(50 ml) es calentada a reflujo por 4 horas. Posteriormente la solucion es concentrada al
vacio, obteniéndose un soélido café amarillento 15 (662 mg).

pf: 76 -77°C. IR Vmax 1744 (ArCOCI), 1509 (ArC=C). 'H-RMNpm (300 MHz, DMSO-
de) 8: 7.39 (t, 1H, 5-H 0 6-H, J = 7.6 Hz), 7.44 (t, 1H, 6-H 0 5-H, J = 7.6 Hz), 7.94 (d,
1H, 4-H 0 7-H, J = 7.6 Hz), 7.97 (d, 1H, 7-H 0 4-H, J = 7.6 Hz), 8.10 (s, 1H, 3-H). "*C-
RMNpom) (75 MHz, DMSO-ds) 8: 123.4, 125.5, 126.2, 127.4, 130.6, 135.2, 139.2, 141.8,
163.9. EMAR (CoHsCIOS)(M*): Tedrico = 195.97496. Experimental = 195.97458.
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4.1.15. ter-Butil 4-(1-benzo[b]tiofeno-2-il-carbonil) piperazina-1-carboxilato (16).

0]

(16)

Al haluro de acilo 15 (662 mg, 3.37 mmol) en THF anhidro (25 ml), se agrega
lentamente a una solucion de tert-butil-1-piperazincarboxilato (627 mg, 3.37mmol),
piridina seca (340mg, 3.37 mmol) em THF anhidro (25 ml), en um ambiente de N,
gaseoso y em bafio de hielo. La mezcla fue agitada por 6 horas y posteriormente
diluida con agua (100 ml) y extraida con AcOEt (3 x 50 ml), la fase organica es
concentrada al vacio obteniéndose la amida cruda con rendimiento cuantitativo, esta
fue purificada por recristalizacion en etanol obteniéndose 852 mg (73%) de

carboxilato puro (16).

pf: 140-141°C, IR Vpax: 1689 (NCOOR), 1618 (CON). "H-RMN ppm) (300 MHz, DMSO-
de) &: 1.37 (s, 9H, ter-butil), 3.38 (s.ancho, 4H, CH,-Piper-NCO), 3.62 (s.ancho, 4H, -
CH,-Piper-NCQOOQ), 7.36 — 7.43 (m, 2H, 4-H, 7-H), 7.70 (s, 1H, 3-H), 7.86 (m, 1H, 5-H o
6-H), 7.97 (m, 1H, 6-H o 5-H). "C-RMNypm (75 MHz, DMSO-d¢) &: 28.1 (3C), 43.6
(2C), 45.8 (2C), 80.0, 123.0, 125.4, 126.4, 126.6, 137.1, 138.1, 139.1, 140.1, 154.2,
163.1. EMAR (C4gH22N203S) (M*): Tedrico = 346.13511. Experimental = 346.13245

4.1.16. 1-(1- Benzo[b]tiofeno-2-il-carbonil) piperazina (17)

O
s /

17)
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A una solucién del carbamato 16 (400mg, 1.26 mmol) en THF:EtOH (1:1, 40
ml), se afnade HCI (c), se deja en agitacién durante 12 hrs a temperatura ambiente.
Posteriormente se lleva a pH 8 — 9 con un solucion NaHCO; para luego extraer con
AcOEt, la fase organica es concentrada al vacio obteniéndose un sélido de color café,
el cual es purificado por cromatografia en columna utilizando CH,Cl,/MeOH (1:1), se

obtiene un liquido viscoso 17 (260 mg, 84%).

IR Vmax: 3475 (N-H), 1620 (NHCO), 1488 (ArC=C). "H-RMN;pm) (300 MHz, DMSO-d)
0: 1.98 (s, 1H, NH), 2.75 (s.ancho, 4H, -CH,-Piper), 3.60 (s.ancho, 4H, -CH,-Piper-CO),
7.44 (m, 2H, 4Hy 7H), 7.70 (s, 1H, 3-H), 7.91 ( m, 1H, 5-H o 6-H), 8.00 (m, 1H, 6-H o
5-H). "C-RMNgpm) (75 MHz, DMSO-ds) 8: 44.5 (2C), 48.5 (2C), 122.5, 123.8, 124.9,
125.1, 125.8, 137.0, 138.6, 139.2, 162.4. EMAR (C43H1s,N,0OS) (M*): Teorico =
246.08268. Experimental = 246.08060

4.1.17. Sintesis de 3-[4-(4,7-Dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carboxo)-1-piperazinil]-1-
(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-1-propanona (I)

OCH4

A una solucion de 1-(4, 7-dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona (11) (60
mg, 0.24 mmol) y 1-[(4,7-dimetoxi-1-benzo[b]tiofeno-2-il)carbonil] piperazino (7) (74.0
mg, 0.24 mmol), disuelta en diclorometano (20 mL) se le afnade una mezcla de SiO,-
MnO, (1.0g. 4:1) como soporte inorganico, la mezcla es homogenizada en
diclorometano y agitada vigorosamente por 15 minutos a temperatura ambiente. El
solvente es eliminado con evaporacion rotatoria hasta obtener una mezcla sdélida libre

de solvente. La mezcla es irradiada por microondas a 600 W por 6 minutos, hasta
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observar por TLC la desaparicién del producto de partida. El sdlido luego es lavado y
filtrado con tres partes 3 x 50 mL acetato de etilo a  30°C, obteniéndose 133mg de
producto crudo, posteriormente es purificado por cromatografia en columna
(AcOEt:CHCI, 4:1), obteniéndose 87 mg (86%) del producto puro (l).

pf: 193-194°C. IR Vyae 1660 (C=0), 1620 (CONH), 1260 (C-O). 'H-RMNgpm) (300
MHz,CDCl;) & : 2.61 (s.ancho, 4H, Piper. 3"-H), 2.93 (t, 2H, 3”-H, J= 7.0 Hz), 3.24 (t,
2H, 2”-H, J= 7.0 Hz), 3.80 (s.ancho, 4H, Piper. 2”-H), 3.92 (s, 3H, Ar-OMe), 3.95 (s, 3H,
Ar-OMe), 3.96 (s, 6H, 2 x Ar-OMe), 6.69 (t, 2H, 5-H y 6-H, 0 5-H y 6’-H, J = 8.0 Hz),
6.79 (t, 2H, 5-H y 6-H 0 5-H y 6-H, J=8.4 Hz), 7.72 (s, 1H,3-H), 8.14 (s, 1H, 3"-H). "*C-
RMNgpm) (76MHz,CDCl3) &: 36.6, 45.1 (2C), 53.0 (3C), 55.7 (2C), 56.0 (2C), 104.6,
104.7, 105.6, 107.4, 122.5, 126.5, 130.7, 130.9, 131.4, 133.3, 135.8, 142.8, 148.4,
148.5, 149.9, 150.7, 163.7, 193.1. EMAR (CygH30N.0¢S,) (M*): Tedrico = 554.15453.
Experimental = 554.15625.

4.1.18. Sintesis de 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-3-[4-(4,7-dimetoxi-2-benzo

[b] tiofenilmetil) -1-piperazinil]-1-propanona (ll)

A una solucién de 1-(4, 7-dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona (11) (11.1
mg, 0.04 mmol) y 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenilmetil)-piperazina (12) (13.1 mg, 0.04
mmol), disuelta en diclorometano (20 mL) se le afiade una mezcla de SiO,-MnO, (1.0g.
4:1) como soporte inorganico, la mezcla es homogenizada en diclorometano y agitada
vigorosamente por 15 minutos a temperatura ambiente. El solvente es eliminado con

evaporacion rotatoria hasta obtener una mezcla sélida libre de solvente. La mezcla es
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irradiada por microondas a 600 W por 6 minutos, hasta observar por TLC la
desaparicién del producto de partida. El sélido luego es lavado y filtrado con tres partes
3 x 50 mL acetato de etilo a 30°C, obteniéndose 20.0 mg de producto crudo, siendo
posteriormente purificado por cromatografia en columna (AcOEt:CH,CI, ,4:1), para dar
19.3 mg (79.7%) del producto puro (ll).

pf: 156.0-157°C. IR vmax: 2955 (C-H alifatico),1660 (C=0), 1484 (C=C Aromatica), 1256
(C-0). 1H-RMN(ppm) (300 MHz,CDCl3) 6 : 2.59 (s.ancho, 8H, Piperazinicos), 2.97 (t, 2H,
3”-H, J= 6.5 Hz), 3.26 (t, 2H, 2”-H, J = 6.5 Hz), 3.78 (s, 2H,-CH;-), 3.89 (s, 3H, Ar-
OMe), 3.92 (s, 3H, Ar-OMe), 3.93 (s, 3H, Ar-OMe), 3.94 (s, 3H, Ar-OMe), 6.63 (s, 1H,
5-H y 6-H), 6.65 (d,1H, 5-H J= 8.5 Hz), 6.77 (d,1H, 6’-H J= 8.5 Hz), 7.28 (s, 1H, 3-
H), 8.11 (s, 1H,3-H). C-RMN,m) (75MHz,CDCl3) 8: 36.7, 52.9 (2C), 53.1 (2C), 53.2,
55.7(2C), 55.9, 56.0, 57.8 103.9, 104.4, 104.5, 107.3, 119.3, 126.5, 130.2, 131.4,
131.6, 133.3, 142.7, 142.9, 148.5 , 148.6, 148.9, 150.7, 193.4. EMAR (IE) tedrico para
CogH32N205S, (M*): 540.17526. Experimental: 540.174086.

4.1.19. Sintesis de 3-[4-(Benzo[b]tiofen-2-carboxo)-1-piperazinil)- 1-(4,7-dimetoxi-
2-benzo[b]tiofenil)- 1-propanona (llI).

3 0}
TN
A L e
3 | s
[ s

2

1

A una solucién de 1-(4, 7-dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona (11) (207
mg, 8.35 mmol) y benzo[b]tiofeno-2-piperazino carboxamida (15) (206 mg, 8.35 mmol),
disuelta en diclorometano (20 mL) se le aflade una mezcla de SiO,-MnO, (1.0g. 4:1)
como soporte inorganico, la mezcla es homogenizada en diclorometano y agitada

vigorosamente por 15 minutos a temperatura ambiente. El solvente es eliminado con
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evaporacion rotatoria hasta obtener una mezcla sélida libre de solvente. La mezcla es
irradiada por microondas a 600 W por 6 minutos, hasta observar por TLC la
desaparicién del producto de partida. El sélido luego es lavado y filtrado con tres partes
3 x 50 mL acetato de etilo a 30°C. El rendimiento del crudo es cuantitativo,
posteriormente es purificado por cromatografia en columna (AcOEt:CH,Cl,, 4:1),

obteniéndose 310 mg (75%) de producto puro (ll1).

pf: 128.0-128.5°C. IR Vpay: 1673 (C=0), 1612 (CO-N), 1260 (C-O). 'H-RMNpm) (300
MHz,CDCl;) & : 2.60 (s.ancho, 4H, Piper. 3"-H), 2.94 (t, 2H, 3”-H, J= 6.5 Hz), 3.23 (t,
2H, 2”-H, J= 6.5 Hz), 3.79 (s.ancho, 4H, Piper. 2”-H), 3.95 (s, 3H, Ar-OMe), 3.96 (s, 3H,
Ar-OMe), 6.68 (d, 1H, 5'-H, J= 8.5Hz), 6.80 (d, 1H, 6’-H, J= 8.5 Hz), 7.39 — 7.42 (m, 2H,
5-H y 6-H), 7.48 (s, 1H, 3-H), 7.81 — 7.88 (m, 2H, 4-H y 7-H), 8.14 (s, 1H, 3-H).
3C-RMNpm) (75MHz, CDCl3) &: 36.1, 45.1 (2C), 52.6 (3C), 55.3, 55.6, 104.1, 106.9,
121.9, 1241, 124.3, 124.7, 125.3, 126.0, 130.9, 132.8, 136.0, 138.1, 139.7, 1424,
148.0, 150.2, 163.3, 192.7. EMAR (IE) teodrico para CosHasN204S, (M):  494.13340.
Experimental: 494.13175.

4.1.20. tert-Butil 4-[(5y 6-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazina-
1-carboxilato (18-a) y (18-b) .

18-a 18-b

A una solucién de la mezcla de haluros de acilo clorados 5(a-c) (937.5 mg, 3.65
mmol) en THF anhidro (50 ml), se agrega N-Boc piperazina (680.4 mg, 3.65mmol) y
piridina seca (288.7 mg, 3.65 mmol). La mezcla fue agitada por 4 horas y
posteriormente diluida con agua (50 ml) y extraida con AcOEt (3 x 50 ml), la fase

organica es concentrada al vacio obteniéndose la amida cruda (8.31 g, 58%), la cual
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fue purificada por cromatografia en columna CH,Cl,:AcOEt (3:1) para dar una mancha
unica (8.03 g, 56%) que al ser examinada por 'H-RMN arroj6 la presencia de dos
productos mayoritarios que fueron caracterizados como 18-a y 18-b en una proporcién
aproximada de 9:3 , y en compania de trazas de un probable producto diclorado en C-5

y C-6, 18-c que no fue caracterizado.

Compuesto (18-a): IR vpax: 3030 (C-H aromatico), 2976-2935 (C-H alifatico), 1709
(NCOOtBu), 1682 (NCO). 'H-RMNgpm) (300 MHz,CDCl3) &: 1.48 (s, 9H, (CHa)s), 3.53
(m, 4H, 2’-H pip), 3.70 (m, 4H 3’-H pip.), 3.94 (s, 3H, OMe), 3.96 (s, 3H, OMe), 6.80 (s,
1H, 6-H), 7.56 (s, 1H, 3-H). *C-RMN yom) (75MHz, CDCl;) 5: 28.6 (3C), 44.1 (4C), 56.5,
62.1, 80.7, 107.8, 122.9, 122.3, 129.8, 134.9, 137.7, 145.8, 150.7, 154.8, 163.9. EMAR:
Teodrico= 440.11727. Experimental= 440.11188.

Compuesto (18-b): IR vmax: 3030 (C-H aromatico), 2976-2935(C-H alifatico), 1709
(NCOOtBu), 1682(NCO). 'H-RMNpm) (300 MHz,CDCls) &: 1.48 (s, 9H, (CHs)s), 3.53
(m, 4H, 2’-H pip), 3.70 (m, 4H, 3’-H pip.), 3.91 (s, 3H, OMe), 3.97 (s, 3H, OMe), 6.74 (s,
1H, 5-H), 7.57 (s, 1H, 3-H). *C-RMN ypm) (75MHz, CDCls) 5: 28.6 (3C), 44.1(4C), 56.2,
60.8, 80.7, 107.5, 123.3, 124.2, 129.0, 136.1, 137.7, 144.2, 151.9, 154.7, 163.9. EMAR
: Tedrico= 440.11727. Experimental= 440.11188.

4.1.21. 1-[(5) y(6)-Cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazina 19(a) y
19(b).

19-a 19-b
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A una mezcla del benzotiofen-N-Boc-piperazinas 18-a y 18-b (571.7mg, 1.29
mmoles), en una mezcla de THF:EtOH (1:1 40 ml), se mantuvo con agitacién durante
12 h. a temperatura ambiente. Se neutralizé con NaHCO3; sélido y se extrajo con AcOEt
para dar 339 mg de la mezcla de 19-a y 19-b, con un rendimiento del 77% y cuya
relacion porcentual de isémeros se estimé por su espectro de 'H RMN,
correspondiendo a una relaciéon aproximada de 7.5 : 3.5 , y donde el isbmero

mayoritario corresponde a 19-a.

Compuesto (19-a): IR Vmax :3346 (N-H), 1439-1418 (C-H alifatico), 1618(NCO). 'H-
RMN pm) (300 MHz,CDCl3) & : 1.88 (s,1H, N-H), 2.93 (m, 4H, 3'-H pip), 3.74 (m, 4H, 2'-
H pip.), 3.94 (s,3H,0Me), 3.96 (s,3H,0Me), 6.79 (s,1H,6-H), 7.53 (s,1H,3-H). 13C-
RMNpm (75MHz, CDCl3) &: 46.5(4C), 56.5, 62.1, 107.7, 121.9, 122.6, 129.2, 135.0,
138.2, 145.2, 150.7, 163.7.

Compuesto (19-b): IR Vmax : 3346 (N-H), 1439-1418(C-H alifatico), 1618(NCO),
1682(NCO). "H-RMNppmy (300 MHz,CDCl5) & : 1.88 (s,1H,N-H), 2.93 (m, 4H, 3"-H pip),
3.74(m, 4H, 2-H pip.), 3.98 (s, 3H, OMe), 3.97 (s, 3H, OMe), 6.74(s,1H,5-H), 7.55 (s,
1H, 3-H). *C-RMNppm (75MHz, CDCls) &: 46.5 (4C), 56.2, 60.8, 107.5, 123.2, 124.0,
129.9, 138.4, 145.8, 151.8, 154.7, 163.5.

4.1.22. 3-{4-[(5 /| 6-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazin-1-il}-1-
(4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)1- propanona. IV (20-a y 20-b).

20-a 20-b
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A una solucion de 1-(4, 7-dimetoxi benzo[b]tiofen-2-il)-2-propen-1-ona (11)
(98.1mg, 0.39mmol) y 1-[(5) y (6)-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il) carbonil]
piperazina (19-a y 19-b) (121 mg, 0.39 mmol), disuelta en diclorometano (20 mL) se le
afiade una mezcla de SiO,-MnO, (1.0g. 4:1) como soporte inorganico, la mezcla es
homogenizada en diclorometano y agitada vigorosamente por 15 minutos a
temperatura ambiente. El solvente es eliminado con evaporacion rotatoria hasta
obtener una mezcla solida libre de solvente. La mezcla es irradiada por microondas a
600 W por 6 minutos, hasta observar por TLC la desaparicion del producto de partida.
El soélido luego es lavado vy filtrado con tres partes 3 x 50 mL acetato de etilo a 30° C. El
rendimiento del crudo es de 95%, posteriormente es purificado por cromatografia en
columna (AcOEt / CH,CI, - 4:1), obteniéndose 165 mg (79%) de una mezcla de
productos formada por 20-a y 20-b (IV).

Compuesto mayoritario (20-a) . IR Vmax: 1660 (C=0), 1626 (CONH), 1262 (C-0). 'H-
RMN pm) (300 MHz,CDCls) & : 2.59 (s.ancho, 4H, Piper. 3°-H), 2.91 (t, 2H, 3”-H, J = 7.1
Hz), 3.21 (t, 2H, 2”-H, J = 7.1 Hz), 3.77 (s.ancho, 4H, Piper. 2-H), 3.92 (s, 3H, Ar-
OMe), 3.94 (s, 6H, 2x Ar-OMe), 3.95 (s, 3H, Ar-OMe), 6.65 (d, 1H, 5-H, J= 8.5 Hz),
6.77 (s, 1H, 6-H), 6.78 (d, 1H, 6™-H), 7.54 (s, 1H, 3-H), 8.11(s,1H, 3"-H). "*C-RMN5pm)
(75MHz,CDCls) &: 36.8, 46.5(2C), 53.3 (3C), 56.0 (2C), 56.2, 62.1, 104.8, 107.7, 122.1
(2C), 122.7, 123.2, 126.7, 129.0, 129.9, 135.0, 143.0, 145.8, 150.7, 151.8, 163.5,
193.3. EMAR (IE) tedrico para CysHoN,O0eS, (M*): 588.11555 , experimental:
588.11345.

Compuesto minoritario (20-b). IR Vpma: 1660 (C=0), 1626 (CONH), 1262 (C-O). 'H-
RMNpm) (300 MHz,CDCl3) 6 : 2.59 (s.ancho, 4H, Piper. 3"-H), 2.91 (t, 2H, 3”-H, J=7.1
Hz), 3.21 (t, 2H, 2”-H, J= 7.1 Hz), 3.77 (s.ancho, 4H, Piper. 2"-H), 3.91 (s, 3H, Ar-
OMe), 3.94 (s, 6H, 2x Ar-OMe), 3.96 (s, 3H, Ar-OMe), 6.65 (d, 1H, 5'-H, J= 8.5 Hz),
6.72 (s, 1H, 5-H), 6.78 (d, 1H, 6-H), 7.55 (s, 1H, 3-H), 8.11(s,1H, 3-H). *C-RMNypm)
(75MHz,CDCI;) &: 36.8, 46.5(2C), 53.3 (3C), 56.0 (2C), 56.2, 60.7, 104.8, 107.4, 107.6,
122.1, 122.7, 123.2, 124.0(2C), 126.7, 135.0, 145.8, 148.7(2C), 150.7, 163.5, 193.3.
EMAR (IE) tedrico para CosHaoN206S, (M¥): 588.11555. Experimental: 588.11345.
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4.2. Ensayos de Union con Radioligandos

4.2.1. Adquisicion del radioligando estandar.

Se adquiri6 el agonista serotoninérgico 5-HTqs tritiado 8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino) tetralina ([*H]-8-OH-DPAT) junto a su correspondiente compuesto no
marcado (8-OH-DPAT).

Actividad OH

Especifica 170 Ci/mmol . N(C3H7)2
Concentraciéon  5.88 uM

P. M. 247 g/ mol

4.2.2. Preparacion de las membranas

Para los ensayos de union en el receptor 5-HT se utilizaron ratas Sprague-
Dawley (Rattus norvegicus albinus) con un peso entre 200-250g, obtenidas desde el
bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de
Chile. Se procedi6 a la decapitacion de las ratas y la diseccion posterior de la corteza
en hielo. El tejido cerebral se pesé y homogenizé en una relacion 1:10 (P/V) en una
solucion de sacarosa 0,32M en tampon Tris-HCI 50 mM a pH 7,4 con un equipo
ultraturrax 5 x 30 seg. Posteriormente el homogenizado fue centrifugado a 3000 rpm
(1130 RCF) por 10 minutos a 4°C, obteniéndose un sedimento constituido por nucleos
y restos celulares no disgregados que se descarta. El sobrenadante fue centrifugado a
15.000 rpm (28350 RCF) por 30 minutos, el pellet asi obtenido se resuspendié en 20

volumenes de tampén frio y se centrifugé a 15.000 rpm por 30 min.

Este proceso de resuspension y centrifugaciéon se repite a lo menos 3 veces con

el objeto de eliminar todo el ligando enddégeno (serotonina) unido a sus receptores.
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Finalmente el sedimento fue parcelado y congelado a -80 °C para su posterior

utilizacioén.

4.2.3. Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas totales se utilizé el método del acido
Bicinconinico (BCA)™?, el cual se basa en la reduccién del i6n clprico a i6n cuproso por
parte de las proteinas. La medicién se basa en la formacion del cromdéforo de cobre

con BCA relativamente estable, el cual absorbe a 562 nm.

Para realizar el ensayo se extrajo una alicuota de 1 pL sin diluir de la
resuspension de membranas previamente realizada (resuspension en 1,6 mL de buffer
Tris-HCI 50 mM pH 7,4). Se incuba a 60 °C disminuyendo el tiempo requerido para

desarrollar el color maximo e incrementando la sensibilidad.

4.2.4. Determinacién de la Constante de Disociacion (Kp) y Union Maxima (Bmax)
para [®H]-8-OH-DPAT.

La determinacion de la constante de disociacion Kp (nM) y la unién maxima Bax
(fmol/mg proteina) para el compuesto ftritiado 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina
(°H]-8-OH-DPAT, 106-170 Ci/mmol; Amersham) se derivan de los experimentos de

saturacion para receptores 5-HT 14 presentes en corteza cerebral de rata.

Los ensayos de unidon fueron realizados por una modificacion de un

procedimiento descrito previamente por Srinivas.”

Las isotermas de saturacion se llevaron a cabo usando siete diferentes
concentraciones de [°H]-8-OH-DPAT entre 0,13 - 105 nM con un tiempo de incubacion
de 30 minutos a 37°C. Los valores de Kp y Bnax fueron obtenidos de la pendiente y el
intercepto respectivamente de una grafica de Scatchard [unidn] v/s [unién / L.Libre].

Para ello se utilizé el programa computacional Prisma Graph versién 4.03
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4.2.5. Determinacion de ICsg para 8-OH-DPAT.

Para determinar el ICsy se realizé un experimento de competencia homologa
del compuesto 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT) frente a su ligando
marcado. Las soluciones de 8-OH-DPAT no marcado fueron agregadas en triplicado a
la muestra de ensayo de unién a siete distintas concentraciones (0.1 nM — 0.1 mM),
con un tiempo de incubacién de 30 minutos a 37°C. Los datos fueron analizados
usando un ajuste de curva de regresion no lineal con el programa Graph Pad PRISMA

version 4.03 para Windows Graph software, San Diego California USA.

4.2.6. Ensayo de competencia """

El dia del ensayo las membranas previamente tratadas y almacenadas fueron
resuspendidas en tampén Tris-HCI 50mM a pH 7,4 con un equipo ultraturrax 5 x 30
segundos. Alicuotas de 50 pL de esta suspension fueron incubadas por triplicado en
tubos de borosilicato a 37°C por 30 minutos con 5nM de [°H]-8-OH-DPAT (actividad
especifica 170 Ci/mmol), en presencia o ausencia de competidor, en un volumen final
de 200 pL de buffer de ensayo (50 mM Tris-HCI, pH 7,4). La unién no especifica fue
determinada con 0,1 mM de 8-OH-DPAT. Después de la incubacion de las membranas
a 37°C, la reaccion fue detenida por la adicién de 2 mL de tampdn Tris-HCI 50 mM (pH
7,4) frio. La mezcla de reaccion fue filtrada al vacio rapidamente a través de filtros de
fibra de vidrio Whatman GF/C, pretratados por una hora con una solucién de
polietilenimina (PEI) al 0,3%. Los filtros se lavaron 2 veces con 2 mL de tampdn Tris-
HCI 50 mM frio, con el objetivo de eliminar la radioactividad no asociada a las
membranas. Los filtros fueron secados y transferidos a viales de centelleo, a los cuales
se agregé 4 mL de mezcla de centelleo (PPO 4 g/L; POPOP 0,1 g/L disueltos en

tolueno).
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La radioactividad fue determinada usando un contador  de centelleo liquido
con un 28% de eficiencia para ®H. La unién especifica del [°H]-8-OH-DPAT se definio
como la diferencia entre la union total y aquella obtenida en presencia de 8-OH-DPAT,
0,1 mM, no marcado. Todos los compuestos evaluados fueron llevados a pH 7,4 con
Tris-HCI 50 mM. Todos los datos fueron analizados usando un ajuste de curva de
regresion no lineal con el programa GraphPad PRISMA 4.03. Graph software, San
Diego California USA.
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5.  CONCLUSIONES

Se sintetizaron con buen rendimiento los benzotiofen piperazino derivados:

- Compuesto (I): 3-[4-(4,7-Dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carbonil)-1- piperazinil] -1-
(4,7-dimetoxi-2- benzo [b] tiofenil)-1-propanona. Rendimiento: 86%

- Compuesto (ll): 1-(4,7-Dimetoxi-2-benzol[b]tiofenil)-3-[4-(4,7- Dimetoxi-2-benzo
[b]tiofenilmetil)-1-piperazinil]- 1-propanona. Rendimiento: 80%

- Compuesto (lll): 3-[4 - ( Benzo [b] tiofen — 2 —carbonil)-1- piperazinil) - 1-(4,7-

dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)- 1-propanona. Rendimiento: 75%

Las reacciones de adicion de Michael para la sintesis de los compuestos |, Il, Ill,
IV, fueron asistidas por microondas libre de solvente, con buenos rendimientos y

en cortos periodos de reaccion.

Por tratamiento del acido-2-benzotiofen-carboxilico con cloruro de tionilo, en
condiciones de reflujo sostenido (mayor a 24h), se obtuvo una mezcla de haluros

de acilo clorados en el anillo bencénico.

Se determinaron sitios de union de alta y baja afinidad para el radioligando [°H]-8-
OH-DPAT, los cuales se correlacionan con los receptores serotoninérgicos 5-

HT1a y 5-HT; respectivamente.

Todos los ligandos estudiados desplazaron menos del 50% de la unién, a la
concentraciéon establecida de 1 pM, exhibiendo una afinidad moderada por el
sitio de union para los compuestos | = 32%, Il = 13.52% y Il = 38.91% y una baja
afinidad para el compuesto IV = 1.6%, en comparacion con el 92% de
desplazamiento de la union que exhibié el ligando 8-OH-DPAT a la misma

concentracion.

Los resultados obtenidos para esta serie demuestran que las modificaciones

estructurales efectuadas en la agrupacion de benzotiofenoamida de las familias
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de bis-ligandos benzotiofénicos no ejercen una influencia relevante para la

actividad.
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ter-Butil 4-(1-benzo[b]tiofeno-2-il-carbonil) piperazina-1-carboxilato
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1-(4,7-dimetoxi-2-benzo|[b]tiofenil)-3-[4-(4,7-dimetoxi-2-benzo [b] tiofenilmetil) -1-

piperazinil]-1-propanona
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3-[4-(Benzo|b]tiofen-2-carbonil)-1-piperazinil)- 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo[b]tiofenil)-

1-propanona
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3-[4-(Benzo|b]tiofen-2-carbonil)-1-piperazinil)- 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo|b]tiofenil)-

1-propanona
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3-[4-(Benzo|b]tiofen-2-carbonil)-1-piperazinil)- 1-(4,7-dimetoxi-2-benzo|b]tiofenil)-

1-propanona
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3-{4-[(5 /  6-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazin-1-il}-1-(4,7-

dimetoxi-1-benzotien-2-il)1- propanona
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3-{4-[(5 /  6-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazin-1-il}-1-(4,7-

dimetoxi-1-benzotien-2-il)1- propanona

133



LT

05°¢

LT BB'L
Y .

=T |

ngE'=s

2425 3

Brieerad

i [P

[RCELH i
ke

D&y r___‘—‘;:__
===

1 _.ES5R — . ==
— S —
0262 (O

1,800

2255 3E
T——aas1.s

—2184. I

PHE=N:-E|
205, 36
———3Dn0. 38
T——2019.36
—2002. T
T 08420

134



3-{4-[(5 /  6-cloro-4,7-dimetoxi-1-benzotien-2-il)carbonil]piperazin-1-il}-1-(4,7-

dimetoxi-1-benzotien-2-il)1- propanona
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