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Abreviaturas

5-HT 5-hidroxitriptamina (Serotonina)

LCR Ligquido céfalo raquideo

IMAO Inhibidor de la Mono amino oxidasa

RAPG Receptor Acoplado a Proteina G

™ Transmembrana (dominio de transmembrana de GCPR)
EC Extracelular (medio extracelular)

IC Intracelular (medio intracelular)

ISRS Inhibidor Selectivo de la Recaptacion de Serotonina
NA Noradrenalina

DA Dopamina

DMAP Dimetilaminopiridina

DCC Diciclohexilcarbodimida

DCU Diciclohexilurea

OMS Organizacién Mundial de la Salud

Gl Gastrointestinal

B3LYP Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr.



Gly
Ala
Val
Leu
lle
Pro
Phe
Tyr
Trp
Cys
Met
Ser
Thr
Lys
Arg
His
Asn
GlIn
Glu

Asp

Glicina
Alanina
Valina
Leucina
Isoleucina
Prolina
Fenilalanina
Tirosina
Triptofano
Cisteina
Metionina
Serina
Treonina
Lisina
Arginina
Histidina
Asparragina
Glutamina
Glutamato

Aspartato

Abreviaturas de aminoacidos
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Resumen

“ESTUDIO DE SINTESIS Y ACOPLAMIENTO MOLECULAR INDUCIDO DE NUEVOS
DERIVADOS N-4-[4-(1H-INDOL-3CARBONIL)-1-PIPERAZINIL]FENIL}
ARILAMIDAS(AMINAS). HETERO BIS-LIGANDOS CON POTENCIAL ACTIVIDAD
SEROTONINERGICA 5-HT;4 EN LA BUSQUEDA DE NUEVAS MOLECULAS
ANTIDEPRESIVAS.”

Estudios de funcionalizaciéon del 1H-indol, condujeron a la familia de N-{4-[4-(1H-
Indol-3-carbonil)-1-piperazinil]-fenil}-arilamidas  6(a-h) (Familia 1) como potenciales
ligandos provistos de accién serotoninérgica en el sistema nervioso central. La obtencion
de esta familia tomo lugar en una secuencia de 5 pasos, obteniéndose con rendimiento de

un 66- 77% en la Ultima etapa.

La secuencia sintética utilizada se baso en la reaccion inicial de Vilsmeier-Haack
para obtener el 3-formil-1H-indol (2), en un 97%, posterior oxidacibn a su derivado
carboxilico (3) (70%) y tratamiento con N,N’-Diciclohexilcarbodimida y 4-nitro-
fenilpiperazina, gener6 la 4-nitrofenilpiperazinilamida (4) con un 63%. La reduccién de (4)
generd la amina correspondiente (5) en un 50%, que fue reaccionada con una serie de
haluros de aroilo para dar la familia 6(a-h). Como un aporte exploratorio se sintetizaron 3
nuevos hetero-bis-indoles reducidos 11(a-c) via aminacién reductiva del derivado amina
(5) y formil indol (2).

Se realizaron estudios de modelacibn molecular del receptor (5HT1a),
acompafiados de estudios de docking en los compuestos 6(a-d) obteniéndose los
puntajes de docking favorables de interaccidon ligando-receptor. Asimismo, se
complementé este estudio con el analisis de docking de 8 nuevas agrupaciones indélicas
estructuralmente relacionadas a las anteriores, (derivados reducidos) exhibiendo una

afinidad tedrica mejorada.
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Summary

“SYNTHESIS AND DOCKING STUDIES OF NEW N-{4-[4-(1H-INDOLE-3-CARBONYL)-
1-PIPERAZINYL]-PHENYL}-ARYLAMIDE(AMINE). HETERO BIS-LIGANDS WITH
POTENTIAL 5-HT;» SEROTONERGIC ACTIVITY IN THE SEARCH OF NEW
ANTIDEPRESSIVE MOLECULES”.

Functionalyzation studies on 1H-indol, led us to obtain a family of N-{4-[4-(1H-
Indole-3-carbonyl)-1-piperazinyl]-phenyl}-arylamides 6(a-h) with potential serotonergic
ligands in the central nervous system. The synthetic route was achieved in a five step
sequence with a last-step yield between (66-77%).

The synthetic sequence was initially based on Vilsmeier-Haack reaction to afford
the 3-formyl-1H-indole (2), in a 97% (yield), subsequent oxidation provided the carboxylic
acid derivative (3) in 70% yield, which was reacted with N,N"-Diciclohexylcarbodiimide and
4-nitrophenylpiperazine giving the amide (4) (63% vyield). Further reduction of (4) provided
the corresponding amine (5) (50% yield) which was reacted with a series of aroylhalydes
to give compounds 6(a-h). As an exploratory study 3 new reduced hetero-bis-indoles 11(a-

c) were synthesized, through reductive amination between amine (5) and aldehyde(2).

A molecular modeling study was also carried out on the 5-HT ;4 receptor along with
docking studies for compounds 6(a-d), displaying a more favorable docking score.
Likewise new docking analysis were carried out by using 8 new theoretical compounds
bearing an indolic frameworks structurally related to family (1); these compounds showed

improved affinities compared to family (1).
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1.-INTRODUCCION

La depresién enddgena es un cuadro psiquiatrico caracterizado por la persistencia
de un humor deprimido o pérdida de interés en actividades placenteras y se manifiesta a
través de alteraciones afectivas, cognitivas, motoras y somaticas.? La OMS la define
como “una psicosis afectiva en la que el animo se muestra marcadamente deprimido por

la tristeza e infelicidad, con algun grado de ansiedad”.

Esta alteracion involucra un importante sesgo en la vida individual y evolucion de
las sociedades, con implicancia en las acciones cotidianas de los sujetos manifestdndose
tanto en la capacidad de responder a las demandas de la vida diarias, como por ejemplo;
la baja eficiencia laboral por desgano o ausentismo que derivaria en un descenso de la

productividad y su respectivo impacto en la sociedad.

La depresion es la quinta causa de discapacidad en el mundo y su prevalencia
bordea el 15%. Los desordenes afectivos afectan al menos al 20% de mujeres y el 12%
de hombres en algin momento durante su vida.” Las mujeres son doblemente
susceptibles a sufrir depresion y los sintomas generalmente se incrementan con la edad,®
a pesar de eso la tasa de suicidios es mayor en hombres que en mujeres.> Grandes
esfuerzos han sido llevados a cabo por la comunidad cientifica mundial, en esta area
constatandose valiosos avances principalmente en las areas de neurobioquimica,
farmacologia molecular y modelacibn molecular. Hay muchos mecanismos

fisiopatol6gicos de esta enfermedad que aln permanecen sin dislumbrar.

La Quimica Médica es una ciencia interdisciplinaria que cumple un rol fundamental
en la busqueda de nuevos farmacos. En el caso especifico de la depresion, constituye
uno de los pilares aportando nuevas rutas de sintesis, estudiando relaciones estructura-
actividad mejorando parametros farmacocinéticos, de efectividad, o comienzo de la
accion farmacoldgica, logrando mayor selectividad, potencia etc, ademas de disminuir
efectos adversos presentes en los farmacos comercializados actualmente. Como
mencionamos, su desarrollo se basa principalmente en la multidiciplina de los
conocimientos implicados: bioquimica molecular, farmacologia, quimica organica,

fisicoquimica, quimica analitica, modelado y dinamica molecular, etc.


http://www.monografias.com/trabajos6/psicox/psicox.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/tebas/tebas.shtml

NEUROQUIMICA DE LA DEPRESION

Existe una gran evidencia que niveles anormales de neurotransmisores
monoaminergicos, como la norepinefrina, dopamina y serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-
HT), que actdan en el sistema nervioso central se vinculan en la fisiopatologia de la

depresion ’ (Figura 1).
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Figura 1.- Estructuras de los neurotransmisores monoaminergicos principales del SNC.

Principalmente se asigna al sistema serotoninergico como el principal
responsable de los trastornos ansiosos y depresivos, esto porque se ha observado
disminuciones del precursor de serotonina (aminoacido Triptofano) o aumento de sus
metabolitos en el liquido cefalorraquideo y se ha correlacionado con disminucion del
animo. Ademas el uso de farmacos que disminuyan su degradacién y/o promuevan su
permanencia en el espacio presinaptico ISRS (inhibidores selectivos de la recaptacion de

serotonina) han revertido el cuadro depresivo.*

La serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) es un neurotransmisor que media una
amplia variedad de respuestas fisiolégicas a nivel del SN y tracto Gl.” Las variaciones en
sus niveles han sido asociadas a diversas patologias como bulimia, ansiedad, depresion,

enfermedad de Parkinson, disfuncién sexual, anorexia, etc.’

La serotonina es sintetizada a partir del aminoacido Triptofano como se habia
mencionado anteriormente, el cual es transportado a través de la barrera

hematoencefalica hasta las neuronas por el transportador neural de aminoacidos.
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Figura 2.- Sintesis de la Serotonina endégena y enzimas participantes principales.

RECEPTORES SEROTONINERGICOS

La caracterizacion de subtipos de los receptores serotoninergicos ha sido
efectuada a un ritmo muy répido, con el establecimiento de por lo menos 7 categorias
principales de receptores 5HT (5-HT; — 5-HT-), cada una de ellas en subtipos en funcién
de sus propiedades farmacolégicas o sus propiedades moleculares. Aparte del
transportador de serotonina, existen unos receptores de serotonina presinaptico claves
(5HT.a Y 5HTyp) y varios receptores serotoninergicos postsinapticos (5-HTya, 5H-T1p, 5-
HT,a, 5-HTyc, 5-HTs, 5-HTy4, 5-HTs, 5-HTs, 5-HT>).

El receptor 5-HT;4 ha sido el blanco farmacolégico mas estudiado para
tratamientos antidepresivos y ansiosos *°, el cual en el ser humano se encuentra
acoplado a la proteina G, con 7 dominios de transmembrana (TM) y est& formada por 422
amino4cidos. Se encuentra en el cuerpo y dendritas de la neurona del nucleo de rafe
(presinaptico/ somatodendritico) y en nervios terminales (Postsinaptico) °. Su estructura

tridimensional no ha sido posible obtenerla por el medio de cristalizacibn como en la



mayoria de los receptores acoplados a proteina G, por lo que ha sido crucial su estudio

mediante el uso de modelos computacionales mediante homologia receptorial.
receptor S-HT

amino
terminal

membrana
postsinaptica

carboxilico temrinal |

(tﬂsm\mzom

Figura 3.- Estructura del receptor 5-HT1a. Dominios de transmembrana numeradas desde TM1 (1) a TM7 (
VII)

En la década de los ochenta, se dio paso a la teoria de la “adaptacion receptorial”.
Segun esta teoria, la activacion persistente de receptores, como consecuencia de la
administracién de antidepresivos (ya sea inhibidor de la MAO o del transportador de
serotonina) que lleva con relativa rapidez al aumento del neurotransmisor, conduce a los
receptores a una hiporegulacion ("down regulation") (figura 4), fenémeno coincidente en el
tiempo con el inicio del efecto terapéutico del antidepresivo.”® Esto se manifiesta por la
tardanza en el comienzo del efecto antidepresivo tras la administracion del farmaco. Esta
correlacion temporal entre los efectos clinicos y los cambios en la sensibilidad del receptor
ha generado la hipétesis de que los cambios en la sensibilidad de los receptores pueden
actuar realmente como mediador de los efectos clinicos de los farmacos antidepresivos,
por lo que el estudio de las estructura y funcionamiento biomolecular de estos receptores

es clave para dilucidar la fisiopatologia de la depresion.*



- Los receptores experimentan una El inhibidor de la MAO obliga a la enzima a El incremento del NT produce la
Disminucién de NT regulacién al alza debido a la falta de NT que deje de deg i i6n a la baja de los receptores

Figura 4.- Proceso de hiporegulacién ("down regulation™)

TERAPIA ANTIDEPRESIVA

A) Antidepresivos clasicos o de primera generacion (inhibidores de la MAO y
Antidepresivos Triciclicos)

Estos antidepresivos fueron descubiertos hace ya unos 50 afios por mera
casualidad. Mucho después se establecioé que estos farmacos actuaban bien inhibiendo la
enzima monoaminooxidasa (MAO) o bloqueando la recaptacion de noradrenalina y
serotonina. Es curioso destacar que ninguno de los antidepresivos posteriores ha podido
superar en ensayos clinicos la eficacia general de los farmacos de primera generacion.

Sin embargo, los farmacos mas modernos son mucho mas seguros y mejor tolerados.
i. Inhibidores de la Monoaminooxidasa (MAO)

Estos farmacos inhiben la enzima MAO, cuya funcién es metabolizar endobioticos
tales como catecolaminas (serotonina, noradrenalina) y xenobioticos (farmacos) para
favorecer su eliminacién.” Un inhibidor selectivo de la isoforma MAO-A se correlaciona
mas con un efecto antidepresivo, pues esta enzima actua mas en el SNC. Un ejemplo es
el farmaco Moclobemida’ (Figura 5), un inhibidor MAO-A, cuyo principal efecto adverso es

la crisis hipertensiva, causada por aumento de actividad noradrenergica.’

0 o
N/\/NJ

|

Cl H

Moclobemida
4-cloro-N-(2-morfolinoetil)benzamida

Figura 5.- Estructura de la Moclobemida, antidepresivo inhibidor selectivo de la MAO-A



ii. Antidepresivos triciclicos (ATC)

Reciben su nombre por constituir tres anillos fusionados, ademas de poseer una
cadena lateral aminada. Como principales exponentes se pueden mencionar la

imipramina, nortriptilina y amitriptilina’ (Figura 6).

Nortriptilina Imipramina Amitriptilina
Figura 6.- Estructura de Antidepresivos triciclicos. La imipramina y Amitriptilina se comercializan en Chile

Estos farmacos acttan inhibiendo la recaptacion tanto de noradrenalina como de
serotonina.™’ Por estudios SAR se ha visto que dependiendo de la naturaleza del amino
ya sea secundario o terciario va a ser mas selectivos por el transportador de

noradrenalina o de noradrenalina/serotonina respectivamente.

Aquellos que poseen una amina secundaria en su cadena lateral son inhibidores
relativamente selectivos del transporte de noradrenalina, mientras que aquellos que tienen
una amina terciaria en su cadena presentan una inhibicion de la recaptacion de

noradrenalina pero también de serotonina.™’

Los principales efectos adversos de estos antidepresivos son sequedad de boca,
hipotension postural y aumento del riesgo de arritmias, estrefiimiento, confusion (en
ancianos principalmente), aumento de peso y somnolencia esto por los efectos que
tambien produce antagonizando receptores muscarinicos a; adrenérgicos e

histaminicos."’
B) Antidepresivos de segunda generacién (ISRS).

Estos farmacos incorporados aproximadamente hace 30 afios, son la familia de
antidepresivos mas ampliamente prescritos en el mundo. Este grupo lo conforman
principalmente 4 farmacos distintos que difieren entre si por su estructura quimica, sus

propiedades farmacologicas secundarias y farmacocinética: Fluoxetina, Sertralina,
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Paroxetina y Citalopram (Figura 7), La mayoria de los paises comercializan estos ISRS.
Estos fueron mejor tolerados que los clasicos por poseer menores efectos adversos sobre
la salud de los pacientes, ademas de no producir muerte por sobredosificacion.

HN™ 3 F

N

\\‘\H
0
o} H b
/@/ 0 u\m\/\N/
o]
F,C O O |
HN cl NC
™~ F
Cl

Fluoxetina Sertralina Paroxetina Citalopram

Figura 7.- Estructura de ISRS.

Aunque su eficacia es amplia, no son muy eficaces en la depresion grave
(refractariedad) como otros farmacos de acciéon dual como los ATC, ademas poseen
efectos secundarios que aunque no produzcan la muerte, son muy incbmodos, como la

disfuncion sexual y cardiaca en tratamientos crénicos o trastornos del suefio y ansiedad.

C) Antidepresivos miscelaneos

Los farmacos de dltima generacién actlian con otros mecanismos de accién sobre
los neurotransmisores distinto a los ISRS, ademas de actuar de manera diferente a los
inhibidores de la MAO o0 a los ATC. Estos farmacos son los siguientes: Venlafaxina,
trazodona, nefazodona, mianserina, mirtazapina y bupropion. El resumen de sus

mecanismos de muestran en la Tabla 1.%°



Tabla 1.- Antidepresivos miscelaneos y mecanismo de accién general

Farmaco Mecanismo de accién

Venlafaxina Inhibicién de la recaptacion de serotonina y noradrenalina
(y posiblemente de dopamina)

Trazodona Inhibicién de la recaptacion de serotonina con
antagonismo del receptor 5-HT,, potente antagonismo a; y
propiedades antihistaminicos

Nefazodona Inhibicion de la recaptacion de serotonina y noradrenalina
con antagonismo del receptor 5HT,

Mianserina  Antagonismo de receptores alfa2 con potentes
propiedades antagonicas sobre los receptores a;, 5-HT, y
Hi

Mirtazapina  Antidepresivo noradrenergico y serotoninergico especifico.
Antagonista a2 con potentes propiedades antagonicas 5-
HT,, 5-HTzy H;

Bupropion Inhibidor de la recaptacién de noradrenalina y dopamina.

D) Vilazodona, un nuevo antidepresivo

La Vilazodona, es un derivado indolico, sintetizado por T. Hendrich y col.,
corresponde a una nueva clase de farmaco antidepresivo, este bis-ligando clasificado
como una indolalquilamina, combina propiedades inhibidoras selectivas de la recaptacién
de serotonina (ISRS) con actividad agonista parcial sobre los receptores 5-HT4.82%%

)
NH

N
/
H
Vilazodona

Figura 8.- Estructura de la Vilazodona. Inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina y agonista parcial
sobre los receptores 5-HTa.



La estructura fue disefiada mediante el andlisis SAR de distintos sustituyentes
llegando a la conclusién de que la influencia de un grupo ciano en la posicion 5 del indol,
ademas del uso de arilpiperazinas (benzofurano-piperazina) y el grupo carboxamida son
beneficiosos para mejorar la afinidad como inhibidor del transportador de serotonina
(IC50=0,2 nM) y como agonista parcial del receptor 5-HT;5 (ICs50= 0,5 nM) exhibiendo
insignificantes afinidades por receptores 5-HTp, 5-HT,s, 5-HT,c, hecho que le otorga
selectividad.?*

LIGANDOS SEROTONINERGICOS

El nucleo indolico (heterociclico bioactivo en el Sistema Nervioso Central; presente
en la serotonina) ha sido muy estudiado en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos,
esto debido a su presencia enddgena y su influencia en procesos fisiolégicos ademas del
SNC. En diversos farmacos se puede observar su estructura. Ejemplo de ello son las
drogas indometacina (antiinflamatorio) y sumatriptan (antijjaquecoso) Ademas de drogas
de origen natural como la melatonina (inductor del suefio) y derivados del acido lisérgico

(para desordenes psiquiatricos)’ (Figura 9).

0 OH
H
| / \N — N/é()
o OH H | |
\ N (0] N ~
— NN \ H
N A N
Cl .
H H
Indometacina Sumatriptan Melatonina Acido Lisérgico

Figura 9.- Estructuras con nucleo Inddlico. Indometacina (antiinflamatorio), Sumatriptan (antijaquecoso),
melatonina (inductor del suefio) y acido lisérgico (precursor del LCD).

Por otra parte experiencias previas han mostrado que ligandos con fracciones de
arilpiperazinas han mostrado mucho interés en la investigacibn como agentes con
actividad sobre el receptor 5-HT..*** Ejemplo de ello es la Buspirona (Figura 10), un

agonista parcial en el receptor postsinaptico 5-HT;, usado como ansiolitico.”?*??



Buspirona
Figura 10.- Estructura quimica de Buspirona. Agonista parcial en el receptor postsinaptico 5-HT1a,

Tambien Hay estudios que avalan actividad ansiolitica-antidepresiva de derivados
de diarilpiperazinas (Manisha Khatri y cols. 2009) (Figura 11). Esto a través de accion

sobre receptor 5-HT, %

Figura 11.- Derivados diarilpiperazinicos. Enfocados al tratamiento ansioso-depresivo a través del receptor
5-HT1a. Manisha Khatri y cols. 2009.

Monge y col. estudiaron la funcionalizacion de Benzotiofenos en C-3 conectadas a
cadenas propil-arilpiperazinas de modo de conectar porciones moleculares que
respondieran a efectos antagonistas al receptor presinaptico 5HT.4 Yy como inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina.”® En este mismo ambito Pessoa-Mahana y

2

cols.? informaron la sintesis de una serie de derivados 2-benzotiofenalquilpiperazinas

(Figura 12) mostrando afinidades micro molares por el receptor 5-HT 4,
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Figura 12.- 2-benzotiofenpiperazinas. Pessoa Mahana y col 2010

Considerando la informacion desplegada, nos interesé abordar la sintesis y
estudios de acoplamiento molecular (“Docking”) de nuevos derivados hetero bis-ligandos
de naturaleza inddlica asociado a fenilpiperazinas y otras fracciones aromaticas. En la

figura 13 se muestran las dos familias de indolilarilpiperazinas a ser estudiadas.

RZ
(0] H
’ O H
R _/ >/—Ar R

\ (@] \ \ N\
N H

\ (1) N

H

(1I)

\

H

Figura 13.- Familias de estudio
Familia I (R*; H, Br, F, MeO) (Ar: CgHs, CsHaCl, CgSHs, CsHaSNO2, C10HoSO2)
Familia Il (R*: H, F) (R* H, F, CN)

Ademas se abordo una ruta sintética exploratoria para la sintesis de una tercera

familia con la sintesis del derivado intermediario de la figura 14.

NH
N ?
N__J
N
N

\

H
Figura 14.- Intermediario avansado para nuevos derivados sinteticos (Rl: H, Br, F, MeO)
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2.- HIPOTESIS

Basado en lo expuesto anteriormente y en estudios de modelacion y acoplamiento
molecular (docking), “N-4-[4-(1H-Indol-3carbonil)-1-piperazinillfenil}arilamidas(aminas)

tendrian interacciones favorables por el bolsillo hidrofilico en el receptor 5-HT 4.

3.- OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y modelar nuevos bis-ligandos de naturaleza indolica con potencial

actividad serotoninergica antidepresiva, fundamentado principalmente en:

e La conocida bioactividad de derivados del nucleo inddlico en receptores
serotoninergicos centrales.
e La comprobada accion farmacolégica de esqueletos aril piperazinicos, como una

molecula afin a Receptores Acoplados a Proteinas G (RAPG).

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Abordar la sintesis de las familias de compuestos | y Il, caracterizacién de los
productos obtenidos. Estudio exploratorio de anclaje molecular “docking” con
algunos ligandos de la familia | y Il exploratoria

o Familial
=  N-(4-(4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil)fenil)benzamidas.
o Familia2

»  (4-(4-((1H-indol-3-ilmetillamino)fenil)-1-piperazinil)(1H-3-indolil)
metanonas.

o Familia 3 exploratoria. Derivado avanzado
*  4-[4-(1H-3-Indolilmetil)-1-piperazinil]-anilina.

i) Estudios de acoplamiento molecular Inducido: Determinacion del sitio de unién
entre el receptor 5-HT,, y la serie de arilpiperazinilindoles mediante un estudio
tedrico de acoplamiento molecular en el receptor 5HT;, utilizando el programa
Autodock 4,0. Determinacion y descripcion del modo de unidn de los derivados de

la serie arilpiperazinilindoles en algunos representantes de la familia (I) en estudio.
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5.- MATERIALES Y EQUIPOS

Materiales.

Solventes.

Los solventes utilizados fueron proporcionados por Sigma-Aldrich, Merck (p.a.) y de
grado técnico: Etanol, metanol, acetonitrilo, dimetilformamida, tetrahidrofurano,
dimetilacetamida, trimetilamina, acido acético fueron de calidad Merck, diclorometano,
acetato de etilo, hexano fueron adquiridos en grado técnico, purificados por destilacion y
posteriormente secado con sulfato de sodio anhidro. para su uso en cromatografia en

capa fina y cromatografia en columnas.

Reactivos.

e 1H-indol (Aldrich 99%)

e 5-metoxi-1H-indol (Aldrich 99%)

e 5-Fuor-1H-indol (Aldrich 98%)

e 5-Bromo-1H-indol (Merck 98%)

e 5-Ciano-1H-indol (Aldrich 99%)

e Okxicloruro de fosforo (Merck 99%)

¢ N,N-Dimetilformamida (Merck 98%)

e 4-nitrofenilpiperazina (Aldrich 97%)

¢ N,N’-Diciclohexilcarbodimida (Merck 99%)

e 4-(Dimetilamino)piridina (Merck 99%)

e Hierro metalico (Merck 99%)

e Cianoborohidruro de sodio suspendido en un coloide (Merck 2 mmoles/gramo de
coloide)

e Cloruro de benzoilo (Merck 99%)

e Cloruro de 2-carboxi-Benzotiofeno (puro, sintetizado en el laboratorio)

e Cloruro de 2-carboxi-5-nitrobenzotiofeno (puro sintetizado previamente en el
laboratorio)

e Cloruro de 2-carboxi-4,7-dimetoxibenzotiofeno (puro sintetizado en el laboratorio)
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Equipos.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron medidos en un espectrofotometro FT-IR
Bruker IFS 55 utilizando discos de KBr como medio de dispersion y las sefiales medidas
fueron expresadas en nimero de onda (cm™). Los espectros de Resonancia Magnética
Nuclear (*H RMN y *C RMN) se realizaron en un espectrometro Bruker modelo Advance
DRX-300, utilizando cloroformo deuterado (CDCl3) al 99,8% o dimetil sulfoxido (DMSO-
de) al 99,9%. Los desplazamientos quimicos fueron expresados en ppm (8) y las
constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). El estandar interno utilizado para todos los

espectros fue el tetrametil silano (TMS).

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

calefactora Reichert 2102.

Los andlisis de espectrometria de masa fueron realizados con un espectrémetro
de masas Modelo MAT 95XP, Thermo Finnigan. Analizador de doble enfoque, sector
magneético y eléctrico. Para la etapa de purificacion se utilizaron placas cromatograficas
de Silica gel Merck 60 (70-230mesh) y DC-alufolien 60 F,s; para columnas y
cromatografia de capa fina respectivamente.
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6.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

3-Formil-1H-indol. (2a)

A\, POCl;/ DMF
—  »
N 6

(1a) h (2a)

Una solucién de POCI; (0.93 mL, 10.24 mmoles) en 2,3 mL de dimetilformamida
(DMF) se agité por una hora en bafio hielo. Paralelamente, se prepard una solucion de
indol (1a) (1 g, 8.54 mmoles) en DMF (4 mL). Transcurrida la hora de reaccién se adicion6
la solucién de indol sobre la de POCI; agitandose luego por 30 minutos a temperatura
ambiente. Luego se agreg6 agua helada (5 mL) y se agito por 5 minutos para luego
basificar con NaOH 5M hasta llegar a un pH 13, momento en el cual el producto precipito

para ser filtrado, obteniéndose un rendimiento del 97 % (1.2 g).

p.f: 181-182 °C; IR(cm™): 3168 (N-H), 1634 (C=0), 1576 (C=C); *H-RMN (300
MHz, CDCly): 7.21 (m,2H, 5-H y 6-H), 7.49 (dd,1H, 7-H, Joio = 7.1 HZ, Jneta =1.5 HZ), 8.1
(dd, 1H, 4-H, Joro = 6.7 HZ, Jieta = 1.9 HZz), 8.26 (s, 1H, 2-H), 9.9 (s, 1H, CHO), 12.1 (s,1H,
NH). **C-RMN (75 MHz, CDCl;) : 112.4, 118.2, 121.1, 122.1, 123.4, 124.1, 137.0, 138.4,
184.9. Andlisis Elemental C4H;NO Tedrico: C, 74.47; H, 4.86; N,9.65. Experimental. C,
73.66 ; H, 5.88 ; N 9.69
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Acido 1H -3-indolil-carboxilico. (3a)

0
H N\ —OH
KMnO
A\ i 5 N,
/ acet
N\ agua /acetona 6 N\1
(2a) H (3a) H

Una solucién de 3-formilindol (1.0 g; 6,8 mmoles) y KMnO, (4.35 g; 27,55 mmoles)
en acetona: agua 2:3 (100 mL) se dejo agitando por 3 horas a 80°C. Transcurrido ese
tiempo se filtro sobre celita. A la solucion obtenida se le redujo el volumen hasta
aproximadamente 50 mL para luego acidificar a pH 2.0 con acido clorhidrico concentrado.
El producto precipito en un bafio de hielo como compuesto puro siendo posteriormente
filtrado. El rendimiento fue de 65% (712 mg).

p.f.: 199-200 °C, IR (cm™): 3306 (N-H), 1639 (C=0). 'H RMN (300 MHz DMSO-ds):
7.17 (M, 2H, 5-H y 6-H), 7.47 (dd, 1H, 4-H, Jpew = 2.4 HZ; Jono= 6.2 Hz) , 8.0 (s,1H, 2-H),
8.02 (d,1H, 7-H, Joro = 5.0 Hz) 11.81 (s, 1H, NH). *C-RMN (75 MHz DMSO-ds): 105.9,
111.1, 119.4, 120.2, 121.3, 124.6, 131.1, 135.1, 165.0.
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3-{[4-(4-Nitrofenil)-1-piperazinil]carbonil}-1H-indol. (4a)

H .
| 6
o] N 6= NO
OH [ j 0 NKE\N ?
A\ + N DMAP / DCC 4 5/4
—_— 5 \
N acetonitrilo 2 (4a)
H o N1
H
(3a) NO

Se disuelve acido- 3-indolilcarboxilico (3a) (500 mg, 3,39 mmoles), p-
nitrofenilpiperazina (703 mg, 3.39 mmoles), dimetilaminopiridina (DMAP), (456 mg, 3.73
mmoles), y diciclohexilcarbodimida (DCC) (831 mg, 4.07 mmoles) en 70 mL de acetonitrilo
agitdndose a 80°C por 3.0 horas a reflujo. Transcurrido ese tiempo se extrajo con acetato
de etilo (50 mL x 4), se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentro al vacio.
Posteriormente se purifica por cromatografia en columna en gel de silice eluida en fase
movil de acetato de etilo, obteniéndose el producto 4 puro con un 63% de rendimiento
(745 mg.

p.f: 283.2- 285.1 °C. IR (cm™): 3327 (N-H), 1626 (C=0), 1576 (NO, asim.), 1314
(NO, sim.) *H-RMN (300 MHz, DMSO-de): 3.62 (m, 4H, H-Pip) , 3.84(m, 4H, H-Pip), 6.98
(d,2H, 2"-Hy 6’-H,J = 9.4 Hz), 7.13 (m, 2H, 5-H y 6-H), 7.45 (d, 1H, 4-H, J = 7.6 Hz), 7.69
(d, 1H, 2-H, J = 2.7 Hz), 7.75 (d, 1H, 7-H, J = 7.6 Hz), 8.07 (d, 2H, 3"-H y 5’-H, J = 9.4
Hz), 11.81 (s, 1H, N-H). *CRMN: (75 MHz, DMSO-ds): 2x(47.7), 2x(48.9), 110.7,
2x(113.2), 2x(113.8), 121.6, 123.2, 126.9, 127.3, 129.4, 137.1, 138.6, 155.7, 158.2, 167.3.
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4-[4-(1H-3-Indolilcarbonil)-1-piperazinil]anilina (5a)

NO, : NH
o (L o, 4 0™

N\// Fe 4 }/b/

\ RO A\
Hp/EtOH/ACOH 2
N (4a) 6 N (5a)
\
H "H

A una solucién de agua: etanol: acido acético 1:1:1 (50 mL), se adicion6
nitrofenilpiperazinilindol 4a (900 mg, 2.57 mmoles) y Fe° (1,15 g, 20,56 mmoles) . La
mezcla se deja agitando por 50 minutos a 70°C, transcurrido este tiempo, se agregd 100
mL de agua y se neutraliza con hidréxido de sodio 5M. Posteriormente se extrae con
acetato de etilo (50 mL x 4), se seca con Na,SO, anhidro y se concentra al vacio. El crudo
de reaccion se purifica por columna cromatografica en gel de silice (fase mévil Acetato de
etilo: hexano: metanol 4:1:1.) obteniéndose el producto 5a como un liquido viscoso con
50% de rendimiento (412 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) : 2.94 (s.ancho, 4H, 3-H y 5'-H), 3.74 (s.ancho, 4H,
2-Hy 6-H), 6.51 (d, 2H, 3"-H y 5-H 0 2"-H y 6”-H, J = 8.7 Hz), 6.79 (d, 2H, 2"-Hy 6”-H 0
3"-Hy 5”-H, J = 8.7Hz), 7.13 (m, 2H, 5-H y 6-H), 7.45(d,1H, 4-H, J = 7.6 Hz), 7.70 (d,1H,
7-H, J = 8.1 Hz), 7.72 (s, 1H, 2-H), 11.63 (s, 1H, NH). *C-RMN (75 MHz, DMSO-d):
2x(43.0), 2x(50.2), 108.7, 111.1, 2x(114.1), 2x(117.8), 119.2, 119.5, 121.19, 124.8, 127.1,
134.6, 141.4, 141.5, 165.0.
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N-{4-[4-(1H-Indol-3-carbonil)-1-piperazinil]fenil} benzamida. (6a)

. H
& 1 6"
NH 5% N
e etuy
N
2
6a)

0]
cl__0 !
N\J o “
Et),N 5
\ (5a) + i, \
N THF 6 N
\ 1\

H H

A una solucién de la amina 5a (500 mg, 1,56 mmoles) en THF (40 mL), se agrego
trietilamina (0.26 mL. 1,87 mmoles), luego se adiciono gota a gota cloruro de benzoilo
(0.21 mL, 1,87 mmoles). Se dejo agitar a temperatura ambiente por 3 horas y se adiciono
agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccién fue extraido con acetato de etilo
(4x50mL) se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtro y se concentro en un evaporador
rotatorio. El residuo soélido fue purificado por cromatografia en columna en gel de silice
con fase movil acetato de etilo: hexano: metanol (4:1:1). El producto puro obtenido

presentd rendimiento de 75% (496 mg).

'H —RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.17 (m, 4H, 3-H y 5°-H), 3.79 (m, 4H, 2"-H y 6"-
H), 6.98 (d, 2H, 2°-H y 6”-H, J = 9.0 Hz), 7.17 (m, 2H, 5-H y 6-H), 7.45-7.54 (m, 4H, 2-H, 4-
H, 7-H, 4”-H), 7.65 (d, 2H, 3"-y 5”-H , J = 9.0Hz), 7.74 (m, 2H, 3”-H y 5”-H), 7.93 (d, 2H,
2”-Hy 6”-H, J = 8.2), 10.1 (s, 1H, NHCO), 11.63 (s, 1H, NH). **C-RMN (75 MHz, DMSO-
de): 2x (39.3), 2x (49.2), 109.4, 112.0, 2x (116.2), 120.1, 120.4, 2x (121.7), 122.1, 125.7,
2x (127.4), 128.0, 128.2, 2x(128.5), 131.1, 134.7, 135.5, 147.4, 165.4, 166.0. p.f 256 — 259
°C. IR (cm™): 3418(N-H), 3310(N-H), 1643 (C=0), 1591(C=0). Andlisis Elemental
C,6H24N4O,. Teobrico: C, 73.56; H, 5.70; N, 13.20. Experimental. C, 73.28; H, 7.95; N 12.7.
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N -(4-(4-(5-Fluor-1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil)fenil)benzamida. (6c)

NH X =X
. 5 N .
A %NQ N )
\// N\z/! "0 2
+
(6¢c)

0 cl__o o)
F
N EnN F \,
N (5¢) THF 6 N
1\

H H

A una solucién de la amina 5¢ (600 mg, 1,56 mmoles) en THF (40 mL), se agregd
trietilamina (0.29 mL. 2.12 mmoles), y se adiciono gota a gota cloruro de benzoilo (0.24
mL, 2.12 mmoles). La mezcla, se dejé agitar a temperatura ambiente por 3 horas y
posteriormente se adiciono agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccién fue
extraido con acetato de etilo (4 x 50mL) se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se
concentro en un evaporador rotatorio. El residuo soélido fue purificado por cromatografia
en columna en gel de silice con fase movil acetato de etilo: hexano: metanol (4:1:1). El
producto puro obtenido presento6 rendimiento de 73% (504 mg.)

p.f.: 270 - 272 °C. IR (cm™): 3450 (N-H), 3227 (N-H), 1688 (C=0), 1611(C=0). *H-
RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.18 (s.ancho, 4H, 3'-H y 5"-H), 3.81 (s.ancho,4H, 2-H y 6’-
H), 6.98 (d, 2H, 2’-H y 6”-H, J = 8.4 Hz), 7.50 (m, 5H, 4-H, 6-H, 3”- H, 4”-H y 5”-H), 7.67
(d, 2H, 3’-y 5°-H, J = 8.4 Hz), 7.85 (s,1H, 2-H), 7.96 (d, 3H, 7-H, 2”-H y 6”-H, Jo1 = 6.6
Hz), 10.10 (s, 1H, NHCO), 11.79 (s, 1H, NH). *C-RMN (DMSO-dg): 2x(39.5), 2x(48.7),
104.4 (d, 2Jc.e= 25.3 Hz), 108.9 (d, *J c.r = 4.4 Hz), 109.9 (d, 2Jc.e= 26.6Hz), 112.7 (d, *Jcr
= 9.4 Hz), 2x(115), 2x(121.0), 126.04 (d, ®J c¢r = 10.6 Hz), 129.2, 130.4, 130.7, 130.9,
131.7, 2x(132.3), 134.3, 2x(146.9), 157.2 (d, *J cr = 233 Hz), 164.7, 164.9. Andlisis
Elemental CyH23FN4O,. Tedrico: C, 70.57; H, 5.24; N,12.66. Experimental: C, 69.90; H,
7.80; N 9.40.
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N-(4-(4-(5-Metoxi-1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil)fenil) benzamida.
(6d)

NH N
o //\N’O ‘e NHN /@/ N >/@
) | Y
(6d)

I__0O e}
(‘3 " o/ z
0]
N (E)N - N
N d) THF 6 N
1\

H H

d

A una solucién del metoxiaminoindol 5d (600 mg, 1,71 mmoles) en THF (40 mL),
se agrego trietilamina (0.28 mL. 2.05 mmoles), y se adicioné gota a gota cloruro de
benzoilo (0.24 mL, 2.05 mmoles). Se dejo agitar a temperatura ambiente por 3 horas y se
adiciono agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccién fue extraido con acetato de
etilo (4 x 50mL) se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtro y se concentro en un
evaporador rotatorio. El residuo sélido fue purificado por cromatografia en columna en gel
de silice con fase mévil acetato de etilo: hexano: metanol (4:1:1). El producto puro (6d)

obtenido presenté un rendimiento de 66% (513 mg).

IR (cm-1): 3383 (N-H indol o amida), 3247 (N-H amida o indol), 3098 (C-H Arom),
1688 (C=0), 1640 (C=0). '"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) : 3.18 (s.ancho, 4H, 3-H y 5"-H),
3.78 (s, 3H, Ar-OMe), 3.80 (s.ancho, 4H, 2’-H y 6’-H), 6.83 (dd, 1H, 6-H, Jono = 8.8 ¥ Jmeta=
2.3 Hz), 6.98 (d, 2H, 3"-H y 5”-H, J = 8.9 Hz), 7.23 (d,1H, 4-H, Jyewa = 2.0 Hz), 7.37 (d, 1H,
7-H, J = 8.8 Hz), 7.52 (m, 2H, 3”-H y 5”-H), 7.68 (d, 2H, 2"-H y 6”-H, J = 8.9 Hz), 7.72
(d,1H, 2-H, J = 2.6 Hz), 7.90 (m, 3H, 2”-H, 4”-H y 6”-H), 10.11 (s, 1H, NHCO), 11.5(s1H,
NH). *C-RMN (75 MHz, DMSO-dg): 2x(42.0), 2x(50.1), 55.0, 101.2, 108.9, 111.7, 112.2,
2x(115.6), 2x(121.1), 126.1, 2x(127.0), 2x(127.8), 127.9, 128.7, 130.3, 132.1, 134.6,
146.8, 153.7, 164.5, 165.3. Analisis Elemental C,;H,sN4O3. Tedrico: C, 71.35; H, 5.77;
N,12.33. Experimental. C, 70.5; H, 8.3; N 10.2.
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4-Cloro-N-{4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil]fenil} benzamida. (6e)
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A una solucién de la amina 5a (500 mg, 1,56 mmoles) en THF (40 mL), se agrega
trietilamina (0.26 mL. 1,87 mmoles), se agrega gota a gota cloruro de para-clorobenzoilo
(328 mg, 1.87 mmoles). Se deja agitar a temperatura ambiente por 3 horas y se adiciona
agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccién es extraido con acetato de etilo (4 x
50 mL) se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y se concentra en un evaporador
rotatorio. El residuo sélido es purificado por cromatografia en columna en gel de silice con
fase movil acetato de etilo: hexano: metanol (4:1:1). El producto puro obtenido presentd
rendimiento de 75 % (536 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d;): 3.22 (s.ancho, 4H, 3-H y 5°-H), 3.80 (s.ancho, 4H,
2-Hy 6°-H), 6.97 (d, 2H, 2"-H y 6”-H, J = 9.0Hz), 7.14 (m, 2H,5-H y 6-H), 7.46 (d, 1H, 4-H,
J =76 Hz), 758 (d, 2H, 3"-Hy 5”-H, J = 8.6 Hz), 7.63 (d, 2H, 3"-H y 5”-H, J = 9.0 Hz),
7.70 (m, 2H, 2-Hy 7-H), 7.97 (d, 2H, 2”-H y 6”-H, J = 8.6 Hz), 10.15 (s, 1H, NHCO), 11.63
(s, 1H, NH). C- RMN (75 MHz, DMSO-d6): 40.1, 50.5, 110.8, 113.3, 2x(117.4), 121.4,
121.7, 2x(122.9), 123.4, 127.1, 129.3, 2x(129.7), 2x(130.7), 132.0, 134.9, 136.8, 137.5,
148.8, 165.2, 167.1. HRMS: Masa exacta calculada: 458.150954. Experimental:
458.14934.
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Benzo[b]tiofen-2-carbonil {4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-
piperazinil]fenil}amida. (6f)
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A una solucion de la amina 5a (500 mg, 1,56 mmoles) en THF (40 mL), se agregé
trietilamina (0.26 mL.1,87 mmoles), y gota a gota cloruro de 2-benzotiofencarbonilo (368
mg, 1,87 mmoles). La solucién se deja agitar a temperatura ambiente por 3 horas y se
adiciona agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccidon es extraido con acetato de
etilo (4 x 50mL) se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y se concentra en un
evaporador rotatorio. El residuo sélido es purificado por cromatografia en columna en gel
de silice con fase movil acetato de etilo: hexano: metanol (4:1:1). El producto puro
obtenido (6f) presenté rendimiento de 77 % (577 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.19 (s. ancho, 4H, 3-H y 5°-H), 3.80 (s. ancho,
4H, 2-Hy 6"-H), 6.99-8.06 (m, 13H, 2-H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 2”-H, 6”-H, 3”-H, 5”-H, 4”-H,
5”-H, 6”-H, 7”-H), 8.33 (s,1H, 3”-H), 10.39 (s, 1H, N-HCO), 11.66 (s, 1H, NH). *C- RMN
(75 MHz), DMSO-dg): 2x(38.6), 2x(47.9), 108.3, 111.0, 2x(115.2), 119.0, 119.4, 2x(120.6),
120.7, 121.1, 121.7, 124.0, 124.3, 124.6, 125.5, 127.0, 129.4, 134.4, 138.0, 138.8, 139.2,
146.5, 158.9, 165.0. HRMS: Masa exacta calculada: 480.161997. Experimental:
479.97532.
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5-Nitro-benzol[b]tiofen-2-carbonil {4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-
piperazinil]fenil}amida. (69)
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A una solucion de la amina 5a (500 mg, 1,56 mmoles) en THF (40 mL), se agrego
trietlamina (0.26 mL. 1,87 mmoles), y gota a gota cloruro de 5-nitro-2-
benzotiofencarbonilo (452 mg, 1,87 mmoles). La solucibn se agitd a temperatura
ambiente por 3 horas y se adiciono agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccién
fue extraido con acetato de etilo (4 x 50 mL) se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtro
y se concentro en un evaporador rotatorio. El residuo sélido fue purificado por
cromatografia en columna en gel de silice con fase moévil acetato de etilo: hexano:

metanol (4:1:1). El producto puro (6g) obtenido presentd rendimiento de 76% (622 mg).

p.f. 1 292 — 294 °C 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6): 3.21 (s.ancho, 4H, 3'-H y 5'-H),
3.77 (s.ancho, 4H, 2’-Hy 6"-H), 6.99 (d, 2H, 2"-H y 6”-H, J= 9.0 Hz), 7.15 (m, 2H, 5-H y 6-
H), 7.46 (d, 1H, 4-H, J = 7.6 Hz), 7.63 (d, 2H, 3"-H y 5"-H, J = 9.0 Hz), 7.73 (m, 2H, 2-H y
7-H), 8.23-8.26 (m, 2H, 6”-H y 7”-H), 8.31 (d, 1H, 7”’-H, Joio = 9.0 Hz), 8.47 (s,1H, 3”-H),
8.91 (d,1H, 4”-H, Jnewa = 2.0 Hz), 11.57 (s, 1H, NHCO) 11.64 (s,1H, N-H). *C RMN (75
MHz, DMSO-d6): 2x(40.2), 2x(50.3), 110.8, 113.3, 117.4, 2x(121.3), 121.4, 121.7, 122.2,
2x(122.9), 123.3, 125.4, 127.0, 127.1, 129.3, 131.5, 136.8, 140.3, 145.2, 146.6, 147.4,
149.1, 160.4, 167.2.
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4,7-Dimetoxibenzo[b]tiofen-2-carbonil {4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-
piperazinil]fenil}amida. (6h)
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A una solucion de la amina 5a (500 mg, 1,56 mmoles) en THF (40 mL), se agrega
trietilamina (0.26 mL. 1,87 mmoles), y gota a gota de cloruro de 4,7-dimetoxi-2-
benzotiofencarbonilo (480 mg, 1,87 mmoles). La solucién se agita a temperatura ambiente
por 3 horas y se adiciona agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccion es
extraido con acetato de etilo (4 x 50mL) se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y
concentra en un evaporador rotatorio. El residuo sélido es purificado por cromatografia en
columna en gel de silice con fase movil acetato de etilo: hexano: metanol (4:1:1). El
producto puro obtenido (6h) presenté rendimiento de 72 % (607 mg.).

'H-RMN (300 MHz, DMSO0-d6): 3.58 (s. ancho, 4H, 3-H y 5°-H), 3.75 (s.ancho, 4H,
2-H y 6°-H), 3.88 (s, 3H, ArOMe), 3.89 (s, 3H, ArOMe), 6.85 (d, 2H, 2"-H y 6”-H, J = 8.8
Hz), 7.60 (d, 2H, 3"-H y 5’-H, J = 8.8 Hz), 6.97 (d, 2H, 5”-H y 6”-H, J = 10Hz), 7.13-7.20
(m, 2H, 5-Hy 6-H), 7.45 (d,1H, 4-H, J = 7.2 Hz), 7.72 (m, 2H, 2-Hy 7-H), 8.4 (s, 1H, 3”-H),
10.36 (s, 1H, NHCO), 11.63 (s, 1H, NH). *C RMN (75 MHz, DMSO-d6): 2x(41.5), 2x(48.2),
2x(56.2), 109.3, 112.0, 115.6, 115.8, 2x(116.7), 119.8, 120.9, 121.8, 2x(121.9), 122.6,
125.4, 126.1, 127.3, 128.6, 132.4,133.6, 136.5, 143.5, 147.9, 148.2, 168.5, 170.2.
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4-[4-(1H-3-indolilcarbonil)-1-piperazinil]fenil(1H-3-indolilmetill)amina
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A una solucion del amino 5a (500 mg, 1.56 mmoles) en THF (60 mL) se agrego
acido acético glacial (2.0 mL) y 3-formilindol 2a (151 mg, 1,04 mmoles) la mezcla se dejo
agitando por 5 minutos en campana de extraccion. Posteriormente, se adicioné NaBH;CN
(164 mg., 2,6 mmoles) y se continlo agitando por 24 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se trasvasijé a un matraz de 500 mL y se
agregdé agua (100mL) y NaOH 5M hasta llegar a un pH=8. Finalmente se extrajo con
acetato de etilo (4 x 50mL), se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentro en
evaporador rotatorio. El crudo obtenido, se purifico por columna cromatografica fase movil
(acetato de etilo: hexano: metanol) (2: 0,5: 0,3). El producto 11 a se obtuvo con un 80%
de rendimiento (374 mg.).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.0 (s. ancho, 4H, 3’-H y 5°-H), 3.76 (s.ancho, 4H,
2-H y 6°-H), 4.33 (s, 2H, -CH,- ), 4.60 (s, 1H, C¢H,-NH), 6.64 (d, 2H, 3"-H y 5’-H, J =
8.7Hz), 6.77 (d, 2H, 2"-H y 6”-H, J = 8.7 Hz), 6.83 (dd, 1H, 7”-H, Joro = 8.9 Y Jmeta = 1.80
Hz) , 6.89-7.13 (m, 4H, 5-H, 6-H, 5”-H y 6”-H), 7.22 (s, 1H, 2”-H), 7.37 (d, 1H, 7-H, J =
8.4 Hz), 7.51 (d,1H, 4”-H, J = 7.7), 7.64 (d, 1H, 4-H, J = 7.8), 7.69 (d, 1H, 2-H, J= 2.4 Hz),
10.89 (s, 1H, N-H o N”-H), 11.53 (s, 1H, N”-H o N-H). **C RMN (75 MHz, DMSO-d6):
39.5, 2x(39.8), 2x(50.0), 101.58, 109.2, 111.3, 111.9, 112.3, 112.7, 112.9, 2x(113.2),
2x(118.4), 118.5, 121.1, 123.2, 126.4, 126.6, 128.4, 130.5, 136.1, 141.9, 143.5, 154.2,
165.9.
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(4-{4-[(5-Fluoro-1H-3-indolil)carbonil]-1-piperazinil}feni)[(5-fluoro-1H-3-
indolil)metillJamina (11b).
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A una solucion del 5-fluroaminoindol 5¢ (500 mg, 1.47 mmoles) en THF (60 mL)
se agreg6 acido acético glacial (2.0 mL) y 5-fluor-3-formilindol 2c (161 mg, 0.98 mmoles)
se agitdndo por 5 minutos en campana de extraccion. Posteriormente, se adiciond
NaBHs;CN (153 mg, 2.45 mmoles) agotandose por 24 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo, el crudo de reaccion se trasvasijo a un matraz de 500 mL y se
agrego 100 mL de agua y NaOH 5M hasta llegar a un pH = 8. Luego se extrajo con
Acetato de etilo (4 x 50 mL), se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentro en
evaporador rotatorio. Finalmente, el crudo obtenido, se purifico por columna
cromatografica con una fase movil formada por acetato de etilo: hexano: metanol (2: 0,5:
0,3). El producto se obtuvo con un 78% (371 mg) de rendimiento.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 2.94 (s.ancho, 4H, 3'-H y 5°-H), 3.77 (s.ancho, 4H,
2-H y 6'-H), 4.31 (s, 2H, -CH,-), 4.53 (s, 1H, C¢HsNH), 6.63 (d, 2H, 3"-H y 5”-H, J = 8.8
Hz), 6.76 (d, 2H, 2"-H y 6"-H, J = 8.8 Hz), 7.38 (d, 1H, 2”-H, J = 3.0 Hz), 7.83 (s, 1H, 2-H),
6.92 (td, 1H, 6”-H, Joro = 9.2 Y Jmeta = 2.6 Hz), 7.03 (td, 1H, 6-H, Joro = 9.0 Y Jmeta = 1.8 H2),
7.46 (d, 1H, 7-H o 77-H, J = 9.1 Hz), 7.48 (d,1H, 7”-H o 7-H, J=8.1 Hz), 7.20 (dd, 1H, 4”-H
0 4-H, Joio = 9.2 Y Jmeta= 2.0 Hz), 7.31-7.36 (M, 1H, 4-H 0 4”-H), 10.99 (s, 1H, N-H o N”-
H), 11.77 (s, 1H, N”-H o N-H). *C RMN (75 MHz, DMSO-d6): 39.8, 2x(41.3), 2x(51.1),
103.4, 103.5 (d, 2Jc.r = 24.0 Hz), 103.7, 105.0 (d, Jc.r = 24.5 Hz), 109.4 (d, 2Jcr = 26.3
Hz), 109.5 (d, “J c.r = 4.2 Hz), 109.6 (d, *J c.r = 4.2 Hz), 110.4 (d, *Jcr = 26.3 Hz), 112.3
(d, ®Jcr = 10.2 Hz), 113.2 (d, *Jc.r= 9.6 Hz), 125.5, 125.8, 126.5 (d, *J c.r = 10.7 Hz), 126.8
(d,3J c.e= 10.1 Hz), 2x(129.7), 2x(132.8), 141.8, 142.8, 156.7 (d,"J c..=230 Hz), 157.7 (d,"J
c.+=233 Hz), 165.5.
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3-({4-[4-(5-Fluoro-1H-3-indolcarbonil)-1-piperazinil]-fenilamino}-metil)-5-
ciano-1H-indol. (11c)
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A una solucion del 5-fluroamino derivado 5¢ (500 mg, 1.56 mmoles) en THF (60
mL) se agreg6 acético glacial (2.0 mL) y 5-ciano-3-formilindol 2e (167 mg, 0.98 mmoles) la
mezcla se deja agitando por 5 minutos en campana de extraccion. Posteriormente, se
adicion6 NaBH3;CN (153 mg, 2.45 mmoles) y se agitd por 24 horas mas a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo, al crudo de reaccion se le agregd agua (100mL) y
NaOH 5M hasta llegar a un pH=8. Posteriormente se extrajo con acetato de etilo (3 x
50mL), se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentro en evaporador rotatorio.
Finalmente el crudo obtenido, se purifico por columna cromatografica fase movil (acetato
de etilo: hexano: metanol) (2: 0,5: 0,3). El producto se obtuvo con un 77% de rendimiento
(371 mgq).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 2.93 (s.ancho, 4H, 3’-H y 5°-H), 3.75 (s.ancho, 4H,
2-Hy 6"-H), 4.20 (s, 2H, -CHy-), 4.66 (s, 1H, C¢HsNH), 6.48 (d, 2H, 3"-H y 5”-H, J = 8.8
Hz), 6.70 (d, 2H, 2"-H y 6”-H, J = 8.8 Hz), 7.0 (dt, 1H, 6-H, Jono = 10.5, Jneta = 2.50
Hz),7.41 (dd, 6”-H, Jono= 9.0, Jmeta = 1.50 Hz), 7.47 ( d,1-H, 7-H, J = 8.8 Hz), 7.78 (s, 1H,
2-H), 8.30 (s, 1H, 2”-H), 7.6 (d, 1H, 7”-H, J = 7.7 Hz), 11.74 (s, 1H, N”-H o N-H), 11.99 (s,
1H, N-H o N”-H). HRMS: Masa exacta calculada: 492.207387. Experimental: 492.20707.
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4-[4-(1H-3-Indolilmetil)-1-piperazinil]anilina. (7c)
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A una solucion de la amina 5 (500 mg, 1.56 mmoles) en THF anhidro (50 mL) se
adiciono LiAIH, (300 mg, 7.8 mmoles) y la mezcla se dej6 agitando a temperatura
ambiente por 3 horas en ambiente nitrégenado. Transcurrido ese tiempo se le agreg6
lentamente metanol 50(mL), seguido de agua a 0°C (50mL). La mezcla resultante se
extrajo con acetato de etilo (3x50mL) y se purifico por cromatografia en columna con fase

movil (acetato de etilo: metanol) 1:1. El producto se obtuvo con rendimiento de 65%.

IH-RMN (300 MHz, DMSO-de): 2.51 (s, 2H, -CH,-), 2.92 (s.ancho, 4H, 3-H y 5"-H),
3.71 (s.ancho, 4H, 2"-H y 6 -H), 6.47 (d, 2H, 3"-H y 5’-H, J = 8.7 Hz), 6.64 (d, 2H, 2’-H y
6”-H, J = 8.7 Hz), 6.99 (t, 1H, 5-H 0 6-H, J = 6.8 Hz), 7.1 (t, 1H, 6-H 0 5-H, J = 7.5 Hz),
7.25 (s, 1H, 2-H), 7.36 (d, 1H, 5-H, J = 7.9 Hz), 7.66 (d, 1H, 7-H, J = 7.5 Hz), 10.98 (s, 1H,
NH). *C RMN (75 MHz, DMSO-d6): 2x(51.5), 2x(53.5), 53.7, 111.2, 112.7, 2x(116.7),
2x(119.5), 2x(120.2), 122.5, 126.3, 129.1, 137.2, 142.8, 144.2.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

En relacion a los argumentos expuestos y dado nuestro objetivo central de
obtener nuevos ligandos con actividad serotoninérgica en los receptores 5-HTis, se
plantea la sintesis de cuatro familias de compuestos indélicos de naturaleza bis-ligandos.
Este interés radica en la reconocida bioactividad de derivados del nucleo indolico en
receptores serotoninergicos centrales y por otra parte la sustentada accion farmacolégica
del esqueleto arilpiperazinico, en 5-HT15 y otros receptores acoplados a proteina G
(GCPR) como el B, adrenérgico™. Se efectuaron estudios de modelacién y acoplamiento
molecular (Docking), los que fundamentaron tedricamente nuestro estudio sintético
entregando informacion valiosa de interaccion de grupos funcionales y residuos

aminoacidicos del receptor.

) Estudio sintético de de familia I.

o) H
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R!=-H, -F, -Br, -OMe

La familia | muestra fue disefiada mediante el siguiente esquema retrosintético de la
figura 15.

=\, @,/NOZ
N ) Nﬁ\}" s

o A
= "
N

\
H H

J
. Céfk

OyH

o]
Q -DCC
< 9 o ~
O <o e o O
" N O |
H H

\
DCO) H

Figura 15.- Esquema retrosintetico para la obtencion de la familia | (Ar: Aromético, DCC:
Diciclohexilcarbodiimida).
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En relacion al esquema retrosintético planteado, la sintesis de la familia (I), toma
lugar inicialmente con la formilacion del 1H-indol (1a), para obtener el 3-formil-1H-indol
(2a),

1) Obtencién del derivado (2a). 3-formil-1H-indol.

0
N —H
N\

N
\
H

Por tratamiento del 1H-indol (1) bajo condiciones de reaccién de Vilsmeier usando
oxicloruro de fosforo en dimetilformamida (DMF), se gener6 el 3-formil-1H-indol (2), en un
95% de rendimiento. El producto formado exhibi6 una banda en IR: 1634 cm®
correspondiente al grupo carboxaldehido incorporado en C-3 al anillo de indol. En *H-
RMN: se aprecia uma sefial singlete a: &: 9.9 ppm asignable al préton aldehidico. como
tambien su sefial en *C-RMN a 184,9 ppm . Se propone que el mecanismo involucrado
en la reaccion, se inicia con la formacion del “electréfilo de Vilsmeier”, (Figura 16) que a

través de una sustitucion electrofilica aromatica, conduce al 3-formilindol (2) (Figura 17).
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Electrofilo de Vilsmeier

Figura 16.- Mecanismo propuesto de Formacion del electrofilo de Vilsmeier. A partir de
Dimetilformamida (DMF) y Oxicloruro de Fosforo
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Figura 17.- Mecanismo propuesto de la Sustitucion electrofilica aromatica. del Reactivo de Vilsmeier en
el C-3 del indol.

2) Obtencion del derivado (3a). acido 3-indolil-carboxilico.

0O
OH

En la etapa siguiente se procede a oxidar el grupo aldehido del 3-formilindol, con
permanganato de potasio, en acetona acuosa a reflujo por 4 horas. El producto obtenido
exhibe en espectroscopia de *H-RMN un singulete a &: 11.81 ppm que intercambia com

D,O y uma sefial em **C-RMN a &: 165.00 ppm para el grupo carboxilo.
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3) Obtencion del derivado (4a). 3-{[4-(4-nitrofenil)-1-piperazinillcarbonil}-1H-indol.

NO,
0]

N//\N
J

\

!

H

La sintesis tomé lugar por tratamiento del acido 3-indolilcarboxilico (3a) en
presencia de dimetilaminopiridina (DMAP), y Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en
acetonitrilo a reflujo. La reaccién se completa en 3 horas, generando un producto de

intenso color amarillo.

La reaccion se conduciria bajo el mecanismo de Steglich por reaccion del acido
carboxilico con la DCC para dar un aducto que posteriormente deriva a un intermediario
reactivo que reacciona en presencia de 4-dimetilaminopiridina para generar una especie
de alta reactividad electrofilica que es finalmente atacada por la arilpiperazina para dar la

amida correspondiente.? (Figura 18)

No obstante la reaccidn podria alternativamente cursar por reaccion primaria entre
el acido carboxilico y la DMAP, generando por reaccién acido-base una especie
carboxilato de mayor nuclecfilia que reaccionaria con la DCC induciendo asi un buen

grupo saliente para la sustitucion nucleofilica con 4-nitrofenilpiperazina. (Figura 19)

El producto formado muestra ausencia de la sefal del protén carboxilico a 6: 11.81
ppm, y la presencia de dos dobletes a &: 8.07 ppm y &: 6.98 ppm asignables al sistema
AB  1,4-disubstituido  correspondiente al nldcleo aromético arilpiperazinico
respectivamente. Asimismo, se aprecian dos sefales multipletes a &: 3.62 y &: 3.82 ppm
asignables a los protones del anillo piperazinico. En IR se aprecian las tipicas bandas Del
grupo nitro a &: 1576 y 1314 cm™. En **C-RMN se observa uma sefial a &: 167.3 ppm para

el carbono amidico a 6: 167.3 ppm para el carbono amidico.
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Figura 18.- Mecanismo propuesto de la formacién del compuesto (4a). DCU: Diciclohexilurea
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Figura 19.- Segundo mecanismo propuesto de formaciéon compuesto (4a). DCU: Diciclohexilurea

4) Obtencion del derivado (5a). 4-[4-(1H-3-indolil-carbonil)-1-piperaziniljanilina.

NH,

o)

N//\N
N

A\

N

H

Esta etapa toma lugar por medio de la reduccion con hierro metalico en medio
acético, calentamiento (60°C) por 50 minutos. A medida que la reaccién avanza, la
solucion heterogénea toma un color verde obscuro y que al ser purificada por
cromatografia en columna genera un compuesto de aspecto liquido viscoso de color café
que tiende a solidificar. EI "H-RMN se destacan el grupo amino como un singlete ancho a
0: 4.4-4.9 que intercambia con D,0, en conjuncion con dos dobletes a &: 6.73 ppm y &:

6.51 ppm para el patrén de acoplamiento AB del sistema anilinico 1,4-disubstituido.
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5) N-(4-(4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil)fenil)benzamida. (6-a)
H

o, A

N\/j o

N

N
\
H

Por tratamiento del 4-aminoamidoindol (5a), con cloruro de benzoilo en presencia
de trietilamina, en tetrahidrofurano anhidro (THF), se genera como producto final la
bisamida (6a). Algunas sefiales indiscutibles de su presencia, corresponden a la
existencia de dos sefiales en *C-RMN a &: 166.0 y 165.4 ppm, asignables a los
carbonilos amidicos. Por su parte se observa también dos sefiales singulete en *H-RMN
para el correspondiente NH-indélico y el NH-benzamida, a &: 11.64 ppm y &: 10.09 ppm

respectivamente.

Con el propésito de obtener nuevos bis-ligandos, se decidié funcionalizar
primeramente el nucleo indélico a nivel del carbono C-5 con grupos electrén
donor/atractor. (Br, F/ OMe), obteniéndose los derivados 6(b-d). Los procedimientos
sintéticos fueron analogos al recientemente descrito para la obtenciébn de 6-a,

obteniéndose los respectivos compuestos finales 6(b-d) (figura 20).

o YOO o OO
o] E 0

N
Br
N\ N\
N (6h) N (6¢)
\ \
H

H

-
N
o O
| N/ o
(0]
A\
N )
H

Figura 20.- Andlogos 6b-c. Se obtuvieron a partir de la misma ruta sintética que (6a), pero con una
sustitucion diferente en C5 del indol.
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6) Obtencion del derivado (6b) N-(4-(4-(5-bromo-1H-indol-3-carbonil)- 1-
piperazinil)fenil)benzamida.

A
o (O

A\

N
\
H

Br

Este compuesto resultd ser un sélido de color café claro, y se obtuvo con un
rendimiento de 55%, presentando un *H-RMN que mostré sefiales a &: 10.3 ppm para el
N-H inddlico, y &: 3.26 y 3.62 ppm, asignables a los grupos metilenos piperazinicos. En la
zona aromatica se aprecia un multiplete a 6: 7.40-8.30 ppm para los protones aromaticos.
En el IR : se aprecia la absorcion del N-H de la amida a aproximadamente 3400 cm-1y
una sefial de absorcién mas fina a 3071 cm-1, y una sefial intensa y ancha a 1687-1660
para las dos sefiales carbonilicas. La purificacion de este compuesto resulté ser muy
dificultosa, por lo que no fue posible asignarle completamente las sefales espectrales y

caracterizarlo completamente. Por tanto no se incluye en la parte experimental.

7) Obtencién del derivado (6¢) N -(4-(4-(5-Fluor-1H-indol-3-carbonil)-1-

piperazinil)fenil)benzamida.

A

A\
N

\

H

Este compuesto resultdé ser un solido de color blanco, y se obtuvo con un
rendimiento de 57%, presentando un 'H-RMN que mostré sefiales a &: 11.8 ppm (N-H
inddlico) y una sefal singlete a &: 10.1 ppm asignable al grupo N-H de la benzamida y dos
sefales singlete ancho a &: 3.22 y 3.84 ppm para los metilenos piperazinicos. La porcion
aromética se aprecia en un multiplete entre &: 6.8 -8.1. En IR se aprecia una sefial a 3227

cm™ para la absorcién de la funcion N-H indélico, que se sobrepone con la absorcion de la
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amida (hombro), por su parte los grupos carbonilos amidicos aparecen a: 1688 cm-1 y
1611 cm-1.

8) Obtencién de derivado (6d). N-(4-(4-(5-metoxi-1H-indol-3-carbonil)-1-

piperazinil)fenil)benzamida.

Solido de color blanco, obtenido en la Ultima etapa con un rendimiento de un 50%
presentando en *H-RMN dos sefiales singlete a &: 11.55 y 10.11 ppm asignables al N-H
inddlico y al protén benzamidico , una sefial singlete para el grupo metoxi a &: 3.78 ppm ,
y dos sefiales piperazinicas a &: 3.80 y 3.18 ppm como singlete ancho. La zona
aromatica viene representada por una compleja zona de sefales entre &: 7.98 -6.81 ppm.
En el espectro IR, se observan bandas a 3383 cm™ y 3247 cm™ para las absorciones del

N-H amidico e indol respectivamente.

Como aporte adicional, una segunda estrategia incluyé variar la porciéon de amida
terminal, mediante la reaccion de diferentes haluros de acido con la 4-amino-
fenilpiperazinil-indol 5a, obteniéndose la formacion de los derivados biamidicos (6e-h)
(Figura 21).

@Cu@@ @55 O w@
(6e)
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OO, aOAYs!
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AN o s 0] S
e

N
H ) )

Figura 21.- Analogos 6e-h. Se obtuvieron a partir de la misma ruta sintética que (6a), pero con distintos
haluros de aroilo en la Ultima etapa.
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9) Obtencidén del derivado (6€). 4-Cloro-N-{4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil]-

fenil}-benzamida.

-4

Por tratamiento del 4-aminomidoindol (5), con el cloruro de para-clorobenzoilo en
presencia de trietilamina, en tetrahidrofurano anhidro (THF), se generé como producto
final la biamida (6e). Algunas bandas fundamentales que permitieron caracterizarlo
fueron: el 'H-RMN exhibi6 sefiales a &: 11.63 y 10.15 ppm para los N-H inddlico y
amidico respectivamente, ademas se destacan dos sefiales como singletes anchos del
anillo piperazinico a &: 3.77 y 3.15 ppm. En la zona aromética es posible asignar los
cuatro dobletes pertenecientes a los dos grupos fenilos 1,4-disubstituidos. Un par de
dobletes pertenecientes a los hidrégenos de la porcion 4-cloro-benzamida se aprecian a
5: 7.97 y 7.59 ppm, por su parte el otro sistema AB se ubica a &: 7.63 y 6.97 ppm. En *C-
RMN, se observan las dos sefiales carbonilicas de amidas a 167.2 'y 165.3 ppm.

10) Obtencién del derivado (6f). Benzo[b]tiofencarbonil-{4-[4-(1H-indole-3-carbonyl)-
1-piperazinil]-fenil}-amida (6f)

H
AN/

N
N

H
Por tratamiento del 4-aminoindol (5a), con el cloruro del acido 2 carboxi
benzotiofenico sintetizado previamente en el laboratorio, en presencia de trietilamina,
utilizando tetrahidrofurano anhidro (THF), genera como producto final la biamida 6f.En 'H-
RMN se observan dos sefales de protones N-H a &: 11.66 y 10.39 ppm para el indol y la

amida respectivamente, se observaron las sefales correspondientes al nucleo
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piperazinico a &: 3.80 y 3.19 ppm. En **C -RMN 165.0 y 159.0 ppm asignables a los

funciones amidas presentes.

11) Obtencion del derivado (6g). 5-Nitro-benzo[b]tiofen-2-carbonil{4-[4-(1H-indol-3-

carbonil)-1-piperazinil]-fenil}-amida.

H NO,
N /
o O

N
N

H

Por tratamiento del 4-aminomidoindol 5, con el cloruro del 5-nitro-2-
benzotiofencarbonil sintetizado previamente en el laboratorio, en presencia de trietilamina,
utilizando tetrahidrofurano anhidro (THF), genera como producto final la biamida 6g. Los
datos espectrales fundamentales que permitieron caracterizar este compuesto, son: El
espectro de 'H-RMN exhibi6 sefiales a &: 11.64 y 10.57 ppm para los N-H indélico y
amidico respectivamente, se observa ademas claramente un sistema AB de protones
como dos dobletes a &: 7.64 y 7.0 ppm para el grupo fenilo 1,4-disubstituido. Se
observaron ademas las sefiales correspondientes al nucleo piperazinico a 6: 3.76 y 3.16
ppm, como singlete ancho. En *C-RMN se observan dos sefiales a campo bajo

asignables a los grupos carboxamida a d: 167.0y 160.0 ppm.

12) Obtencién del derivado (6h). 4,7-Dimetoxi-benzo[b]tiofen-2-carbonil[4-(1H-indol-

3-carbonil)-1piperazinil]-fenil}-amida.
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N/ 0 5
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Por tratamiento del 4-aminomidoindol (5), con el cloruro de acido del 4,7-dimetoxi-
2-carboxi benzotiofeno sintetizado previamente en el laboratorio, en presencia de
trietilamina, utilizando tetrahidrofurano anhidro (THF), genera como producto final la

biamida 6h. Este compuesto se obtuvo en bajo rendimiento 20% donde las sefiales més
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destacadas que confirman su existencia son: *H- RMN dos sefiales de protones N-H a &:
11.63 y 10.36 ppm para el indol y la amida respectivamente. Se aprecia una compleja
zona aromatica a 6: 7.72-6.72 ppm que da cuenta de la absorcidn de los anillos de fenilo

benzotiofeno e inddlico.

1)} Estudio Sintético de Obtencidn para la familia ll. (11-a; 11-b, 11-c)

2

R

0\ S < >
1 N N N
R ~

N\
N (11)
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1la  (R'=H;R’=H)
11b (R'=F;R*=F)
11c  (R'=F,R*=CN)
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Figura 22.- Esquema retrosintetico para la obtencion de la familia Il. Familia | en rectangulo

Como se aprecia en el esquema retrosintético de la figura 22, la desconexién es
similar a la de la familia (1), diferenciandose solamente en el conector carbonilico. Para la
obtencién de esta familia se realizaron diversos ensayos para conectar la segunda
agrupacion inddlica a la porcion anilinica proveniente de la reduccién del grupo nitro. Se
ensayaron diversos medios de reaccién y variados medios reductores en el intento de

generar la aminacion reductiva.

Finalmente por reaccion de la anilina (5) con el aldehido (2), bajo condiciones de
aminacion reductiva (NaBH3;CN - AcOH - THF) se genero el producto esperado. En esta
reaccion, la amina 5 reacciona primero con el grupo carbonilo del 3-formilindol (2), de
manera reversible, debido al equilibrio amina-carbonilo / imina. Este equilibrio fue
favorecido hacia la formacion de la imina condicionando el pH. El mecanismo de

formacion de imina propuesto se puede observar en la figura 23
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Figura 23.- Mecanismo propuesto de formacion de la imina. Basicamente la aminacion reductiva
transcurre via formacion primaria de una imina a través de una reaccion de condensacion en medio acido
suave.

En una etapa siguiente esta imina es selectivamente atacada por el
cianoborohidruro de sodio de manera directa, esto debido a que el intermediario imina era

inestable y no se podia separar por cromatografia en gel de silice,

13) Obtencidn del derivado (11a) 4-[4-(1H-3-indolilcarbonil)-1-piperazinil]fenil(1H-3-
indolilmetilllamina (R1= R2= H).

0 W\NO’N‘H ’

\
H
Generado por tratamiento del 4-aminomidoindol (5), con el 3-formil-1H-indol (1) en medio

acido acético, tetrahidrofurano. Las bandas fundamentales que permitieron caracterizarlo
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fueron: El *H-RMN exhibi6 sefiales a 5: 11.50 y 10.89 ppm para los N-H indélicos,
ademas se destacan dos sefiales como singletes anchos del anillo piperazinico a 6: 3.76 y
2.95 ppm La sefial de protén metileno de la reduccién aparece a d. 4.34 ppm, *C RMN:

se aprecia una sefal a &: 165.9 ppm, asignable al carbonilo amidico.

14) Obtencién del derivado (11b) (4-{4-[(5-fluoro-1H-3-indolil)carbonil]-1-
piperazinil}fenil)[(5-fluoro-1H-3-indolil)metillamin (R1=R2=F).

F
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Generado por tratamiento del fluor-4-aminoindol derivado (5), con 5-fluor-3-formil-
1H-indol en medio &cido acético, tetrahidrofurano. Las bandas fundamentales que
permitieron caracterizarlo fueron: El *H-RMN exhibi6 sefiales a &: 11.77 y 10.94 ppm para
los N-H inddlicos, ademas se destacan dos sefiales como singletes anchos del anillo
piperazinico a 8: 3.77 y 2.94 ppm. La sefial de protén metileno de la reduccion aparece a
0. 4.31 ppm, en la zona aromatica de gran complejidad, se aprecia un sistema AB de dos
dobletes a : 6.76 y 6.63 ppm para el fenilo 1,4-disubstituido. En **C RMN: se aprecia una

sefal a 8: 165.5 ppm, asignable al carbonilo amidico.
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15) Obtencion del derivado (11c) 3-({4-[4-(5-Fluoro-1H-3-indolcarbonil)-1-piperazinil]-
fenilamino}-metil)-5-ciano-1H-indol (R1=F; R2= CN).

NC
N \§ N\H
N NK\N/Q/ H
F -

A\

N

\

H

Sintetizado por reacciéon del fluor-4-aminoindol derivado (5), con el 5-ciano-3-
formil-1H-indol en medio acido acético, tetrahidrofurano (THF). Las bandas mas
destacadas que permitieron caracterizarlo fueron: El *H-RMN exhibié sefiales a 5: 11.99 y
11.46 ppm para los N-H inddlicos. Se destacan asimismo las dos sefiales como singletes
anchos del anillo piperazinico a ©: 3.75 y 2.93 ppm. La sefal de protén metileno de la
reduccién aparece a 6. 4.19 ppm, la zona aromatica se observa como un multiplete a &:
7.81 - 7.35 ppm.

1)} Estudio sintético exploratorio de la familia llI*. Obtencidn de intermediario

avanzado.

Finalmente, dada la flexibilidad sintética de las familias de indoles ya estudiadas,
nos parecié interesante abrir una nueva variante sintética nominada como familia IlI*
estructuralmente muy relacionada a | y Il. Este estudio se fundamenta en la posibilidad de
tener un nitr6geno basico protonable a pH fisiolégico y otorgarle mayores grados de
libertad conformacional de manera de generar mayores probabilidades de interaccion

molecular ligando-receptor.

Esto se logro con la reduccion de la amida del intermediario 5 con hidruro de litio y
aluminio en condiciones anhidras, obteniéndose un liquido viscoso parduzco con un

rendimiento de 68%.
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16) Obtencién del derivado (7a) 4-[4-(1H-3-Indolilmetil)-1-piperazinil]anilina.
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Su caracterizacion espectral entregd *H-RMN una sefial singlete a &: 10.98 ppm
para el N-H inddlico. El grupo metileninddlico producto de la reduccion aparece a o: 3.67
ppm como un singlete. Las sefiales piperazinicas aparecen a 0: 2.88 ppm y 2.51 ppm. La
zona aromatica permite distinguir claramente los acoplamientos existentes de cada anillo.
Asi es como la porcién anilinica se aprecia como un sistema AB con desplazamientos
quimicos de &: 6.64 y 6.47 ppm. El anillo inddlico exhibe dos doblete a &: 7.66 y 7.36 ppm
para 7-H y 4-H respectivamente, un singlete a &: 7.25 ppm para 2-H y dos tripletes a &:
7.08 'y 6.99 ppm para 5-H y 6-H.

Con este resultado damos por terminada la parte sintética exponiendo a

continuacioén el capitulo de Modelacion Molecular y Docking.
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Estudios de modelacion y de acoplamiento molecular de derivados

seleccionados de la Familia | al receptor 5HT 5

Algunas décadas atrds, la sintesis de nuevos compuestos con capacidad de
generar efectos farmacoldgicos se realizaba con escasos conocimientos, en el mejor de
los casos, estaban guiados por estudios cuantitativos del efecto que diversas
modificaciones introducidas en la estructura de distintos farmacos o ligandos enddégenos
conocidos podrian generar. En gran medida, esto era la consecuencia logica del
desconocimiento existente sobre la estructura de los receptores. Esto ha sido mejorado
debido a los avances en variadas disciplinas, como la farmacologia, y bioquimica
molecular entre otras, que han hecho posible la identificacion de numerosas
macromoléculas dianas y al conocimiento de su secuencia de nucle6tidos o aminoacidos,
Nuevas metodologias, han permitido cristalizar, purificar y clonar receptores, ademas con
un importante componente quimico-tedrico, matematico, y computacional, hacen uso de
esta informacién para crear modelos tridimensionales de receptores y ligandos, estudiar
sus preferencias conformacionales, dilucidar la naturaleza y magnitud de las fuerzas

interatdmicas que lideran su interaccion.

En esta tesis se efectuaron estudios de modelacion receptorial y de acoplamiento
inducido (docking) para una familia de ligandos derivados de estructuras inddlicas, con el
propésito de evaluar las interacciones moleculares que se establecen entre los
compuestos sintetizados con ciertos residuos aminoacidicos, del receptor 5-HT14 con el fin
de visualizar las interacciones a nivel molecular y predecir que compuestos podrian
mostrar mejores afinidades para el receptor en un eventual estudio biol6gico por

correlacionar.

Modelacién del receptor

Se realiz6 la modelacion por homologia al receptor 5HT;s, debido a que su
estructura tridimensional no ha sido obtenida por métodos de cristalizacién y andlisis
estructural con difraccién de rayos X y resonancia magnética nuclear (*H, **C, **N) como

han sido descritos otros receptores acoplados a proteina G.
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Para la obtencion del modelo se utilizé la secuencia de aminoacidos del receptor
5-HT1, humana (422 aminoécidos) ya conocida."®> Se probaron como plantillas diversos
RAPG con un porcentaje de identidad comparables al receptor 5-HT;s. Luego de los
alineamientos se escogieron entre 16 receptores probados con estructura tridimensional
conocida, los receptores con codigo PDB: 2RH1 y 3NY9 (los cuales pertenecen a
receptores B2 adrenérgicos), como plantillas por tener mayor identidad de secuencia al
receptor 5-HT;4» humano. La construccion del molde se realiz6 con los programas
modeller9v9 y con clustalW2. Se modelé en base al receptor 3 NY9 con clustalW?2
mostrando buenos pardmetros en el diagrama de Ramachandran (Figura 24) con un
93,5 % de regiones “muy favorecidas” (246 aminoacidos) y un 0,4 % de regiones “poco
favorecidas” (1 aminoéacido, Glu285) (ver Tabla 2). Ademéas se valid6 el modelo del
receptor con el docking de serotonina, molécula con afinidad ya conocida, mostrando

interacciones conocidas por otros autores.

Ramachandran plot

pdbg608

Psi (degrees)

: I - -
-130 -135 -Q6 -45 O 45 9 135 150
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Figura 24.- Diagrama de Ramachandran del receptor modelado. Se observa un Unico aminoacido
desfavorecido. El Glu?*® (en diagrama GLU154).
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Numero de residuos %

(total de 263) (Total 100%)
Regiones muy favorecidas 246 93.5 %
Regiones permitidas adicionales 15 57 %
Regiones generosamente permitidas 1 0.4 %
Regiones no permitidas 1 0.4 %
Residuos finales 2

Residuos de glicina 14

Residuos de Prolina 12

Tabla 2.- Datos estadisticas del Diagrama de Ramachandran

La forma tridimensional del receptor 5-HT;, obtenido se muestra a continuacion en

la Figura 25.

Figura 25.- Estructura tridimensional del receptor 5HT;a modelado.- (A) Vista lateral, (B) Vista desde
medio extracelular. Para su mejor comprension se le asigno un color a cada hélice de transmembrana
(verde: TM1; amarillo: TM2; rojo: TM3; azul: TM4; naranjo: TM5; celeste: TM6; violeta: TM7). En la vista
extracelular se observa la prescencia del bolsillo hidrofilico (flecha celeste) donde interactian los ligandos que
tienen afinidad por este receptor.

48



El receptor 5-HT;,» es una proteina de 422 aminoacidos, que se encuentra
organizado en 7 a-hélices indicadas, con 3 lazos extracelulares (vista lateral hacia arriba)

y 3 lazos intracelulares (vista lateral hacia abajo).

Se puede visualizar en la Figura 25-B desde la vista Extracelular, el bolsillo
hidrofilico. Esta es la zona clave y discriminadora que va a ser determinante en la
interaccion con el ligando En ella participan principalmente las transmembranas TM2,
TM3, TM5 y TM6, ademas del lazo extracelular E2 Los aminoacidos que suelen estar
involucrados en el sitio de unién del receptor y que van a interaccionar con el ligando
estan presentes en los alrededores de este bolsillo. Algunos de ellos se presentan a
continuacion en la Tabla 3.%°

Ubicacion en el
Aminoéacido receptor
Numeracién de Transmembrana (TM)
Ballesteros | Lazo Extracelular (E)
Asp''® T™M3
Phe'*? TM3
et T™3
Cys'®’ E2
Ser'® T™M5
Thr?® TM5
Trp®® TM6
Phe3®! T™M6
Phe3¢? TM6
Tyr®® ™7

Tabla 3.- Aminoacidos conservados en el receptor 5-HT1a. Aminoacidos claves que se orientan hacia el
bolsillo hidrofilico
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Se evalud el acoplamiento establecido por los compuestos de la Familia | (6a-d)
con el receptor 5-HT;, ademés de algunos que se podrian obtener de la familia
exploratoria, analogos de la serie 6a-d. Esto para comparar y predecir cuales podrian
presentar mejores afinidades y evaluar la influencia de los grupos carbonilos ya sea
estando presentes en la Familia I, y su ausencia como en las familias exploratorias,
teniendo en conocimiento que su ausencia podria dirigir la protonacion a uno de los
nitrdgenos piperazinicos a pH fisiolégico (pH = 7.4) y a su vez entregar mayor grado de
conformaciones, si hubiera la necesidad de futuros cambios en la sintesis y mejorar asi

posteriores ensayos farmacologicos.

Los ligandos se construyeron y optimizaron mediante célculos de minimizacion
energética basado en la Teoria de las funcionales de Densidad, utilizando B3LYP
implementado en el programa Gaussian 98. Estas optimizaciones se realizaron
asumiéndose en el vacio y utilizando moléculas cargadas con protonacion del nitrégeno
piperazinico (pKa = 6.5), el cual se ve favorecido a pH fisiologico (pH 7.4) en los ultimos
dos grupos de estudio. En el caso del primer grupo como existe una funcién amida se
asume su protonacion pero en menor proporcion. Los estudios de docking se realizaron
con el programa Autodock4.1.

Varios trabajos de literatura mencionan que ligandos con actividad conocida, ya
sea agonista 0 antagonista, y que se unen al receptor 5-HT;5, como la serotonina y
numerosos ligandos exdgenos, se ubican en las cercanfas del aminoacido Asp™'®. %32¢
Hecho que se reprodujo con nuestras moléculas. Asimismo diferentes autores sefialan
que existe una interaccion de tipo puente de hidrégeno con el oxigeno del Asp'® y el
nitrogeno protonado de la piperazina,’® la cual es reforzada por la interaccion

17,19

electroestatica que existe entre el oxigeno del aspartato y el nitrégeno cargado. en el

caso de aquellos ligandos con el grupo carbonilo indolico de C-3 reducido.
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Estudio de acoplamiento molecular de los compuestos finales 6(a-d)
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Estos compuestos, sintetizados y pertenecientes a la familia |

mostraron

interacciones ligando - receptor que favorecen su afinidad con el receptor 5HTia

mostrando puntajes de docking favorables (negativos) que se muestran a continuacion

(Tabla 3).

Compuesto Puntaje de

(RY docking
6a (H) -9.79
6b (Br) 7.97
6¢c (F) -8.53
6d (MeO) 7.12

observaciones

Indol orientado hacia la TM2
Indol orientado hacia la TM5
Indol orientado hacia la TM5

Indol orientado hacia la TM5

Tabla 4.- Resultados de acoplamiento molecular de los compuestos 6a-d

Sin considerar al compuesto 6a que tiene una orientacién distinta, los derivados de

este grupo orientan a la porcién indélica hacia el medio IC (TM2), dirigiéndose hacia la

(TM 5), esto influenciado por la sustitucién en el carbono 5 del indol, favoreciendo una

interaccion electrostatica o de puentes de hidrogeno con Ser'®® de la TM3. El Asp'*® de la

TM3 estéa relativamente cerca a estos compuestos, a una distancia promedio de 4 A,

Para los cuatro compuestos mencionados, la interaccion con el Asp'®, previamente

descrita no esta muy favorecida, debido al bajo porcentaje de protonacion del Nitrégeno

piperazinico. Pero de igual manera este residuo de Asp™® se orient6 hacia los ligandos.
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 6a
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Como se muestra en la Figura 26, El compuesto 6a se orienta con su grupo
indolico hacia la TM2 y el grupo fenilo terminal hacia la TM5. Esta orientacion, constituy6
la excepcidn en comparacion a su grupo, que puede ser explicado por las interacciones
gue se forman con el lazo E2 y la TM2. Entre ellas destacan una interaccion puente de
hidrégeno entre la lle*®® del lazo extracelular E2 y el carbonilo de la benzamida terminal
(2.96 A), un puente de hidrégeno entre el carbonilo del residuo Ala® de la TM2 con el N-H
del nucleo indolico del compuesto (2.00 A). Ademas hay interacciones de tipo puente de
hidrégeno formado por el N-H indélico de la molécula, con el N-H inddlico del residuo de
Trp® de la TM7 a 3.04 A. Esta interaccion podria favorecer la disposicién del indol hacia

la TM2, debido a que la TM7 se encuentra lateral a TM2.

Se destaca también que el residuo de lle™® de la TM3 se orienta en una
interaccion de tipo CH -- 1T hacia el anillo aromatico de la arilpiperazina a una distancia de

3,49 A, al igual que entre la Thr*® de la TM5 y el fenilo terminal del compuesto a 3.31 A

Figura 26.- Orientacién del compuesto 6a
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 6b
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Esta molécula se orient6 de manera tal que el indol se proyect6 hacia la TM5
(Figura 27), mientras que la parte benzamidica terminal hacia la TM2. En Este caso
aumentan las interacciones con el nucleo indolico, favoreciendo asi esta conformacion

caracteristica de este grupo estudiado.

Entre las interacciones mas destacadas se pueden mencionar la del puente de
hidrégeno entre el C--H del residuo Val**’ de la TM3 con el F de la posicion 5 del indol del
compuesto (1.9 A). Se produjeron interacciones de tipo T -- T con el nucleo pirrolico del
indol del compuesto con las Phe®** y Phe % de la TM6, a una distancia promedio de 2,3
A. Hay una interaccion entre la Thr*® de la TM5 de tipo OH -- HC con el indol del

compuesto a 3A.

Figura 27.- Orientacion del compuesto 6b.
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 6c¢
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La orientacion de este compuesto es muy similar al del compuesto bromado 6b,
con la porcién indolica orientdndose hacia la TM5 y la porcion benzamidica terminal hacia
la TM2. En comparacion a los tres ligando que se orientan de forma similar, este fue el
gue mostro el menor puntaje de docking por lo que representa la conformacion mas

estable desde el punto de vista energético.

Entre las interacciones que mas se destacan por correlacionarse a las que se

200

registran por bibliografia, esta la del residuo Thr=" de la TM5 haciendo una interaccién de

tipo CH -- HC con un hidrégeno del nacleo indolico de la molecula (2.9 A), la Phe'*? s

e
orienta hacia el fenilo intermedio de la molecula por interacciones CH -- HC a 3 A. La lle**®
a 2.8 A se orienta hacia el ntcleo indolico también por interacciones de tipo CH -- HC. Las
Phe®*' y Phe®? de la TM6 que se orientan hacia las porciones piperazina e indol
respectivamente a una distancia promedio de 2.8 A, mostrando interacciones de tipo CH -
- CH. El residuo Trp®*® muestra un puente de hidrogeno entre el NH de residuo con el N-
piperazinico a una distancia de 3.7 A. Se observa tambien un puente de hidrogeno entre
el carbonilo de la Asn**® de la TM7 con el NH piperazinico y el -F del compuesto con el H-

OdelaSer'*®delaTM3a3.3A
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 6d
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De forma similar este derivado se orientd de la misma manera que los compuestos
6b y 6¢ y exhibiendo interacciones con los mismos residuos aminoacidicos descritos, y

gue se destacan a continuacion:

A una distancia de 2,9 A se visualiza un puente de hidrogeno entre la Ser'®® de la
TM5 con el metoxilo de C-5 del compuesto 6d. El residuo Asn®*° se orientd hacia el
ligando de forma de generar un puente de hidrogeno con su N-H y el carbonilo de la
benzamida terminal. El Trp®® esta a 2.51 A de distancia haciendo una interaccion de tipo
NH- 1 con el indol del compuesto. El residuo Tyr* de la TM7 hace un puente de
hidrogeno con el carbonilo de la benzamida terminal a 2,1 A. La 1le189 del lazo E2 realizd
interaccion de tipo CH -- HC con la piperazina a una distancia de 1.65 A.
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Estudio de acoplamiento molecular de los compuestos tedricos 8*(a-d).

i
OO

N\

N
\
H

Este grupo de compuestos provienen de la ruta exploratoria, exhibiendo ausencia
del grupo carbonilo amidicoinddlico. El propésito de estudiar esta familia es la informacion
que producira el cambio de una funcién amida, por una metilamino en términos de nuevas
interacciones moleculares ligando-receptor generadas por las nuevas conformaciones

espaciales y capacidad de protonacion del N piperazinico.

Compuesto Puntaje de Observaciones

(RY docking
8a* (H) -8,82 Indol orientado hacia TM2
8b* (Br) -9,03 Indol orientado hacia TM2
8c* (F) -9.6 Indol orientado hacia TM5
8d* (MeO) -9.5 Indol orientado hacia TM5

Tabla 5.- Resultados de acoplamiento molecular de los compuestos 8*a-d

Como se muestra en la tabla 5 los puntajes de docking fueron mas bajos en
comparacion al grupo anterior, este resultado conllevaria a un eventual beneficio en
términos de favorecer y reforzar las interacciones con el receptor. Asimismo es
interesante de destacar que de las cuatro moléculas, dos presentan una orientacion
inversa en el sitio de union (ver tabla 5). El derivado fluorado mostré mejor puntaje de
docking al igual que en el caso anterior. A continuacion se muestra las principales

interacciones de los compuestos de este grupo.
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 8a*
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/
\ o C
N
\
H
El nucleo indolico de esta molécula se orientd hacia la TM2, esto debido al
favorecimiento de ciertas interacciones, entre las que se pueden mencionar la del residuo
Tyr® de la TM2 que forma interacciones de tipo 1 -- T a 3.96 A con el anillo pirrolico del

compuesto, un puente de hidrogeno se observa entre el NH indolico y el carbonilo del

residuo Ala® de la TM2 y la Cys*®" que hace una interaccién de tipo Pip-H -- O=C a 3.3 A.

Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 8b*
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Tanto este compuesto como el anterior 8a*, se orientan de la misma manera
(Figura 28)

Figura 28.- Orientacion espacial de los compuestos 8a* y 8b*.8a* (Rl:H) (en verde) y 8b* (Rl:Br) (en
amarillo), se visualiza una correlacion de orientacion del indol hacia la TM2 (TM en amarillo),
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Se observa muchas interacciones del ndcleo indolico y las TM2 y TM7, lo que
favorece la orientacion descrita como en el caso anterior. Entre estas interacciones
destaca interacciones de tipo Br - HC del compuesto 8b* con los residuos Asn®*® (3.16 A)
y Ala®® (3.6 A) de la TM7. El residuo Tyr*® hace interacciones de tipo T1- 11 con el nucleo
indolico a 4.3 A.

362

Se destaca tambien interaccién con el residuo de Phe™- con la benzamida terminal

de tipo CH -- 1 a 2.8 A. La lle'*® hace interaccién de tipo CH-HC con la piperazina a 2.9 A
y el residuo lle*®

tipo CH- 1ma 2.85 A.

que se orienta hacia la benzamida terminal gracias a una orientacion de

Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 8c*
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Este compuesto muestra al indol orientado hacia la TM5 esto favorecido
principalmente por la interaccion del Asp'*® de la TM3 con el N piperazinico protonado,
formando una interaccion iénica a 2.8 A. La porcion indolica tambien se mantiene
orientada hacia la TM5 a interacciones favorecidas con varios residuos entre los que
destacan la Ser199 que forma una interaccion de tipo F-HO a una distancia de 3.2 A, El
residuo Phe®' y Phe **2 que hace interaccién de tipo CH - HN a 2.9 A. y 1.68 A

respectivamente.

Se destacan las interacciones con la benzamida terminal que se orienta hacia la
TM2. El residuo Trp®*’ de la TM7, a 1.8 A llevando a cabo una interaccion de tipo NH -
HC.
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 8d*
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Este compuesto mostré la misma orientacion que el compuesto anterior 8*c,

mostrando la misma orientacion espacial como se muestra a continuacion (Figura 29)

_/:"' J

4 Ser199 Phe360 [ Phe361

Figura 29.- Similitud de orientacién de compuestos 8c* y 8d*. El compuesto fluorado 8c* (rojo) y
metoxilado 8d* (celeste) mostraron una orientacion y disposicion espacial muy similares. Las interacciones
con los aminoacidos tambien fueron similares. En el esquema se muestran las distancias con respecto al
compuesto fluorado 8c*

Entre las interacciones que destacan la orientacion del indol hacia la TM5 estan la
que ocurren con la Ser'® formando puentes de hidrogeno con el metoxilo (3.9 A). La
Phe*! se orienta hacia el indol haciendo una interaccién de tipo CH -- HC (1.64 A)

32 realiza una interaccion con su nube T con el NH del indol a 4.5 A.

mientras que la Phe
La interaccion con el Asp''® fue a 2.8 A formando interacciones de tipo puente de

hidrogeno e iénica.

Se destaca tambien la prescencia de la Cys'®’ del lazo EC2 interaccionando a 2.12

A con el carbonilo de la benzamida terminal a 2.12 A (CH -- O=C). El anillo de benceno
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intermedio de la molécula interacciona con el residuo de lle'*? formando una interaccion
de tipo CH -- HC a 1.85 A mientras que con la lle'® del lazo E2 formando una interaccion
de tipo CH -- 11. Tambien se aprecia una interaccion entre la piperazina y la Asn®®° de tipo
CH--0=Ca2.27A.

Estudio de Docking de los compuestos tedricos 9*(a-d)

3
OO

\
N
\
H

Debido a que el grupo anterior exploratorio mostr6 mejores resultados con
respecto al grupo 1, se planted un tercer grupo con base en la suposicion de la reduccion

del segundo carbonilo benzamidico terminal.

Compuesto Puntaje de
(R) Docking
9a* (H) - 10,2
9b* (Br) -11,07
9c* (F) - 10,5
9d* (MeO) -10,21
Tabla 6

Resultados de acoplamiento molecular de los compuestos 9*a-d

En esta ocasion los 4 compuestos se orientaron con el indol hacia la TM5,
mostrando orientaciones espaciales muy similares, como se puede ver en la imagen de
sus superposiciones (Figura 30). La Tabla 6 muestra puntajes de docking mucho mas
bajos, lo que indica que este grupo son los que més se favorecen en interacciones con el

receptor 5HT;5 de los 3 grupos estudiados.
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30-B

Figura 30

(A) Orientacion del grupo 9* en el receptor 5HT1a. Los 4 compuestos se orientan de tal manera que el
nucleo indolico se orienta hacia al TM5 (naranja) y el grupo benzamidico terminal hacia al TM2
(amarillo).

(B) Superposicion de los compuestos 9(a-d)* en el receptor 5-HTia. Aqui se muestra la
superposicion de las 4 moléculas del tercer grupo de estudio, mostrando orientaciones muy similares
entre si en el receptor 5HT1A (5H-derivado 9a* verde) (5Br-derivado 9b* amarillo) (5F-derivado 9c*
rojo) (5MeO-derivado 9d* celeste).

En los 4 compuestos de este grupo se aprecié como principal interaccién ligando-

receptor entre el Asp™®

(numeracion de Ballesteros-Weinstein) de la TM3 del receptor y la
piperazina protonada a pH fisiolégico lo que concuerda con estudios de monoaminas y
moléculas similares y afines interaccionando con el receptor acoplado a la proteina G*°.
Junto con los estudios del otro grupo teérico, se avala la importancia de la reduccién del
carbolino indolico-piperazinico principalmente, pues esto favorece la interaccion principal
con el bolsillo hidrofilico del receptor 5HT15 y con la segunda reduccion del carbonilico
benzamidico se favorece mucho mas las opciones de torsion de la molecula, facilitando su
estabilidad conformacional en el bolsillo hidrofilico del receptor. Esto valida realizar una

ruta sintética para llegar a estos derivados bireducidos.
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 9a*
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Entre las interacciones que se destacan esta la de las Phe®*' y Phe®* que se
orientan a un promedio de distancia de 2.3 A mediante interacciones de tipo CH -- HC y
CH -- m, El residuo Trp®*® realiza interaccion de tipo CH — HC con la piperazina del ligando
a 2.6 A. La Cys™ hace interacciones de tipo C=0 -- HN con la amina del compuesto a

113

2.15 A al igual que con la Asn® a 2.27 A de distancia. El residuo lle'*® realiza

interacciones de tipo CH -- HC con la piperazina del ligando.

Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 9b* y 9c*
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Estos ligandos mostraron casi las mismas interacciones con los residuos del el
receptor 5HT, entre las que se pueden mencionar por ejemplo esta entre la Ser'®®
realizando interaccién del OH, con el halégeno de cada compuesto en un promedio de 4
A. Esta interaccion no se describe en prescencia del derivado 9a* con hidrégeno en dicha
posicion por lo que se podria asumir que este cambio favorecio la afinidad por el receptor,
pues estas moléculas mostraron puntajes de docking mas favorables en comparacion al

derivado 9a*

Los residuos de Phe*! y Phe®*®* se orientan en hacia el ntcleo indélico de ambos
derivados realizando interacciones de tipo CH -- HC y de tipo CH -- 1. Se ubican a un
promedio de 3.0 A. Tambien se destaca la interaccién con la lle*™ de la TM3 formando

interaccion de tipo CH -- HC la piperazina a una distancia promedio de 1.85 A
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Estudio del complejo ligando receptor para el derivado 9d*
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Para este ligando tambien aparecen las interacciones con los residuos tipicos
mencionados al para los compuesto 9b* y 9c*.

Entre las interacciones mas interesantes que se observaron con este ligando,
fueron las que estabilizaron al indol para que se orientara hacia la TM2, entre las que se
puede mencionar, los puentes de hidrogeno que forma el metoxilo con la Ser**® a 3.6 A, y

121

con | residuo Thr'** a 2.54 A. Se destaca tambien una interaccion de tipo 1 -- T entre el

fenilo terminal del ligando con el residuo de Tyr*® a 4.5 A
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

8.- CONCLUSIONES

Se sintetizé con altos rendimientos (95-98%) el derivado 3-formilindol (2a) y sus
anélogos 5-Br (2b), 5-F (2c) y 5-OMe (2d), utilizando la reaccion de Vilsmeier-

Haack

La transformaciéon a los correspondientes derivados carboxilicos (3a-d) via
reaccién de oxidacion de 2(a-d), tomé lugar en rendimiento de (65-67%). Posterior
reacciéon de (3a-d) con DCC (diciclohexilcarboxamida) y 4-nitrofenilpiperazina

generd los compuestos 4(a-d) con rendimientos de 66-77%.

La generacion de los hetero bis-ligandos 6(a-h) fue llevada a cabo por medio de la
formacion de la aminofenilpiperazinoindol (5) con haluros de aroilo para dar las

bis-arilamidas terminales con rendimiento de (65-76%).

La reaccion de Aminacién reductiva entre la aminofenilpiperazinoindol (5) y el 3-
formilindol (2) generd los hetero bis-indoles 11(a-c) con rendimientos de reaccion
de un (77-80 %).

Se model6 el receptor 5-HT ;4 mostrando un buen porcentaje de zonas favorecidas
de interaccién (93.5 % de regiones muy favorecidas y 5.7 % de regiones

permitidas adicionales) a través del grafico de Ramachandran.

Todos los ligandos que se ensayaron en acoplamiento molecular (“Docking”)
presentaron puntajes de docking favorables por lo que podrian ser utilizadas en

ensayos farmacologicos de afinidad por este receptor.

Se efectuaron estudios de docking para los compuestos 6(a-d), observandose
producto de la interaccion ligando-receptor (5-HTs) puntajes de docking que

ayudarian a predecir una buena afinidad ligando-receptor.

Los compuestos inddlicos que presentaron halégenos en C-5, vieron favorecidos

el numero de interacciones ligando-receptor.
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9) Se avala la ruta sintética exploratoria, dando hincapié a la importancia de un
nitrogeno protonado a pH fisiolégico, que favorece las interacciones con el
receptor y probablemente su afinidad, esto al observar que la familia 6a-d exhibid

puntajes de docking menos favorables que el grupo 8* (a-d).

10) La reduccion de ambos grupos carbonilos amidicos de 6(a-d), favorecié grados de
libertad conformacional, que ayudd a su insercién en el bolsillo hidrofilico y a

mayores interacciones con los residuos del receptor 5-HT, .

11) El grupo 9*(a-d) constituye un aporte de estudio de futuras moléculas afines por el
receptor 5HT;, dado a que mostraron los puntajes de docking méas favorables por

lo que seria interesante proyectar rutas sintéticas para su obtencion.
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10.-ANEXOS

Acido 1H-3-indolil-carboxilico (3a).
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Acido 1H-3-indolil-carboxilico (3a). (Zona aromatica)
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3-{[4-(4-Nitrofenil)-1-piperazinil]carbonil}-1H-indol. (4a) (Zona aromatica)




4-[4-(1H-3-Indolil-carbonil)-1-piperazinillanilina (5a).




4-[4-(1H-3-Indolil-carbonil)-1-piperazinil]anilina (5a).
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N-{4-[4-(1H-Indol-3-carbonil)-1-piperazinil]fenil}benzamida. (6a)




-[4-(1H-Indol-3-carbonil)-1-piperazinil]fenil}benzamida. (6a) Zona aromatica
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N-(4-(4-(5-Metoxi-1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil)fenil) benzamida. (6d)
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N-(4-(4-(5-Metoxi-1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil)fenil) benzamida. (6d)
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4-Cloro-N-{4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinil]fenil} benzamida. (6e)
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4-Cloro-N-{4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinillfenil} benzamida. (6€)




5-Nitro-benzo[b]tiofen-2-carbonil {4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinillfenilfamida. (6g)
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5-Nitro-benzo[b]tiofen-2-carbonil {4-[4-(1H-indol-3-carbonil)-1-piperazinillfenilfamida. (6g)

Zona aromatica
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4-[4-(1H-3-Indolilmetil)-1-piperazinil]anilina. (7c).




4-[4-(1H-3-Indolilmetil)-1-piperazinil]anilina. (7c).
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(4-{4-[(5-Fluoro-1H-3-indolil)carbonil]-1-piperazinil}fenil)[(5-fluoro-1H-3-indolil)metillamina

(11b)
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