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Resumen

“ESTUDIO DE SINTESIS Y ACOPLAMIENTO MOLECULAR INDUC IDO DE NUEVOS

DERIVADOS N-4-[4-(1H-INDOL-2-CARBONIL)-1-PIPERAZINIL]JFENIL} ARILAMIDAS.

HETERO BIS-LIGANDOS CON POTENCIAL ACTIVIDAD SEROTON INERGICA 5-HT 5
EN LA BUSQUEDA DE NUEVAS MOLECULAS ANTIDEPRESIVAS.”

Estudios de funcionalizacion del 1H-indol-2-acido carboxilico, condujeron a la
sintesis de una familia de compuestos N-{4-[4-(1H-Indol-2-carbonil)-1-piperazinil]-fenil}-
arilamidas 4(a-h) con potencial actividad serotoninérgica en el sistema nervioso central.
La obtencion de este grupo de compuestos cursé en una secuencia de 3 pasos,

obteniéndose con rendimiento global moderado.

La secuencia sintética utilizada se inicié6 mediante la reaccion del 1H-indol-2-acido
carboxilico con N,N’-Diciclohexilcarbodiimida y 4-nitro-fenilpiperazina, generando la 4-
nitrofenilpiperazinilamida (2) en un 78% de rendimiento. La reduccién de (2) generé la
amina correspondiente (3) en un 50%, que fue sometida a reaccion con una serie de

haluros de acilo para dar finalmente la familia 4(a-h) con rendimientos entre un 65 a 75%.
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Se realizaron estudios de docking de los compuestos 4(a-h) en el receptor 5-HT
obteniéndose puntajes de docking favorables de interaccion entre los ligandos

sintetizados y el receptor.

Xi



Summary

“SYNTHESIS AND DOCKING STUDIES OF NEW N-{4-[4-(1H-INDOLE-2-CARBONYL)-
1-PIPERAZINYL]-PHENYL}-ARYLAMIDE. HETERO BIS-LIGAND S WITH POTENTIAL
5-HT;» SEROTONERGIC ACTIVITY IN THE SEARCH OF NEW ANTIDEP RESSIVE
MOLECULES".

Functionalyzation studies on 1H-indol-2-carboxylic acid, led us to the synthesis of a
series of N-{4-[4-(1H-indole-2-carbonyl)-1-piperazinyl]-phenyl}-arylamides 4(a-h), with

potential serotonergic activity at the 5-HT14 R.

The synthetic sequence took place in a three steps sequence and started by
reaction between 1H-indol-2-carboxylic acid and N,N’-Diciclohexylcarbodiimide with 4-
nitrophenylpiperazine, to give the amide (2) (78% vyield). Further reduction of (4) provided
the corresponding amine (5) in a 50% yield, which was finally reacted with a series of acil
halide to give compounds 4(a-h) with yields between 65 to 75%.
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Docking studies were carried out for compounds 4(a-h) on the 5-HT; R displaying

favorable docking scores of interaction between receptor and ligand synthesized.
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1.-INTRODUCCION

La depresion es un alteracion patolégica del estado de animo que se caracteriza por la
presencia de tristeza, pérdida de interés o placer, sentimientos de culpa, falta de
autoestima, y sensacion de desamparo. Presentandose ademas trastornos cognitivos
como dificultad para concentrarse, cambios fisicos como perdida de energia o fatiga y
otros como irritabilidad, agresividad, disminucion del libido, alteraciones del suefio,
trastornos alimenticios y pensamiento suicida recurrente entre otros™ 2.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé que en el afio 2002 existieron 154
millones de personas que experimentaron trastornos depresivos y de la autoestima,
calculandose que en el afio 2020 esta enfermedad sera la segunda causa de incapacidad

en el mundo™.

En Chile Segun la Encuesta Nacional de Salud (ENS) del afio 2009-2010, la prevalencia
de sintomas depresivos es de un 17,2% siendo mayor en mujeres (25,7%) que en
hombres (8,5%). Ademas se observa mayor prevalencia de estos sintomas en los
segmentos de edad productiva ya que en el rango de edad de 25 a 44 y 45 a 64 afos la
prevalencia es de un 19,4% y 19,2% respectivamente muy por sobre los segmentos de 15
a 24 y +65 en donde la prevalencia registrada fue 14,4% y 11,2% respectivamente, lo que
afecta la productividad debido a un trabajo realizado con desgano ademas de un mayor
ausentismo laboral, lo que finalmente repercute en pérdidas econémicas a nivel personal,

empresarial y pais®.

No obstante los espectaculares avances logrados en ambitos como la neurobioquimica
y/lo farmacologia molecular y la gendémica, no se ha logrado aun disponer de un

conocimiento acabado de su etiologia y tratamiento!.

Teorias de la patologia depresiva

Diversas teorias han intentado explicar los mecanismos fisioldgicos que conducen y
caracterizan esta enfermedad. En este sentido la Teoria Monoaminérgica intenté explicar
primariamente esta patologia en base a una deficiencia o desbalance de los principales
neurotransmisores a nivel cerebral noradrenalina, serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) y

dopamina’ (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de los principales neurotransmisores monoaminérgicos del SNC.
Consecuente con esto, se determiné que la reserpina, un alcaloide utilizado como
farmaco antihipertensivo en los afios 50, bloguea el almacenamiento de monoaminas,

induciendo sintomas depresivos* ®.De igual forma la deplecién de catecolaminas por

métodos dietarios induce un relapso de los sintomas depresivos!*.

Reserpina

Figura 2. Estructura de la Reserpina, alcaloide utilizado como farmaco antihipertensivo.

Posterior a esto se constaté el importante rol de la serotonina en la enfermedad
depresiva, postulandose por tanto que su déficit seria la causa primaria de esta patologia,
derivandose entonces a la Hip6tesis Serotoninérgical™. Esta hipétesis se correlaciona con
estudios que demuestran niveles disminuidos del principal metabolito de la serotonina, el
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), en el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes

depresivos que intentan suicidarse®®.
Serotonina, historia y sus funciones:

La serotonina es un neurotransmisor formado por un anillo indd6lico y una cadena de
etilamina en C-3, aislada por primera vez en 1930 por Ersparmer y cols desde el intestino
delgado llamada de esta forma desde 1940 luego de que fuera redescubierta por Irvin

Pagel® .



Este neurotransmisor se obtiene endégenamente a partir del aminoacido L-triptéfano

segun el siguiente esquema (Figura 3):

Q
OH R OH NH,
NH; HO. NH,  Hidroxitriptéfano HO
A\ Triptofano 5-Hidroxilasa A\ descarboxilasa A\
N N
\ N \
H H
L-Triptéfano 5-Hidroxitriptéfano Serotonina

Figura 3. Sintesis endégena de Serotonina.

Cumple variadas funciones tanto a nivel central como periféricas. En relacion a la primera
estéa involucrado en el estado de animo, control del apetito y actividad sexual entre otros.
A nivel periférico regula el peristaltismo intestinal, facilita la agregacion plaquetaria y

genera vasoconstriccién uterina, solo por mencionar algunos™.

Receptores Serotoninérgicos

Los receptores serotoninérgicos son una familia de receptores acoplados a proteina G
(RAPG) del tipo A (con excepcién de 5-HT3; que es un canal i6nico). El estudio de la
subdivisién de estos receptores comenzaron en la década de los 50, con ensayos
farmacolégicos principalmente en intestino donde se generé la primera clasificacion de
receptores serotonérgicos M y D, ya que eran blogueados por morfina y dibenamina

respectivamente.

A partir de esto se ha determinado la existencia del receptor 5-HT; subdividido en 5
subfamilias (5-HT14,5-HTg,5-HT1p,5-hT1£,5-HT1¢) cada uno de ellos acoplados a proteina
Gi. Ademas de estos el receptor 5-hts, también esta acoplado a este tipo de proteina. El
receptor 5-HT, esta subdividido en 5-HT, y5-HT,s, ambos acoplados a proteina Gq,ll[g].
Como se dijo anteriormente el receptor 5-HT; a diferencia de los anteriores es un canal

i6nico y los receptores 5-HT,4, 5-HTs, y 5HT; estan acoplados a proteina Gs.

A pesar de lo mencionado sobre la teoria Monoaminérgica, esta no explica el hecho de
que los antidepresivos modifican los sistemas de neurotransmision en pocas horas pero el
efecto antidepresivo solo se logra conseguir luego de varias semanas de tratamiento.

Por este motivo se sugiere un proceso de regulacién la alza (up-regulation) de los

receptores 5-HT,; debido al déficit del neurotransmisor que existe, en la enfermedad



depresiva. De esta forma un aumento de serotonina por la accion de ISRS, genera un
aumento de concentracion de serotonina en la zona somatrodendritica, generando una
desensibilizacién de los receptores 5-HT; y la consecuente regulacion a la baja (down-
regulation) de estos receptores. Debido a esto se reinicia la liberacion de serotonina en la
zona axonica, aumentando entonces, la cantidad de neurotransmisor en la terminal
axonica con la consecuente down-regulation de los receptores 5-HT postsinaptico lo que
se correlaciona con el inicio de la actividad antidepresiva. Es asi como esta teoria

explicaria el retraso en el inicio de accién de los antidepresivos!® *2.

De esta forma un nuevo blanco terapéutico se aprecia, ya que mientras mas rapido se
logre la desensibilizacion de receptores 5-HT;, mas rapido se obtendra el efecto

antidepresivo.
Blancos terapéuticos para la accion de farmacos ant  idepresivos

Conocer los sitios de accién de las drogas antidepresivas, nos ayuda a comprender su
mecanismo de accibn, perfiles de efectos secundarios ademas de poder contribuir a

mejorar las terapias existentes hoy en dia.
En este sentido podemos distinguir los siguientes sitios de accién:
1. Monoaminooxidasa (MAO).

La monoaminooxidasa es una enzima encargada de la metabolizacion de aminas
biolégicas (serotonina, adrenalina, noradrenalina y dopamina) ademas de xenobidticos.
Por lo tanto el bloqueo de la enzima genera una disminucion en la metabolizacion de
estos neurotransmisores, con el consecuente aumento de su disponibilidad, generandose,
de esta forma, la actividad antidepresiva. Estos farmacos fueron los primeros de

reconocida actividad antidepresiva.

Estos farmacos fueron quedando en desuso debido a su perfil de efectos secundarios,
entre los cuales se observan, crisis hipertensivas, hepatotoxicidad y riesgos fatales en
sobredosis, no obstante la aparicion de un inhibidor selectivo de la MAO-A, reversible
(moclobemida), a motivado su reutilizacion debido que posee menos efectos adversos
que los inhibidores irreversibles de la MAO, siendo Util en depresiones con demencias y

fobia social™®l.
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Moclobemida
Figura 4. Estructura de la Moclobemida, antidepresivo selectivo de la MAO-A.

2. Bombas de recaptacion de aminas:

Estas son proteinas de membrana situadas en la neurona presinaptica, y tienen como
funcién reingresar el neurotransmisor hacia la neurona presinaptica desde la hendidura
presinaptica. Por lo tanto al inhibir su acciéon se aumenta la cantidad de neurotransmisor
capaz de interactuar a nivel postsinaptico, mejorandose la neurotransmisién y

generandose de esta forma la actividad antidepresiva.

Podemos sefalar la existencia de diversas bombas de recaptacién, donde diferentes

farmacos podran generar su accion. En relacién a esto tenemos:

+» Antidepresivos triciclicos (ATC): Son farmacos cuya estructura esta constituida por
tres anillos fusionados, ademas de poseer una cadena lateral aminada. Actlan
inhibiendo la bomba de recaptacion de noradrenalina, y serotonina. Fueron
ampliamente utilizados pero su uso disminuy6 luego de la aparicién de los inhibidores
de la recaptacion de serotonina debido a sus efectos secundarios debido al bloqueo
de receptores de histamina (H;) provocando sedacion y aumento de peso, bloqueo
alfa 1 (a;) asociado a hipotensién y el bloqueo de receptores muscarinicos (M;) nivel
periférico esta relacionado con sequedad bucal, visibn borrosa, constipacion,
taquicardia, arritmias, entre otros. Ademas de ser riesgosos en sobredosis, ya que
pueden causar convulsiones y ocasionar la muerte debido a arritmias cardiacas.
Dentro de este grupo encontramos farmacos como la imipramina, amitriptilina y

nortriptilina’®.
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Imipranina Amitriptilina Nortriptilina

Figura 5. Estructura de los Antidepresivos Triciclicos.

R/

+» Inhibidores selectivos de la recaptaciéon de Serotonina (ISRS): Son farmacos que
inhiben de forma selectiva la bomba de recaptacion de serotonina, siendo mas
seguros y con mejor tolerabilidad que los ATC e inhibidores de la MAO, ademas una
sobredosis no conduce a un desenlace de muerte aungue no son tan efectivos como
los primeros. Dentro de sus representantes tenemos Fluoxetina, Sertralina y
Citalopram™.

A K O O w
Cl NC

Cl

Fluoxetina Sertralina Citalopram
Figura 6. Estructura de los Inhibidores Selectivos de la Recaptacién de Serotonina.

Ademas entre los antidepresivos clasicos, existe otro grupo de farmacos, de variada
estructura quimica que acttan sobre los blancos farmacolégicos ya sefalados, pero
ademas tienen caracteristicas que los hacen particulares. De estos farmacos podemos
sefialar:

Venlafaxina: inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina y noradrenalina
Bupropion: inhibidor de la recaptacion de noradrenalina y dopamina.

Trazodona: inhibidor débil de la recaptacion de serotonina, antagonista de receptores 5-
HT,, a; y Hi.

Mianserina: Antagonista de receptores a,, 5-HT,, a; y H;.

Mirtazapina: Antidepresivo noradrenérgico y serotoninérgico especifico, antagonista a,,
antagonista 5-HT3, 5-HT3 y H;.
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Figura 7. Estructura de la Venlafaxina y Bupropion.

3. Receptor 5HT ja:
Como se sefald anteriormente, este receptor emerge como un nuevo blanco terapéutico
para el tratamiento de desordenes depresivos. El mecanismo de accién de farmacos se
basa en la desensibilizacién de estos autoreceptores.
Un farmaco capaz de actuar sobre este receptor es vilazodona, una alquilindolamina, de
mecanismo de accién dual, agonista parcial del receptor 5-HT;x e inhibidor de la

recaptacion de serotonina™>*®,

NH,

O

\

N
/
H Vilazodona

Figura 8. Estructura de la Vilazodona.

Nucleo inddlico y esqueleto arilpiperazina.

Entre los compuestos heterociclicos, el nicleo inddlico exhibe una altisima relevancia a
nivel biolégico debido a que, forma parte de estructuras proteicas estando asimismo
presente en la arquitectura del L-Tript6fano, el que posteriormente puede convertirse en
serotonina (neurotransmisor de alta importancia a nivel de SNC y SNP), este a su vez
puede metabolizarse a melatonina (involucrada en el ciclo vigilia-suefio),ademas de ser el
esqueleto farmacdéforo de variados compuestos medicinales. Al detallar este Gltimo punto
la tabla 1 muestra las diferentes actividades farmacoldgicas de algunos derivados

inddlicost® 2!,



Tabla 1: Derivados inddlicos y actividad bioldgica.

Derivado Indoélico Actividad Biol6gica
Indometacina Analgésico y antiinflamatorio
Fedosal Analgésico
Etodolaco Antiartritico
Sumatriptan Antimigranoso
Noratriptan Estimulante de SNC
Pindolol Antihipertensivo
Indolmicina Antibidtico
Adrenocromo Hemostatico

Ademas de estos medicamentos diversos estudios postulan otras actividades bioldgicas,

las cuales se resumen en el siguiente cuadro (Figura 9 )*%:

Anagesico Antiinflamatorio

Antifingico Anticancerigeno

Antimicrobiano \ /Antihipertensivo

Antiviral \\ ____—Antihistaminico
Actividad insecticida \ AntiVIH
Antituberculoso — N Antioxidante
Antagonista opioide — J' T Antidiabético

pro—tromb(’)ticu/ Fotoquimioterapeutico

Antidepresivo, tranquilizante, Anticonvulsivante

Figura 9. Cuadro resumen de las actividades bioldgicas estudiadas y atribuidas al nticleo indélico.

Por este motivo resulta muy interesante su utilizacion en la generacién de nuevas

moléculas, en especial que puedan generar actividad a nivel del SNC.

Diversos estudios respaldan la importancia estructural del esqueleto de arilpiperazina, en
la obtencion de ligandos afines al receptor 5-HT 4. Esta porcion estructural se presenta en
una familia de farmacos que activan receptores 5-HT;4 con actividad ansiolitica, como son

la buspirona, tandospirona, gepirona e ipsapirona®*?4 (Figura 10).
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Figura 10. Farmacos que actuan sobre receptores 5-HT;,.

En este sentido, trabajos previos realizados en nuestro laboratorio Pessoa-Mahana y cols.
sintetizaron de una familia de derivados 2-benzotiofenalquilpiperazinas (Figura 11) las
gue exhibieron afinidades micromolares en estudios de afinidad por el receptor 5-HT, 2%

Figura 11. Esqueleto de benzotiofenpiperazinas.

Dada la relevancia del receptor 5-HT; en la enfermedad depresiva y su potencialidad
como nuevo blanco para drogas antidepresiva se considero realizar estudios de sintesis
de una familia de derivados bis-ligandos inddlicos, esto basado en la reactividad del
nudcleo inddlico y su presencia en la estructura de la serotonina en conjunto a la union de
este a anillos de arilpiperazina los cuales presentan alta afinidad por este tipo de
receptores. Ademas se realiz6 andlisis de acoplamiento molecular ("Docking") de esta
familia de nuevos ligandos con el objetivo de:

» pronosticar las interacciones que tendran estos ligandos con los aminoacidos
insertos en el receptor,
» determina las moléculas que podrian tener una mejor respuesta biolégica para asi

evaluar esos compuestos en, por ejemplo, pruebas de unién de ligando.

En la figura 12 se muestra la familia de indolfenilpiperaniza estudiada.



Figura 12. Familia de Estudio. R=H, Cl, F, Br, OCH3, CH;.

z—T
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2.- HIPOTESIS

N-{4-[4-(1H-indol-2carbonil)-1-piperazinil]fenillarilamidas presentaran interacciones
favorables en el bolsillo hidrofilico del receptor 5-HT1,, basado en la conocida bioactividad
de derivados del nlcleo inddlico en receptores serotoninérgicos centrales y la
comprobada accién farmacolégica de esqueletos arilpiperazinicos, como una molécula

afin al receptor 5-HT 4

3.- OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y modelar nuevos bis-ligandos de naturaleza inddlica con potencial
actividad serotoninérgica de accién central anexado a estudios de modelacion molecular

ligando-receptor al receptor 5-HT 4.

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Estudio de sintesis y caracterizacion de los siguientes productos:

*  N-{4-[4-(1H-Indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida(4a).

*  4-Cloro-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida(4b).

»  3-Fluoro-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida(4c).
*  3-Bromo-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida(4d).
*  4-Metil-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil[fenil}-benzamida(4e).

*  4-Fluoro-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida (4f).
e 3-Metoxi-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida (49).

ii) Estudios de acoplamiento molecular Inducido:

Determinacion del sitio de unién de la serie de ligandos arilpiperazinilindoles en el
receptor 5-HT;4 mediante un estudio teérico de acoplamiento molecular en dicho
receptor utilizando el programa Autodock 4,1. Determinacién y descripcion del modo
de interaccion de los derivados de la serie arilpiperazinilindoles de los compuestos

en estudio.
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5.- MATERIALES Y EQUIPOS

Materiales.

Solventes.

Los solventes utilizados fueron de calidad Sigma-Aldrich, Merck (p.a.) y de grado
técnico: Acetonitrilo, acido acético, etanol, metanol, tetrahidrofurano, trimetilamina, fueron
de calidad p.a. Acetato de etilo, diclorometano, y hexano fueron adquiridos en grado
técnico, purificados por destilacién y posteriormente secado con sulfato de sodio anhidro

para su uso en cromatografia en capa fina y cromatografia en columnas.
Reactivos.

e 1H-indol-2-acidocarboxilico (Aldrich 98%).
» 4-Nitrofenilpiperazina (Aldrich 97%).

* N,N’-Diciclohexilcarbodimida (Merck 99%).
e 4-(Dimetilamino)piridina (Merck 99%).

» Hierro metélico (Merck 99%).

» Cloruro de benzoilo (Merck 99%).

» 4-Clorobenzoilo cloruro (Merck 98%).

e 4-Fluorobenzoilo cloruro (Merck 98%).

» 4-Metilbenzoilo cloruro (Merck 99%).

» 3-Bromobenzoilo cloruro (Merck 99%).

e 3-Fluoro benzoilo cloruro (Merck 98%).

+ Acido 3-metoxibenzoico (Merck 98%).

e 3-Fluorobenzoilo cloruro (Merck 98%).

12



Equipos.

Para la purificacion de lo compuestos sintetizados se utilizaron placas
cromatograficas de Silica gel Merck 60 (70-230mesh) y DC-alufolien 60 Fu, para

columnas y cromatografia de capa fina respectivamente.

Los andlisis de espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear (*H RMN y *3C
RMN) se realizaron en un espectrémetro Bruker modelo Advance DRX-300. Para estos
andlisis se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO-ds) al 99,9%. Los desplazamientos quimicos se
expresaron en ppm (0) y las constantes de acoplamiento J en Hertz (Hz). El estandar

interno que se utilizé para la determinacion de los espectros fue tetrametilsilano (TMS).

Para la obtencion de los espectros de infrarrojo (IR), se midieron las muestras en
un espectrofotometro FT-IR Bruker IFS 55, en el cual se utilizé discos de KBr como

medio de dispersion. Las sefiales obtenidas se expresaron en longitud de onda (cm™).

La determinacion de los puntos de fusién se realiz6 en una placa calefactora

Reichert 2102. Los datos obtenidos se expresan en °C.

Los analisis de espectrometria de masa se realizados con un espectrometro de
masas Modelo MAT 95XP, ThermoFinnigan. Analizador de doble enfoque, sector
magneético y eléctrico.
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6.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

2-{[4-(4-Nitrofenil)-1-piperazinil]jcarbonil}1  H-indol (2a).

i
N
\ OH [Nj DCC/DMAP
o
0,

>
N Acetonitrilo
\
H
(1a)

N

Se disolvi6 acido 2-indolilcarboxilico (1a) (400 mg, 1,24 mmoles), p-
nitrofenilpiperazina (568 mg, 1.36 mmoles), dimetilaminopiridina (DMAP), (304 mg, 1.24
mmoles), y diciclohexilcarbodimida (DCC) (608 mg, 1.49 mmoles) en acetonitrilo (50 mL)
agitandose a 80°C por 3.0 horas a reflujo. Transcurrido ese tiempo se extrajo con acetato
de etilo (50 mL x 4), se sec6d con sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio.
Posteriormente se purifico por cromatografia en columna en gel de silice eluida en fase
movil de acetato de etilo: hexano (1:1), obteniéndose el producto 2a puro con un 78% de

rendimiento (680 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.65 (s.ancho, 4H, 3’y 5' H-pip), 3.98 (s.ancho, 4H,
2'y 6' H-pip), 6.92 (s, 1H, 3-H), 7.01 (d, 2H 2"-H y 6"-H, J = 9 Hz), 7.10 (t, 1H, 5-H J=7.5
Hz), 7.24 (t, 1H, 6-H J = 7.5 Hz), 7.50 (d, 1H, 7-H J = 9 Hz), 7.67 (d, 1H, 4-H, J = 6 Hz),
8.13 (d, 2H 3"-H y 5"-H, J = 9 Hz), 11.69 (s, 1H, N-H). *C-RMN (75 MHz, DMSO-ds):
(39.7) x 2, (45.7) x 2, 104.5, 112.1, (112.2) x 2, 119.8, 121.4, 123.4, (125.7) x 2, 126.8,
129.6, 136, 136.9, 154.2, 162.1. p.f. 256- 257.1 °C. IR (cm™): 3406 (N-H), 3081 (C-H
Arom), 1594 (NHC=0), 1513 (NO, asim), 1317 (NO, sim). Andlisis Elemental C15H;15N,O:s.
Tedrico: C,65.13; H, 5.18; N, 15.99. Experimental. C, 63.50; H, 5.06; N 15.65.
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4-[4-(1H-2-indolilcarbonil)-1-piperazinil]-anilina (3a).

NO,

8

()

F 0
\ N\) ¢ '
N H,O/EtOH/AcOH
|\4 o)

(2a) (3a)

A una solucion de agua: etanol: acido acético 1:1:1 (50 mL), se adicioné
nitrofenilpiperazinilindol 2a (920 mg, 2.62 mmoles) y Fe°® (1180 mg, 20.96 mmoles). La
mezcla se dejé agitando por 50 minutos a 70°C, transcurrido este tiempo, se agreg6 100
mL de agua y se neutraliz6 con bicarbonato de sodio. Posteriormente se extrajé con
acetato de etilo (50 mL x 4), se sec6 con Na,SO, anhidro y se concentré al vacio. El crudo
de reaccion se purifico por columna cromatografica en gel de silice en fase movil Acetato
de etilo: hexano: metanol (4:1:1), obteniéndose el producto 3a como un sdlido con 50% de

rendimiento (424 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) : 2.96 (m, 4H, 3'-H y 5'-H), 3.88 (s.ancho, 4H, 2'-H y
6'-H), 4.70 (s.ancho, 2H, NH,), 6.52 (d, 2H, 3"-H y 5"-H 0 2"-H y 6"-H J =8.6 Hz), 6.74 (d,
2H, 3"-Hy 5"-H 0 2"-H y 6"-H J = 8.6 Hz), 6.83 (d, 1H, 3-H J = 1.8 Hz), 7.05 (t, 1H, 5-H J =
7.5 Hz), 7.19 (t,1H, 6-H J = 7.4 Hz), 7.43 (d, 1H, 7-H J =8.1), 7.62 (d, 1H, 4-H J = 8.0),
11.63 (s, 1H, N-H). **C-RMN (75 MHz, DMSO-dg): (39.3) x 2, (50.6) x 2, 103.6, 111.6,
(114.2) x 2, (118.2) x 2, 119.3, 120.9, 122.8, 126.3, 129.4, 135.5, 141.5, 142.3, 161.5. p.©:
222.9- 224.6 °C. IR (cm™): 3433 (N-H), 3324 (N-H asim), 3277 (N-H sim), 3062 (C-H
Arom), 1624 (Def. N-H), 1599 (NHC=0) 1513 (C=C Arom). Analisis Elemental C;9H,,N4O.
Tedrico: C, 71.23; H,6.29; N, 17.49. Experimental. C, 69.68; H, 6.41; N 16.83.
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N-{4-[4-(1 H-indol-2-carbonil)-1-piperazinillfenil}-benzamida(4  a).

N (0]
Q7
"l e 1 i

H

(3a) (4a)

A una solucion de cloruro de benzoilo (89 mg, 0.63 mmoles) en THF (40 mL), se
agrego trietilamina (0.09 mL. 0.63 mmoles), luego se adicion6 gota a gota la amina 3a en
THF (20 mL) (210 mg, 0.63 mmoles). Se dejo agitar a temperatura ambiente por 3 horas.
Luego se agregd agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccién fue extraido con
acetato de etilo (50mL x 4) lavado con una solucién de bicarbonato de sodio (40 mL x 1),
secado con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré en un evaporador rotatorio. El
residuo solido fue purificado por cromatografia en columna en gel de silice con fase movil
acetato de etilo: hexano (2:1). El producto puro 4a obtenido present6 rendimiento de 75%
(209 mg).

'H _RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.21 (m, 4H, 3'-H y 5'-H), 3,92 (s.ancho, 4H, 2-H y
6'-H), 6.86 (d, 1H,3-H J = 1.44 Hz), 6.99 (d, 2H, 3"-H y 5"-H 0 2"-H y 6"-H J = 9.1 Hz), 7.06
(t, 1H 5-H J = 7.4 Hz), 7.20 (t, 1H, 6-H J = 7.6 Hz), 7.44 (d, 1H, 7-H, J = 9 Hz), 7.54 (m,
3H, 3"-H,4"-H'y 5"-H), 7.6 (d, 1H, 4-H J =9 Hz), 7.67 (d, 2H, 3-Hy 5-H 0 2"-H y 6"-H J =
9.1 Hz), 7.95 (d, 2H, 2"-H y 6"-H J = 6.57 Hz), 10.09 (s, 1H, OCN-H), 11.63 (s, 1H, N-H).
3C .RMN (75 MHz, DMSO-dq): (39.9) x 2, (48.6) x 2, 103.7, 111.6, (115.6) x 2, 119.3,
120.9, (121.1) x 2, 122.8, 126.3, (127.1) x 2, (127.9) x 2, 129.4, 130.9, 131.1, 134.7,
135.9, 146.7, 161.6, 164.5. p.f: 248.5- 249.8 °C. IR (cm™): 3311 (N-H), 3054 (C-H arom),
1650 (C=0), 1625 (Def. N-H), 1599 (NHC=0), 1519 (C=C arom). HRMS: Masa exacta
calculada: 424.18993. Experimental: 424.19030.
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4-Cloro-N-{4-[4-(1 H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida(4  b).

NH, 3

\__ )5
-~ : b=
4 >
\ N\) + o _(EON ’ < 1@ s
N . THF 6 5 6
. 7

N
\1 o
H

(3a) (4b)

A una solucion de cloruro de 4-clorobenzoilo (131 mg, 0.75 mmoles) en THF (40
mL), se agrego trietilamina (0.1 mL. 0.75 mmoles), luego se adicioné gota a gota la amina
3a en THF (20 mL) (210 mg, 0.63 mmoles). La mezcla se agité a temperatura ambiente
por 3 horas y se adicion6 finalmente agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccion
fue extraido con acetato de etilo (50 mL x 4) lavado con una solucién de bicarbonato de
sodio (40 mL x 1), y secado con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentra en un
evaporador rotatorio. El residuo soélido es purificado por cromatografia en columna en gel
de silice con fase movil acetato de etilo: hexano (2:1). EIl producto puro obtenido 4b

presento rendimiento de 70 % (210 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.32 (s.ancho, 4H, 3'-H y 5’-H), 3.92 (s.ancho, 4H,
2'-H y 6'-H), 6.85 (s, 1H, 3-H), 6.99 (d, 2H, 2"-H y 6"-H, J = 8Hz), 7.06 (t, 1H, 5-H, J =
8Hz), 7.20 (t, 1H, 6-H, J = 8Hz), 7.44 (d, 1H, 7-H, J = 8 Hz), 7.58-7.66 (m, 5H, 3"-H, 5"-H,
3"-H, 5”-H y 4-H), 7.97 (2H, 2"-H y 6”-H), 10.2 (s, 1H, NHCO), 11.61 (s, 1H, N-H). **C-
RMN (75 MHz, DMSO-de): (40.2) x 2, (49.4) x 2, 104.5, 112.4, (116.4) x 2, 120.1, (121.7) x
2,121.9, 123.6, 127.2, 128.8, (129.9) x 2, (130.2) x 2, 132.1, 136.3, 136.4, 147.7, 162.4,
164.2, 168.8. p.f: 270- 271.9 °C. IR (cm™): 3420 (N-H), 3324 (N-H), 3051 (C-H arom),
2955 (C-H alif), 1647 (C=0), 1600 (NHCO), 1574 (C=C arom). HRMS: Masa exacta
calculada: 458.15095. Experimental: 458.14961.
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3-Fluoro-N-{4-[4-(1 H-indol-2-carbonil)-1-piperazinillfenil}-
benzamida(4c).

NH, 3"
on
o et
N 5 4 , N~ 6"
3 2
Q'\HNQ LN Q—HQ
l‘l \ + THF 7 ’\\11 2 \ 6
F H
(3a) (4c)

A una solucién de cloruro de 3-fluorobenzoilo (119 mg, 0.75 mmoles) en THF (40
mL), se agrego trietilamina (0.10 mL. 0.75 mmoles), luego se adiciond gota a gota la
amina 3a en THF (20 mL) (200 mg, 0.63 mmoles). Se dejé agitar a temperatura ambiente
por 3 horas y se adiciondé agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccion fue
extraido con acetato de etilo (50 mL x 4) lavado con una solucién de bicarbonato de sodio
(40 mL x 1), y secado con sulfato de sodio anhidro, se filtra y se concentra en un
evaporador rotatorio. El residuo soélido es purificado por cromatografia en columna en gel
de silice con fase movil acetato de etilo: hexano (2:1). EI producto puro 4c obtenido

presentd rendimiento de 72 % (199mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.32 (s.ancho, 4 H, 3-H y 5'-H), 3.92 (s.ancho,
4-H, 2'-H y 6°-H), 6.85(s, 1H, 3-H), 7.00(d, 2H, 2"-H y 6"-H, J = 8Hz), 7.06(t, 1H, 5-H, J =8
Hz), 7.20 (t, 1H, 6-H, J = 8Hz), 7.43 (m, 2H, 7-H y 5"-H), 7.55-7.66 (m, 4H, 3"-H , 5"-H, 4-
Hy 2"-H), 7.76 (d, 1H, 6”-H, J =8 Hz), 7.81 (d, 1H, 4”-H, J = 8 Hz), 10.15 (s, 1H, NHCO),
11.62 (s, 1H,N-H). *C-RMN (75 MHz, DMSO-dg): (40.2) x 2, (49.4) x 2, 104.5, 112.4,
114.7 (d,3c.r= 23 Hz), (116.2) x 2, (116.4) x 2, 118.3, 120.1, 121.8 (d,%Jc¢= 25 Hz), 122.5,
123.6, 124.1, 127.2, 130.2, 131, 136.3, 136.4, 147.7, 162.3 (d, “Jcr= 243 Hz), 162.4,
163.9. p.f: 250- 250.7 °C. IR (cm™): 3420 (N-H), 3302 (N-H), 3057 (C-H arom), 2917-2815
(C-Halif), 1656 (CONH), 1599 (CONH def NH), 1519 (C=C arom), 1480 (C=C arom).
HRMS: Masa exacta calculada: 442.18050. Experimental: 442.17944.
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3-Bromo- N-{4-[4-(1 H-indol-2-carbonil)-1-piperazinillfenil}-
benzamida(4d).

NH,
(\N‘ [e) ; A . (3'\' L
3
l‘l \ + THF 7 ,\\11 2 \ 6
" 3a) o " (4d)

A una solucién de cloruro de 3-bromobenzoilo (165 mg, 0.75 mmoles) en THF (40
mL), se agreg6 trietilamina (0.10 mL. 0.75 mmoles), luego se adicion6 gota a gota la
amina 3a en THF (20 mL) (200 mg, 0.63 mmoles). Se dej6 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 (50 mL x 4), lavado con una solucion de bicarbonato de sodio
(40mL x 1), y se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra y se concentra en un
evaporador rotatorio. El residuo soélido es purificado por cromatografia en columna en gel
de silice con fase moévil acetato de etilo: hexano (2:1). El producto puro 4d obtenido

presento rendimiento de 75% (236 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.32 (s.ancho,4H, 3’y 5’ H-pip), 3.92 (s.ancho, 4H,
2'y 6' H-pip), 6.85 (s, 1H, 3-H), 6.99 (d, 2H 2"-H y 6"-H, J = 6 Hz), 7.06 (t, 1H, 5-H J = 4.5
Hz), 7.2 (t, 1H, 6-H J = 4.5Hz), 7.48 (m, 2H, 7-H y 5""-H), 7.64 (m, 3H, 4-H, 3"-H y 5"-H),
7,77 (d,1H 6”-H J = 6 Hz), 7.96 (d, 1H 4™-H J = 3 Hz), 8.14 (s, 1H, 2™-H), 10.16 (s, 1H,
NHCO), 11.58 (s, 1H, N-H), **C-RMN (75 MHz, DMSO-ds): (39.8) x 2, (49.4) x 2, 104.5,
112.4, (116.4) x 2, 120.1, 121.7, (122) x 2, 123.6, 127.1, 127.2, 130.3, (130.5) x 2, 130.9,
131.6, 134.4, 136.4, 137.7, 147.8, 162.4, 163.8. p.f: 196.8- 199.5 °C. IR (cm™): 3424 (N-
H), 3347 (N-H), 3067 (C-H Arom), 1667 (C=0), 1596 (NHC=0), 1519 (C=C Arom). HRMS:
Masa exacta calculada: 502.10044. Experimental: 502.09923.
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4-Metil-N-{4-[4-(1 H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida(4  e).

\ N cl (Et)sN 1 N
N 1 2

| (6]
H

(3a) (4e)

A una solucion de cloruro de 4-metilbenzoilo (116 mg, 0.75 mmoles) en THF (40
mL), se agrega trietilamina (0.1 mL. 0.75 mmoles), luego se adicion6 gota a gota la amina
3a en THF (20 mL) (200 mg, 0.63 mmoles). Se dejé agitar a temperatura ambiente por 3
horas y se adiciona agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccion es extraido con
acetato de etilo (50 mL x 4) lavado con una solucion de bicarbonato de sodio (40mL x 1),
se seca con sulfato de sodio anhidro, y finalmente concentrado en un evaporador
rotatorio. El residuo sélido es purificado por cromatografia en columna en gel de silice con
fase movil acetato de etilo: hexano (2:1). El producto puro obtenido 4e presentd un
rendimiento de 68 % (186 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-de): 2.38 (s, 3H, H-alif), 3.21 (s.ancho, 4H, 3’y 5’ H-
pip), 3.92 (s.ancho, 4H, 2’ y 6’ H-pip), 6.86 (s, 1H, 3-H), 6.99 (d, 2H 2"-H y 6"-H, J = 9Hz),
7.06 (t, 1H, 5-HJ=7.5Hz), 7.2 (t, 1H, 6-H J = 7.5 Hz), 7.32 (d, 2H, 3"-H y 5"-H, J = 6Hz),
7.44 (d, 1H, 7-H J = 9 Hz), 7.64 (t, 3H, 4-H, 3"-H y 5"-H), 7,87 (d, 2H 2"-Hy 6™-H, J =9
Hz), 10.1 (s, 1H, NHCO), 11.63 (s, 1H, N-H), *C-RMN (75 MHz, DMSO-de): 20.95, (39.7)
X 2,(49.1) x 2, 104.1, 112, (116) x 2, 119.7, (121.3) x 2, 121.4, 123.2, 126.8, (127.5) x 2,
(128.8) x 2, 129.8, 131.6, 132.2, 135.9, 141.2, 147.1, 162, 164.8. p.f: 260.2- 261 °C. IR
(cm™): 3423 (N-H), 3298 (N-H), 3050 (C-H arom), 2916-2814 (C-H alif), 1649 (C=0), 1600
(CONH), 1516 (C=C arom).HRMS: Masa exacta calculada: 438.20558. Experimental:
438.20635.
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4-Fluoro- N-{4-[4-(1 H-Indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-benzamida
(4f).

NH,

0

Q Y,
N 5 4 ” N e
3
N F THF y »‘:2 °
(o)
H

\ o) 1

" (3a) (4f)

A una solucién de cloruro de para-fluorbenzoilo (119 mg, 0.75 mmoles)en THF (40
mL), se agreg0 trietilamina (0.1 mL. 0.75 mmoles), luego se adicioné gota a gota la amina
3a en THF (20 mL) (210 mg, 0.63 mmoles). Se dejo agitar a temperatura ambiente por 3
horas. Luego se adiciono agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccién fue
extraido con acetato de etilo (50mL x 4) lavado con una solucién de bicarbonato de sodio
(40mL x 1), y secado con sulfato de sodio anhidro, la mezcla se filtra y se concentra en
un evaporador rotatorio. El residuo sélido fue purificado por cromatografia en columna en
gel de silice con fase movil acetato de etilo: hexano (2:1). El producto puro 4f obtenido

presentd rendimiento de 74% (214 mg).

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.22 (s.ancho,4 H, 3-H y 5°-H), 3.92 (s.ancho, 4H,
2-H y 6'-H), 6.86 (s,1H, 3-H), 7.00 (d, 2H, 2"-H y 6"-H, J = 8Hz), 7.06 (t, 1H, 5-H, J = 8Hz),
7.20 (t,1H, 6-H, J = 8Hz), 7.36 (m, 2H, 3"-H y 5"-H ), 7.44 (d, 1H, 7-H, J = 16Hz), 7.62-
7.66 (m, 3H, 3™-H, 5"-H y 4-H), 8.03 (m, 2H, 2”-H y 6”-H), 10.11 (s, 1H, NHCO), 11.62 (s,
1H, N-H). *C-RMN (75 MHz, DMSO-de): (40.3) x 2, (49.4) x 2, 104.5, 112.5, 115.5 (d,?Jc.
r= 22 Hz) x 2, (116.5) x 2, 120, 121.7, (121.9) x 2, 123.6, 127.2, 130.2, 130.6 (d, *Jcr.= 9
Hz) x 2, 131.8 (d, “Jce= 2.2 Hz), 136.3, 147.6, 159.5, 162.4 (d, Jcr= 260 Hz),
164.3,165.5. p.f: 260.2 - 261 °C. IR (cm™): 3423 (N-H), 3315 (N-H), 3060 (C.H arom),
2914-2813 (C-H alif), 1650 (CONH) 1601 (C=0), 1517 (C=C arom), Analisis Elemental
CosH23FN4O,. Tebrico: C,70.57; H, 5.24; N, 12.66. Experimental. C, 67.97; H, 5.25; N
12.77.
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3-Metoxi- N-{4-[4-(1 H-Indol-2-carbonil)-1-piperazinillfenil}-benzamida
(49).

NH2

NL \ 2) (Et)3N/THF 21 2
(3a) (49)

Se disolvié acido 3-metoxibenzoico (128 mg, 0.75 mmoles) en cloruro de tionilo
(SOCI,) (40 mL) agitandose a 70°C por 45 minutos. Transcurrido este tiempo se
rotavapora el SOCL, a sequedad obteniéndose un compuesto oleoso, al cual se agregd
trietilamina (0.1 mL. 0.75 mmoles), luego se adicioné gota a gota la amina 3a en THF (20
mL) (210 mg, 0.63 mmoles). Se dejo agitar a temperatura ambiente por 3 horas. Luego se
adiciono agua (60 mL), posteriormente el crudo de la reaccion fue extraido con acetato de
etilo (50mL x 4) se seco con sulfato de sodio anhidro, y lavado con una solucién de
bicarbonato de sodio (40mL x 1), se filtr6 y se concentré en un evaporador rotatorio. El
residuo sélido fue purificado por cromatografia en columna en gel de silice, utilizando
como fase movil acetato de etilo: hexano (2:1). El producto puro 4g se obtuvo con un
rendimiento de 66% (187mg).

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3.21 (s.ancho, 4H, 3'-H y 5°-H), 3.84 (s, 3H, OCH,),
3.92 (s.ancho, 4H, 2'-H y 6°-H), 6.86 (s,1H, 3-H), 6.99 (d, 2H, 2"-Hy 6"-H, J = 6 Hz), 7.06
(t, 1H, 5-H, J = 4.5 Hz), 7.14 (d, 1H, 4"-H, J = 6 Hz), 7.21 (t, 1H, 6-H, J = 4.5Hz), 7.43 (t,
2H, 7-H y 5™-H, J = 7.5Hz), 7.49 (s, 1H, 2"-H), 7.54 (d, 1H, 6"-H, J = 6), 7.65 (t, 3H, 3"-H,
5"-H, 4-H), 10.06 (s, 1H, NHCO), 11.63 (s, 1H, N-H). *C-RMN (75 MHz, DMSO-dg): (40.2)
X2, (49.4) x 2, 55.7, 104.5, 112.4, (116.4) x 2, 120.1, (121.7) x 2, 121.9, 123.6, 127.2,
128.8, (129.9) x 2, (130.2) x 2, 132.1, 136.3, 136.4, 147.7, 162.4, 164.2, 168.8. p.f: 201.3 -
204 °C. IR (cm™): 3286 (N-H), 3053 (C-H Arom), 1647 (C=0), 1593 (NHC=0) y (Def. N-
H).Analisis Elemental C,;H,sN,O3. Tedrico: C, 71.35; H, 5.77; N, 12.33. Experimental. C,
69.90; H, 6.14; N 12.18.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

Considerando los argumentos presentados anteriormente, el objetivo primordial
fue obtener nuevos ligandos con actividad serotoninérgica sobre receptores 5-HT,,
plantedndose la sintesis de ocho compuestos inddlicos de naturaleza bis-ligandos.
Nuestro estudio se sustenta en la bioactividad de derivados de nucleo inddlico sobre
receptores serotoninérgicos centrales ademas de la conocida accién farmacolégica del
esqueleto arilpiperazinico sobre receptores 5-HT,, y otros acoplados a proteina G (RAPG)
como el 3, adrenérgico[%' 21 Ademas del estudio sintético, se realizaron estudios teéricos
de acoplamiento molecular (Docking), los cuales tienen por objetivo entregar informacién
acerca de las interacciones que pueden existir entre los grupos funcionales en las
moléculas disefiadas y los aminoacidos que constituyen el receptor, siendo por tanto una
herramienta valiosa que permite analizar nuestro estudio sintético, generar una
aproximacion a los resultados que se pueden obtener al realizar pruebas biolégicas y por

lo tanto ayudarnos a la eleccion de ligandos para este tipo de ensayos.

)} Estudio sintético de los ligandos sintetizados.
7
H
\ S
N

Figura 13. R=H, Cl, F, Br, OCH, CH;.

La familia en estudio fue disefiada mediante el siguiente esquema retrosintético (figura)14

|
p NH, NO,
HN @ @

e D8 end? =
@?}‘%J e CD“P %
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Figura 14. Esquema retrosintético para la obtencién de la familia.

En relacion al esquema retrosintético planteado, la sintesis toma lugar inicialmente
con la con la formacién del derivado 2-{[4-(4-nitrofenil)-1-piperazinil]carbonil}

1) Obtencion del derivado (2a). 2-{[4-(4-nitrofenil)-1-piperazinil]carbonil}-1H-indol.

NO,

La sintesis del compuesto 2a cursa por tratamiento del acido 2-indolilcarboxilico
(1a) en presencia de 4-nitrofenilpiperazina, dimetilaminopiridina (DMAP), vy
Diciclohexilcarbodiimida (DCC) en acetonitrilo a reflujo. La reaccion se completa luego de
3 horas, obteniéndose un producto de color amarillo intenso, color caracteristico de los

compuestos nitrados.

La reaccion tomaria curso bajo el mecanismo de Steglich por reaccion del acido
carboxilico con la DCC generandose 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 15 ).
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Figura 15. Mecanismo propuesto de formacion del compuesto 2a.
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En adicién a lo anteriormente sefialado, la reaccion podria mecanisticamente
tomar curso por medio de una reaccion acido-base entre el acido carboxilico y la DMAP
donde se generaria una especie carboxilato de mayor nucleofilia que reaccionaria con la
DCC induciendo asi un buen grupo saliente para la sustitucion nucleofilica con 4-

nitrofenilpiperazina. (Figura 16)
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Figura 16. Mecanismo alternativo de formacion del compuesto 2a.
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En el producto 2a destacan, en el espectro *H-RMN, dos singletes a &: 3.65 ppm y &: 3.98
ppm asignables a los protones piperazinicos. Los dos dobletes a 6: 7.1 ppm y &: 8.13 ppm
correspondientes al sistema AB del anillo aromatico 1,4 disustituido de la fraccién
arilpiperazinica. Las sefales del nucleo inddlico se presentan como un singulete a &: 6.92
ppm, dos tripletes a &: 7.1 ppm y otro a &: 7.24, dos dobletes a &: 7.5 ppm y a &: 7.67,
ademas del singulete a 6: 11.69 ppm correspondientes al hidrogeno de la porcién N-H del
indol. Entre las diferentes sefiales del **C-RMN podemos mencionar la presencia de las
sefales a &: 39.7 ppm y a &: 45.7 ppm correspondientes a las sefiales de los carbonos
piperazinicos y la sefial del carbono amidico a &: 162.1 ppm. En el IR se aprecian las

bandas correspodientes al grupo nitro a &: 1513y 1317 cm™.
2) Obtencién del derivado (3a). 4-[4-(1H-2-indolil-carbonil)-1-piperazinil]-anilina.

NH,

Esta etapa cursa mediante la reduccién del compuesto 2a con hierro metdlico en
medio acético, calentamiento (70°C) por 50 minutos. A medida que la reaccion avanza, la
solucién heterogénea toma un color verde-marron, la cual al ser purificada por columna
cromatogréfica genera un compuesto solido de color café. El 'H-RMN destacan la
aparicion de un singulete ancho a &: 4,71 ppm correspondiente a los hidrégenos del grupo
amina. Por otra parte se aprecian dos dobletes muy cercanos correspondientes al sistema
AB 1,4 disustituido del anillo aromatico de la fraccion arilpiperazinica a &: 6.52 ppm y o:
6.74 ppm. En el IR se observan las sefales correspondientes al grupo NH-Ar a &: 3324,
3277 cm™.
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3) Obtencion del derivado (4a). N-{4-[4-(1H-Indol-2-carbonil)-1-piperazinillfenil}-
benzamida.

ol

\
0

El producto 4a se forma a partir del la reaccion entre el compuesto 3a y cloruro de
benzoilo en THF y en presencia de trietilamina durante 3 horas a temperatura ambiente,
obteniéndose un sélido de color blanco.

En el espectro de *H-RMN se aprecia la existencia de un nuevo sistema aromaético,
al compararlo con el reactivo inicial 3a, representado por las sefiales multiplete a 6. 7,54
ppm para los hidrégenos de las posiciones 3, 4 y 5 del nuevo anillo bencénico ademas del
doblete a &: 7,95 ppm asignados a los hidrégenos de las posiciones 2 y 6 del mismo
anillo. Ademas se aprecia la aparicion de una sefial singulete a 10,1 para la amida N-H
formada. Al IR observamos la presencia del carbonilo amidico a & 1599 cm™ vy la
deformacion N-H a &: 1625 cm™.

4) Obtencion del derivado (4b).  4-Cloro-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-

piperazinil[fenil}-benzamida.
Cl

o0
Co-

El producto 4b se forma a partir por la reaccion entre el compuesto 3a y cloruro de

T

4-clorobenzoilo en THF anhidro, en presencia de trietilamina durante 3 horas a

temperatura ambiente, obteniéndose un sélido de color blanco.

En el espectro *H-RMN se observa la desaparicion de la sefial correspondiente al
hidrogeno de la posicién 4 del anillo fluorado y la aparicion nuevas sefiales para los

hidrogenos de las posicion 2, 3, 5y 6 de esta porcion arilica. De estos hidrogenos, los
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correspondientes a la posicion 3 y 5 se visualizan como un multiplete en un rango de &:
7,58 - 7.66 ppm. Los hidrégenos de la posicion 2 y 6 de este anillo se encuentran a o:
7,97 ppm como doblete. En relacion al espectro IR podemos mencionar las sefiales del

carbonilo a 1600 cm™ y la sefial C=C arom a 1574 cm™ .

5) Obtencién del derivado (4c).  3-Fluoro-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-
benzamida.

El producto 4c se forma a partir del la reaccion entre el compuesto 3a y cloruro de
3-fluorobenzoilo en THF y en presencia de trietilamina durante 3 horas a temperatura

ambiente, obteniéndose un soélido de color blanco.

Al analizar el espectro 'H-RMN observamos la presencia de un nuevo sistema
aromatico, con un multiplete en el rango de &: 7.55 ppm y 7.66 ppm donde se encontraria
inserto el singulete correspondiente al hidrogeno de la posicion 2 de la nueva fraccion
arilica. Dos dobletes, uno a &: 7.76 ppm y otro a &: 7.81 ppm nos indican la presencia de
hidrégenos de la posiciones 6 y 4, respectivamente. Otro multiplete a &: 7.43 ppm nos
presenta el protén de la posicién 5. Ademas observamos la aparicion de un nuevo
singulete a campo bajo, en este caso a 6: 10.15 ppm, el cual representa el protén de la
nueva amida formada. En el IR se observan ambos NH a 3420 y 3302 cm™ y la absorcién
correspondiente a los dos grupos carbonilos amidicos a 1656 y 1599 cm™.
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6) Obtencién del derivado (4d). 3-Bromo-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-

piperazinil[fenil}-benzamida.
Br

H
\
N

Qo

\
0

El producto 4d se forma a partir de la reaccién entre el compuesto 3a y cloruro de
3-bromobenzoilo en THF y en presencia de trietilamina durante 3 horas a temperatura

ambiente, obteniéndose un soélido de color blanco.

En el espectro El 'H-RMN se destacan el singulete a &: 8.14 ppm correspondiente
al hidrogeno de la posicion 2 del bromo-benceno. El hidrogeno de la posicién 4 de este
mismo anillo se observa como un doblete a &: 7,96 ppm; de igual forma un doblete, pero
esta vez a 0: 7,77 ppm representa el hidrogeno de la posiciéon 6 y a 8: 7,48 ppm, inserto
en un multiplete se aprecia la sefial del hidrogeno de la posicién 5. En el IR observamos
las sefiales N-H a 3424 y 3347 cm™. Ademas observamos los carbonilos a 1667 y 1596

cm™,

7) Obtencién del derivado (4e).  4-Metil-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-piperazinil]fenil}-
benzamida.
CHs

El producto 4e se forma a partir del la reaccion entre el compuesto 3a y cloruro de
4-metilbenzoilo en THF anhidro y en presencia de trietilamina durante 3 horas a

temperatura ambiente, obteniéndose un sélido de color blanco.
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En el espectro de 'H-RMN se observa la presencia de un nuevo sistema AB,
correspondiente a los hidrégenos del anillo benceno terminal. Esto se refleja en dos
dobletes uno a &: 7,32 ppm el cual representa los hidrégenos de las posiciones 3y 5 de
este anillo, y otro doblete a &: 7,87 ppm el que corresponde a los hidrogenos de las
posiciones 2 y 6. Ademas de esto, se aprecia un singulete a &: 2,38 ppm correspondiente
a los hidrégenos del sustituyente metilo. En el IR apreciamos la sefial de los carbonilos a
1600y 1516 cm™, ademas de la sefial C-H alifatica en el orden de 2916 y 2814 cm™ .

8) Obtencidn del derivado (4f).  4-Fluoro-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-
piperazinilfenil}-benzamida .
F

El producto 4f se forma a partir del la reaccién entre el compuesto 3a y cloruro de
4-fluorobenzoilo en THF y en presencia de trietilamina durante 3 horas a temperatura

ambiente, obteniéndose un soélido de color blanco.

Al analizar el espectro 'H-RMN se observa la presencia de un nuevo sistema AB
del nuevo benceno para sustituido. Se aprecia dentro del multiplete a &: 7.36 los
hidrégenos de la posiciones 3 y 5 de este anillo y en &: 8,03 apreciamos un nuevo
multiplete con las sefiales de los hidrogenos de las posiciones 2 y 6. Ademas de estas
sefiales vemos el hidrogeno de la nueva amida a &: 10.11. El espectro IR nos entrega las
bandas correspondiente a los NH a 3423 y 3315 cm™, ademas de las sefales

correspondientes a los carbonilos a 1650 y 1601 cm™.
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9) Obtencién del derivado (4g). 3-Metoxi-N-{4-[4-(1H-indol-2-carbonil)-1-

piperazinil[fenil}-benzamida .

/C Hs

0o

El producto 4g se forma a partir del la reaccion entre el acido 3-metoxibenzoico en
cloruro de tionilo y la posterior reacciéon del producto formado con 3a en THF y en
presencia de trietilamina durante 3 horas a temperatura ambiente, obteniéndose un sélido

de color café.

El espectro 'H-RMN del compuesto 4g presenta un singulete a &: 3,84
correspondiente a los protones del grupo metoxilo que, en este caso, sustituye en
posicién meta al segundo anillo de benceno. Las sefales restantes de esta nueva fraccion
de la molécula estadn dadas por un singulete a &: 7,49 que representa el hidrogeno de la
posicién 2 de este anillo. Dos dobletes muestran los hidrogenos de las posiciones 4 y 6,
encontrandose cada uno de ellos a 6: 7.14 y 7.54 ppm. Finalmente un triplete a 7.43
sefiala la presencia del hidrégeno de la posicion 5. El IR muestra las bandas

correspondientes a las sefiales del carbonilo a 1647 y 1593 cm™.
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Estudios de acoplamiento molecular inducido de N-{4-[4-(1 H-indol-2-

carbonil)-1-piperazinil]fenil}arilamidas al recepto r 5SHT 1.

El docking o estudios de acoplamiento molecular inducido de compuestos en el sitio de
union de receptores y la estimacién de afinidad del complejo es una herramienta utilizada
por la Quimica Medicinal para el disefio de farmacos. En particular esta técnica se utiliza
para estimar la orientacion y disposicién de un compuesto, ligando o farmaco, en su sitio
de acciéon. De esta forma se puede especular la unibn mas probable entre ligando y
receptor, considerando la disposicién de menor energia requerida. Asi, con los resultados
obtenidos con esta técnica el investigador podra discernir y generar una evaluacién mas
racional tanto en la sintesis (realizar modificaciones o ampliar nuevas rutas), como de la
evaluacion bioldgica, pudiéndose generar de esta forma una eleccion de los candidatos a

dichas pruebas.

Es por este motivo que ademas de la sintesis de ligandos anteriormente desarrollados, en
esta tesis se realizé el estudio de acoplamiento molecular inducido de los compuestos
elaborados. Esta faena tiene por objetivo la determinacion y evaluacion de interacciones
moleculares que existen entre los residuos de aminoacidos que componen el receptor 5-
HT1a y la estructura de los diferentes ligandos que conforman esta familia. De esta forma
se podra estimar que compuestos presentarian mejores afinidades de union con el
receptor ya mencionado al realizar estudios biol6gicos.

Para realizar este estudio se utiliz6 un receptor 5-HT,, previamente modelado por
homologia al receptor B,-adrenérgico (cddigo: 3 NY9), debido a que su estructura
tridimensional no ha sido obtenida por métodos de cristalizacién y analisis estructural con
difraccién de rayos X o resonancia magnética nuclear (*H, **C, ™N) como han sido

descritos otros receptores acoplados a proteina G.

Finalmente el receptor obtenido fue una proteina de 422 aminoéacidos, los cuales se
encuentran distribuidos a los largo de 7 a-hélices indicadas, con 3 lazos extracelulares
(arriba) y 3 lazos intracelulares (abajo).

La Figura 17 muestra la estructura tridimensional del receptor 5-HT1, obtenido.
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Figura 17. Estructura tridimensional del receptor 5-HT,, obtenido ( Lic = Loop intracelular, Lec = Loop extracelular).

Esta estructura deja en su interior un poro o bolsillo de caracter hidrofilico, lugar donde el
ligando ingresa al receptor, para poder generar los diferentes tipos de interacciones y la
consecuente respuesta bioldgical®®. La literatura existente nos entrega informacién de una
serie de aminodacidos que serian los responsables de la formacién de este poro, siendo en
particular aminoacidos de las transmembranas 3, 5 ,6 y 7 ademas de loop extracelular 2

los formadores de esta cavidad®™. El detalle se muestra en la Tabla 2

Tabla 2.- Aminodcidos responsables de la formacion del bolsillo hidrofilico.

Transmembrana
3 5 6 7 Loop extracelular
2
Phe 112 Tyr 195 Cys 357 Ile 385 Asp 185
lle 113 Thr 196 Trp 358 Asn 386 Ala 186
Ala 114 Ser 199 Leu 359 Trp 387 Cys 187
Asp 116 Thr 200 Pro 360 Leu 388 Thr 188
Val 117 Gly 202 Phe 361 Gly 389 lle 189
Leu 118 Ala 203 Phe 362 Tyr 390
Cys 119 Phe 204 Ser 391
Cys 120 Asn 392

Thr 121

Dado estos antecedentes se realiz6 el estudio de acoplamiento molecular inducido

de los 8 compuestos sintetizados en el receptor 5-HT;4. Con estos datos se procedié a
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comparar los datos obtenidos para determinar cuales de los nuevos bis-ligandos tendrian
mejores afinidades con el receptor ademas de determinar si existe alguna implicancia

relevante en el cambio de la posicién de los sustituyentes dentro del anillo de benzamida.

Los ligandos sintetizados fueron generados y posteriormente optimizados por
medio de calculos de minimizacién energética basado en la Teoria de las funcionales de
Densidad, utilizando B3LYP implementado en el programa Gaussian 98. Las
optimizaciones se ejecutaron asumiéndose en el vacio y ademas las moléculas se
encontraron cargadas debido a la protonacion del nitrégeno de la funcién amida, aunque
esta protonacién no se encuentra muy favorecida. Los estudios de docking se realizaron

con el programa Autodock 4.1 .

Estudio de acoplamiento molecular de la familia de bis-ligandos sintetizados 4(a-h).

Figura 18. Estructura general de los compuestos sintetizados. R=H, Cl, Br, F, OCH3, CH;.

La Figura 18 muestra la estructura general de los compuestos sintetizados. Todos ellos
presentan puntajes de docking negativos y por tanto favorables con respecto a la
orientacion y la probabilidad de interaccion dentro del bolsillo del receptor 5-HT;4. Las
magnitudes de trabajo van generalmente en valores entre -5 y -15, siendo una de las
principales limitantes la rigidez del sistema. Dentro de estos resultados podemos distinguir
los compuestos que poseen una conformacion predominante y los que no. El detalle de

los resultados obtenidos es desglosado en la Tabla 3:
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Tabla 3.- Resumen de los resultados obtenidos del estudio de docking de los compuestos sintetizados.

Compuesto NUmero Puntaje de Orientacion
(R) conformaciones docking
predominantes

4a (H) 5 7,95y -7,82 Indol  hacia la TM5 y TM2
respectivamente

4b (4-Cl) 1 -7,99 Indol hacia la TM2

4c (3-F) 1 -6,81 Indol hacia la TM5

4d (3-Br) 1 -7,91 Indol hacia la TM5

4e (4-Me) 5 755y -7,01 Indol _haC|a la TM2 y TM5
respectivamente

4f (4-F) 1 -6,74 Indol hacia la TM5

4g (3-OMe) > 7.7y-7,28 Indol _haC|a la TM5 y TM2
respectivamente

Al observar la Tabla 3 podemos comprobar que todos los compuestos poseen la
misma orientacién, estando la porcion indélica se encuentra proxima a la transmembrana

5, pero ademas 3 compuestos poseen una segunda conformacién relevante hacia la TM2.

Al estudiar los potenciales sitios basicos de protonacién a pH plasmatico, de nuestra
serie, y en funcion de los valores de pka de los nitrdgenos piperazinicos involucrados
(pKa =5 y 23 para los nitrégenos anilinico y amidico respectivamente), observamos que la
fraccion ionizable en ambos casos seria muy baja, y si bien la protonacion del N
piperazinico tipo anilina estaria un poco mas favorecida, que la protonacion del N
piperazinico amidico, decidimos llevar a cabo el estudio teérico de protonacion del
nitrdgeno amidico sobre la base de que el grupo carbonilo (pi-aceptor) podria por mayor
coplanaridad interaccionar mas adecuadamente con un sistema anular m-donor como es
el anillo indélico que con los orbitales pz (sps) del nitrégeno piperazinico, favoreciendo la
libre disposicién del par de electrones en el atomo nitrégeno como entidad basica clave
para la protonacion.

De esta forma apostamos a obtener una mayor fraccién de farmaco ionizado capaz de
interaccionar con el Asp 116 del receptor.
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Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4a

H
\
N

QNQ

\ N

I—=

Como lo demuestra la Figura 19 (A y B), el derivado 4a no presenta una orientaciéon
predominante y por lo tanto se considera analizar las 2 conformaciones mayoritarias. Para
esta evaluacion el compuesto 4a; serd el cual tenga su porcion inddlica orientada a la
TM5 vy el compuesto 4a, serd el cual tenga su porcion inddlica orientada a la TM2.

Figura 19. Representacion de las orientaciones del compuesto 4a. La imagen de la izquierda (A) representa el
compuesto orientado hacia la Transmembrana 5 (4a,), de imagen de la derecha (B) representa el compuesto
orientado hacia la Transmembrana 2 (4a,).

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4a;.

Como ya se mencion6 el compuesto 4a; esta orientado a la TM5. Dentro de las
interacciones se sefiala la existente entre el Asp 116 y el nitrgeno protonado a 3,8 A.
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Figura 20. Representacion de la interaccion entre el Asp 116 y el nitrégeno protonado del compuesto 4a;.

El residuo de Tyr 96 presenta una orientacion de su anillo aromatico de tendencia paralela
al segundo anillo bencilico del ligando a una distancia de 4,2 A.

Figura 21. Representacion de la interaccion entre la tyr 96 y el compuesto 4a;.

Las Phe de las posiciones 361 y 362 generan interacciones CH-1T con el anillo indélico a
una distancia de 4,6 Ay 2,7 A respectivamente.

/.
Phe362r —
{ Fhozet
(1 =
.y

Figura 22. Representacion de la interacciones entre el compuesto 4a,y Phe 361y 362.
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En relacion de las cisteinas 120 y 187, estas participan en la interaccion con el ligando por
medio de Puentes de Hidrogeno. La ubicada en la posicién 120 genera esta interaccion
por medio del NH, actuando como donor de puente de hidrogeno con el carbonilo vecino
al indol con una distancia de 4,2 A. Por otra parte cisteina de la ubicacién 187 lo hace

como aceptor de puente de hidrogeno con en NH anilinico a 1,6 A.

Figura 23. Representacion de la interaccion entre las Cys 120 y 187 con el compuesto 4a;.

Interacciones apolares se observan entre la Ala 93 y el segundo anillo bencilico a 3,3 A, el
carbono piperazinico interacttia con el residuo de lle 113 a 3,3 Ayelde Val117a3A A

nivel del anillo indélico la Ala 203 lo hace a 2,8 A.

lle 113

Figura 24. Representacion de la interaccion entre diferentes aminoacidos y el compuesto 4a;.
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Por otra parte El residuo de Asn 386 genera una interaccion ion-dipolo con el nitrégeno
protonado a 4,5 Ay a 4.6 A por un puente de hidrogeno con el mismo nitrégeno. La Try

390 interactia por medio de un puente de hidrogeno con el segundo nitrégeno

piperazinico a 4,4 A.

Figura 25. Representacion de la interaccion entre la tyr Asn 386 y Try 390 y el compuesto 4a;.

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4a.,.
En este caso el ligando presenta su porcién inddlica orientada hacia la TM2.

Al sefalar interacciones el residuo de Asp 116 presenta una interaccion con el nitrégeno
protonado a 3,2 A.

Figura 26. Representacion de la interaccion entre la Asp 116 y el compuesto 4a,.

Interacciones CH-T1 se observan entre la Phe 361 a 3,6 A del primer anillo bencilico y la
Phe 362 a 3,3 A del segundo anillo bencilico.
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Phe 361

Figura 27. Representacion de la interaccion entre el compuesto 4a, y Phe361y 362.

Interacciones de tipo apolar se generan en diferentes sectores de ligando. En el nlcleo
inddlico la Thr 200 interacciona a 3,2 A, la Ala 383 lo hace a 3,1 A. En el primer anillo
bencilico la Val 117 se encuentra a 4,2 A. El segundo anillo presenta interacciones con la
Thr 196 (3,3 A) y la Ala 365 (3,5 A).

Val 117

Thr 196

A
Ala365 ™

Figura 28. Representacion de la interacciones del compuesto 4a, y aminoacidos que forman parte de receptor.

Finalmente interacciones del tipo puentes de hidrogeno se presentan entre Asn 386 con el
nitrégeno del indol a 2,2 A y con el hidrogeno del nitrégeno de la piperazina a la misma
distancia. De la misma manera la Tyr 390 también interactda con el nitrégeno del indol a
3,4A.
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Asn 386

Figura 29. Representacion de la interaccion entre Asn 386 y Tyr 96 con el compuesto 4a,.

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4b

Cl

0
H

Como lo demuestra la Figura 20, el derivado 4b presenta un sentido de orientacién de la

porcién inddlica de su estructura hacia la TM2.

Debido a su disposicion el Asp 116 se encuentra alejado del nitrégeno protonado y
encontrandose mas cercano al NH anilinico generando un puente de hidrogeno a 3,5 A.
En este mismo lugar la Val 117 que presenta mayor cercania con este NH (3,4 A) también
genera otro puente de hidrogeno. Otra interaccién de este tipo de presenta en la Cys 120
con el carbonilo vecino al benceno terminal a 3,4 A. La lys 191 genera un puente de

halégeno con el cloro a 2,9 A de distancia.

Mas cercano que el Asp se encuentra la Tyr 390 generando una interaccion ion-dipolo a
45A.
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Se presentan interacciones del tipo CH-1T en el anillo inddlico con la Tyr 96 (2,4 A), con el
primer anillo bencilico lo hace el Trp 358 (5 A) y en el segundo anillo la interaccion se
presenta con las Phe 361 (3,4 A) y 362 (3,8 A).

Figura 30. Representacion orientacion del compuesto 4b hacia la Transmembrana 2.

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4c.

Como lo demuestra la Figura 21, el derivado 4c presenta un sentido de orientacién de la

porcion inddlica de su estructura hacia la TM5.
En este ligando se aprecia la interaccion del Asp 116 con el nitrégeno protonado a 3,9 A.
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Las Phe de las posiciones 361 y 362 generan interacciones CH-11 con el anillo inddlico a
una distancia de 3,8 y 4,2 A respectivamente. La misma interaccion presenta la Phe 112

con el primer anillo bencilico a 2,5 A de distancia.

Las Ala de las posiciones 93 y 203 generan interacciones de tipo apolar con diferentes
sectores del ligando. La primera lo realiza con el segundo anillo bencilico a 3,3 A, y la

segunda con el indol a 2,8 A.

Al hablar de las Cys, estas participan en la interaccion con el ligando por medio de
Puentes de Hidrogeno. La ubicada en la posicion 120 genera esta interaccién por medio
del NH, actuando como donor de puente de hidrogeno con el carbonilo vecino al indol con
una distancia de 4,7 A. Por otra parte Cys de la ubicacién 187 lo hace como aceptor de

puente de hidrogeno con en NH anilinico a 2,1 A.

A nivel de las carbonos piperazinicos, la lle 113 genera una interaccion apolar a 3,3 Ay la
Val 117 lo hace a 3,2 A. El nitrégeno protonado genera una interaccion ion-dipolo con la
Asn 386 a 4,4 A y ademas el NH de este residuo realiza un puente de hidrogeno con el

carbonilo vecino al indol a 3,8 A.

Finalmente la Tyr 96 presenta una orientaciéon de su anillo aromatico de tendencia
paralela al segundo anillo bencilico del ligando a una distancia de 4,2 A. De la misma

forma el OH se encuentra paralelo al FlGor a una distancia de 5,0 A.

44



Figura 31. Representacidn orientacion del compuesto 4c hacia la Transmembrana 5.

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4d.

Br.

Como lo demuestra la Figura 21, el derivado 4d presenta un sentido de orientacion de la

porcién inddlica de su estructura hacia la TM5.

Al analizar las interacciones presentes entre nuestro ligando 4d y el receptor modelado
se destaca la presencia de una interaccion i6nica entre el Asp 116 y el nitrdgeno
protonado a 5,1 A la cual se encuentra reforzada por una interaccion de puente de
hidrogeno del mismo Asp con el hidrogeno del nitrogeno a 5.6 A . Una gran cantidad de

interacciones CH-1r con las diferentes fracciones del ligando son observadas. En este
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sentido se reportan interacciones del indol con las Phe de las posiciones 361 y 362 a
distancias de 2,6 A y 3,8 A respectivamente. Estas interacciones también se presentan a
nivel del primer anillo bencilico, él interactiia con las Phe 112 e lle 113 a 3,2 Ay 3,3 A.
Mayor cantidad de interacciones de este tipo se registran con el segundo anillo bencilico
del ligando. En esta porcién interacciones CH-TT se presentan con los aminoacidos Ala 93
(2,8 A), Tyr 96 (3,2 A), Trp 387 (3,1 A) y Tyr 390 (4 A).

Ademas de estas interacciones se presenta un puente de hidrogeno entre la Cys 187 y el
nitrégeno anilinico (3,8 A), interacciones apolares de la Ala 203 con el anillo indélico a 2,9
Ay lalle 113 a 3,1 A del carbono de la piperazina y una interaccion ion-dipolo de la Lys

191 con el carbonilo vecino al indol a una distancia de 3,1 A.

Figura 32. Representacion orientacion del compuesto 4d hacia la Transmembrana 5.
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Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4e.

CHs

Como lo demuestra la Figura 23 (A y B), el derivado 4e no presenta una orientaciéon
predominante y por lo tanto se considera analizar las 2 conformaciones mayoritarias. Para
esta evaluacion el compuesto 4e; serd el cual tenga su porcién inddlica orientada a la
TM2 vy el compuesto 4e; serda el cual tenga su porcion inddlica orientada a la TM5.

Figura 33. Representacion de las orientaciones del compuesto 4e. La imagen de la izquierda (A) representa el
compuesto orientado hacia la Transmembrana 2 (4e,), de imagen de la derecha (B) representa el compuesto
orientado hacia la Transmembrana 5 (4e,).

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4e;.
En este caso el ligando presenta su porcién inddlica orientada hacia la TM2.

Al sefialar interacciones el residuo de Asp 116 presenta una interaccién con el nitrégeno

protonado a 4,4 A,
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Interacciones CH-TT se observan entre la Phe 361 a 4 A del primer anillo bencilico y la Phe
362 a 3,7 A del segundo anillo bencilico. De igual manera la Tyr 96 interactta con el anillo

inddlico a 3 A.

Interacciones de tipo apolar se generan en diferentes sectores de ligando. En el nlcleo
inddlico la Ala 93 interacciona a 3,5 A, la Ala 383 lo hace a 3,5 A. La lle 189 lo hace a 3,5
A de la piperazina y en el segundo anillo se presenta la interaccion de la Thr 196 con el

metilo que sustituye al anillo a 4 A de distancia.

Finalmente interacciones del tipo puentes de hidrogeno se presentan entre la Cys 120 con
el NH anilinico a 2,8 A. De la misma manera la Asn 386 Tyr 390 pueden generar puentes
de hidrogeno con el nitrogeno de la piperazina a 2,2 A y 3,3 A respectivamente.

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4e,.

Como ya se menciond el compuesto 4e, esta orientado a la TM5. Entre de las
interacciones relevantes se sefiala el Asp 116 y el nitrdgeno protonado a 5,8 A, eta
interaccion se encuentra reforzada por un puente de hidrogeno entre en Asp y el proton
del hidrégeno a 5.0 A.

El residuo de Tyr 96 presenta una orientacion de su anillo aromatico de tendencia paralela
al segundo anillo bencilico del ligando a una distancia de 3,8 A. Destaca un puente de
hidrogeno se presenta entre la Lys 191 y el carbonilo vecino al indol a 2,1 A.

Las Phe de las posiciones 361 y 362 generan interacciones CH-1T con el anillo indélico a
una distancia de 3,7 y 2,2 A respectivamente. Otra interaccion de este tipo se presenta

entre la Phe 112y el primer anillo bencilico a 3 A de distancia.

Interacciones apolares se observan entre la piperazina y los residuos lle 113 y la lle 189
a 3,2 Ay 4,1 A respectivamente. La Ala 203 lo hace con el indol a 3 A y la Ala 383 con el

sustituyente metilo de segundo benceno a 3,5 A.
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Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4f.
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Como lo demuestra la Figura 25, el derivado 4f presenta un sentido de orientacién de la

porcién inddlica de su estructura hacia la TM5.
En este ligando se observa la interaccion del Asp 116 con el nitrégeno protonado a 4,4 A.

Las Phe de las posiciones 361 y 362 generan interacciones CH-1T con el anillo inddlico a
una distancia de 3,5 A y 3,9 A respectivamente. La misma interaccion presenta la Phe 112

con el primer anillo bencilico a 3,1 A de distancia.

Las Ala de las posiciones 93 y 203 generan interacciones de tipo apolar con diferentes
sectores del ligando. La primera lo realiza con el segundo anillo bencilico a 3,2 A, y la

segunda con el indol a 3 A,

Nuevamente las Cys participan en la interaccion con el ligando por medio de Puentes de
Hidrogeno. La ubicada en la posicion 120 genera esta interaccién por medio del NH,
actuando como donor de puente de hidrogeno con el carbonilo vecino al indol con una
distancia de 4,1 A. Por otra parte Cys de la ubicacion 187 lo hace como aceptor de puente
de hidrogeno con en NH anilinico a 1,9 A.

A nivel de las carbonos piperazinicos, la lle 113 genera una interaccion apolar a 3,5 Ay la
Val 117 lo hace a 3,5 A. El nitrdgeno protonado genera una interaccion ion-dipolo con la
Asn 386 a 442 A y ademaés el NH de este residuo realiza un puente de hidrogeno con el

carbonilo vecino al indol a 3,8 A.

Una puente de Hal6geno se observa entre el flior ubicado el posicién paray el NH de Trp
387 a 1,9 A de distancia.
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Finalmente la Tyr 96 se presenta una orientaciéon de su anillo aromatico de tendencia

paralela al segundo anillo bencilico del ligando a una distancia de 3,9 A.

Figura 34. Representacion orientacion del compuesto 4f hacia la Transmembrana 5.

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 4g.

CH3

Como lo demuestra la Figura 26 (A y B), el derivado 4g no presenta una orientacion

predominante y por lo tanto se considera analizar las 2 conformaciones mayoritarias. Para
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esta evaluacién el compuesto 4g; sera el cual tenga su porcion inddlica orientada a la

TM5 vy el compuesto 49, sera el cual tenga su porcion indélica orientada a la TM2.
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Figura 35. Representacion de las orientaciones del compuesto 4g. La imagen de la izquierda (A) representa el
compuesto orientado hacia la Transmembrana 5 (4g;), de imagen de la derecha (B) representa el compuesto
orientado hacia la Transmembrana 2(4g,).

Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 49 ;.

Como ya se menciond el compuesto 4g; esta orientado a la TM5. Dentro de las
interacciones relevantes se sefiala la existente entre el Asp 116 y el nitrégeno protonado a
3,9A.

El residuo de Tyr 96 presenta una orientacion de su anillo aromatico de tendencia paralela

al segundo anillo bencilico del ligando a una distancia de 4,1 A.

Las Phe de las posiciones 361 y 362 generan interacciones CH-11 con el anillo inddlico a
una distancia de 4,2 A'y 2,4 A respectivamente. Otra interaccion de este tipo se presenta
entre la Phe 112 y el primer anillo bencilico a 3 A de distancia.

En relacion de las Cys 120 y 187, estas participan en la interaccion con el ligando por
medio de Puentes de Hidrogeno. La ubicada en la posicién 120 genera esta interaccion

por medio del SH, actuando como donor de puente de hidrogeno con el carbonilo vecino
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al indol con una distancia de 4,1 A. Por otra parte Cys de la ubicacién 187 lo hace como

aceptor de puente de hidrogeno con en NH anilinico a 2,3 A.

Interacciones apolares se observan entre la piperazina y los residuos lle 113 y Val 117 a
3,4 Ay 3,2 A. A nivel del primer anillo bencilico la Ala 189 interacciona a 3,6 A. La Ala

383 lo hace con segundo anillo de benceno a 3,6 A.
Estudio del complejo ligando receptor para el deriv ado 49 ..

En este caso el ligando 4g, presenta su porcién inddlica orientada hacia la TM2. Se
aprecian interacciones entre el residuo de Asp 116 con el nitrbgeno protonado

piperazinico a 4,2 A.

La Tyr 96 interactia por media de una interaccién de su nube 1 con el anillo inddlico a 4,6

A.

Interacciones de tipo apolar se generan en diferentes sectores de ligando. En el nlcleo
inddlico la Ala 93, GIn 97 y Ala 383 interactiian a 4,1 A, 4,2 Ay 3,7 A, la Val 117 lo hace

con el primer benceno a 3,6 A. La Ala 203 interactta a 4,8 A del segundo benceno.

Finalmente se presentan interacciones del tipo puentes de hidrogeno entre la Tyr 195 con

el sustituyente metoxilo aromatico a 3,7 Ay la Asn 386 lo hace con la piperazina a 2,5 A.

La tabla 4 nos muestra un resumen de las interacciones que presentaron los ligandos con

los aminoacidos que componen el receptor.
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Tabla 4. Resumen de las interacciones que presentaron los ligandos con los aminoacidos que componen el
receptor.

Ligando
N° 43, 4a, 4b 4c 4ad de, 4e, Af 4g, 4g,
aminodcido

Ala 93 X X X X X X
Tyr 96 X X X X X X X

Gln 97 X
Phe 112 X X X X

lle 113 X X X X X X
Asp 116 X X X X X X X X X X
Val 117 X X X X X X X
Cys 120 X X X X X X

Cys 187 X X X X X

lle189 X X X

Lys 191 X X X

Try 195 X
Thr 196 X X

Thr 200 X

Ala 203 X X X X X X
Trp 358 X
Phe 361 X X X X X X X X X

Phe362 X X X X X X X X X

Ala 365 X

Ala 383 X X X X X
Asn 386 X X X X X X
Trp 387 X X

Tyr 390 X X X X X

Cantidad de 12 10 9 11 12 11 10 13 11 9

interacciones
Puntaje de -795 -782 -799 -681 -791 -755 -7.01 -6.74 -7.70 -7.28
Docking
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8.-OBJETIVOS LOGRADOS / CONCLUSIONES

Por reaccién entre el indol 2 acido carboxilico (1a), diciclohexilcarboxamida (DCC)

y 4-nitrofenilpiperazina, se obtuvo el compuesto 2a con un rendimiento de 78%.

El derivado aminofenilpiperazinoindol (3a) fue obtenido por reduccién del
nitrofenilpiperazinoindol (2a) con un rendimiento de 50%.

La generacion de los hetero bis-ligandos 4(a-h) fue llevada a cabo por reaccion del
derivado aminofenilpiperazinoindol (3a) con diferentes haluros de aroilo,

obteniéndose las bis-arilamidas terminales con rendimientos entre 65-75%.

Los estudios de acoplamiento molecular inducido (“Docking”) de la familia 4(a-h)
sobre el receptor 5-HT;s presentaron puntajes de docking favorables, lo que
constituye un adecuado fundamento para ser considerados buenos candidatos a

ensayos farmacoldgicos en el receptor 5-HT .

En los andlisis de los estudios de docking no se observé una disposicion espacial
Unica de los compuestos sintetizados, viéndose moléculas orientadas hacia la
transmembrana 2 y/o 5. A pesar de esta indefinicién en la conformacion espacial
de las moléculas los resultados obtenidos son congruentes con los de literatura
existente. Esto se puede deber a que el Asp 116 sirve como aminoacido de
anclaje y la orientacién hacia una de las transmembranas queda sujeta a la
capacidad del ligando de generar interacciones apolares por medio de la fraccion
inddlica o del anillo bencilico terminal con aminoacidos apolares, los cuales son
similares en ambas tramsmembranas, ademas de la ausencia de un sustituyente
en la posicion 5 del indol que ayudaria a estabilizar la interaccion con la Ser de la

posicién 199 de la transmembrana 5.

El compuesto 4b presentd el mejor puntaje de docking entre los compuestos
evaluados, donde la interaccion de la lys 191 podria explicar la diferencia en el
puntaje obtenido con respecto a los otros compuestos de la familia sintetizada. A
pesar de esto no existieron grandes diferencias interactivas en relacion a los

sustituyentes insertos en la porcién arilica sustituida.
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