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Resumen.

La lorcaserina ((1R)-8-cloro-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina) es un nuevo
medicamento desarrollado por Smith y Smith en 2005 y aprobado por la FDA el afio 2012 como
supresor del apetito. Esta droga actua a nivel del sistema nervioso central como agonista de los
receptores de serotonina 5-HT,¢ (Smith y col. 2005). Durante su desarrollo fueron sintetizadas y
evaluadas diversas benzazepinas sustituidas en todas las posiciones, pero sélo se evalud la
sustitucion sobre el nitrégeno (posicidn 3, Figura 1) con grupos alquilo de largo de cadena C;
hasta Cg. Si bien lorcaserina fue seleccionada para su comercializacidon debido a su selectividad,
su actividad podria ser mejorada realizando las sustituciones adecuadas en la posicién 3 del
anillo azepinico y asi reducir su potencial uso como droga de abuso disminuyendo su actividad
sobre los receptores 5-HT,, 0 aumentando su actividad sobre el receptor 5-HT,c y con ello

lograr desarrollar un nuevo y mejor farmaco para el tratamiento de la obesidad.

Como antecedentes, existen compuestos del tipo feniletilaminas que actian sobre los
receptores 5-HT,, y 5-HT,c que, cuando se les realizan bencilaciones, aumentan su actividad
bioldgica hasta en dos 6rdenes de magnitud. Es por esta razén que creimos que realizando las
bencilaciones adecuadas en andlogos de lorcaserina podriamos obtener el mismo efecto dadas

las caracteristicas estructurales que comparte lorcaserina con las feniletilamina.

En el presente trabajo de tesis, se detalla la sintesis de series de benzazepinas,
fenilisopropilaminas N-benciladas y 1,3-diaminopropanos, la evaluacién bioldgica de los
compuestos sintetizados y estudios de acoplamiento molecular de 3 series de benzazepinas N-
benciladas en los receptores 5-HT,. Los estudios de acoplamiento molecular intentan relacionar

la probable conformacidon de estos estos compuestos en el sitio de unién con la actividad



biolégica que ellos poseen, con el fin de encontrar caracteristicas estructurales que nos den

cuenta de la actividad presentada por estos compuestos.



Summary.

Lorcaserin ((1R)-8-chloro-1-methyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepine) is a new drug
developed by Smith and Smith and approved by the FDA in 2012 as an appetite
suppressant. This drug acts in the central nervous system as an agonist of serotonin 5-
HT,c receptors. During its development, various benzazepines substituted in all
positions were synthesized and evaluated, but the substitution on nitrogen was only
evaluated with alkyl groups of chain length C; to Cg. Although lorcaserin was selected
for commercialization due to its selectivity, its activity might be improved by making the
appropriate substitutions at position 3 of the azepine ring and thus reduce its potential
abuse by decreasing its activity on 5-HT,, receptors or increasing its activity on the 5-
HT,c receptor, thereby providing a lead for the development of new and better drugs for

the treatment of obesity.

As background, there are compounds such as phenylethylamines that act on 5-HT;a
and 5-HT,c receptors that when benzylated at the 3 position increase their biological
activity by up to two orders of magnitude. Thus we thought that by performing the
appropriate analogous benzylations of lorcaserin we might obtain the same effect

because of the structural characteristics shared lorcaserin with phenylethylamines.

In this thesis work | detail the synthesis of a diverse series of N-benzylated
benzazepines, phenylisopropylamines, and a 1,3-diaminopropanes, the biological
evaluation of the synthesized compounds and molecular docking studies of 3 series of
N-benzylated benzazepines at the 5-HT, receptors. The molecular docking studies try

to relate the probable conformation that these compounds acquire in the binding site



with their biological activity and try to find structural characteristics that allow us to

understand the activity of these compounds.



Abreviaciones.

FDA: Food and Drug Administration.
5-HT: 5-Hidroxitriptamina o serotonina.
mCCP: metaclorofenilpiperazina.

TRP: triptofano

AC: adenilil ciclasa.

ERK: kinasa reguladora de sefiales extracelulares.
NOS: Oxido nitrico sintasa.

cNOS: Oxido nitrico sintasa constitutiva.
iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible.
PK: Proteina kinasa.

PKC: Proteina kinasa C.

PKA: Proteina kinasa A.

PL: Fosfolipasa.

PLA,: Fosfolipasa A,.

PLC: Fosfolipasa C.

NAD: Nicotinamida adenina dinucleétido.
5-HIAA: Acido 5-hidroxiindolacético.
DAG: Diacilglicerol.

IP;: Trifosfato de inositol.

PIP,: Fosfatidilinositol.

NMR: Resonancia magnética nuclear.



1. Introduccion.

1.1. Serotonina, receptores de serotonina y su funcionamiento a nivel molecular.

Los receptores de serotonina son un grupo de receptores acoplados a proteina G (GPCRs), con
la excepcién del receptor 5-HT;, que corresponde a un receptor ionotrépico ligado a canales
idnicos (Siegel 2005). Estos constan de una cadena polipeptidica y poseen un dominio
extracelular, un dominio intracelular y un dominio insertado en la bicapa lipidica. Los dominios
de membrana o transmembranas consisten en 7 segmentos a hélices conectados por lazos
extracelulares e intracelulares (ver Figura 1y 2). La transduccion de sefiales se inicia cuando un
ligando se une a estos receptores, normalmente en el sitio ortostérico. El sitio intracelular que
interactla con proteinas citoplasmaticas (proteina G) es sensible a cambios conformacionales
inducidos por agonistas que actian sobre este receptor dando lugar a la seializacion celular

que activa las distintas funciones celulares (Roth 2006), ver Figura 2.

Allosteric
Site
Orthosteric
Site
{D3.32, ¥7.43

N6.55)

G Protein
Site

Figura 1. Representacion general de la estructura de un receptor (GPCR) acoplado a una proteina G. La
figura muestra el sitio ortostérico para la familia de receptores 5-HT,, ubicado en el tercio superior del
receptor.



Morfolégicamente, los GPCRs estan conformados por un sitio alostérico que incluye los lazos
extracelulares, un sitio ortoestérico blanco de los GPCRs monoaminérgicos ubicado en el
entorno de los residuos polares D3.32, Y7.43 y N6.55 (Wacker y col. 2010) y una proteina G
heterotrimérica compuesta por subunidades a, B, Yy, ubicada en el sitio intracelular
responsable de la cascada bioquimica de transduccién de sefiales mds conocida. Existe otro
mecanismo de sefalizacidn celular que no implica una activacién de la proteina G, sigue la via
de B-arrestinas. Los receptores 5-HT,,, 5-HT,5 y 5-HT, muestran también una sefalizacion via B-

arrestinas (Bohny col. 2010).

El ligando enddégeno de estos receptores es la serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT),
importante monoamina presente tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en el sistema
nervioso periférico (SNP). La serotonina es producida en todo el sistema nervioso (SN) a partir
del aminoacido L-triptofano (TRYP, ver figura 2), pero sdélo en la glandula pineal es

transformada a melatonina (Siegel 2005).

Cell body Tryptophan (TRYP) Terminal /‘ —
L}

1
1
]
r

“ TH AADC /.

TRYP e 5-HTP T 0 5-HT
a

VY Uptake mechanism
5-HT 4 antagonist Firing rateT (blocked by SSRI)

Figura 2. Esquema del proceso de neurotransmision por serotonina y su biosintesis a partir del
aminoacido triptofano. a) la enzima triptofano hidroxilasa (TH) cataliza la conversién de triptofano




(TRYP) a 5-hidroxitriptofano (5-HTP). b) la aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC) cataliza la
conversion de 5-HTP en 5-hidroxitriptamina (5-HT o serotonina). ¢) 5-HT es almacenada en vesiculas d) 5-
HT es liberada desde las vesiculas hacia el espacio sinaptico. e) 5-HT puede activar diferentes tipos de
receptores 5-HT (1, 2, 3, 4, 5, 6 6 7) uniéndose al respectivo receptor y provocando la transduccién de
sefial correspondiente en la neurona postsindptica. f) 5-HT puede ser recapturada desde los terminales
presindpticos por el transportador de 5-HT. g), h) en los terminales presinapticos la 5-HT puede ser
capturada y almacenada en vesiculas o degradada por la monoamino oxidasa (MAO).i) 5-HT activa
somatodendritas presindpticas del receptor 5-HT;, el que puede ser bloqueado por antagonistas
selectivos de 5-HT;,. j) los inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina (SSRIs) incluyendo
fluoxetina inhiben el transportador de 5-HT. 5-HIAA (acido 5-hidroxiindolacético), AC (adenilil ciclasa),
DAG (diacilglicerol), IP; (trifosfato de inositol), PIP, (fosfatidilinositol). Figura obtenida de Wong y col.
2005.

Para el neurotransmisor 5-HT han sido identificados diversos receptores conocidos como
receptores de serotonina. Actualmente, estos receptores han sido agrupados en 7 familias por
la International Union of Pharmacology en 1994 (Nichols y col. 2008) por sus caracteristicas
estructurales y transduccion de sefiales. Las caracteristicas generales de estos receptores se

resumen en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas, ubicacién, segundos mensajeros, tipo de proteina G vy
mecanismo de accién de los receptores de serotonina. AC (adenilil ciclasa), ERK (kinasa reguladora de
sefiales extracelulares), NOS (Oxido nitrico sintasa) cNOS (Oxido nitrico sintasa constitutiva), iNOS (Oxido
nitrico sintasa inducible), PK (proteina kinasa), PKC (proteina kinasa C), PKA (proteina kinasa A), PL
(fosfolipasa), PLA, (fosfolipasa A,), PLC (fosfolipasa C), NAD (Nicotinamida adenina dinucledtido).
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hipocampo, Activa PKA control del ritmo
hipotalamo, circadiano,
cortex. vasorelajacion.

Tabla de datos obtenida de tesis de Hansen, * datos obtenidos de Raymond y col. 2001. ** Datos
obtenidos de tesis de Maria Elena Silva.

La familia de receptores de serotonina 5-HT, estd compuesta por 3 subtipos de receptores 5-
HT,a, 5-HT,5 y 5-HT,¢ altamente emparentados y homdlogos, unidos a una proteina G, todos de
similar tamafio (entre 450-471 aminodcidos) y sus efectos son mediados principalmente a
través de la activacion del metabolismo de fosfoinositol (IP) y diacilglicerol (DAG) (Hoyer vy col.
1994) como se muestra en la Figura 3, aunque el mecanismo real es mucho mas complejo

(Figura 4).

@
pLas] =[G 17 == [PLch

l PIPy

IP; DAG

'8 \@

CaZ+ PKC

Figura 3. Esquema de sefializacion celular para los receptores 5-HT,, donde el receptor activado estimula
la proteina fosolipasa CB (PLCB) a través de la subunidad Gg;; de la familia de proteinas G, resultando en
la hidrdlisis de fosfatidilinositol (PIP,) a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). La generacién de IP;
conduce al aumento de los niveles de Ca** intracelular, en cambio DAG activa también la proteina kinasa
C (PKC). Figura obtenida de Raymond y col. 2001.
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Figura 4. La sefalizacion del receptor 5-HT,c ilustra la complejidad de la sefalizacién serotoninérgica.
Inicialmente se recluta PLCB via PLA,, iniciada por Gjy/13 la que también indirectamente activa PLD. La
PLA, por si misma recluta PLC g y ciclooxigenasa 2 (COX-2) resultando en la generacién de acido
araquidonico (AA). En cambio la estimulacién de PLC y PLD convergen a PKC, lo que resulta en la
fosforilacion de ERK1/2 (ruta de activacién de ERK). Una ruta adicional esta provista de G,/ la que induce
la fosfoinositido 3 kinasa (PI3K) hacia la cascada AKT y glicogenosintasa kinasa (GSK)-3B. Tanto la
cascada ERK como esta cascada controlan transcripcion de genes y también estan implicadas en
apoptosis y muchas otras funciones celulares. Adicionalmente la directa internalizaciéon de B-arrestinas
(B-AR) puede activar ERK1/2. Figura obtenida de Millan y col. 2008.

El mecanismo de transduccidn de sefales que conduce a la respuesta celular es un mecanismo
complejo. Un agonista no sdlo puede activar varias cascadas bioquimicas de transduccion de
sefiales, sino que puede activar preferentemente una via por sobre otra, esto se le conoce
como sefalizacidon dirigida por ligando (Millan y col. 2008) o como selectividad funcional
(Kenakin y col. 2010; 2012). Existen diversos y conocidos agonistas de los receptores 5-HT, que
activan una via de sefalizacidn por sobre otra para los receptores 5-HT,5 y 5-HT,c. Entre ellos se

encuentran los compuestos DOM, DOI, MDA, DON y 2C-H (Moya y col. 2007). El o los
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mecanismos que rigen la activacién preferente de una ruta de transduccion por sobre otra
constituyen un importante objeto de estudio.

1.2. Activacion de los receptores 5-HT,.

A lo largo del tiempo se ha podido identificar y corroborar mediante mutaciones sitio-dirigidas
gue existen algunos residuos claves para la activacién de cada uno de los receptores. Algunos
de estos residuos son ademds compartidos por otros GPCRs. Una ligando induce o estabiliza
cambios conformacionales en el receptor mediante interacciones intermoleculares cuyo
resultado produce una cascada de sefalizaciones intracelulares (Figuras 3y 4).

Una droga (ligando) agonista estabiliza una conformacién activa del receptor y un antagonista
induce una conformacidn inactiva del receptor (Lakshmi 2005, libro). Para el receptor B,
adrenérgico (B,-AR), por ejemplo, se conocen sus estructuras cristalinas en conformacién activa
(Rasmussen y col. 2011) con el ligando e inactiva (Wacker y col. 2010). El motivo PIF (P5.50,
13.40, F6.44) es uno de los motivos estructurales que nos permiten determinar si el receptor se
encuentra en una conformacion activa o inactiva (Figura 6). La conformacién de este motivo

estructural PIF también se extiende para la familia 5-HT,.
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Figura 5. Comparacion de la alineacién aminoacidica de los receptores 5-HT,a, 5-HT,g y 5-HT,c para las 7
transmembranas. En gris se aprecian los aminoacidos conservados, en amarillo el residuo D3.32 blanco
bioldgico del ligando enddgeno serotonina y de drogas de sintesis. En naranjo el residuo W6.48,
importante para la activacion del receptor y en rosado S5.46-A5.46, importante para la selectividad 5-
HT(2a/2¢)- Figura extraida de Miller y col. 2010.

El afio 2017 fue publicada la estructura cristalina del receptor 5-HT,s cristalizado con los
agonistas dietilamida del acido lisérgico (LSD) y ergotamina (ERG) (Wacker y col. 2017). Sin
embargo, como se aprecia en la Figura 6, este receptor no alcanzé una conformacion
completamente activa, mas bien un estado activo parcial, dado que la transmembrana VI no
alcanza a adquirir la conformacién que le permita estabilizar la conformacion activa completa
del receptor. Ello implica que no se puede utilizar la estructura cristalina de este receptor como
plantilla estructural para construir los modelos de 5-HT,4, 5-HT,g ni 5-HT, (Heifetz y col. 2016)
debido a que se requiere la estructura cristalina de un receptor en su forma activa (completa)

para compuestos agonistas.
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Figura 6. Comparacion entre las estructuras cristalinas del receptor B2-adrenérgico (B,-AR) y 5-HT,;
mostrando el motivo PIF altamente conservado, en amarillo el receptor B,-AR en su estado activo, en
magenta el receptor B,-AR en su estado inactivo, en verde el receptor 5-HT,; cristalizado con ERG y en
celeste el receptor 5-HT,g cristalizado con LSD. En el recuadro superior derecho se muestra que la
activacion del receptor 5-HT,z con dos conocidos agonistas ocurre mediante una activaciéon parcial de
este receptor ya que el residuo F6.44 queda en la misma orientacién que en el receptor B,-AR en su
forma inactiva. Figura extraida de Wacker y col. 2017.

1.3. Estructura cristalina resuelta del receptor 5-HT,¢ con ligandos ERG y RIT.

En el afio 2018 Peng y col. determinaron la estructura cristalina del receptor 5-HT,c en su forma
activa y su forma inactiva con dos moléculas (ERG como agonista y ritanserina como agonista
inverso), donde ademas se corrobora la importancia de ciertos residuos clave como G5.42,

V7.39,y W6.48.

Disponer de la estructura cristalina de un receptor de la familia 5-HT, en su conformacién
activa (completa) es de suma importancia para el modelamiento de las interacciones de los tres
dado el alto grado de homologia entre ellos (ca. 80%). Estas estructuras cristalinas son

herramientas que nos permiten conocer de forma muy detallada la estructura de los
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receptores, el entorno quimico de los sitios alostéricos y ortostéricos, la orientacién de los
farmacos-ligandos con los cuales han sido cristalizados estos receptores y las interacciones

importantes involucradas en la actividad de la droga con la que ha sido cristalizada.

Figura 7. Estructura cristalina del receptor 5-HT,c. A muestra la estructura cristalina del receptor en su
forma activa (plateado, PDB:6BQG) y en su forma inactiva (morado, PDB:6BQH). B es una ampliacion de
la estructura cristalina del receptor cristalizado con el ligando ergotamina (ERG). Se muestra la zona de la
ergolina y las interacciones con los residuos polares D3.32, T3.37, con los residuos aromaticos W6.48,
F6.51, F6.52 y una interaccion hidrofébica con el residuo G5.42.

Receptor 5-HT;a.

La activacidn del receptor 5-HT,, ha sido relacionada con el efecto alucinégeno de drogas que
lo activan tales como la dietilamida del acido lisérgico (LSD) (Braden 2007, tesis). Son
importantes para la actividad de este receptor los residuos altamente conservados F6.51 y
F6.52, determinados mediante estudios de mutacion sitio-dirigida por Braden 2006 y también
atribuidos a todos los GPCRs (Preiniger y col. 2013), ademas del muy importante D3.32

(Cordova-Sintjago y col. 2010) y las serinas $3.36 y S5.43 (Isberg y col. 2010).
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Receptor 5-HT,;.

El receptor 5-HT,z es considerado un blanco farmacoldgico que hay que evitar. ya que su
activacion ha sido asociada con efectos secundarios de los antiguos medicamentos utilizados
para la supresion del apetito causantes de valvulopatias cardiacas (Setola y col. 2005, Roth y
col. 2007, Huang y col. 2009). En trabajos recientes Wacker y col. 2017 ha podido demostrar
que la activacién de este receptor por dos conocidos agonistas, LSD y ergotamina (ERG),
provocan una activacion preferentemente via B-arrestinas; sin embargo, el residuo L209
ubicado en un sitio alostérico parece ser importante para este rol siendo comprobado

EL2

mediante la mutacidn sitio dirigida L209A™. Estos antecedentes dan cuenta de las posibles

diferencias conformacionales del receptor 5-HT,5 con los receptores 5-HT,, y 5-HT,c.

Receptor 5-HT,c.

El receptor 5-HT,¢ es sindicado como el responsable de la supresion del apetito (Miller y col.
2010) y el alivio de sintomas de afecciones psiquiatricas como esquizofrenia, depresion y

ansiedad (Chagraoui y col. 2016, Palacios y col. 2017).

Peng y col. 2018 con la estructura cristalina del receptor 5-HT,c con el ligando ERG, corroboran
ademas la importancia de los residuos anteriormente mencionados en 2-HT,, y 5-HT,z. Ademas
le atribuyen una gran importancia al residuo G5.42 para la selectividad de este receptor
observando la estructura cristalina de este receptor con el antagonista selectivo ritanserina,
donde se aprecia una interaccién hidrofébica a muy corta distancia con este residuo,
describiendo con sus modelos de acoplamiento molecular una interaccién del atomo de cloro

de lorcaserina con este residuo G5.42, similar a ritanserina.
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Existen herramientas informaticas como los estudios de acoplamiento molecular (docking) que
nos permiten fijar un fdrmaco en un receptor y realizar estudios in silico sobre la posible
orientacidon que tenga este en el receptor con el objeto de observar las interacciones ligando-
receptor importantes en dicha conformacion. Es el caso de este trabajo de tesis, donde
mediante estudios in silico de acoplamiento molecular utilizando AutoDock4 se estudid la
posible orientacién de las moléculas sintetizadas en este trabajo en los receptores 5-HT,,, 5-

HTZB Yy 5'HTzc.

1.4. Lorcaserina.
La lorcaserina ((1R)-8-cloro-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina) es un nuevo
medicamento aprobado por la FDA el aino 2012 como supresor del apetito. Esta droga actia a

nivel del sistema nervioso central como agonista de los receptores de serotonina 5-HT,¢ (Smith

y col. 2005).
cl c. 2 M
NH 8 3NH
7
6 5 4
Lorcaserina

Figura 8. Estructura de lorcaserina con su numeracion.

Smith (2005; 2008) desarrollaron nuevos agonistas selectivos de los receptores 5-HT,¢ ya que
los existentes dexfenfluramina, fenfluramina, fentermina, sibutramina, dietilpropién (Figura 9)

provocaban importantes efectos secundarios.

17



Sailanteaniivoe

Fenfluramina Dietilpropion Fentermina Sibutramina
" NH

F4C NH
3 ©/\r 2 Cl\©N\)

Nordexfenfluramina mCPP

Figura 9. Estructura de algunos fadrmacos antiobesidad retirados del mercado. Todos poseen estructura
de feniletilamina o préxima (en el caso de las fenilpiperazinas como mCPP).

La peligrosidad de estos compuestos (Figura 9) se debe a la actividad agonista sobre el receptor
de serotonina 5-HT,s cuya activacion esta asociada a efectos cardiotdxicos (Setola y col. 2005;

Roth y col. 2007; Huang y col. 2009).

Para el desarrollo de lorcaserina Smith y col. (2005) comenzaron trabajando con
nordexfenfluramina y mCPP (meta-clorofenilpiperazina) explorando diversas estructuras que
incluyeran motivos estructurales en comun de estos dos compuestos, encontrando finalmente
que la estructura biciclica fusionada 3-benzazepina presentaba una selectividad importante por
los receptores 5-HT,c. Dado este acontecimiento y luego de explorar diversos derivados de
benzazepinas se logré encontrar que la droga mas selectiva y con mejor actividad era el
compuesto conocido hoy como lorcaserina, siendo aprobada por la FDA el afo 2012 para ser
lanzado al mercado como supresor del apetito en reemplazo de los ya existentes (figura 9).
Estudios de Thomsen y col. en 2008 muestran para lorcaserina una selectividad 5-HT,¢/;, de 18
veces y 5-HT,c s de 104 veces, medida por acumulacién de [*H]-fosfoinositol.

Si bien Lorcaserina presenta una selectividad 5-HT,¢/5-HT,z importante en comparacion con sus

predecesores y evita de esta manera los efectos secundarios de éstos, la selectividad respecto
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a los receptores 5-HT,5 no es la éptima. Estos antecedentes dan cuenta de que la lorcaserina
podria ser utilizada como droga de abuso con posibles efectos alucindgenos en dosis altas. Es
importante mencionar que pruebas clinicas utilizando lorcaserina han mostrado una reduccion
de la autoadministracién de otras drogas tales como cocaina, nicotina, alcohol y oxicodona
(Harvey-Lewis y col. 2015, Palacios y col. 2016, Neelakantan y col. 2017 respectivamente),
ademads de provocar un bajo potencial de farmacodependencia (Shram y col. 2011), lo que la
hace una droga relativamente segura para su comercializacién.

Estos importantes antecedentes han permitido asociar el tratamiento de la adiccién por ciertas
drogas, entre otras medidas terapéuticas, con el receptor 5-HT,. donde la lorcaserina ha
mostrado resultados prometedores en modelos animales y pruebas clinicas. Los antecedentes
presentados aqui y el enorme potencial terapéutico que se puede alcanzar con el desarrollo de
nuevos farmacos agonistas del receptor 5-HT,¢ es lo que nos alienta a continuar la investigacion
de nuevos y mejores agonistas selectivos.

Durante su desarrollo fueron sintetizadas y evaluadas diversas benzazepinas sustituidas en
distintas posiciones (Smith y col. 2005; 2008, US Patent 2005 y 2014; Shimada y col. 2008;
Heifetz y col. 2016), pero sélo se evalué la sustitucion sobre el nitrégeno en posicién 3 con

grupos alquilo de largo de cadena C, hasta Cs.

1.5. Caracteristicas estructurales de algunos agonistas de los receptores 5-HT;,.

Si comparamos las estructuras quimicas de las moléculas agonistas de los receptores 5-HT,¢
(Figura 9) es posible observar que todas contienen una estructura de feniletilamina
incorporada en su esqueleto, donde comparten ciertas caracteristicas estructurales con ciertos
compuestos que son agonistas del receptor 5-HT,, (Figura 10). Este dato es crucial para

comprender el origen de nuestra hipétesis.
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Heim y Hansen (2003 y 2010, respectivamente) demostraron que realizando N-bencilaciones a
feniletilaminas agonistas de los receptores 5-HT,, utilizando bencilos preferentemente
oxigenados en posicion 2 (2-hidroxibencilo, 2-metoxibencilo) la afinidad de estas drogas por los

receptores 5-HT, aumentaba hasta en dos 6rdenes de magnitud (Figura 10).

NH, N
Br Br R
O. O
2C-B N-BOMes

Figura 10. Estructura de 2-CB (izquierda), feniletilamina agonista de los receptores 5-HT,. Estructura de
derivados de 2C-B N-bencilados (N-BOME) cuya afinidad se ve aumentada con este tipo de sustituyentes
(derecha).

Los receptores 5-HT, se asemejan mucho entre si en cuanto a su estructura molecular,
farmacologia, rutas de transduccidon de sefiales, y su alto grado de identidad aminoacidica,
compartiendo caracteristicas comunes que los distinguen de otros receptores 5-HT (1995,
Miller y col. 2010). Los residuos importantes involucrados en la activacion del receptor 5-HT;,
por compuestos del tipo N-BOMEs han sido reconocidos observados ademas en modelos de
acoplamiento molecular por Isberg y col. 2011 (Figura 11), estos residuos corresponden a
$3.36, S5.43, F6.51, F6.52, D3.32 y Y7.34, lo que también estan conservados en el recetor 5-
HT,c. Estas semejanzas estructurales nos conducen a pensar que realizando modificaciones
adecuadas a benzazepinas andlogas de la lorcaserina, es decir, N-sustituciones, podriamos
mejorar su selectividad y/o su afinidad y encontrar fundamentos para el disefio de mejores

farmacos para el tratamiento de la obesidad.
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Figura 11. En color café se aprecia el modelo del receptor 5-HT,, construido por homologia en estado
activo. En color celeste el modelo antes de ejecutar una dindmica molecular, en color verde la estructura
de 2,5-BNBOME (docking de este compuesto en el receptor 5-HT,,). Se aprecian las interacciones de
puentes de hidrégeno entre S156 (3.36) con el grupo 2-metoxi, S239 (5.43) con el grupo 2-metoxibencil
de N-bencilo sustituido con Y370 (7.43), el puente salino entre D155 (3.32), las interacciones aromaticas
de F340 (6.52) con el esqueleto de la feniletilamina y F3.39 (6.51) con el sustituyente N-bencil. Figura
obtendida de Isberg y col. 2011.
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2. Hipétesis del trabajo.

Debido a la similitud estructural entre lorcaserina y diversas feniletilaminas conocidas por su
gran afinidad por los receptores 5-HT,, la cual aumenta notablemente cuando a éstas se les
afiade un sustituyente N-bencilo preferentemente oxigenado en la posicidon C-2 de este anillo,
postulamos que una N-sustitucion similar en benzazepinas aumentaria la afinidad y/o

selectividad por estos receptores.
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3. Objetivos.

3.1. Objetivo general.

Estudiar las relaciones estructura/afinidad y estructura/actividad de 3-benzazepinas en los
receptores de serotonina 5-HT, con el objeto de encontrar indicios para el desarrollo de nuevos

y mejores farmacos antiobesidad.

3.2. Objetivos especificos.
a. Sintetizar las series de benzazepinas propuestas andlogas de lorcaserina basadas en su

analogia estructural con feniletilaminas (figuras 9 y 10).

b. Caracterizar estos compuestos mediante técnicas espectroscdpicas.

c. Evaluar la afinidad y actividad funcional de los compuestos de estas series en los receptores

de serotonina 5-HTsp, 5-HT55y 5-HTc.

d. Realizar estudios de acoplamiento molecular que permitan comprender cdmo estas
moléculas se acomodan en el sitio de unidn de los receptores, de forma tal de comparar las
distintas series de compuestos y obtener informacién relevante de sus relaciones

estructura/actividad, estructura/afinidad y selectividad en los receptores 5-HT..
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4. Resultados.

4.1. Metodologia general de sintesis de benzazepinas analogas de lorcaserina.

Las benzazepinas analogas a lorcaserina fueron sintetizadas de acuerdo a la metodologia
general mostrada en la Figura 12. En primer lugar fue preparada la trifluoroacetamida del
precursor 3-metoxifenietilamina (al), la cual mediante una serie de reacciones descritas en los
pasos B, Cy D permitié obtener los compuestos d1, d2 y d3, los que mediante una hidrélisis
alcalina dan como resultado las aminas libres de estos compuestos por medio del paso E para
obtener los compuestos cabezas de serie WAO01, WA02 y WAOQ03. Posteriormente estos
compuestos fueron derivatizados por reaccion con los aldehidos aromaticos adecuados o con
bromuro de alilo. Adicionalmente fueron comprados los compuestos (R)-lorcaserina vy
lorcaserina racémica los que fueron derivatizados de la misma manera. Finalmente fueron

preparados los clorhidratos de cada uno de los productos bencilados o alilados.
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R1=H. R2=OH. R3= OCH3 X=H, CL

M=CH2, CH3

Figura 12. Esquema general de sintesis para la obtencién de las benzazepinas WA01, WA02, WAO3 y
analogas de lorcaserina como cabezas de serie, las cuales fueron derivatizadas con los correspondientes
N-bencilos y N-alilo. Las letras mayusculas A, B, C, etc., hacen referencia a los pasos de reaccién y las
letras minusculas, a, b, c, etc., hacen referencia a los compuestos obtenidos en estos pasos. A) Piridina,
anhidrido trifluoroacético, DCM, 0 °C, 3 h. B) CaCOj3, ICl, metanol, -20 °C, agitacién toda la noche. C)
K,CO3, bromuro de tetrabutilamonio, bromuro de alilo, tolueno, 80 °C, 4 h. D1) KOAc, bromuro de
tetrabutilamonio, trifenilfosfina, PdOAc, DMF, 90 °C, agitacién toda la noche. D2) H, 70 psi, Pd/C,
metanol, temperatura ambiente, 48 h. D3) NCS, acetonitrilo, 70 °C, agitacion toda la noche. E) NaOH
20%, metanol, agitacion toda la noche. F) R-CHO, NaBH,, DCM, temperatura ambiente, agitacion toda la
noche. F) K,CO;, bromuro de alilo, KOH, tolueno, temperatura ambiente, agitacion toda la noche.
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Los compuestos sintetizados correspondientes a la WA01, WA02 y WAOQ3 estdn listados en la
siguiente Figura 13 donde se detalla el nombre en cddigo del compuesto, la estructura quimica

y el porcentaje de rendimiento obtenido para el paso F o G segln corresponda.

ST e e SNce.

serie WAO03 serie WA02 serie WAO01

O

Sl
v o

@)
WA10, 50% WA11, 61% WAO09, 49%
Cl >: Q ;:2
N OH N OH N OH
WAO05, 37% WAO04, 12% WAO07, 62%

Cl />:\< Q ;:2
- N /O N O N @]
WAO06, 70% WA12, 28% WAO08, 39%

Cl — —
N—/_ N—/_
WA13, 33% WA14, 38

Figura 13. Lista de compuestos sintetizados correspondientes a las series WA01, WA02 y WAO3 con sus
respectivos cddigos y porcentaje de rendimiento calculado de acuerdo al clorhidrato correspondiente a
cada producto.
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Los compuestos sintetizados correspondientes a la serie WA15 ((R)-lorcaserina) y lorcaserina
racémica estdn listados en la siguiente Figura 14 donde se detalla el nombre en cddigo del

compuesto, la estructura quimica, y rendimiento obtenido para el ultimo paso F o G, segln

COw ST

corresponda.

Lorcaserina (R) Lorcaserina (R,S)
F|IG
H Br/\/
: p o D
N N
WA16, 70% R33, 63%
L S
N OH N OH
WA17, 46% R35, 52%
S S A
N 0 N 0
/ /
WA18, 50% R34, 60%

Cl

Nf Cl Nf

WA26 R36, 47%

Figura 14. Lista de compuestos sintetizados correspondientes a la serie WA15 ((R)-lorcaserina) y
lorcaserina racémica con sus respectivos cddigos y porcentaje de rendimiento calculado de acuerdo al
clorhidrato correspondiente a cada producto.
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4.2. Serie de compuestos analogos de fenfluramina.
Los compuestos sintetizados andlogos a fenfluramina fueron obtenidos de acuerdo al esquema

general de reaccién presentado en la Figura 15.

FaC CHO FaC «NO, FyC NH,
T+ cHiorNo, T % o
R, CHO
e X
R1

R
H
FsC N
m Ry
R1=H, OMe.
R2=H, OMe.

Figura 15. Esquema general de sintesis para la obtencion de derivados analogos de fenfluramina N-
bencilados. A) formiato de etanolamonio, temperatura ambiente, 36 h. B) LiAlH,4, THF, reflujo, 36 h. C) R-
CHO, DCM, NaBH,.

Los compuestos sintetizados correspondientes a la serie de analogos de fenfluramina estan
listados en la siguiente Figura 16 donde se detalla el nombre en cddigo del compuesto, la
estructura quimica y el porcentaje de rendimiento obtenido para el tltimo paso de reaccidn

calculado mediante la obtencién del clorhidrato correspondiente.

~0
H H H
F,C N F.C N F.,C N
R18, 35%* R21, 58% R24, 34%

Figura 16. Lista de compuestos sintetizados correspondiente a la serie fenfluramina con sus respectivos
codigos y porcentaje de rendimiento estimado.* Calculo basado en la obtencion de la base libre.
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4.3. Serie de compuestos analogos de DAP (2-aril-1,3-propandiamina).
Los compuestos sintetizados correspondientes a la serie DAP fueron obtenidos de acuerdo al

siguiente esquema general de reaccién (ver Figura 17).

R'] R1 N02 R1 NH2
R, CHO R, NO,,, R, NH,
+ CH3N02 _— — 25
A B

R3 R3 R3
Cl1. R1=H, R2=H, R3=H. CA4. R1=H, R2=H, R3=H.
C2. R1=H, R2=CF3, R3=H. Cs. R1=H, R2=CF3, R3=H.
C3. R1=0Me, R2=H, R3=0Me. Ce. R1=0Me, R2=H, R3=0Me.

Figura 17. Ruta de sintesis de compuestos de la serie de DAP. A) NaHCO;, reflujo 36 h. B) PtO,, metanol,
H, 70 psi, 3 h, con los respectivos porcentajes de rendimiento.

Los compuestos sintetizados en esta serie estan listados a continuacion en la siguiente Figura
18, donde se detalla la estructura quimica, el nombre en cédigo del compuesto y el porcentaje
de rendimiento obtenido para el Ultimo paso de reaccién calculado mediante la obtencién del

clorhidrato correspondiente.

NH2 NH2 \O NH2
NH, F,C NH, NH,
0O
C4,100% C5, 44% C6, 32%

Figura 18. Lista de compuestos sintetizados para la serie DAP con los respectivos cédigos y porcentajes
de rendimiento.
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4.4, Comentario de resultados de sintesis.
Se logrd sintetizar los compuestos planteados para la serie de analogos de benzazepina con

rendimientos moderados y se logré su caracterizacion mediante NMR.

La reduccion del metileno del anillo azepinico mediante hidrogenacién catalitica (producto d2)
da origen a una mezcla de enantidmeros. Es por esto que todos los derivados preparados
correspondientes a la serie WAO02, WAO03, ademds de la (R,S)-lorcaserina adquirida
comercialmente corresponden a compuestos racémicos. La serie WA15 ((R)-lorcaserina
corresponden a compuestos enantioméricamente puros y la serie WAO01 no presenta centros

quirales.

Los compuestos de la serie DAP se lograron obtener, pero sus clorhidratos eran higroscépicos
y poco estables. Se intentd muchas veces transformar las bases en otras sales estables, pero los
intentos no fueron exitosos. Los compuestos de esta serie no fueron testeados en ensayos

biolégicos, con excepcion del compuesto C5.

Los compuestos correspondientes a la serie de analogos de fenfluramina, por su parte,
pudieron ser sintetizados, pero no fueron aptos para evaluar su actividad bioldgica debido a
que sus espectros de NMR eran poco claros. Luego de la etapa de reduccién del nitroestireno
se aprecia la aparicidon en el espectro de NMR de un triplete a 6.8 ppm con una constant de
acoplamiento J = 56.2 Hz. A pesar de los muchos intentos de purificacién no se observé una
mejora en las sefales de los espectros. Luego de un andlisis mas exhaustivo se logrd establecer
que este triplete es caracteristico de un grupo -CF,H. Esto se podria deber a que en la etapa de
reduccion del nitroestireno con LiAlH, se habria provocado la pérdida de un atomo de fluor del

grupo R-CF; dejando una mezcla de compuestos que tuvieran el grupo R-CHF, y otros el grupo
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R-CF;. Esta mezcla de compuestos generados, al tener tan poca diferencia estructural y
considerando las condiciones de purificacidn por cromatografia en columna con gel de silice en

fase normal, no se logré.
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5. Mediciones de actividad biolégica de benzazepinas.

5.1. Ensayos de afinidad (binding).

Los ensayos bioldgicos de afinidad (binding) y actividad funcional fueron realizados en el
laboratorio del Grupo de Investigacion Biofarma CIMUS de la Universidad de Santiago de
Compostela, Espaiia. Para ello se masé 10 mg de cada compuesto que fue enviado a este
laboratorio de investigacion donde ellos se encargaron de realizar las pruebas

correspondientes.

Las afinidades de “binding” fueron medidas en células CHO-h5-HT,, para el receptor 5-HT,,
mediante el desplazamiento del radioligando [*H]-ketanserina, en células CHO-h5-HTz para el
receptor 5-HT,; mediante desplazamiento de radioligando [*H]-LSD, en células Hela-5-HT,c
para el receptor 5-HT,c mediante desplazamiento del radioligando [*H]-mesulergina. Los

resultados de estas pruebas se resumen a continuacidn en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen de resultados de ensayos de afinidad expresada en valores de Ki y pKi.

Ki (nM)

- (PKi)
Codigo Estructura

Selectividad

5-HT2a 5-HTs 5-HT,c | 2C/2A | 2C/2B

WA15 o 831.3 239.7 53.6
O\))NH (6.18) 662) | (727) | O | 4

2373 3464 1139
v (5.62) (5.46) | (5.94)

Cl

WA30 2.1 3.0

o p 395.6 11842 | 573.6
WA16 Cﬁ)’u (6.40) .93 | (624) | 002 | 21

WA17 cl Q 31+4%* | 51#30+ | 02°0 _ _
N OH (<5) (<5)

(6.20)
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o Q 126.7 148.8 229.0
WA18 O\))N ® (6.90) 683 | (664) | 0 | 065
WAO2 5059 2262 1574 a0 14
B1 OX - NH (5.29) (5.65) (5.80) : :
_ 3544 1910 1578
WAL4 . Q\éwf (<5) (572) | (580) | 12
2140 1046 1519
WALL . /@i\)Np 567 | (598 | (G582 | 4 | 09
O
a
WAO4 Q Seroa | 9071 | 1251 ] 6
B6 - N OH (<5) (6.04) (5.90)
856.1 276.6 1065
WA12 @(\)NQ (6.07) (656) | (s.07) | 089 | 020
\O /
WAO3 a 1091 3115 51.6 - 6.8
B3 - NH (5.96) (6.51) (7.29) :
o _ 1238 308.3 83.2
WALS \OQ\)DNI (5.91) 651 | (zos | I° 3.7
o p 582.4 541.7 290
WA10 . j@i\)N (6.24) ©27) | ©54 | 20 1.9
O
WAO5 N Q 3999 642.8 770.9 - 08
B5 . N—  oH (5.40) (6.19) (6.11) : :
O
WAO06 o Q 394.7 183.8 155.8 . Lo
B7 . = (6.40) (6.74) (6.81) : :
(6]

WAO1 4892.3 | 11453 | 5419 00 01
B2 - NH (5.31) (5.94) (6.27) : :
WA09 p 36:+1%* 7265 | 1738.7 ] 04
B10 N (< 5) (6.15) (5.76) :

o
WAO07 Q 18+4%* | 8734 | 2030.6 ] 04
B8 R N— oH (<5) (6.06) (5.69) :
O
WAO8 Q 2239.6 291.3 12836 | 0.2
B9 . - (5.65) (6.54) (5.89) : :
(@)
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2482
FsC NH, . . . .
cl : OL (5.61)

cl 1339 264 180
Lorca Rac \CCNH (5.87) (6.58) (6.74) 7.4 1.46

N p 3672 673 430
R33 \QibN (5.43) ©17) | (6.37) | >4 | 85

183 279 335
R34 C.CCN L | (674 (6.55) | (6.47) | 055 | 054

3898 312 1625
R35 C.Cﬁ)l o (5.41) (6.51) (5.79) | 125 8.5

o 333 944 259
R36 e (6.48) (6.03) (6.59) | 0.35 1.2

® A concentracién 1 M inhibe la unién en 4 + 3 %,*% inhibicién a 10 uM. Las afinidades 2A and 2C fueron
determinadas con antagonistas y las afinidades 2B con un agonista, por lo cual no son estrictamente
comparables.

5.2. Ensayos de actividad funcional.

Los ensayos de actividad funcional fueron realizados mediante la determinaciéon de la
movilizacién de calcio en células CHO-h5-HT,, para el receptor 5-HT,, y en células HelLa-h5-HT,¢
para el receptor 5-HT,¢ para los compuestos que presentaban la mejor afinidad. Los resultados

de estas pruebas se resumen a continuacion en Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de resultados de ensayos funcionales expresados en ECs, y pECsy.

ECso (nM) Selecti . o
- ( PECso) vidad Tipo de actividad
Codigo Estructura % de respuesta
5-HT | 5-HT | 5-HT 5-HT | 5-HT | 5-HT
2C/2A
2A 2B 2C 2B 2A 2

o 190 11
WA15 ° \H (6.72) - (7.96) 17.2 - AP AT
70 100
Lorca cl 260 11
(6.59) - (7.96) 23.6 - AP AT
Rac”® NH
70 100
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Lorca o 368 20 8.7
R " (6.43) | (7.69) | (8.06) 423 - AP AT
ac 29.9 | 1056 | 105.6
o 40290 6505
WA30 \ (4.39) - (5.19) 6.19 - AP AT
N
55.75 139.34
cl p NA* 3692 B
WA16 N (-) - (5.43) - AP AT
30.39 123.43
cl Q NA* 37440 _
WA17 N oH| () - (4.43) - AP AP
22.75 67.26
c Q NA* 2285 _
WA18 N o (-) - (5.64) - AP AT
19.06 105.99
o 210.6 13.2
WAO03 NH (6.68) - (7.88) 16.0 - AP AT
¢ 112.23 113.33
cl Q 41890 1245
WAO05 | N (438 - (5.90) | 337 - AP | AT
\ 60.34 100.98
cl Q NA* 4769
WA06 | A S - (5.32) - - AP | AP
' 32.19 88.73
NH, 107 5272
c1 FaCU&NHz - (6.97) | (5.28) - AP - AT
85.6 132
cl p 8511 8260
R33 N - (5.07) | (5.08) - AP - AP
37.5 89.7
o Q 1059 | 1432
R34 N o— - (5.97) | (5.84) - AP - AT
62.1 105.3
c Q 5370 | 12240
R35 N OH - (5.27) | (4.912) - AP - AT
47.4 93.0
o 875 87 366
R36 v/ | (6.06) | (7.06) | (6.43) - AP AP AT
45.9 83.4 94.4
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* Compuestos con actividad agonista parcial, pero no lo suficientemente activos para obtener un valor
de ECsq. ° Valores obtenidos desde literatura (Smith y Smith 2005) medidos en células HEK-293 mediante
acumulacion de fosfoinositol. AP= Agonista parcial. AT= Agonista total.

5.3. Comentarios de resultados bioldgicos.

Los estudios de afinidad (Tabla 2) muestran que la afinidad para el medicamento lorcaserina es
de 53.6 nM. Si bien ninguno de los compuestos de la serie pudo alcanzar una afinidad mayor,
las afinidades de los compuestos WA03 y WA13 resultaron ser importantes, asi como también
las selectividades (basadas en K;) comparadas con lorcaserina. Se debe tener presente que
estos compuestos corresponden a la mezcla de isdmeros y no al producto enantioméricamente

puro.

Los estudios de actividades bioldgicas que se disponen han sido determinados en lineas
celulares distintas a las que se utilizaron en este trabajo, por lo que los resultados no son del
todo comparables. Sin embargo, se logré medir la afinidad de la lorcaserina y su forma

racémica y la actividad funcional de esta ultima.

Tabla 4. Extracto de Tabla 2, resumen de resultados de ensayos de afinidad expresada en valores de Kiy
pKi.

Ki (nM)
Estructura (pKi)
5-HT,a | 5-HT,s | 5-HT,c | 2C/2A | 2C/2B

WA15 o 8313 | 2397 | 53.6
@éNH (6.18) | (662) | (r.27) | > | 43
WAO03 S 1091 | 3115 | s16 | 2 | o
- NG| (s.96) | (6.51) | (7.29) | 21 :
o _ | 1238 | 3083 | 832
WA13 \OI::CN_/_ (5.91) | (651) | (708 | = | 37

Cadigo selectividad
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Otro resultado destacable es que en el compuesto WA13 (N-alil sustituido), si bien la N-
sustitucidon perjudica un poco su afinidad por el receptor 5-HT,;, ésta igual sigue siendo

comparable a la de su predecesor cabeza de serie WAO03, lo que no ocurre con la N-bencilacion.

Tomando en cuenta los compuestos de la serie, podemos notar que la presencia de la
sustitucion de un halégeno como el cloro es importante para la afinidad de estas moléculas: los
compuestos derivados de azepinas que presentan un atomo de cloro en la posicién 8 de su

estructura presentan valores de K; mayores que aquellas que no lo contienen.

Los resultados de los ensayos de afinidad muestran que las afinidades de los compuestos por
los tres receptores 5-HT,, 5-HT.,z y 5-HT,c no son las esperadas de acuerdo a la hipotesis
planteada (que la N-bencilacién mejoraria la actividad de estas moléculas por los receptores 5-
HT,). Por el contrario, se aprecia que la N-bencilacién de estos compuestos afecta
negativamente su afinidad en algunos casos y afecta significativamente su actividad funcional.
La sustitucion alilica no afecta significativamente la afinidad, aunque si la actividad funcional,

pero en mucho menor medida que la N-bencilacién.

El compuesto WAO5 presenta una mejor selectividad funcional (2C sobre 2A) que lorcaserina.
Este compuesto se comporta como agonista total en los receptores 5-HT,, y 5-HT,¢. Los demas
compuestos medidos muestran la tendencia a ser agonistas parciales en 5-HT,, y agonistas

totales en 5-HT,
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6. Estudios de acoplamiento molecular.

6.1. Generacion de modelos 5-HT,,, 5-HT 5 y 5-HT,c.

El modelo de los receptores 5HT,s, 5HT,z ¥ 5HT,c fue generado utilizando como plantilla la
estructura proteica cristalizada en forma activa del receptor 5-HT,c obtenida desde la base de
datos Protein Data Bank (http://www.rcsb.org, PDB: 6BQG con 3 A de resolucién). Las
secuencias aminoacidicas de los receptores 5-HT,s, 5-HT,5 y 5-HT,c humanos fueron obtenidas
desde la base de datos Uniprot (http://www.uniprot.org). El alineamiento de las secuencias
aminoacidicas de los receptores 5-HT,,, 5-HT,z y 5-HT,c fue realizado utilizando el programa
Clustal Omega disponible en https://www.ebi.ac.uk/. Finalmente mediante el programa SWISS-

MODEL (https://swissmodel.expasy.org) se obtuvo el modelo de los 3 receptores.
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https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

SHT28 1 MDILCEEWTSLASTTHSLMQLNDDTRLYS:----- HOFMSGEANTSDAFNNTYDSENRTHL 55

SHTZE 1 —--mmmmmmmmmmmmmm MALSYRYSELQSTIPEHILQSTRYHYT -5 SHUSGLY - - - - - - 35
SHTZL 1 —mmmmmmmmmmmmmoo MyNLRNAY - - - - - - - - - HEFLYHLIGLLVNQCDISWSPWA 31
ik =k . +*
SHT24 56 5-CEGCL--SPECLELLHLQEKNWEALL TAWITL TTAGNTLYIMAVSLEKKLQNATNYF 112
SHTZE 36 ---TESIPEEMEQIVEEQGNKLHWAALL TLMYITPTIGENTLYILAVSLEKKLQYATNYE 92
SHT2C 32 MUTDIFMTS[:-GGRFKFP[:-quwwpm_SIUIIIIMTIGGNILUIMMSMEKKLHN.&TWF o1
* * ok ** ** *k k. *** **** Hokkokk

SHT2A 113 LHMSLATADML LGFLYMPYSRLTILYGYREPLPSELCAYHIYLCYLFSTAS IMHLCATSLD 172
SHT2B 93 LMSLAWADLLWALFYWMPIALLTIMFEAMWPLPLYLCPAWLFLOWLFSTASIMHLCATSYD 152
SHT2C 92 LMELATADMLYGLLYWMPLELLAILYDYWNPLPRYLCPYWIZLDWLFSTASIMHLCAISLD 151

B b R I P TR 2 PR R B * ok BT e kT

SHT28 173 RYWAIQNPIHHSRFMSRTKAFLEIIAYWNTISWEISKPIPYFELQDDSKYFKE -GSCLLAD 251
SHTZE 153 RYIAIKKPIQANOYMSRATAFIEITYWWLISTIGIATPYPIKGIETCAYDNP -NNITCWLTE 211
SHTZC 152 RWP.IRI".IF‘IEHSRFI".ISRTKP.IHKIP.IVNP.ISIGVSVPIP'U’IGLRDEEK"u"F"u"I".II".ITTC"u"LI".ID 211

£ ** ** *** * ** B I L * * * *.

SHT24 232 D---NRYLIGEFYSFFIPLTIMYITYFLTIKSLQKEATLCWSDLGTRAKLASFS - - ---- 282
SHTZE 212 ERFGDFMLFGESLAAFFTPLAIMIVTYFLTIHALQKKSAYLYENKPPQRLTHLTYSTWFQRD 271
SHTZC 212 F"———I".IF"u"LIGSF"u"ﬁFFIF‘LTIH"u"IT“r’CLTIWLRRQ#.LHLLHGHTEEF‘F"GLSLD —————— 262

* * ** ** B ** ** B B o

SHT2A 283 FLPQ3SLE:------------- SEKLFQRSIHREPGEYTARRTMOSISNEQKACKYLGIVE 329
SHTZ2E 272 ETPCSSPEKYAMLDGSREDKALPHNSGDET -LMRRTSTIGKKSWMTISHNEQRASEYLGIVE 328
SHTZC 263 FLECCKRWTAE----- EEI".ISﬁNF‘I'-.IQDQNﬁRRRKKKERRPRGTM&INNERK&SKULGIUF 317

e * ** * Hokkde ok ok

SHT2& 33@ FLPWWMWCPFFITHNIMAYICKESCHNECYWIGALLANYFYHIEYLSSAwMPLY Y TLENKTYRS 389
SHTZ2B 331 FLELLMWCPEFITHITLYLCD-SCHQTTLOMLLE IR IS 2avHPLY Y TLFMKTFRD 389
SHT2C 318 FYFLIMWCPFFITHILSYLCEESCHNQELMEKL LNYFYHTEWCSaINPLYY TLENEIYRR 377

*:*::********** *:*. ***: . **::******:.*.:********** :*
SHTZ2A 392 AFSRYIQCOYKENEKPLOLILWHTI------- P--ALAYESSOLQMEQKE - - -NSEQDAKE 437
SHTZEB 392 AFGRYITCHNYRATESWKTLRKRSSKIYFRNPHAENSKFFKKHIIRNGINP AMYOSPMRLR 445
SHT2C 378  AFSHNYLRCNYKWERKPPYROIPRY-------- &--ATBLSGRELNYWNIYRHT -NEPYWIEE 426

Figura 19. Alineamiento de secuencias aminoacidicas obtenido del programa Clustal Omega. La linea
superior corresponde al alineamiento del receptor 5-HT,,, la segunda linea al receptor 5HT,g, la dltima
linea al receptor 5HT,c. Los signos (*) representan los residuos conservados. Los signos (:) representan
no conservados, pero con alto grado de similitud quimica. Los signos (.) representan residuos no
conservados de similar naturaleza quimica. En color amarillo se destacan las 7 transmembranas.

6.2. Estudios de acoplamiento molecular para la serie WA15 en los receptores 5-HT,; y 5-
HT,c.

Para las estructuras de los compuestos derivados de lorcaserina se utilizé la conformacién de

lorcaserina determinada por Trigo-Mourifio y col. (la conformacion mas estable para

lorcaserina determinada por cdlculos tedricos y medidas experimentales de NMR). Para

construir las estructuras de los compuestos de las distintas series, posteriormente se

realizaron optimizaciones semiempiricas seguidas de optimizaciones B3LYP mediante el
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programa Gaussian 09. Las moléculas fueron dockeadas en los 3 receptores 5-HT,,, 5-HT; vy 5-

HT,c dejando el residuo D3.32 flexible.

6.3. Resultados de acoplamiento molecular.

Los tres modelos generados de los receptores presentan un alto grado de homologia
estructural y poseen una inclinacién de las transmembranas y orientacion de los aminoacidos
similar, diferenciandose solo en los residuos no conservados. En el sitio ortoestérico las

diferencias son muy pocas ya que la mayoria de los residuos estdn conservados.
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C D

Figura 20. A representa una imagen del receptor 5-HT, cristalizado con ERG en su forma activa (morado)
y en su forma inactiva (plateado). B representa los modelos superpuestos de los receptores 5-HT,,, 5-
HT,s vy 5-HT,c (magenta, verde y celeste respectivamente). C y D representan imagenes superpuestas de
la estructura cristalina del receptor 5-HT,¢ (morado) con los modelos del receptor 5-HT,¢ (celeste) y 5-
HT,a (Mmagenta).

Poses de WAQ2 en los receptores 5-HT,.

Segun los estudios de acoplamiento molecular el compuesto WA02 adopta poses diferentes en
los tres receptores. En el receptor 5-HT,: adopta una pose mas desplazada hacia el sitio
intracelular que en los otros dos receptores lo que favorece las interacciones con los residuos
aromaticos F6.51 y F6.52. Se observa una interaccidon de puente de hidrégeno entre el grupo
metoxilo de la azepina (7-metoxi) con un NH de la cadena principal ubicado entre los residuos
S5.43 y G5.42 a 3A. Se observa también una interaccién entre el sustituyente 1-metil con 13.40
del motivo PIF, residuo importante para la activacion del receptor.

En el receptor 5-HT,z hay un cambio conformacional. El grupo amino protonado interacciona
con los residuos D3.32 e Y7.43, se pierde la interaccion de puente de hidrogeno del
sustituyente 7-metoxilo con el NH peptidico y se conservan las interacciones aromaticas con los

residuos F6.51 y F6.52. En cambio en el receptor 5-HT,, este metoxilo presenta un puente de
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hidrégeno con S5.46, por cuya razon en este receptor el compuesto WA02 queda orientado

mas hacia el sitio extracelular que en los otros receptores.

C. D.

Figura 21. Docking del compuesto WAO2 en los receptores 5-HT,, (A) de color magenta, 5-HT,z (B) de
color verde y 5-HT,¢ (C) de color celeste. D representa los Docking agrupados para el compuesto WA02
en los 3 receptores.
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Poses de WAOS3 en los receptores 5-HT,.

El compuesto WAO3 adopta poses distintas en los tres receptores, presentando la mejor

afinidad por el receptor 2C de acuerdo a los ensayos bioldgicos.

En el receptor 5-HT, el sustituyente 7-metoxilo presenta un puente de hidrégeno con T3.37 a
una distancia de 3.7 A, una interaccidn hidrofébica a 3.5 A entre el metilo del 7-metoxilo con
13.40 (PIF) y una interaccion hidrofébica con con V5.46. El halégeno (8-cloro) de la benzacepina
se orienta hacia la G5.42 andlogamente a lorcaserina (WA15) y similar a lo descrito por Peng y
col. 2018. Esta orientacion ademas favorece las interacciones con los residuos aromaticos F6.51

y F6.52.

En el receptor 5-HT,z el compuesto WAO3 se desplaza hacia el sitio extracelular posiblemente

influido en esta conformacién por una interacciéon hidrofébica con L3.29.

Las interacciones con T3.37 y F6.51 se pierden en el receptor 5-HT,, comparandolo con el
receptor 5-HT,.. Se aprecia una interacciéon de puente de hidrégeno con S5.46 lo que provoca

qgue el compuesto WAO03 quede posicionado un poco mas desplazado hacia el sitio extracelular.
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Figura 22. Docking del compuesto WAO3 en los receptores 5-HT,, (A) color magenta, 5-HT,z (B) color
verde y 5-HT,¢ (C) color celeste. D representa los Docking agrupados del compuesto WAO3 en los 3
receptores.

Poses de WA15 en los receptores 5-HT,.

El compuesto WA15 (lorcaserina) adopta poses diferentes en los tres receptores, un poco mas

desplazada en el receptor 5-HT,, hacia el sitio extracelular debido a una repulsiéon producida
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por el residuo polar S5.46 que en los receptores 5-HT,z y 5-HT,c corresponde al aminodcido

A5.46.

La conformacidon que adquiere WA15 (lorcaserina) en 5-HT,c permite que el haldgeno se
oriente hacia G5.42 similarmente a lo descrito por Peng en 2018, pero a una distancia mayor.
Sin embargo se favorecen las interacciones aromaticas con F6.51 y F6.52. Esta conformacién

esta permitida dada la ausencia de S5.46 que en este receptor es A5.46.
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C

Figura 23. Docking del compuesto WA15 (lorcaserina) en los receptores 5-HT,, (A) color magenta, 5-HT,;
(B) color verde y 5-HT,¢ (C) color celeste. D representa los Docking agrupados del compuesto WA15 en
los tres receptores.
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Poses de WA13, WA14 y WA26 (derivados alilados) en los receptores 5-HT,.

Los derivados alilados segun los ensayos de afinidad muestran la tendencia a mantener la
afinidad de los compuestos cabezas de serie para los tres receptores (ver Tabla 2), con la
excepcién de la serie de lorcaserina racémica, donde la afinidad por el receptor 5-HT,, se ve
mejorada, en el receptor 5-HT,z se ve perjudicada y en el receptor 5-HT,c se mantiene. Las
poses de los derivados alilados son levemente distintas a las de lorcaserina, estando mas

desplazas hacia el sitio extracelular.

Figura 24. Imagen superpuesta de WA26 con WA15 (lorcaserina) en el receptor 5-HT,c de color verde
donde se aprecia que el esqueleto benzazepinico del derivado WA26 adquiere una pose mas desplazada
hacia el sitio extracelular en comparacion con el compuesto WA15 (lorcaserina).

Los derivados alilados que poseen el sustituyente 7-metoxilo correspondiente a los compuestos
WA13 y WA14 presentan una interaccién de puente de hidrégeno entre un NH peptidico en 5-
HT,z y 5-HT,¢, pero en el receptor 5-HT,, este sustituyente forma el puente de hidrégeno con el

residuo S5.46.

47



Figura 25. Docking agrupado de los compuestos WA26, WA13 y WA14 en el receptor 5-HT,¢ de color
celeste.

Figura 26. Docking agrupado de los compuestos WA26, WA13 y WA14 en el receptor 5-HT,z de color
verde.
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El compuesto WA26, presenta el mayor incremento de afinidad de estos derivados alilados en
el receptor 5-HT,,, no presenta una interaccién con S5.46, pero queda orientado su atomo de
cloro (8-cloro) entre dos carbonilos de la cadena peptidica a una distancia donde podria

presentar un puente de halégeno, lo que podria estabilizar esta conformacion.

\O = N
WA13

Figura 27. Docking agrupado de los compuestos WA13 y WA14 (superpuestos) en el receptor 5-HT,, de
color magenta, el compuesto WA26 queda mas desplazado hacia el sitio extracelular y equidistante a dos
carbonilos de la transmembrana 5.

Los derivados N-bencilados.

Para los derivados N-bencilados no se presentan interacciones aromaticas con los residuos
F6.51y F6.52 como se esperaba. Los sustituyentes aromaticos de los N-bencilderivados se
orientan hacia el sitio extracelular, tal y cual se aprecia en la Figura 28, de tal manera que no

presentan las mismas interacciones que los N-BOMEs, contrariamente a lo que se esperaba.
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WA26

Figura 28. Docking agrupado de compuesto WA26 color celeste (alil derivado), compuesto WA16 en
color damasco (bencil derivado) y color café WA06 (2-metoxibencilderivado) en el receptor 5-HT,c.

WA16, WA17, WA18.

WA26

Figura 29. Docking agrupado de los compuestos de la serie WA15 en el receptor 5-HT,.
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6.4. Comentarios de resultados de acoplamiento molecular.
Se pudo construir los modelos para los tres receptores 5-HT,,, 5-HT,cy 5-HT,c basados en la
estructura cristalina del receptor 5-HT,. cristalizado en su forma activa y se pudo realizar los

estudios de acoplamiento molecular en los tres receptores.

Las benzacepinas sintetizadas forman una interaccién idnica de puente salino entre el
nitrégeno protonado (posicién 3 del anillo azepinico) con el residuo D3.32 lo que explica que

estos compuestos presenten algun tipo de actividad en estos receptores.

De los resultados bioldgicos se aprecia que los compuestos N-alilados mostraban mantener la
afinidad de los respectivos compuestos cabezas de serie. Segun los resultados de acoplamiento
molecular el sustituyente N-alilo presenta una interaccién con los residuos aromaticos F6.52
del “toggle switch” de manera similar a lo descrito para los N-BOMEs por Braden y col. 2007,
importantes para la actividad de estos receptores. En el receptor 5-HT,c estos derivados N-
alilados adquieren una conformacién mas desplazada hacia el sitio extracelular en Ia

lorcaserina. Estas diferencias conformacionales dan indicios de una posible actividad.

Los derivados N-bencilados y N-2-metoxibencilados parecen no perder afinidad en los
receptores 5-HT,z y 5-HT,,, pero si disminuye mucho su actividad funcional. Los estudios de
acoplamiento molecular muestran que los sustituyentes N-bencilos no presentan las
interacciones esperadas para los N-BOMEs (Braden y col. 2007; Isberg y col. 2013), dado que el
sustituyente N-bencilo no interactia con ninguno de los residuos aromaticos del “toggle
switch”. Segun estos estudios de acoplamiento molecular en los derivados N-bencil y N-2-
metoxibencil no se aprecian interacciones importantes que permitan explicar esta aparente

mejora en la afinidad en los receptores 5-HT,, y 5-HT .
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7. Conclusiones.

La N-bencilacion no mejord la actividad bioldgica de las benzacepinas. Si bien en algunos casos
mejoré o se mantuvo la afinidad, la actividad funcional disminuyd. Las poses de los N-bencil y
N-2-metoxibencil derivados en los receptores 5-HT, son distintas a las que adoptan los N-

BOMEs en estos recceptores.

La formacién de derivados alilados no perjudica significativamente la afinidad de las
benzacepinas, posiblemente debido a que interactian con los residuos aromaticos del “toggle

switch”, de manera similar a los N-bencilos de los N-BOMEs.

S5.46 en el receptor 5-HT,, (A5.46 en los receptores 5-HT,g 5-HT,¢) parece ser importante para
entender la selectividad de lorcaserina y posiblemente para otros compuestos que se unan de

manera similar.

Figura 30. Imagen superpuesta de lorcaserina (WA15) en los tres receptores: 5-HT,, (plateado), 5-HT,z
(damasco) y 5-HT,¢ (rosado). La unica diferencia importante entre estos receptores es que en el receptor
5-HT,, la posicion 5.46 corresponde al aminoacido serina, en cambio en los otros receptores
corresponde al aminoacido alanina.
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8. Desarrollo experimental.

A continuacién se detalla el procedimiento experimental para la obtencion de cabeza de serie
WAO01, WA02 y WAO3 de acuerdo a lo que se indica en el esquema general de reaccion
correspondiente a Figura 12.

8.1. Sintesis de compuestos WA01, WA02 y WAO3, cabezas de serie para la obtencion de

derivados de benzazepinas andlogas de lorcaserina.
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Figura 31. Estructura general de compuestos sintetizados con la numeracién a utilizar para dar claridad al
a la asignacidn de sefiales en el analisis de NMR.

8.1.1. Paso A. Sintesis de N-trifluoroacetil-3-metoxifeniletilamina (al).
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Figura 32. Esquema de sintesis de al sintetizado en paso A. A) Piridina, anhidrido trifluoroacético, DCM,
0°C,3h.

Se disolvieron 4.041 g de 3-metoxifeniletilamina (26.72 mmol) en 60 mL de DCM vy se llevé a 0

°C en un bafio de agua/hielo. Se adicioné en frio gota a gota 3.02 mL de piridina (37.41 mmol) y
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luego muy lentamente anhidrido trifluoroacético (7.54 mL, 53.44 mmol). La mezcla de reaccidn
fue agitada por 3 h retirando el bafio de agua/hielo para que alcanzara temperatura ambiente.
Finalmente se diluyé el producto de reaccidon con 300 mL de DCM, se lavé 3 veces con una
solucidn de acido clorhidrico 10%, una vez con agua y una vez con salmuera, se concentré al
vacio obteniéndose 6.605 g de un aceite amarillo-pardo correspondiente al compuesto al (N-
trifluoroacetil-3-metoxifeniletilamina) con un 99.9% de rendimiento. Ver Figura 31(a). '"H NMR
(DMSO-dg) 6 ppm 9.49 (1H, s, H-1), 7.20 (1H, dd J = 10.5 Hz, 5.9 Hz. H-7), 6.80 (1H, s. H-4), 6.79
(2H, d J = 6.7 Hz, H-6 y H-8), 3.74 (3H, s, OCH3), 3.44 (2H, dd J = 13.0 Hz, 6.5 Hz, H2), 2.80 (1H, t J

=7.1 Hz, H-3).

8.1.2. Paso B. Sintesis de N-trifluoroacetil-2-yodo-5-metoxifeniletilamina (b1).

HN CF3 HN CF3

Figura 33. Esquema de sintesis de b1 segln el paso B. B) CaCOg3, ICl, metanol, -20 °C, agitacién toda la
noche.

Se disolvieron 7.77 g (31.45 mmol) del compuesto anterior al en 100 mL de metanol, se enfria
hasta -20 °C mediante un bafio frio de hielo/acetona/sal. Posteriormente se adicionaron 8 g
(77.9 mmol) de CaCO;, seguido de una solucién de ICl preparada disolviendo 5.61 g de ICl en
20 mL de metanol frio (34.55 mmol). La mezcla de reaccién fue agitada toda la noche sin retirar
el bafo frio, permitiendo que la temperatura se eleve gradualmente. Posteriormente se filtra y
concentra al vacio sin llevar a sequedad, se diluye con 200mL de DCM, se lava 2 veces con 100
mL de una solucién de NaHSO;3; 5%, una vez con 100 mL de agua y una vez con 100 mL de

salmuera, las fases organicas fueron secadas con sulfato de sodio y se concentran al vacio para
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dar 9.00 g de un aceite amarillo que luego de enfriarse cristaliza como un sélido blanco que
corresponde al compuesto 1b (N-trifluoroacetil-2-yodo-5-metoxifeniletilamina) con un
rendimiento de un 76.69%. Ver Figura 31(a)."H NMR (CDCl;) 6 ppm 7.68 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-7),
6.76 (1H, d J = 3.0 Hz, H4), 6.63 (1H, s, H-1), 6.55 (1H, dd J = 8.7, 3.0 Hz, H6), 3.76 (3H, s, OCHjs),

3.61 (q aparente, 2H, J = 6.7 Hz. H-2), 2.96 (1H, t J = 7 Hz, H-3).

8.1.3. Paso C3. Sintesis de N-alil-N-trifluoroacetil-2-yodo-5-metoxifeniletilamina (c1).

~0 ji ~0 (o
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B —
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Figura 34. Esquema de sintesis de c1 segun el paso C. C) K,CO3, bromuro de tetrabutilamonio, bromuro
de alilo, tolueno. 80 °C, 4 h.

Se disolvieron 4.04 g (10.8 mmol) del compuesto anterior bl en 200 mL de tolueno, se
adicionaron 2.09 g de K,CO; (15.15 mmol), 1.82 g de KOH (32.48 mmol), 0.383 g de bromuro
de tetrabutilamonio (1.191 mmol), finalmente 6.919 g de bromuro de alilo (21.65 mmol). La
mezcla de reaccion fue agitada a 80 °C por 4h. Posteriormente fue llevada a temperatura
ambiente y se acidifica con una soluciéon de acido clorhidrico 10 % hasta pH 1-2. La fase
orgdnica se separa y se extrae con éter etilico, las fases organicas combinadas fueron lavadas
dos veces con 100 mL de salmuera, secadas con sulfato de sodio y se concentradas al vacio. El
producto de reaccidn fue purificado mediante cromatografia en columna utilizando una mezcla
4:1 de hexano/acetato de etilo para dar 3.317 g de un aceite café correspondiente al
compuesto cl (N-alil-N-trifluoroacetil-2-yodo-5-metoxifeniletilamina) con un rendimiento de
un 73.99 % que corresponde a una mezcla de dos rotdmeros en relacién 2:1. Rotamero mayor,

ver Figura 31(b). *H NMR (CDCl;) & ppm 7.63 (0.63H, d J = 8.7 Hz, H-9), 6.78 (0.71 H, d J = 3 Hz,
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H-4), 6.53 (1H, dd J = 8.7, 2.7 Hz, H-8), 5.96-5.62 (1H, m, H-1), 5.34-5.21 (2H, m, H-1’), 3.84
(1.34H, d J = 5.6 Hz, H-2), 3.74 (1.97H, s, OCHs), 3.54 (2H, m, H-4), 2.98 (2H, dd J = 8.7, 6.5 Hz, H-
5). Rotamero menor. *H NMR (CDCl;) 6 ppm 7.65 (0.37H, d J = 8.7 Hz, H-9), 6.76 (0.48H, d J = 3
Hz, H-4), 6.53 (1H, dd J = 8.7, 2.7 Hz, H-8), 5.96-5.62 (1H, m, H-1), 5.38-5-20 ( 2H, m, H-1), 4.09
(0.66H, d J = 5.9 Hz, H-2), 3.76 (1.27H, s, OCHs), 3.54 (2H, m, H-4), 2.98 (2H, dd J = 8.7, 6.5 Hz,
H5). Rotamero mayor *C NMR (CDCl;) § ppm160.37 (C-7), 156.88 (q J = 36 Hz, C=0), 141.75 (C-
5a), 140.01 (C-9), 131.70 (C-1), 119.53 (C-1’), 116.45 (q J = 287 Hz, CF3), 115.93 (C-8), 115.21 (C-
6), 88.48 (C-10), 55.33 (OCHs), 50.72 (q J =3 Hz, C-2), 46.67 (C-4), 37.30 (C5). Rotamero menor
3¢ NMR (CDCl;) & ppm160.28 (C-7), 156.67 (q J = 36 Hz, C=0), 141.10 (C-5a), 140.20 (C-9),
131.16 (C-1), 118.96 (C-1’), 116.61 (q J = 287 Hz, CF3), 116.28 (C-8), 114.70 (C-6), 88.30 (C-10),

55.35 (OCH5), 49.47 (C-2), 47.12 (qJ = 3 Hz, C-4), 40.10 (C5).

8.1.4. Paso 1D. Sintesis de 7-metoxi-1-metilen-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-

benzazepina (d1).

~O (o °
Pd(OAc @)
NJ\CFg ( )2 N_/<
1D ~
0 CF;
| d1

Figura 35. Esquema de sintesis de d1 sintetizado en paso 1D. D) Acetato de potasio, bromuro de
tetrabutilamonio, trifenilfosfina, acetato de paladio, DMF, 90 °C, agitacion toda la noche.

Se disolvieron 8.65 g (20.89 mmol) del compuesto anterior c1 en 250 mL de DMF, se
adicionaron 6.143 g de acetato de potasio (62.58 mmol), 6.736 g de bromuro de
tetrabutilamonio (20.89 mmol), 1.096 g de trifenilfosfina (4.170 mmol) y 234 mg de acetato de
paladio (1.045 mmol). La mezcla fue agitada toda la noche en ambiente de nitrégeno a 90 °C.

Terminada la reaccién se enfria, se filtra para eliminar las sales. Las aguas madres se diluyeron
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en agua y se extrajeron con éter etilico, las fases orgdnicas combinadas se lavaron dos veces
con agua (100 mL) una con salmuera (100 mL), posteriormente se secaron con sulfato de sodio
y se concentran al vacio. El producto de reaccidn se purificd por cromatografia en columna con
una mezcla de acetato de etilo al 10 % en hexano para dar 3.752 g de un aceite amarillo
correspondiente al compuesto d1 (7-Metoxi-1-metilen-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-
3-benzazepina) con un rendimiento de un 62.96%. Mezcla de rotdmeros con relacién 1:1. Ver
Figura 31(c). *"H NMR (CDCl;) & ppm 7.25 (0.5H, d J = 3.8 Hz. H9), 7.23 (0.5H, d J = 3.8 Hz. H9),
6.73 (1H, dd J = 8.4, 2.6 Hz. H8), 6.65 (1H, d J = 2.4 Hz. H-6), 5.29-5.16 (2H, m. H-1'), 4.39-4.35
(2H, m. CH,), 3.80 (2H, t J = 6.5Hz. CH,), 3.74 (3H, s. OCH3), 2.95 (2H, t aparente. CH,). Rotamero
mayor **C NMR (CDCl;) 6 ppm159.83 (C-7), 156.82 (C=0), 145.21 (C-1), 137.27 (C-5a), 132.21
(C-9a), 129.98 (C-6), 116.54 (C-1’), 116.53 (CF;), 115.15 (C-6), 112.50 (C-8), 55.17 (OCHs), 46.71
(qJ = 3 Hz, C-4), 45.62 (C-2), 35.29 (C-5). Rotamero menor *C NMR (CDCl;) § ppm159.86 (C-7),
156.34 (C=0), 144.52 (C-1), 136.75 (C-5a), 131.34 (C-9a), 114.81 (C-6), 116.46 (CF,), 114.81 (C-

6), 114.44 (C-1), 112.26 (C-8), 55.16 (OCH), 46.71 (qJ = 3 Hz, C-2), 45.62 (C-4), 33.18 (C-5).

8.1.5. Paso 2D. Sintesis de (R,S)-7-metoxi-1-metil-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-

benzazepina (d2).

@ﬁb Qe @@ °
N N—<
~0 cF, 2D g 4 CF3

Figura 36. Esquema de sintesis de d2 segun el paso 2D. D2) H, 70 psi, Pd/C, metanol,
temperatura ambiente, 48 h.

Se disolvieron 4.695 g (15.68 mmol) del compuesto anterior d1 en metanol suficiente hasta

completar 1/5 del volumen de la botella de presidn, se adiciona una punta de espatula de

62



catalizador de paladio soportado en carbono al 10%, se inyecta hidrégeno a 70 psi y se deja en
agitacion por dos dias. Luego se filtra, se concentra al vacio para dar un aceite amarillo. Se
purific< por cromatografia en columna usando una fase movil de 20% de acetato de etilo en
hexano para dar el compuesto d2 ((R,S)-7-metoxi-1-metil-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-tetrahidro-
1H-3-benzazepina) con un rendimiento de un 91.83%. Mezcla de dos rotameros 6:4. Ver figura
31(c). '"H NMR (CDCl5) & ppm 7.34 (0.44H, m. H9), 7.23 (0.56H, m. H6), 6.93-6.80 (2H, m. H8 y
H6), 4.2-3.9 (1H, m. H1), 3.88 (3H, s. OCH;), 3.88 (1H, mezclado con sefial de metoxilo. H1) 3.7-
2.91 (6H, m. CH,), 1.46 (1.24H, d J = 7.2Hz. 1’-CH; menor), 1.42 (1.76H, d J = 7.2 Hz. 1’-CH;
mayor). Rotamero mayor *C NMR (€DCl;) § ppm157.93 (C-7), 156.16 (q J = 35 Hz, C=0), 138.99
(C-5a), 135.68 (C-9a), 129.42 (C-9), 116.70 (q J = 286 Hz, CFs3), 116.30 (C-6), 111.32 (C-8), 54.76
(OCHs), 51.44 (C-2), 47.55 (q J = 3 Hz, C-4), 39.48 (C-1), 34.69 (C-5), 17.59 (C-1’). Rotamero
menor *C NMR (CDCl;) § ppm158.09 (C-7), 156.16 (q J = 35 Hz, C=0), 139.49 (C-5a), 134.71 (C-
9a), 129.08 (C-9), 116.60 (q J = 286 Hz, CF5), 115.79 (C-6), 111.90 (C-8), 54.66 (OCHs), 53.01 (q J

=3 Hz, C-2), 46.04 (qJ = 3 Hz, C-4), 38.82 (C-1), 36.37 (C-5), 17.50 (C-1').

8.1.6. Paso 3D. Sintesis de (R,S)-8-cloro-7-metoxi-1-metil-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-

tetrahidro-1H-3-benzazepina (d3).

NCS Cl

CF;

Figura 37. Esquema de sintesis de d3 segun el paso 3D. D3) NCS, acetonitrilo, 70 °C, agitacion
toda la noche.

Se disolvieron 3.55 g (11.78 mmol) del compuesto anterior d2 en 100 mL de acetonitrilo, se

adicionaron 1.73 g de N-clorosuccinimida (12.96 mmol). La mezcla de reaccién fue agitada toda

63



la noche a 70 °C. Posteriormente se enfria y concentra al vacio. El producto de reaccién se
purifica mediante cromatografia en columna usando una fase moévil de 20% de acetato de etilo
en hexano. Finalmente se obtuvo 1.932 g un aceite claro, el que luego de unos dias cristaliza.
Rendimiento de 48.84%, mezcla de dos rotdmeros 55:45. Ver Figura 31(c). '"H NMR (CDCl;) &
ppm 7.25 (1H, s. H9), 6.74 (0.45H, s. H6 menor), 6.72 (0.55H, s. H-6 mayor), 3.86 (3H, s. OCH3),
3.7-3.35 (2H, m. CH,), 3.35-2.8 (3H, m. CH,), 1.32 (1.35H, d J = 6.0 Hz. 1’-CH; menor), 1.28
(1.65H, d J = 6 Hz. 1’-CH; mayor). Rotamero mayor *C NMR (CDCl;) § ppm156.49 (q J = 35 Hz,
C=0), 153.24 (C-7), 137.70 (C-9a), 136.97 (C-5a) 129.98 (C-9), 120.51 (C-8), 116.88 (q J = 287 Hz,
CF;) 114.56 (C-6), 56.25 (OCHs), 51.52 (C-2), 47.86 (q J = 3 Hz, C-4), 39.55 (C-1), 36.59 (C-5),
17.68 (C-1’). Rotamero menor *C NMR (CDCl;) 6§ ppm156.59 (q J = 35 Hz, C=0), 153.39 (C-7),
138.53 (C-9a), 135.97 (C-5a) 128.83 (C-9), 120.37 (C-8), 116.70 (q J = 287 Hz, CF5), 114.19 (C-6),

56.25 (OCHs), 53.22 (q J = 3 Hz, C-2), 46.13 (C-4), 39.00 (C-1), 35.01 (C-5), 17.73 (C-1’).

8.1.7. Paso E. Preparacion de azepinas cabezas de serie WAO1 (7-metoxi-1-metilen-2,3,4,5-
tetrahidro-1H-3-benzazepina), WA02( (R,S)-7-metoxi-1-metilen-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-
benzazepina) y WAO3 ((R,S)-8-cloro-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-

benzazepina).

R4 R4
R2 @) R,
N NH
SO CF; E ~0

WAO01. R1=Metileno, R2=H.
WAO02. R1=Metil, R2= H.
WAO03. R1=Metil, R2= CI.

Figura 38. Esquema de sintesis de benzazepinas cabezas de serie WA01, WA02 y WAO3 segln
el paso E. E) NaOH 20%, metanol, agitacidn toda la noche.

64



Se disolvié cada uno de los compuestos anteriormente preparados d1, d2 y d3 en 20 mL de
metanol, luego se adicionaron 20 mL de hidréxido de sodio 15% a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidn fue agitada toda la noche a temperatura ambiente. Finalmente se extrajo
con DCM, se secd con sulfato de sodio y concentrd al vacio obteniéndose las bases libres de los
compuestos respectivos las cuales fueron transformadas a clorhidrato su purificacién vy

prevenir su descomposicion.

Ver Figura 31(c). WAO1 (HCI) *H NMR (D,0) & ppm 7.33 (1H, d J = 8.5 Hz. H9), 6.88 (1H, dd J =
8.5, 2.7 Hz. H8), 6.82 (1H, d, J = 2.6 Hz. H6), 5.55 (2H, d J = 3.3 Hz. H1’-CH,), 3,93 (2H, s. H2),
3.82 (3H, s. OCHs), 3.43-3.40 (2H, m. H4), 3.11-3.08 (2H, m. H5). *C NMR (D,0) & ppm 158.84
(C-7), 139.59 (C-5a), 137.41 (C-9a) 132.50 (C-1), 130.10 (C-9), 122.01 (C-1’), 115.07 (C-6), 112.71
(C-8), 55.37 (OCHs), 49.81 (C-2), 44.69 (C-4), 31.17 (C-5). WAO02 (Oxalato) *H NMR (D,0) & ppm
7.26 (1H, d J = 8.5 Hz. H9), 6.89 (1H, dd J = 8.5, 2.8 Hz. H8), 6.85 (1H, d J = 2.7 Hz. H6), 3.81 (3H,
s. OCHs), 3.46-3.32 (3H, m), 3.23-2.97 (4H. m), 1.40 (3H, d J = 7.2 Hz. 1’-CH5). *C NMR (D,0) &
ppm 164.81 (Oxalato), 157.61 (C-7), 139.57 (C-5a), 134.98 (C-9a) , 127.85 (C-9), 115.74 (C-6),
112.20 (C-8), 55.23 (OCHs), 51.17 (C-2), 45.23 (C-4), 33.97 (C-5), 31.37 (C-1), 16.97 (C-1’). WA03
(HCI) *H NMR (D,0) 6 ppm 7.34 (1H, s. H9) 7.00 (1H, s. H6), 3,90 (3H, s. OCHs), 3,54-2,94 (7H,
m), 1.41 (3H, d J = 7.1 Hz. 1’-CH;). **C NMR (D,0) & ppm 152.66 (C-7), 138.38 (C-5a), 136.97 (C-
9a), 127.93 (C-9), 119.69 (C-8), 114.44 (C-6), 56.20 (OCH;), 51.01 (C-2), 45.07 (C-4), 33.79 (C-5),

31.21(C-1), 16.86 (C-1').

8.2. Sintesis de los derivados N-bencilados y N-alilados de benzazepinas cabezas de serie

respectivas.

65



8.2.1. Serie WAOQ1. Derivados de 7-metoxi-1-metilen-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina
(WA01).

El clorhidrato correspondiente al compuesto WAOQ1 fue disuelto en agua alcalina y fue extraida
la base libre con DCM, posteriormente el extracto fue secado con sulfato de sodio, concentrado
al vacio y separado en 3 balones distintos. A la base libre del compuesto WAO1 se agregé DCM,
luego exceso de 2 equivalentes de aldehido. La mezcla de reaccién fue agitada toda la noche a
temperatura ambiente y fue agregado un exceso de 2.5 equivalentes de NaBH, durante el
transcurso del dia segun lo indicado en Tabla 5. Finalmente fue filtrada, diluida con 50 mL de
DCM, fueron agregados 20 mL de agua, extraido 3 veces con DCM, secado con sulfato de sodio
y concentrado al vacio. Los compuestos fueron purificados por cromatografia en columna con
una fase movil de 20% de acetato de etilo en hexano. Finalmente los compuestos fueron

transformados a los clorhidratos respectivos para prevenir su descomposicion.

NH F N R,

WAO09. R1=H.
WAO07. R1=0OH.
WAO08. R1=OCHa.

Figura 39. Esquema de reaccion para obtener la serie derivada de WAO1. Estructura de los compuestos
WAO09, WAO07 y WAO08. F) R-CHO, NaBH,, temperatura ambiente, agitacién toda la noche.

Tabla 5. Rendimientos de compuestos de la serie WAO1L. Los calculos de rendimiento fueron basados en
la obtencion de los respectivos clorhidratos.

Masa de Masa de aldehido Masa de Rendimiento
Compuesto s .
compuesto inicial | correspondiente producto %
462 mg 518 mg 361 mg
WAO09 48.9
(2.33 mmol) (4.88 mmol) (1.14 mmol)
WAO07 390 mg 503 mg 407 mg 62.4
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(1.97 mmol) (4.12 mmol) (1.23 mmol)

376 mg 541 mg 259 mg
WAO08 39.4
(1.90 mmol) (3.97 mmol) (0.749 mmol)

Ver Figura 31(d). WAO7 (HCI) 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 7.60 (1H, d J = 7.5 Hz. Hf),
7.33 (1H, d J =8.5 Hz. H9), 7.27 (1H, t, J = 7.8 Hz. Hd), 7.05 (1H, d, J = 8,1 Hz. Hc), 6.87 (1H, t, J =
7.4 Hz. He), 6.83 (1H, dd, J = 8.5, 2.5 Hz. H8) 6.79 (1H, d, J = 2.6 Hz. H6), 5.74 (1H, s. H1’), 5.64
(1H, s. H1’), 4.35 (2H, s. Ha) 4.15-4.12 (1H, m), 3.86-3.84 (1H, m), 3.73 (3H, s. OCH;), 3.33-2.96
(4H, m). WAO8 (HCI) *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 7.64 (1H, d, J = 7.4 Hz. Hf), 7.48 (1H,
dt,J indeterminado, Hd), 7.34 (1H, d J = 8.4 Hz. H9), 7.15 (1H, d, J = 8.3 Hz. Hc), 7.05 (1H, t, J =
7.5 Hz. He), 6.84 (1H, dd, J = 8.5 Hz, 2.6 H z. H8), 6.81 (1H, d J = 2.5 Hz. H-6), 5.76 (1H, s. H1),
4.61 (2H, s. H-1’), 4.38 (2H, m. Ha), 4.15 (dd J = 12.9, 3.3 Hz. 1H), 3.87 (3H, s. OCH;), 3.87-3.82
(1H-m), 3.75 (3H, s. OCHs), 3.22-3.11 (3H-m). WAO09 (HCI) *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) § ppm
7.76 (2H, d J = 3.6 Hz. Hc y He), 7.45 (3H, m, Hb. Hf y Hd), 7.31 (1H, d, J = 8.4 Hz. H9), 6.83 (1H,
dd, J indeterminado. H8), 6.79 (1H, d, J indeterminado. H6), 5.70 (1H, s. H1’), 5.53 (2H, s. H1’),
4.49-4.38 (2H, m. Ha), 4.06 (1H, d J = 12.5 Hz), 3.79-3.74 (1H), 3.74 (3H, s, OCHs), 3.41-3.08 (5H,
m). ) *C NMR (400 MHz, DMSO-d;) 159.01 (C-7), 138.14 (C-52), 137.07 (C-9a), 131.34 (C-d y C-
f), 131.20 (C-1), 130.22 (C-b), 129.33 (C-c y C-g), 128.77 (C-9 y C-e), 123.56 (C-1’), 115.00 (C-6),

112.44 (C-9), 56.95 (C-2), 55.80 (C-a), 55.20 (OCHs), 29.12 (C-5).

8.2.2. Serie WAOQ2. Derivados de (R,S)-7-metoxi-1-metil-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-tetrahidro-

1H-3-benzazepina (WAO02).
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NH — N R
WA11. R1= H.
WAO04. R1=0OH.
WA12. R1=OCH3.

Figura 40. Esquema de reaccién para obtener la serie derivada de WAOQ2. Estructura de los compuestos
WA11, WA04 y WA12. F) R-CHO, NaBH,, temperatura ambiente, agitacion toda la noche.

El clorhidrato correspondiente al compuesto WAQ2 fue disuelto en agua alcalina y extraida la
base libre con DCM, posteriormente fue secado con sulfato de sodio, concentrado al vacio y
separado en 4 balones distintos. A la base libre del compuesto WAOQ1 se agregaron DCM, luego
un exceso de 2 equivalentes de aldehido. La mezcla de reaccién fue agitada toda la noche a
temperatura ambiente y fue agregado un exceso de 2.5 equivalentes de NaBH, durante el
transcurso del dia segun lo indicado en Tabla 6. Finalmente el producto de reaccién fue filtrado,
fue diluido con 50 mL de DCM, fueron agregados 20 mL de agua, extraido 3 veces con DCM,
secado con sulfato de sodio y concentrado al vacio. Los compuestos fueron purificados por
cromatografia en columna con una fase moévil de 20% de acetato de etilo en hexano.
Finalmente los compuestos fueron transformados a los clorhidratos respectivos para prevenir

su descomposicion.

Tabla 6. Rendimientos de compuestos de la serie WAOQ2. Los calculos de rendimiento fueron basados en
la obtencion de los respectivos clorhidratos.

Masa de Masa de aldehido Masa de Rendimiento
Compuesto . .
compuesto inicial correspondiente producto %
211 mg 235 mg 215 mg
WA11 61.3
(1.20 mmol) (2.21 mmol) (0.674 mmol)
WAO04 343 mg 242 mg 74.9 mg 12.5
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(1.79 mmol) (1.98 mmol) (0.224 mmol)

211 mg 151 mg 150 mg
WA12 28.4
(1.20 mmol) (1.20 mmol) (0.312 mmol)

Ver Figura 31(d). WA11 (HCI) "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 7.71-7.59 (2H, m. Hc y He),
7.45-7.44 (3H, m. Hb, Hf y Hd), 7.11 (1H, d. J = 8.9 Hz, H9), 6.80-6.79 (2H, m. H8 y H6), 4.39-4.23
(2H, m, Ha), 3.75-2.62 (7H,m, mezclado con sefial de agua), 3.71 (3H, s. OCH3), 1.31 (3H, d, J =
7.1 Hz. 1’-CH;). **C NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 157.85 (C-7), 140.35 (C-5a), 134.55 (C-9a),
131.68 (C-d y C-f), 129.65 (C-9) 129.45 (C-e), 128.73 (C-c y C-g), 125.56 (C-b), 60.13 (C-2), 59.64
(C-a), 55.04 (OCHs), 51.94 (C-4), 31.09 (C-1), 30.51 (C-5), 17.82 (C-1’). WAO04 (HCl) *H NMR (400
MHz, DMSO-dg) 6 ppm 7.50 (1H, d J = 7.4 Hz. Hf), 7.26 (1H, t J = 7.5 Hz. Hd), 7.11 (1H, d J = 9.0
Hz. H9), 6.99 (1H, d J = 8.1 Hz. Hc), 6.85 (1H, t J = 7.4 Hz. He), 6.79-6.78 (2H, m. H8 y H6), 4.24
(2H, m. Ha), 3.71 (3H, s. OCH3) 3.65-2.68 (7H, m, mezclado con sefial de agua), 1.32 (3H, d J =
7.1 Hz. 1’-CH5). WA12 (HCl) *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 7.68 (1H, m. Hf), 7.43 (1H, td J
= 8.5, 1.6 Hz. Hd), 7.10 (2H, m. H9 y Hc), 7.00 (1H, t J = 7.0 Hz. He), 6.78 (2H, m. H8 y H6), 4.26-
4.25 (2H, m. Ha), 3.82 (3H, s. OCHjs), 3.85-2.58 (7H, m, mezclado con sefial de agua), 1.31 (3H, d

J=7.1Hz. 1"-CHy).

NH BT

WA14

Figura 41. Estructura del compuesto WA14 correspondiente a la serie WA02. G) Bromuro de alilo, KOH,
tolueno, temperatura ambiente, 24 h.

A 220 mg (1.201 mmol) de la base libre del compuesto WAOQ2 se agregaron 20 mL de tolueno,
147 mg de bromuro de alilo (1.20 mmol) y 101 mg de KOH. La mezcla de reaccién fue agitada a

temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente filtrada, concentrada al vacio y
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fraccionada mediante cromatografia en columna utilizando una mezcla de 20% de acetato de
etilo en hexano. Finalmente se transformdé el compuesto al respectivo clorhidrato,
obteniéndose 123 mg con un 38.24% de rendimiento. Ver figura 31(d) WA14 (HCl) *H NMR
(400 MHz, DMSO) 6 ppm 7.13 (1H, d J = 9.3 Hz. H9), 6.79 (2H, m. H8 y H6), 6.04 (1H, m. Hb),
5.49 (2H, m. Hc), 3.73 (3H, s. OCH3), 3.90-2.60 (7H, m, mezclado con sefal de agua), 1.34 (3H, d

J=7.2 Hz. 1"-CH).

8.2.3. Serie WAOQ3. Derivados de (R,S)-8-cloro-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-

benzazepina (WAO03).

cl Cl
NH —» N R,
WA10 R1=H.
WA05 R1=OH.

WA06 R1=0OCH3.

Figura 42. Estructuras de compuestos sintetizados correspondientes a la serie WA03. F) R-CHO, NaBH,,
temperatura ambiente, agitacidn toda la noche.

El clorhidrato correspondiente al compuesto WAOQO3 fue disuelto en agua alcalina y extraida la
base libre con DCM, posteriormente el extracto fue secado con sulfato de sodio, concentrado al
vacio y separado en 4 balones distintos. A la base libre del compuesto WAQ1 se agregaron
DCM, luego exceso de 2 equivalentes de aldehido. La mezcla de reaccidn fue agitada toda la
noche a temperatura ambiente y fue agregado un exceso de 2.5 equivalente de NaBH, durante
el transcurso del dia segun lo indicado en Tabla 7. Finalmente la solucién fue filtrada, diluida
con 20 mL de agua 3 veces con DCM (50 mL cada vez), el extracto secado con sulfato de sodio y
concentrado al vacio. Los compuestos fueron purificados por cromatografia en columna con
una fase moévil de 20% de acetato de etilo en hexano. Finalmente los compuestos fueron

transformados a clorhidratos respectivos para prevenir su descomposicién.
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Tabla 7. Rendimientos de compuestos de la serie WAO03. Los calculos de rendimiento fueron basados en
la obtencion de los respectivos clorhidratos.

Masa de Masa de aldehido Masa de Rendimiento
Compuesto . .
compuesto inicial correspondiente producto %
120 mg 108 mg 94 mg
WA10 50.2
(0.532 mmol) (1.02 mmol) (0.267 mmol)
464 mg 215 mg 268 mg
WAOQ05 37.0
(2.06 mmol) (1.76 mmol) (0.761 mmol)
225.7 mg 297 mg 267 mg
WAO06 69.9
(0.999 mmol) (2.18 mmol) (0.698 mmol)

Ver Figura 31(d). WA10 *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7.63 (2H, m. Hc y He), 7.44 (3H,
m. Hb, Hd y Hf), 7.16 (1H, s. H9), 7.03 (1H, s. H6), 4.38 (1H, dd J = 14.3 Hz, 2.7 Hz. Ha), 4.23 (1H,
dd J = 12.9 Hz, 5.1 Hz. Ha), 3.82 (3H, s. OCH;) 3.84-2.62 (7H, m, mezclado con sefial de agua),
1.31 (3H, d J = 7.0 Hz, 1’-H;). WAO5 *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 7.54 (1H, d, J = 7.4 Hz,
Hf), 7.24 (1H, t, J = 7.5 Hz, Hd), 7.14 (1H, s, H9), 7.04 (1H, s, H6), 7.03 (1H, d, J = 9.1 Hz, Hc),
6.83(H, t, He), 4.33 ( 2H, m, Ha), 3.81 (3H, s, OCHs), 3.70 (1H, m, H1) 3.61-2.72(6H, m), 1.31 (3H,
d, J = 7.1 Hz, 1’-CH,). *C NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 157.37 (C-c), 153.31 (C-7), 139.87 (C-
5a), 136.23 (C-9a), 134.17 (C-g), 131.52 (C-e), 119.55 (C-f), 119.41 (C-8), 116.31 (C-d), 115.99 (C-
b), 114.39 (C-6), 59.74 (C-2), 56.55 (OCHs), 55.44 (C-a), 52.11 (C-4), 31.68 (C-1), 30.80 (C-5),
18.17 (C-1’). WA06 *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 ppm 7.70 (1H, m. Hf), 7.43 (1H, t J = 7.9 Hz.
Hd), 7.15 (1H, s. H9), 7.10 (1H, d J = 8.4 Hz. Hc), 7.04 (1H, s. H-6), 7.00 (1H, t J = 7.4 Hz. He), 4.38
(2H, m. Ha), 3.82 (6H, s. OCHs), 3.57-3.35 (5H, m), 2.82 (2H, m), 1.31 (3H, d J = 7.1 Hz. 1’-CH3).
3C NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 158.72 (C-c), 153.23 (C-7), 139.92 (C-5a), 136.27 (C-9a),

134.13 (C-g), 131.90 (C-e), 126.55 (C-f), 119.40 (C-8), 117.66 (C-e), 114.41 (C-6), 112.01 (C-b),
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59.74 (C-2), 56.55 (OCHs), 56.15 (OCH;), 55.04 (C-a), 52.09 (C-4), 31.60 (C-5), 30.80 (C-1), 18.17

cl
58 T=Sase
~0 G ~0

WA13

Figura 43. Estructura del compuesto WA13 correspondiente a la serie WA03. G) Bromuro de alilo, KOH,
tolueno, temperatura ambiente, 24 h.

(C-1).

A 189 mg (0.840 mmol) de base libre de WAO3 se agregaron 20 mL de tolueno, 101 mg de
bromuro de alilo (0.877 mmol) y 70 mg de hidréxido de potasio. La mezcla de reaccién fue
agitada a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente filtrada, concentrada al vacio y
purificada mediante cromatografia en columna con una fase mévil de 20% de acetato de etilo
en hexano. El compuesto fue transformado al respectivo clorhidrato para prevenir su
descomposicidn, obteniéndose 84 mg del compuesto WA13 con un rendimiento de 33.08%.
WA13 *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 7.18 (1H, s. H9), 7.08 (1H, s. H6), 6.15-5.95 (1H, m.

Hb), 5.58-5.43 (2H, m. Hc), 3.84 (3H, s. OCH;), 3.84-2.65 (9H, m), 1.33 (3H, d J = 7.1Hz. 1’-CH).

8.3. Metodologia general de sintesis para derivados de lorcaserina y lorcaserina racémica.
Para preparar estas series de compuestos se parte desde los compuestos comerciales
lorcaserina y lorcaserina racémica a los cuales se les realizaron las correspondientes N-

sustituciones de acuerdo a la Figura 14 en los pasos Fy G.

8.3.1. Serie WA15. Derivados de lorcaserina ((R)-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-

benzazepina).

72



Cl Cl

WA16 R1=H.
WA17 R1=0H.

WA18 R1=0CH3.

Figura 44. Estructuras de los compuestos WA16, WA17 y WA18 pertenecientes a la serie WA15 derivada
de lorcaserina. F) R-CHO, NaBH,, temperatura ambiente, agitacion toda la noche.

El clorhidrato correspondiente a lorcaserina (WA15) fue disuelto en agua alcalina y extraida la
base libre con DCM, posteriormente fue secada con sulfato de sodio, concentrado al vacio y
separado en 4 balones distintos. A la base libre del compuesto WA15 se agregaron DCM, luego
exceso de 2 equivalentes de aldehido. La mezcla de reaccidon fue agitada toda la noche a
temperatura ambiente y fue agregado un exceso de 2.5 equivalentes de NaBH, durante el
transcurso del dia segun lo indicado en Tabla 8. Finalmente fue filtrado, diluido con 50 mL de
DCM, fue agregado 20 mL de agua, extraido 3 veces con DCM, secado con sulfato de sodio y
concentrado al vacio. Los compuestos fueron purificados por cromatografia en columna con
una fase movil de 20% de acetato de etilo en hexano. Finalmente los compuestos fueron

transformados a los clorhidratos respectivos para prevenir su descomposicion.

Tabla 8. Rendimientos de compuestos de la serie de la lorcaserina. Los calculos de rendimiento fueron
basados en la obtencién de los respectivos clorhidratos.

Masa de Masa de aldehido Masa de Rendimiento
Compuesto s .
compuesto inicial correspondiente producto %
184 mg 199 mg 212 mg
WA16 70.0
(0.940 mmol) (1.86 mmol) (0.658 mmol)
237 mg 295 mg 190 mg
WA17 46.4
(1.21 mmol) (2.42 mmol) (0.562 mmol)
WA18 230 mg 160 mg 208 mg 50.0
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(1.18 mmol) (1.76 mmol) (0.590 mmol)

Ver Figura 31(d). WA16 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) § ppm (posibles rotameros) 7.68 (2H, m.
Hc y He), 7.44 (3H, m. Hb, Hd y Hf), 7.22 (3H, m. H6, H7 y H9), 4.31 (2H, m. Ha), 3.83 (1H, m.
H1), 3.57-2.75 (6H, m), 1.33 (3H, d J = 7.0 Hz. 1’-CH;). WA17 *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) &
ppm 7.54 (1H, d J = 7.4 Hz. Hf), 7.26-7.17 (4H, m. Hd, H6, H7, H9), 7.01 (1H, d J = 8.1 Hz. Hc),
6.83 (1H, t J = 7.3 Hz. He), 4.39 (2H, m. Ha), 3.79 (1H, m. H1), 3.58-2.94 (4H, m), 2.99-2.68 (2H,
m), 1.34 (3H, d J = 7.1 Hz. 1-CH;). WA18 *H NMR (400 MHz, DMSO-d) & ppm 7.69 (1H, m. Hf),
7.44 (1H, t J = 7.7 Hz. Hd), 7.22 (3H, m. H9, H7, H6), 7.11 (1H, dd no resuelto. Hc), 7.01 (1H, dt
no resuelto. He), 4.39 (2H, m. Ha), 3.86 (1H, m, H1), 3.86 (3H, s. OCH3) 3.57-2.65 (6H, m. CH,),

1.31(3H,d J=7.1 Hz. 1’-CH3).

Cl —~ Cl
A~
\©i\j r \©<\: <
G

WA26

Figura 45. Estructura del compuesto WA26 sintetizado correspondiente a serie de la lorcaserina. G)
K,CO3, bromuro de alilo, tolueno, temperatura ambiente, 24 h.

A 167 mg (0.853 mmol) de base libre de lorcaserina se agregaron 20 mL de tolueno, 208 mg
(1.505 mmol) de carbonato de potasio y 0.154 g (1.5 mmol) de bromuro de alilo. La mezcla de
reaccion fue agitada a temperatura ambiente por 24 horas. Finalmente fue filtrada, diluida con
agua y extraida 3 veces con DCM. El extracto fue secado con sulfato de sodio y concentrado al
vacio. El producto de reaccion fue purificado mediante cromatografia en columna utilizando
una fase moévil de 20% de acetato de etilo en hexano y el compuesto fue convertido al
correspondiente clorhidrato para prevenir su descomposicién. WA26 (base libre) *H NMR (200

MHz, CDCL;) 6 ppm 7.63 (1H, dd J = 8.7, 3.0 Hz. H-9), 6.76 (1H, dd, J = 5.4, 3.0 Hz. H-7), 6.52
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(1H, dt, J=8.7, 2.7 Hz. H-6), 5.9-5.54 (1H, m. H-b), 5.32-5.18 (2H, m. H-c), 4.10-3.82 (2H, dd J =

5.4 Hz. H-a), 3.75 (3H, d aparente J = 3.5 Hz. H-1’), 3.53—(2H, m), 2.97 (2H, dd J = 8.7, 6.5 Hz, H).

8.3.2. Serie derivados de lorcaserina racémica ((R, S)-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-

3-benzazepina).

O
R\©)
cl cl Q

R-34, R=0OH.

R-35, R=OCH3.

R-33, R=H.
Figura 46. Estructuras de compuestos sintetizados correspondientes a la serie de lorcaserina racémica. F)
R-CHO, NaBH,, CDM, temperatura ambiente, agitacion toda la noche.

El clorhidrato de lorcaserina racémica fue disuelto en agua alcalina y extraida la base libre con
DCM, posteriormente la fase organica fue secada con sulfato de sodio, concentrada al vacio y
separada en 4 balones distintos. A la base libre del compuesto WA15 se agregaron DCM, luego
exceso de 1.1 equivalentes de aldehido. La mezcla de reaccién fue agitada toda la noche a
temperatura ambiente y fue agregado un exceso de 2.5 equivalentes de NaBH, durante el
transcurso del dia segun lo indicado en Tabla 9. Finalmente la solucion fue filtrada, diluido con
50 mL de DCM, fue agregado 20 mL de agua, extraido 3 veces con DCM, secado con sulfato de
sodio y concentrado al vacio. Los compuestos fueron purificados por cromatografia en
columna con una fase movil de 20% de acetato de etilo en hexano. Finalmente los compuestos

fueron transformados a clorhidratos respectivos para prevenir su descomposicion.
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Tabla 9. Rendimiento de compuestos de la serie de lorcaserina racémica. Los cdlculos de rendimiento

fueron basados en la obtencion de los respectivos clorhidratos.
Masa de Masa de aldehido Masa de Rendimiento
Compuesto s .
compuesto inicial | correspondiente | producto (HCI) %
190 mg 113 mg 195.6 mg
R-33 62.6
(0.970 mmol) (1.07 mmol) (0.607 mmol)
177 mg 126 mg 194 mg
R-34 1
3 (0.945 mmol) (1.03 mmol) (5.74 mmol) 60
226 mg 173 mg 211 mg
R-35 (1.15 mmol) (1.27 mmol) (0.598 mmol) >2.0

Ver Figura 31(d). R-33 *H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 6 ppm (posibles rotameros) 7.69 (2H, m.
Hcy He), 7.45 (3H, m. Hb, Hd y Hf), 7.23 (3H, m. H6, H7 y H9), 4.31 (2H, m. Ha), 3.87 (1H, m.
H1), 3.57-2.75 (6H, m), 1.33 (3H, d J = 7.0 Hz. H1’). R-35 *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm
7.5 (1H, d, J = 7.4 Hz. Hf), 7.26-7.19 (4H, m. Hd, H6, H7, H9), 7.00 (1H, d J = 8.1 Hz. Hc), 6.84 (1H,
t,J=7.3 Hz. He), 4.25 (2H, m. Ha), 3.77 (1H, m. H1), 3.58-72 (6H, m. CH,), 1.34 (3H, d, /= 7.1 Hz.
1’-CH). R34 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 7.69 (1H, m. Hf), 7.44 (1H, t J = 7.7 Hz. Hd),
7.22 (3H, m. H9, H7, H6), 7.11 (1H, dd no resuelto. Hc), 7.01 (1H, dt no resuelto. He), 4.26 (2H,

m. Ha), 3.86 (1H, m. H1), 3.82 (3H, m. OCHs), 3.57-2.65 (6H, m), 1.34 (3H, d /= 7.1 Hz. 1’-CH3).

Cl Cl —
T w25 S0
G
R36

Figura 47. Estructura del compuesto R36 sintetizado correspondiente a la serie de lorcaserina racémica.
G) KOH, bromuro de alilo, tolueno, temperatura ambiente, 24 h.

A 167 mg de base libre de lorcaserina racémica (0.853 mmol) se agregaron 10 mL de tolueno,
150 mg de hidréxido de potasio (2.67 mmol) y 133 mg de bromuro de alilo (1.1 mmol). La
mezcla de reaccién fue agitada a temperatura ambiente por 24 horas. Finalmente fue filtrada y
concentrada al vacio, fueron agregados 50 mL de DCM, 20 mL de agua y se extraido 3 veces

con DCM, secada con sulfato de sodio y concentrado al vacio. Finalmente fue purificado
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mediante cromatografia en columna utilizando una fase mévil de 20% de acetato de etilo en
hexano. El producto es convertido al respectivo clorhidrato, obteniéndose 129 mg con un
rendimiento de 47.21%. R36 *H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 6 ppm 7.19 (1H, s. H9), 7.13 (1H, dd
J =8.1Hz, 1.7 Hz. H7), 7.07 (1H, d J = 8.1 Hz. H6), 5.82-5.71 (1H, m. Hb), 5.44-5.39 (2H, m. Hc),

3.61 (2H, d J = 7.1 Hz. Ha), 3.30-2.82 (7H, m), 1.26 (3H, d J = 7.2 Hz. 1’-CHj3).

8.4. Sintesis de derivados andlogos de Fenfluramina.

8.4.1. Sintesis de 1-(2-metil-2-nitrovinil)-3-trifluorometilbenceno.

F,C CHO F3C - NO2
O + CHyCHNO, — = m

Figura 48. Estructuras de compuesto sintetizado correspondiente a la serie de fenfluramina. A) liquido
ionico (formiato de etanolamonio), temperatura ambiente, 36 h.

R2
4 3 1 N d
F3C5 2 NO;, H T
6 g 2 m a b
A / B R
3 1
F,C5 4 2 NH,

C 7

Figura 49. Estructura general de compuestos andlogos de fenfluramina con la numeracidn a utilizar para
detallar el analisis de NMR segun corresponda al compuesto de sintesis.

Se disolvieron 2.50 g (14.35 mmol) de 3-trifluorometilbenzaldehido en 15 mL de liquido idnico
(formiato de etanolamonio), fue adicionado 1.19 g (15.79 mmol) de nitroetano. La mezcla de

reaccion fue agitada durante tres dias a temperatura ambiente. El producto fue purificado por
cromatografia en columna utilizado una fase movil de 5% de metanol en DCM, obteniéndose

2.525 g de producto puro con un 76.11% de rendimiento. Ver figura 49(a)."H NMR (400 MHz,
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CDCl;) 6 ppm 8.07 (1H, s. H3),7.68-7.66 (2H, m. Fenilo), 7.60-7.59 (2H, m. Fenilo), 2.44 (3H, s.

2'-CH; ).

8.4.2. Sintesis de (R,S)-3-trifluorometilfenilisopropilamina.

F3CmNOZ F3C NH2
= U7

Figura 50. Estructura del compuesto sintetizado correspondiente a la serie de fenfluramina. B) LiAlH,,
reflujo, THF, 36 h.

Fueron disueltos 1.48 g (6.40 mmol) de nitroestireno en 100 mL de THF, se agregaron
lentamente 3 g de LiAlH, en un bafo agua/hielo. La mezcla de reaccién fue agitada a la
temperatura de reflujo por tres dias. La reaccién fue terminada agregando gota a gota una
solucidén saturada de tartrato de sodio y potasio enfriando en un bafio de agua/hielo hasta que
hubo reaccionado todo el LiAlH,. Posterionmente fue filtrada la mezcla de reaccion,
concentrada al vacio y purificada por cromatografia en columna utilizando una fase movil de
5% de metanol en DCM obteniéndose 1.08 g de producto como base libre (5.31 mmol) con un
83.0% de rendimiento. Ver Figura 49(b). *H NMR (400 MHz, D,0) 6 ppm 7.70-7.48 (4H, m. H4,
6, H7 y H8), 3.68 (1H, m. H2), 3.05 (2H, dq J = 14.1, 7.6 Hz. H3), 1.32 (3H, d J = 6.6 Hz. 2’-CH3).

También aparece una sefial importante a 6.86 (0.20 H, t, J =56.1 Hz).

8.4.3. Sintesis de derivados N-bencilados analogos de fenfluramina ((R,S)-N-etil-3-

trifluorometilfenilisopropilamina).
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CHO

Ry
F4C NH, 2 FaC
C Ry

R1=H, OH, OMe.
R2=H, OMe.

Z T

Figura 51. Estructuras de compuestos sintetizados correspondientes a la serie de fenfluramina. C) R-
CHO, DCM, temperatura ambiente, 48 h.

Fueron disueltas las cantidades indicadas en Tabla 10 de 3-trifluorometilfenilisopropilamina en
6 mL de metanol y fueron adicionados dos equivalentes del correspondiente benzaldehido.
Luego de dos dias agitacion a temperatura ambiente fueron adicionados lentamente 2.5
equivalentes de NaBH,. La mezcla de reaccidn fue filtrada, concentrada al vacio y purificada por
cromatografia en columna utilizando como fase mévil 20% de acetato de etilo en hexano. Los

correspondientes productos puros fueron transformados a los respectivos clorhidratos.

Tabla 10. Rendimientos de compuestos de la serie analogos de fenfluramina. Los calculos de
rendimiento fueron basados en la obtencion de los respectivos clorhidratos.

Compuesto | sustituyentes feniﬁigyt)itiapdilgre;\ina benzaldehido Rendi:/:ﬁento
R18 Ri=H, Ry=H (0.6133907nr:1gr,nol) (1.217396 ::inol) 35177
R21 Ri=OMe. R;=H (1;;; rr:aol) (2.732761 nTrio)l >8.08*
R24 Fr{al;%m (1.323 rr:ﬁ;on (3.96762 rr:riol) 33.67

*rendimiento calculado con la base libre obtenida

Ver figura 49. R18. 'H NMR (400 MHz, D,0) § ppm 7.70-7.41 (9H, m. H-fenilos), 4.32 (2H, qd J =

13.2, 3.6 Hz. Ha), 3.67 (1H, m. H2), 3.30 (1H, m.), 2.95 (1H, ddd, J = 13.8, 9.0, 4.9 Hz), 1.34 (3H,

d J = 6.6 Hz. 2’-CHs). También aparece un triplete a 6.84 (J = 56.1 Hz). R21. *H NMR (400 MHz,

D,0) 6 ppm 7.74-7.32 (6H, m. H4, H6, H7, H8, Hd y Hf), 7.07 (2H, t J = 7.9 Hz. Hc y He), 4.45—

4.17 (2H, m. Ha), 3.70 (3H, d J = 5.6 Hz. OCH;), 3.55 (1H, m. H;), 3.27-2.92 (2H, m. H3), 1.38 (3H,
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d J=6.2 Hz. 2’-CH5). También aparece un triplete a 6.82 (J = 56.2Hz). R24. *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 5 ppm 7.70-7.48 (4H, m. H4, H6, H7 y H8), 6.92 (3H, m. Hc, Hd y Hf), 4.05 (2H,m. Ha),
3.65y6.62 (6H, s. OCHs), 3.29 (1H, dd J = 13.8 Hz, 6.4 Hz. H2), 3.13-276 (2H, m.H3), 1.32 (3H, d

J=6.6 Hz. 2’-CHs).

8.5. Sintesis de derivados de 1,3-dinitropropanos.

Figura 52. Numeracion de los compuestos a utilizar para describir los espectros de NMR.

Fueron disueltos 10 mmol del correspondiente benzaldehido en 50 mL de nitrometano y se
agregaron 2.5 g (30 mmol) de bicarbonato de sodio. La reaccion fue agitada a reflujo por tres
dias. Posteriormente fue filtrada y se concentra al vacio. La mezcla de reaccidn fue purifica
mediante cromatografia en columna usando como fase mévil una mezcla 20% de acetato de

etilo en hexano.

Tabla 11. Rendimiento de compuestos derivados de 1,3-dinitropropanos.

Compuesto | Cantidad de benzaldehido | Cantidad de NaHCO; | Rendimiento %
(10 o) 30 mmo
C2-R13 (1é.r7n4mgol) 3(2).r5nomgol 43.1
C3-R25 1(1) .r?:mgol 3(2) .;Omgol al.7

Ver Figura 52. R16. *H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 7.425-7.34 (3H, m, H-fenilos), 7.24-7.22

(2H, m H- fenilos), 4.78 (4H, m. H1y H3), 4.32 (1H, q J = 7.2 Hz. H2). R13. *H NMR (400 MHz,
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CDCl;) 6 ppm 7.65 (1H,d J = 7.8 Hz. Hd), 7.55 (1H, t J = 7.8 Hz. He), 7.51 (1H, s. Hb), 4.79 (4H, dd
J=13.0, 6.6 Hz. H1 y H3), 4.41 (1H, q J = 7.1 Hz. H2). R25. '"H NMR (400 M-Hz, CDCl;) 6 ppm
6.83 (2H, s. Hc y Hd), 6.71 (H, s. Hf), 4.85 (4H, d aparente J = 7.0 Hz), 4.40 (1H, dt, J = 14.0, 7.0

Hz. H2), 3.83 (3H, s. OCH3), 3.75 (3H, s. OCH,).

8.5.1. Sintesis de 2-aril-1,3-propandiamina (DAP).

R1 N02 R1 NH2
R, NO, R; NH,
B
Rs

3
C4. R1=H, R2=H, R3=H.
C5. R1=H, R2=CF3, R3=H.
C6. R1=OMe, R2=H, R3=OMe.

Figura 53. Estructuras de compuestos pertenecientes a la serie DAP.

Fueron disueltas las cantidades indicadas de los compuestos de Tabla 12 en 20 mL de metanol,
luego fueron agregadas las cantidades indicadas de PtO, en una botella de presién. Fue
inyectado H, a 70 psi y se dejo en agitacidn por 3 dias. La mezcla de reaccion fue filtrada y
concentrada al vacio. Los productos se purificaron por cromatografia en columna utilizando
una mezcla de 5% de metanol en DCM. Los compuestos luego fueron convertidos a los

respectivos clorhidratos.

Tabla 12. Rendimiento de compuestos de la serie DAP. Los célculos de rendimiento fueron basados en la
obtencion de los respectivos clorhidratos.

Compuesto | Masa (mg) PtO, | Rendimiento %

0.428
ca 30 mg 100
(2.036 mmol)
0.430
C5 60 mg 43.54

(1,546 mmol)
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0.660
(o3) 30 mg 31.48
(2.442 mmol)

Ver figura 52. C4'H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 ppm 7.59-7.47 (5H, m. H-fenilos), 3.53-3.25
(5H, m. H1, H2 y H3). C5 *H NMR (400 MHz, DMSO-dg) § ppm 7.78 (1H, s. Hb), 7.73 (1H,d J =
7.6 Hz. Hf), 7.67 (1H, d J = 7.8 Hz. Hd), 7.61 (1H, t J = 7.6 Hz. He), 3.64-3.50 (1H, m. H-2), 3.37
(2H, dd J = 13.1 Hz, 6.0 Hz), 3.08 (2H, dd J = 13.1, 8.5 Hz). *C NMR (400 MHz, DMSO-d;) § ppm
138.76 (C-a), 132.79 (C-f), 129.88 (C-e), 129.50 (C-c, q J =31.50 Hz), 125.47 (C-b, d J = 3.7 Hz),
124.75 (C-d, d J = 3.7 Hz), 124.27 (CF3, q J = 272.41 Hz), 41.35 (C-2), 41.22 (C-1y C-2).C6 *H NMR
(400 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 6.94 (1H, d J = 8.9 Hz. Hc), 6.86 (1H, d, J = 9.0 Hz. Hd), 6.76 (1H, s.

Hf), 3.67 (6H, s. OCH3), 3.46-3.31 (1H, m. H2), 3.25-3.03 (4H, m. H1 y H3).
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Compuesto (al) N-trifluoroacetil-3-metoxifeniletilamina.
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Compuesto c3 N-alil-N-trifluoroacetil-2-yodo-5-metoxifeniletilamina.
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Compuesto d1 7-Metoxi-1-metilen-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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Compuesto d2 (R,S)-7-metoxi-1-metil-N-trifluoroacetil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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WAO01 7-metoxi-1-metilen-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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WADO2 (R,S)-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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WADO03 (R,S)-8-cloro-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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WAO07 7-metoxi-1-metilen-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-(2-hidroxibencil)-3-benzazepina.
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WA09 7-metoxi-1-metilen-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-bencil-3-benzazepina.
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WAL11 (R,S)-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-bencil-3-benzazepina
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WAO04 (R,S)-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-(2-hidroxibencil)-3-benzazepina
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WA14 (R,S)-3-alil-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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WAO05 (R,S)-8-cloro-7-metoxi-1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-(2-hidroxibencil)-3-
benzazepina
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WA16 (R)-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-bencil-3-benzazepina.
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WA18 (R)-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-(2-metoxibencil)-3-benzazepina.
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WA26 (R)-3-alil-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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R-33 (R,S)-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-(2-bencil)-benzazepina.
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R-35 (R,S)-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-(2-hidroxibencil)-3-benzazepina.
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R-34 (R,S)-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-(2-metoxibencil)-3-benzazepina.
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R-36 (R,S)-3-alil-8-cloro -1-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina.
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R1 (E,2)-1-trifluorometil-3-(2-nitropen-1-il)-benceno.

FaC NO,

=

~7.68

2.44

FEA 3-trifluorometilfenilisopropilamina.
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R18 (R,S)-N-bencil-3-trifluorometilfenilisopropilamina.
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R21 (R,S)-N-(2-metoxibencil)-3-trifluorometilfenilisopropilamina.
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R-24 (R,S)- N-(2,5-dimetoxibencil)-3-trifluorometilfenilisopropilamina.
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C1-R16 2-fenil-1,3-dinitropropano.
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C2-R13 2-(3-trifluorometilfenil)- 1,3-dinitropropano.
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C3-R25 2-(2,5-dimetoxifenil)- 1,3-dinitropropano.
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C5 2-(3-trifluorometilfenil)- 1,3- propandiamina.
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C6 2-(2,5-dimetoxifenil)-propan-1-3-diamina.
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