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Resumen

La presente tesis doctoral titulada “SINTESIS, MODELACION MOLECULAR Y EVALUACION
FARMACOLOGICA DE NUEVOS DERIVADOS INDOLICOS COMO MODULADORES DUALES EN
LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER” se enmarca en un tema tan importante como es la
investigacion de terapias eficaces para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. En
este trabajo de investigacién hemos sintetizado y evaluado una nueva serie de indolilpropil-
piperazinilpropil-piperazinobenzamidas como una herramienta farmacoldgica enfocada a
lograr un potencial efecto inhibitorio dual en la acetilcolinesterasa humana (hAChE) vy
transportador de serotonina humano (hTSER).

Los resultados in vitro muestran que mas del 50% de los compuestos evaluados presentan
buenos y moderados valores de inhibicion de AChE. Entre los compuestos sintetizados,
destacan los derivados 3 (R1= H, R2= 4-OCH3 ICs0= 10,62 uM), 11 (R1= Cl, R2= 4-OMe |Csp=
10,79 uM), 16 (R1= OCH3, R2= 4-OCH3 ICs0o= 10,12 uM) y 19 (R1= F, R2= 2-CH3 ICso= 5,80
uM), donde este ultimo exhibe un perfil de inhibicion en el mismo orden de magnitud que
donepezilo (DPZ, IC50 = 2,17 uM).

Los estudios de afinidad efectuados por desplazamiento de radioligandos, mostraron que
esta familia exhibié un total de 9 compuestos activos para la unidn a hTSER. Entre todos los
derivados, los compuestos mas relevantes en términos farmacolégicos corresponden a: 9
(R1= Cl, R2= 2-CH3 IC50 =1,12 uM), 12 (R1= Cl, R2= 4F IC50 = 2,33 uM) y 23 (R1= Br, R2= H
IC50 = 1,92 uM) con afinidades en el rango uM, en comparacién con los estandares
citalopram (3,0 nM) y fluoxetina (3,15 nM) cuyas afinidades se encuentran en el rango de
nM. Para ambos blancos, estudios de modelamiento molecular inducido (docking)

permitieron complementar, contrastar y discutir los resultados obtenidos.



Summary

The present doctoral thesis entitled as “MULTITARGET LIGANDS, AN ALTERNATIVE STRATEGY
FOR THE TREATMENT OF ALZHEIMER'’S DISEASE” belongs to such an important area as the
research into effective therapies to fight against the Alzheimer’s disease. In this research we
have synthetized and evaluated a novel series of indolylpropyl-piperazinyl-propyl-benzamido
piperazines as a pharmacological tool focused on achieving a potential dual inhibitory effect

on human acetylcholinesterase (hAChE) and human serotonin transporter (hTSER).

In vitro results showed that over fifty percent of the synthesized compounds showed a
significant activity against AChE. In the synthetized series the highest activities were
observed in the compounds 3 (R1=H, R2= 4-OCH3 ICs0= 10,62 uM), number 11 (R1=Cl, R2=
4-OMe ICso= 10,79 uM), number 16 (R1= OCHs, R2= 4-OCHs ICso= 10,12 uM) and number 19
(R1=F, R2= 2-CH3 ICso= 5,80 uM) which exhibited AChE inhibition profile in the same order

of magnitude as donepezil (DPZ, ICso = 2,17 uM).

Radioligand binding tests on SERT carried out for molecules belonging to the family, showed
that 9 compounds present affinity for hSERT. Among the new studied compounds, the
highest activities were observed for compounds number 9 (R1= Cl, R2= 2-CH3 ICsp =1, 12
uM), number 12 (R1= Cl, R2= 4F ICsp = 2,33 uM) and number 23 (R1= Br, R2= H ICs0= 1,92
uM) displaying micromolar affinity in compared to nanomolar affinity showed to citalopram
(3,0 nM) and fluoxetine (3,15 nM). The pharmacological results were supported and

discussed using induced molecular coupling studies (docking).



1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Alzheimer

Las demencias, si bien exhiben multiples etiologias, presentan en comun la pérdida de las
capacidades cognitivas interfiriendo en el funcionamiento social u ocupacional de una
persona. Segun el informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), sobre la situaciéon
mundial de esta patologia, el nUmero de personas que viven con demencia esta creciendo:
la OMS calcula que mas de 55 millones de personas (el 8,1% de las mujeres y el 5,4% de los
hombres mayores de 65 afios) viven con demencia. Se calcula que esta cifra aumentard a

78 millones para 2030 y a 139 millones para 2050°%.

La enfermedad de Alzheimer (EA) constituye la causa mas comun de demencia, entre el 60-
70%, de los casos informados de la poblaciéon mundial?. Se caracteriza principalmente por
la pérdida de memoria, disminucién de las habilidades linglisticas, cambios en la
personalidad y otros trastornos cognitivos?, este proceso es irreversible instalindose como
una secuencia neurodegenerativa cronica y progresiva que inevitablemente culmina con la
muerte de la persona que la padece. De acuerdo con las diferentes estimaciones, el
porcentaje de personas con enfermedad de Alzheimer aumenta dramaticamente con la
edad: el 3% de los pacientes se sitla entre el rango de 65 a 74 afios, el 17% de 75 a 84 afios

y el 32% de 85 afios 0 mas padecen la EA.

La enfermedad de Alzheimer empeora con el tiempo, es una enfermedad progresiva, en la
qgue los sintomas de demencia aumentan gradualmente con el paso de los afios. En sus
primeras etapas, la pérdida de memoria es leve, pero en la etapa final de la EA, las personas
pierden la capacidad de mantener una conversacion y responder al entorno. Los pacientes
con EA viven un promedio de ocho afios después de que los sintomas se vuelven evidentes,
pero la supervivencia puede oscilar entre 4 y 20 anos, dependiendo de la edad y otras
afecciones de salud. En la actualidad, la EA no tiene cura, pero hay tratamientos para los
sintomas disponibles y se contintda investigando. Si bien los tratamientos actuales para la

EA no pueden detener el avance de la enfermedad, pueden ralentizar por un tiempo el



empeoramiento de los sintomas y mejorar la calidad de vida de las personas y sus
cuidadores. Actualmente existe una intensa investigacion a nivel mundial para encontrar

una solucidn real a esta patologia, ya sea retrasando su inicio y/o evitando su desarrollo.®

1.2 Etiologia de la enfermedad

La etiologia de la enfermedad, es decir, el origen o la causa de la enfermedad, no se ha
podido desvelar completamente poniendo en evidencia que se trata de una enfermedad

compleja y multifactorial®.

Neuropatolégicamente la EA estda caracterizada por depdsitos extracelulares del péptido B-
amiloide (AB), llamados placas seniles o placas amiloides, depdsitos intracelulares de la
proteina tau hiperfosforilada (conocidos como ovillos neurofibrilares o NFTs), pérdida
neuronal y pérdida sinaptica. En los ultimos afios, diversas investigaciones han descrito una
serie de diferentes mecanismos patolégicos subyacentes a las causas de la EA que
comprenden neuroinflamacién, estrés oxidativo, la teoria del calcio, desregulaciéon del
metabolismo del hierro, reduccién de la utilizacidn de glucosa, sefializacién imperfecta de
la insulina, homeostasis anormal del colesterol y disfuncidon mitocondrial’. Estas evidencias
han llevado a los cientificos a establecer hipdtesis que se correlacionen con los hechos
observados. Las de mayor importancia y aceptacién son la hipétesis de la cascada amiloide,

la de la proteina tau y la hipdtesis colinérgica.

1.2.1 Hipodtesis de la cascada amiloide

El caracter patogénico del péptido AP ha dado origen a la llamada hipdtesis amiloide. Esta
establece que la formacion y deposicién de pequefios péptidos de AP genera fibras
amiloides largas e insolubles, que se acumulan como placas seniles en regiones criticas del
cerebro, llevando al desarrollo y progreso de la EA, la cual eventualmente conduce a

discapacidades crecientes y finalmente a la muerte.

Los péptidos AB patogénicos, junto con otros péptidos no patogénicos, son originados por

la actividad proteolitica de la proteina precursora amiloide (APP), una proteina normal de



las membranas celulares. La actividad de distintas secretasas (o, B o y secretasa) escinde la
APP, produciendo diferentes péptidos dependiendo de dos rutas: la ruta a (o no-
amiloidogénica) la cual deriva en la formacién de APP soluble (sAPPa), y la ruta de la B
secretasa (o amiloidogénica), mediada por la accidén secuencial de B-secretasa (BACE-1) y y
secretasa, resultando en la formacidn de péptidos AB. La primera en llevar a cabo la funcién
de endoproteasa en la APP es la B-secretasa que libera un derivado largo que luego es
secretado (SAPPB). Un fragmento de 99 aminodacidos (CTFB) queda anclado a la membrana,
el cual es cortado inmediatamente por y-secretasa generando el péptido AB. El corte
producido por y secretasa es impreciso y ocasiona una heterogeneidad en el extremo C-
terminal de los péptidos resultantes. Es por esta razon que existen distintos péptidos AB
que difiere solo en su longitud (entre 39-43 aminoacidos). Las especies dominantes son
AB1-40, constituyendo 80-90% de los péptidos AB, y AB1-42, el cual en condiciones
normales constituye entre 5-10% (Figura 1). Ese pequefio alargamiento (lle-Ala) del tramo
de residuos hidrofébicos en la region C-terminal en AB1-42, aumenta drasticamente su
tendencia de agregacidn, convirtiéndolo en un péptido altamente téxico?®.
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Figura 1. Proceso de fragmentacién de la proteina precursora de amiloide



Debido a su rol esencial en la generaciéon del péptido AB, las enzimas B- y y-secretasas han
sido consideradas como posibles blancos terapéuticos para el desarrollo de farmacos contra
la EA®. Diversos factores, genéticos y ambientales, hacen que la proporcién de las especies
de péptidos AB varie, desencadenando la acumulacién de oligdmeros y polimeros AB1-42
de mayor toxicidad y activando una cascada de enzimas responsables del estrés oxidativo y
de la regulacién de los niveles de Ca?* en las células. Consecuentemente se produce la
formacién de radicales libres, respuesta inflamatoria, un aumento en la fosforilacién de la
proteina tau y depdsito de ovillos neurofibrilares (NFTs), concluyendo finalmente con la
muerte neuronal. Se ha comprobado que la expresion y actividad de la enzima B-secretasa
incrementa con el aumento de la edad, contribuyendo a una mayor incidencia de demencia

en ancianos %1, Figura 2.

Sin embargo, algunos investigadores sostienen que la hipdtesis de la cascada amiloide no
engloba todos los componentes cruciales de los procesos fisiopatoldgicos de la
enfermedad. Un argumento comun es que la patologia de la placa y su diseminacién no
siempre se correlacionan con los hallazgos clinicos en la EA. Las placas amiloides cerebrales
pueden existir en individuos sanos, sin deterioro cognitivo asociado. Hasta el 30% de los
individuos sanos con edad aproximada de 70 anos, exhiben placas amiloides sin disfuncién

cognitival?,



Figura 2. Representacion de la cascada amiloide para la formacion de las placas AB (fuente
https://infotiti.com/2018/08/beta-amiloide-alzheimer/)

1.2.2 Hipotesis alteraciones de la proteina tau

Estos hechos han llevado a considerar una segunda hipdtesis relacionada con la causa de la
enfermedad de Alzheimer que tiene que ver con alteraciones de la proteina tau. Los ovillos
neurofibrilares (NFTs), el otro agregado de proteina distintivo en la EA, estan compuestos
de proteina tau hiperfosforilada. En condiciones normales, tau promueve la estabilizacidn
de los microtubulos; Durante la EA, la fosforilacién de la proteina tau se ve aumentada
regulando negativamente su unién a los microtubulos, afectando el transporte axonal e
incrementando la capacidad de tau de autoensamblarse y formar agregados, conduciendo
a su deposicion como NFTs (Figura 3). La tau también es un requisito para el diagnéstico de
la enfermedad de Alzheimer, pero las mutaciones en el gen tau causan demencia
frontotemporal sin placas amiloides, es decir, la tau puede actuar independientemente de
AP para causar neurodegeneracién. Aunque en la hipdtesis amiloide, se pensaba que las
alteraciones patoldgicas de la tau eran eventos posteriores a la deposicidon de AB, llevando

a la pérdida neuronal y a un mayor compromiso de la funcién neurotransmisora, es



igualmente plausible que la proteina tau y AP actuen en vias paralelas causando la EA 'y

aumentando los efectos téxicos de cada uno® 13.
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Figura 3. Formacion de NFTs mediante fosforilacion de la proteina tau. (Fuente
https://infotiti.com/2016/07/proteina-vinculada-al-alzheimer/)

1.2.3 Hipotesis colinérgica

Ademas de la formacidon de agregados proteicos, en la EA existen alteraciones en la
neurotransmisién, en especial en el sistema colinérgico. El sistema colinérgico es uno de los
sistemas moduladores mas importantes de la transmisiéon neuronal, regulando funciones
cognitivas como la memoria, el aprendizaje, el desarrollo y diferenciaciéon neuronal y otras
no colinérgicas como la estimulacién de la formacion de placas neuriticas o amiloides!. Los
sintomas de la EA estan relacionados con la alteracion de la neurotransmision y la
degeneracion de los circuitos neuronales de las zonas afectadas del cerebro, como son el
hipocampo vy la corteza entorrinal. Estos dafios se relacionan con la disminucién del
neurotransmisor acetilcolina (ACh del SNC) a nivel central 1. También se han hallado
alteraciones en otros sistemas de neurotransmisores, como los regulados por glutamato?®,

dopamina®’ y serotonina®®.



La ACh es sintetizada a partir de colina y acetil coenzima A (CoA) por accién de la enzima
acetilcolintransferasa (AChT), posteriormente por acciéon de un impulso nervioso, el
neurotransmisor es liberado de la neurona al espacio sinaptico donde sera reconocido por
los receptores nicotinicos y muscarinicos, responsables de transmitir la sefial hacia el

interior de la célula.

Finalmente, la ACh es hidrolizada por las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) o
butirilcolinesterasa (BuChE) en acetil o butiril CoAy colina, que sera transportada de nuevo

a la neurona pre-sinaptica®® (figura 4).
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Figura 4. Esquema representativo de la neurotransmisién colinérgica. Fuente: Adaptado del banco
de imagenes del Lundbeck Institute, 2016.

AChE y BUChE son enzimas homologas que guardan aproximadamente un 50% de identidad
en su secuencia de aminoacidos y que son codificadas por diferentes genes en los
cromosomas humanos 9 y 3 respectivamente. La enzima AChE se encuentra en el espacio

sinaptico donde hidroliza la ACh, mientras que BuChE estd asociado a las células gliales y se



va a encargar de compensar la hidrélisis para asi mantener una funcién cerebral

eficiente!420,

Ademas de su papel en la transmision del impulso nervioso, la AChE desempefia otras
funciones no colinérgicas, incluido un importante rol en el procesamiento del AB. Varios
estudios han indicado que la AChE aumenta la formacion de fibrillas AB in vitro?! y de placas
amiloides en la corteza cerebral de modelos de ratones transgénicos de la EA%2. Estos
efectos parecen estar mediados por interacciones entre el AB y el sitio anidnico periférico
(PAS) de la enzima, apoyado por el hecho de que el propidio, un inhibidor de AChE no-
competitivo que se une puramente a PAS, disminuye significativamente la agregacion del
AB inducida por AChE?3. Sin embargo, el edrofonio, un inhibidor competitivo puro, se une
al centro activo (CAS), no muestra ningun efecto sobre la fibrilogénesis de AP inducida por
AChE?*, Por lo tanto, parece existir una estrecha relacion entre la actividad catalitica de la

AChE vy la precipitacion del péptido AB.

1.2.3.1 Colinesterasas y su relacion con la Enfermedad de Alzheimer

La acetilcolinesterasa (AChE), es una enzima que pertenece a la superfamilia de las a/p
hidrolasas, cuya funcién es la hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en acetil-CoA
y colina?> 2%, La AChE es una serina hidrolasa, en la que el sitio activo de la enzima estd
compuesta por una triada de residuos (serina, histidina y acido glutdmico) conocida como
triada catalitica, que se encarga de hidrolizar la ACh (figura 5). El proceso de hidrdlisis toma
lugar segun las siguientes reacciones: La naturaleza electrofilica del grupo carboxilato del
acido glutdmico se exalta a través de la quelaciéon de puentes de hidréogeno de los N-H
amidicos presentes en los residuos de Glicina 118-119. Por otra parte, las propiedades
basicas del anillo de imidazol de la histidina activan al grupo hidroxilo de la serina por
desprotonacion, permitiendo un ataque nucleofilico y posterior sustitucion con
desplazamiento del grupo de colina del sustrato, formando un intermediario de acetil-AChE.
El siguiente paso de hidrdlisis libera el grupo acetato recuperando el enzima su estado

inicial.
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Figura 5. Mecanismo de hidrdlisis de ACh mediado por AChE. Fuente: “Acetylcholinesterase
inhibitors as Alzheimer therapy: From nerve toxins to neuroprotection”

Este mecanismo de accion de la enzima posee una tasa de conversidn extremadamente
rapida, teniendo en cuenta que el sustrato tiene que reconocer y atravesar una distancia
relativamente larga hasta el sitio activo del enzima. Algunas teorias relacionan este
fendmeno con el potente campo eléctrico que posee la AChE y que podria atraer
fuertemente el sustrato catidnico, repeliendo el producto formado anidnico. Otra de las
posibles razones de la gran velocidad de hidrdlisis de AChE es la existencia de las conocidas
“puertas de salida”. Estas regiones de la hAChE son rutas alternativas de la garganta
catalitica para el despeje de los productos de la hidrdlisis de ACh. Estudios experimentales
de cristalografia de rayos-X y tedricos de modelado molecular sugieren tres posibles

regiones de hAChE implicadas en la eliminacién de los productos resultantes de la hidrélisis
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de ACh, conocidos como “puerta trasera” (back door), “puerta lateral” (side door) y “puerta

del loop acilo” (acyl loop door)?7-28,

La primera estructura cristalografica de esta enzima resuelta fue obtenida de Torpedo
califérnica (TcAChE) en 1991%°. La enzima estd formada por 614 residuos, con una garganta
caracteristica de unos 20 A de largo, que contiene diferentes regiones de unién a los
ligandos ademas del sitio activo (Figura 6). El sitio activo (CAS) consiste en la triada catalitica,
compuesta por los residuos Ser203, His447 y Glu334 situada en el fondo de la garganta. Un
sitio de unién anidnico cerca del residuo Trp86, también en el fondo de la garganta,
proporciona contactos clave en la unién del resto cargado positivamente de la ACh,
mientras que el bolsillo de unién acilo (Phe295, Phe297 y Trp236) estabiliza el grupo acetilo
de la misma. Es importante destacar que el borlsillo de unién oxianidnico (Gly121, Gly122y
Ala204) proporciona una estabilizacién de los estados de transicion de acilaciéon y
desacilacion mediante la estabilizacion de la acumulacion de carga negativa en el oxigeno
del carbonilo. Estos cuatro sitios son fundamentales para la catdlisis enzimatica, ya que la
proteina debe atraer y orientar rdpidamente el sustrato, romper los enlaces requeridos y
eliminar los productos del sitio activo actuando a gran velocidad. Por ultimo, el sitio de
union anidnico periférico, denominado PAS, esta formado por los residuos Tyr72, Asp74,
Tyrl24, Glu285, Trp286 y Tyr341, se ubica justo dentro de la entrada de la garganta, donde
atrapa y orienta adecuadamente el sustrato3’. El PAS es un sitio de unidn alostérico de

AChE, pudiendo la unién de ligandos ocasionar el bloqueo de la entrada a la garganta®
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Figura 6. Estructura de AChE (PDB ID 4ey4). En la parte superior se aprecia la enzima en una vista
frontal de la garganta catalitica, mientras que en la inferior se ha rotado la estructura 90°. En las
figuras de la derecha se observan las diferentes zonas que ocupan los residuos en la garganta: Triada
catalitica (azul), sitio de unién anidnico (gris), bolsillo de unién acilo (amarillo), bolsillo de unién
oxianionico (rojo) y sitio de unién anidnica periférico (verde). Fuente: C. Roca et al., “Identification
of new allosteric sites and modulators of AChE through computational and experimental tools”

Segun la hipodtesis colinérgica, durante la EA, los niveles de ACh se reducen drasticamente
debido a la muerte neuronal, por lo tanto, la inhibicién de la AChE conducira a un aumento
de los niveles del neurotransmisor en la neurona colinérgica, lograndose una mejora
cognitiva disminuyendo en parte la sintomatologia clinica, pero solo como un tratamiento

paliativo, no terminando con esta enfermedad3™.

Por otro lado, la enzima BuChE también capaz de hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina.
Mientras que AChE se encuentra asociada principalmente a neuronas y axones, BUChE es
expresada y secretada por células gliales en el cerebro. En un cerebro sano, AChE y BuChE
se encuentran en una proporcién 4:1. Sin embargo, en cerebros de pacientes con la EA la

actividad de AChE puede disminuir hasta un 45% durante el progreso de la enfermedad,
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reflejando la desaparicién de neuronas y axones a las cuales se encuentra asociada,
mientras que la actividad de BuChE puede hasta duplicarse. Se ha demostrado también, que
niveles en crecimiento de BuChE se correlacionan con el depdsito de placas amiloides y
NFTs. Ambas enzimas, AChE y BUChE, interactian con las fibrillas cerebrales de los péptidos
AB. Sin embargo, BuChE no produce un efecto observable en la formacion de las placas
seniles y esto se debe, a que BUChE carece de tres de los aminoacidos aromaticos presentes
en el PAS de AChE (Tyr70, Tyr121, Trp279). Por lo tanto, el PAS de BuChE, que media la

activacion del sustrato, tiene una afinidad mas débil que el PAS en AChE32,

1.2.4 Hipotesis Serotoninérgica

Tradicionalmente, el papel principal en la patologia de EA se asignd a la degeneracion y
muerte de las neuronas ACh y una disminucién general de la actividad de la colina
acetiltransferasa (enzima responsable de la sintesis de ACh) 3% 3435 Sin embargo otros
sistemas de neurotransmisores, como noradrenalina, dopamina y serotonina3® 37,38 3940 go
hallan también presentes en los procesos cognitivos, generando hipdtesis complementarias
para el tratamiento de la EA3* 4L, La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), figura 7, juega
un papel reconocido en la cognicién, incluida la memoria a corto y largo plazo. Los nucleos
del rafe, que contienen la mayoria de las neuronas 5-HT, dan lugar a proyecciones
serotoninérgicas que estdan ampliamente distribuidas en todo el cerebro, especialmente en
areas criticas para la funcién cognitiva funciones tales como tabique, corteza frontal,

corteza temporal y la formacién del hipocampo??43,
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Figura 7. Estructura quimica de neurotransmisores implicados en procesos cognitivos,
noradrenalina (A), serotonina (B) y dopamina (C)

Los pacientes con patologia tipo EA muestran disminuciones a nivel central vy
neurotransmisiones periféricas de 5-HT, como lo revela la reduccion de concentraciones de
este neurotransmisor en el liquido cefalorraquideo*” 4> y plaquetas®. Los estudios de
tomografia por emisién de positrones (PET) y resonancia magnética nuclear (RMN) han
corroborado aun mas una disminucién relacionada con la EA de los receptores de 5-HT en
el SNC* %8, Por otro lado, el examen post-mortem de cerebros con EA revelaron
disminuciones en los niveles extracelulares de 5-HT y su metabolito (acido 5-
hidroxiindolacético, 5-HIAA) asi como disminucion en la expresion de los receptores de 5-
HT en varias regiones del cerebro incluyendo la neocorteza y el hipocampo®>%. Ademas, el
deterioro de la neurotransmision 5-HT en la EA es consistente con una pérdida de neuronas

5-HT en los nucleos del rafe y pérdida asociada de proyecciones corticales de 5-HT>2.

Los déficits relacionados con la EA en la neurotransmision 5-HT estdn asociados con declive
cognitivo acelerado, segun lo determinado por la puntuacién del MiniExamen del Estado
Mental (MMSE) 3 y con sintomas conductuales, incluida la psicosis3’, asi como con la
gravedad de la demencia. Puede, por tanto, ser responsable de las anomalias cognitivas y

no cognitivas asociado con EA.

El Tratamiento con inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) aumenta la
concentracion de 5-HT en el LCR y mejora la capacidad cognitiva y memoria en pacientes
con demencia de tipo EA>3°%>5 Los farmacos que acttan sobre receptores 5-HT especificos
también han sido sugeridos como agentes terapéuticos para incrementar la capacidad

cognitiva en la EA®®,
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1.2.4.1 Transportador de serotonina (TSER)

Una significativa disminucién del sitio de unidn del transportador de serotonina (TSER) fue
observada en la corteza temporal, la corteza frontal y el hipocampo en pacientes con inicio
temprano de la enfermedad de Alzheimer (50-60 afios). Los estudios de imagenes han
confirmado la reduccién en la unién de TSER en las primeras etapas de la enfermedad, sin
embargo, la reduccidn en la densidad de TSER no parece estar correlacionada con algunos
sintomas caracteristicos de esta enfermedad, pero algunos estudios han relacionado el

polimorfismo de TSER con trastornos del comportamiento incluidos la agresion y psicosis'®.

En el SNC, el trasportador de serotonina (TSER) es una proteina situada en la membrana de
la neurona presinapticas y cuya funcidn es recaptar la serotonina remanente en el espacio
sindptico para volver a incluirlo, mediante un proceso Na*/Cl- dependiente al citosol de la
neurona presinaptica con el fin de ser nuevamente almacenado en vesiculas para su

reutilizacion o simplemente ser degradado por la enzima monoaminooxidasa A (MAO-A).

Este transportador (humano) fue co-cristalizado junto a los ligandos (S)-citalopram vy
paroxetina para poder dilucidar su estructura®® mediante rayos-X el afio 2016. Dicha
cristalizacidn se consiguid gracias a mutaciones puntuales en la secuencia de aminodcidos

dirigidas a estabilizar la estructura termosensible.

La estructura de TSER humano tiene 12 hélices transmembrana y cuando se une a (S)-
citalopram o paroxetina exhibe una conformacién abierta hacia el exterior con el farmaco
antidepresivo unido al sitio central, a la mitad de la membrana y acufiado en una cavidad
formada por residuos de TM1, TM3, TM6, TM8 y TM10 (Figura 8). También se encontrd una
segunda molécula de (S)-citalopram en el sitio alostérico, dentro del vestibulo extracelular

del (S)-citalopram ubicado a aproximadamente 13A del sitio central.

Los analisis realizados a la estructura cristalizada con (S)-citalopram y paroxetina, conducen
a que el sitio central mostraria 3 subsitios (A, B, C) dentro de esta cavidad, los cuales
presentan determinados grupos de aminoacidos que generarian las distintas interacciones

fisicoquimicas que estabilizarian la unién de estos ligandos dentro de dicha cavidad.
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Los grupos amino de (S)-citalopram y paroxetina ocupan el subsitio A e interactuan con el
carboxilato del Asp98 a una distancia de 4.1y 3.1 A, lo que explicaria, en parte, el hecho de
que la paroxetina tiene una mayor afinidad por TSER en comparacién con (S)-citalopram.
Tyr95 se localiza 4.2 y 5.3 A debajo de los grupos amino de (S)-citalopram y paroxetina,
formando una interaccion cation- m crucial para la potencia mostrada por citalopram vy

mazindol.

Tyr95 también puede formar un enlace de hidrégeno con el oxigeno del (S)-citalopram.
Ser336 se asocia en una red de interaccién con ligandos y iones al participar en la
coordinaciéon Na*y CI;, iones que son esenciales para la unién del ligando y transporte de

sustrato.

1 EL3b Central
Alostérico go°

Figura 8. A) Estructura de TSER vista de forma paralela a la membrana. Las moléculas de (S)-
citalopram unidas en el sitio central y alostérico se muestran en representacién de barras de colores
verde y cian, respectivamente. Los iones de sodio se muestran como esferas de color salmén. (CHS)
Hemisuccinato de colesterol y (NAG) N-acetilglucosamina. B) Vista superior de TSER desde el lado
extracelular de la membrana.

El subsitio B es particularmente importante para los antidepresivos con alta afinidad. Tyr176
participa en interacciones hidrofébicas con los grupos fluorofenil y benzodioxol de (S)-
citalopram y paroxetina respectivamente. lle172 y Phe341 definen una cavidad apolar que

envuelve los grupos hidrofébicos de estas drogas. Phe341 forma una interaccidon aromatica
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con la 'cara' del cianoftalano del (S)- citalopram y con el 'borde' del grupo fluorofenil de
paroxetina. Ser439, Leud43, Alal69 y Alal173 definen una cavidad hidrofdbica, en la que se
insertan los grupos fluorofenil y benzodioxol de (S)-citalopram y paroxetina. El grupo
fluorofenil del (S)- citalopram se ubica 1.5 A mas profundo en este espacio en comparacion

con el benzodioxol de paroxetina.

En el subsitio C, el grupo fluorofenil de la paroxetina se apila de forma paralela al anillo de
Phe335. Por el contrario, para (S)-citalopram, el cianoftalano forma una interaccién
aromatica directa. Val501 y Thr497 forman un sector que presenta una superficie de
caracteristicas polar / apolar en la que se insertan los grupos fluorofenil y cianoftalano de

paroxetina vy (S)-citalopram.

1.3 Tratamiento actual de la enfermedad de Alzheimer.

Aspectos intrinsecos asociados a diversos biomarcadores y extrinsecos como el nivel de
desarrollo socioeconémico, la educacidn, las comorbilidades y los habitos de vida ponen en
evidencia la dimensién multifactorial de la enfermedad de Alzheimer, lo cual ha dificultado
el hallazgo de una cura. Los tratamientos farmacolégicos presentes en la actualidad solo
logran atenuar la progresion de la enfermedad o disminuir el impacto de la sintomatologia
exhibiendo algunos efectos adversos sobre el paciente >’. Las opciones terapéuticas para
el tratamiento de la EA, figura 9, han estado limitadas a tres inhibidores de la AChE y/o
BuChE: doneperzilo, rivastigmina y galantamina®®?, ya que la tacrina se retiré del mercado
dada su hepatoxicidad. Estos farmacos son empleados en las etapas leve o moderada de la
enfermedad y actuan inhibiendo la actividad de la enzima AChE, excepto rivastigmina que

también inhibe la enzima BuChE> 6061,

Todos ellos son administrados en cdpsulas y comparten efectos secundarios colinérgicos
comunes, entre los que se encuentran nauseas, vomitos, diarreas, pérdida de apetito y
debilidad muscular, pero se ha observado que los pacientes tienden a desarrollar tolerancia

a estos sintomas gastrointestinales.

En algunos ensayos comparativos, rivastigmina ha mostrado tener mayor potencia

inhibitoria de AChE que donepezilo y ademads, tras la aprobacion en 2007 de los parches de
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rivastigmina, se han realizado estudios que muestran un perfil de seguridad y tolerabilidad
mejor que en el tratamiento oral, sin diferencias en los niveles de concentracidn del farmaco

en plasma®23,

Otro farmaco aprobado para el tratamiento de la EA es el antagonista acompetitivo del
receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) memantina (ebixa®, 2003)%*. Este actta sobre el
receptor de glutamato bloqueando la persistente activacién de NMDA para estabilizar el
flujo de iones de calcio y reducir la excitotoxicidad. Su utilizacion esta indicada para las fases
de moderada a severa de EA donde se ha visto que mejora las capacidades cognitivas y las
actividades de la vida diaria, se ralentiza el declive funcional y disminuye el empeoramiento

del estado de dnimo y del comportamiento®?

o]
N | MeO
5 1L
MeQO
NH;
N
Tacrina Donepezilo \—@
T =
N
yl\ MeO NH,
o~ 0
N_.—
H":
N/
Rivastigmina Galantamina Memantina

Figura 9. Estructura de los farmacos utilizados para el tratamiento de la EA en la actualidad.

A pesar de los numerosos esfuerzos y recursos invertidos en el desarrollo de drogas durante
las ultimas tres décadas, no ha sido posible encontrar tratamientos efectivos, que permitan
curar la enfermedad. No obstante, frente a esta carencia terapéutica de sanamiento, se
decidiod incorporar hace aproximadamente un afio, el fdrmaco Aducamunab, a pesar de no

cumplir con las exigencias clinicas.
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Aducanumab (bajo la marca comercial Aduhelm) del laboratorio Biogen, es el farmaco mas
reciente aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA), después de un vacio de casi dos décadas en el avance de nuevos farmacos®. El
medicamento es un anticuerpo que tiene como objetivo terapéutico la eliminacién de los

depdsitos de beta amiloide.

En el afio 2019 fue suspendido el estudio, pese a que el farmaco cumplidé el objetivo de
reducir los niveles de AB, éste no ralentizaba ni detenia el deterioro cognitivo y provocaba
efectos secundarios adversos en los pacientes, tales como inflamacidn severa y hemorragia
cerebral®; ademas el estudio se realizé en pacientes con deterioro cognitivo leve. No
obstante, el medicamento fue aprobado en junio de 2021 basado en un “criterio de
valoracidn sustituto” ; sin embargo, la compafiia farmacéutica tiene 9 afios para completar

los ensayos clinicos necesarios para ratificar los beneficios del farmaco.

Esta decision tomada el pasado 7 de junio de 2021 por la Administracién de Medicamentos
y Alimentos (FDA) de Estados Unidos de aprobar aceleradamente el medicamento
aducanumab (Aduhelm), ha sido una de las mds polémicas de este organismo. Se trata del
primer farmaco en 18 afios que se aprueba para el tratamiento temprano de esta demencia
asociada a la edad. Sin embargo, como ya se ha mencionado Aduhelm no ha demostrado,
por ahora, eficacia clinica. La directora del Centro de Evaluacidon e Investigacién de
medicamentos de la FDA, la doctora Patrizia Cavazzoni, explicd que habian decidido usar la
aprobacion acelerada porque hay una “expectativa” de beneficio clinico, la cual adn no ha
sido demostrada, debilidad que se une al altisimo precio de este farmaco (>50.000 euros
por aio). Se espera que los resultados del ensayo clinico de fase 4 para Aducanumab, estén
disponibles a principios de 2030, por tanto, continla existiendo una gran demanda y

urgencia por nuevas alternativas terapéuticas®’.
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1.3.1 Farmacos multi-diana (MTL, multi-targeted ligands)

A pesar de todos los esfuerzos realizados en el desarrollo de fadrmacos durante las Ultimas
décadas, el nimero de medicamentos exitosos y de nuevas dianas no ha sido el esperado.
El descubrimiento de farmacos centrado principalmente en el paradigma “una diana, un
farmaco”, bajo un enfoque tradicional, proporciona un éxito limitado para tratar
enfermedades multifuncionales y complejas como es la EA*3. La complejidad de la patologia
de la EA ha fomentado el disefio de moléculas capaces de interactuar con dos o mas dianas
farmacoldgicas complementarias, esperando que estos ligandos multi-diana (MTL, por sus
siglas en inglés) puedan representar ventajas importantes en el tratamiento de la

enfermedad®®

En los ultimos afios, se han desarrollado muchos MTL interesantes, como memoquina,
ladostigil y huprina X, entre otros (Figura 10). Memoquina es un inhibidor de AChE y B-
secretasa-1 (BACE-1) con propiedades antiagregantes y antioxidantes adicionales, que
recientemente ha demostrado su eficacia in vivo usando diferentes modelos de ratones de

amnesia inducida®

Ladostigil es un inhibidor de colinesterasas (ChEs) y un inhibidor selectivo de
monoaminoxidasas cerebrales (MAO-A y -B), con poco o ningun efecto inhibitorio de la
MAO periférica en experimentos in vivo’®. Y la huprina X es un inhibidor sub-nanomolar de
AChE con efectos adicionales, tales como inhibicién de BACE-1, activacion de a- secretasas
y estimulacién de la sefializacién de la ruta de la proteina quinasa activada por mitégeno,
gue es capaz de mejorar el aprendizaje y la memoria en un modelo triple de ratones
transgénicos con EA’Y. Ademds, se han desarrollado varias familias de MTL derivadas de
donepezilo’? o de tacrina’>’® (Figura 10), que combinan propiedades neuroprotectoras,
colinérgicas y antioxidantes. Los derivados del acido L-glutdmico con fragmentos de
donepezilo presentaron interesantes propiedades en modelos in vitro de EA y de isquemia
cerebral’”78, Y entre los derivados de tacrina, destacan los hibridos tacrina — clioquinol y
tacrina—melatonina que han mostrado su eficacia in vivo en ratones transgénicos APP- Ps1,

mejorando sus capacidades cognitivas y reduciendo la carga amiloide en cerebro’°-#
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Figura 10. Farmacos con actividad mdltiple para la EA.

1.4 Nucleo inddlico en Alzheimer

1.4.1 Antecedentes

Elindol 0 2,3-benzopirrol representa importante clase de compuestos heterociclicos que se
ha encontrado en muchos productos naturales y ha sido objeto de muchos estudios
sintéticos®1®2, Los compuestos que soportan este andamio han atraido el interés de los

investigadores debido a su amplia gama de actividades bioldgicas como antimicrobiano &3,

87 88

antifungico ® , antiviral 8 , antiinflamatorio %, antidepresivo 8 , antimigrafioso. %,
antihipertensivo #°, anticancerigeno %, inhibidor de la a-glucosidasa °, B-inhibidor de la
glucuronidasa °2, inhibidor de la ureasa 3, inhibidor de la a-amilasa °¢, inhibidor de la

acetilcolinesterasa 8 e inhibidor de la butirilcolinesterasa 99101

Compuestos como la bufotenina (agente antipsicético), la psilocibina (agente antipsicético),
el triptéfano (antidepresivo), la serotonina (neurotransmisor), la vinblastina (agente
anticancerigeno) y la vincristina (agente anticancerigeno) son ejemplos de compuestos
naturales bioactivos que contienen anillo de indol, figura 11, Indometacina (medicamento
antiinflamatorio), Roxindole (esquizofrenia), Pravadoline (analgésico), Atevirdine
(medicamento anti-VIH), Oxypertine (medicamento antipsicdtico), Pindolol (medicamento
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antihipertensivo), Delavirdine (medicamento anti-VIH), Arbidol (farmaco antiviral) vy
Apaziquone (farmaco contra el cancer) son algunos ejemplos que se comercializan vy

contienen un resto indol.

AN AN
-CH -CH
HO NTHS H,0,PO N==s
N\ H4C N\ H3C
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Bufotenine Psilocybin
ON—0H NH,
NH, HO
N\ N
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N
H H
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H
N CH,
H{/ "o
o]
0 CH;
O~CH,

Vinblastine ( R = CH;)
Vincristine (R = CHO)

Figura 11. Compuestos naturales bioactivos que presentan en su estructura el ndcleo indélico
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1.4.2 Nucleo inddlico y su actividad en AChE y TSER

En estudios previos, Taha et al. Informaron sobre el disefio, la sintesis y la evaluacién de la
actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa de una serie de derivados de sulfonamida a
base de indol®>, figura 12. En este trabajo, los valores ICso de estos compuestos basados en

indol estuvieron entre 0,17 uM y 8,53 uM (Donepezil I1Cso: 0,014 uM).

Q Ny
NH-3 N\ —=/
]

“ H {NH i
PV,
/Ji‘" & \\D

IC50 = 017 ( R= 4F)
0.18 (R=4-Bn)

Figura 12. Derivados de sulfamida con base de ntcleo indélico y su actividad en AChE

Por otro lado, Bingul et al. Informd sobre la sintesis de los derivados de indol-2-
carbohidrazidas y 2-(indol-2-il)-1, 3,4-oxadiazoles, estudiando la actividad inhibidora de la
acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa®®.Algunos de los compuestos mostraron una
actividad anticolinesterasa mas alta que la galantamina. En otro estudio, Bingul et. al.
Informaron sobre el disefio y la evaluacidon de la actividad anticolinesterdsica de nuevas
hidrazidas hidrazonas basadas en 4,6-dimetoxiindol®®, figura 13. Los compuestos ensayados
exhibieron una actividad anticolinesterasa comparable o mejor que el compuesto de

referencia galantamina (% de inhibicion AChE = 78.476).
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Figura 13. Derivados 2-(indol-2-il)-1,3,4-oxadiazoles sintetizados por Bingul et. al y su porcentaje de
inhibiciéon de AChE

Ademds, Saglam et al. Informaron de la sintesis, caracterizacion vy actividad

anticolinesterasa de una nueva serie de sistemas de ligando bis-indolil imina °’, figura 14.

Los resultados demostraron actividades inhibitorias mds potentes que la estandar

galantamina (% de inhibicion AChE = 78.76%), para el derivado sin sustituir en el anillo

aromatico.
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Figura 14. Ligando bis-indolil imina mas potente en la inhibicién de AChE sintetizado por Saglam et.
al.

Antecedentes previos de investigacidon han demostrado la importancia del sistema indol-
propil-piperazina sustituidos en la posicidon C-5 del indol ya sea en la forma de unidad o

101104 nara la unién de estos compuestos al transportador

como hetero u homo bis-ligandos
de serotonina (TSER), logrando muy buenos valores de afinidad. En base a los anterior,
Pessoa-Mahana et al. Informaron la sintesis de una nueva clase de derivados indolilpropil

benzamidopiperazinas con actividad dual AChE/SERT®* (figura 15). Estos derivados
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exhibieron un perfil de inhibicion de AChE (3.4 y 3.6 uM) en el mismo orden de magnitud
gue el donepezilo (DPZ, IC50 = 2.17 uM), mostrando también afinidad nanomolar en TSER.

P
R! N NX ,— 0
\—/4<—NN
\
N
H

17 (R®=F,R'=4-Br) 18 (R?=F,R" = 4-CHy)
AChE=39.4 uM, SERT=92nM  AChE=3.6uM, SERT =122nM

R2

19 (R?=F R1=4-F) 24 (R°=F,R'=2-Br)
AChE=3.4uM, SERT=212 nM AChE =33.3 uM,SERT =1.9nM

Figura 15. Derivados indélicos con actividad en AChE y TSER
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2. HIPOTESIS

Considerando los antecedentes descritos, que revelan la compleja naturaleza de Ia
enfermedad de Alzheimer, y que la obtencion de ligandos de accion dual serotoninergica y
colinérgica se ha perfilado como una de las estrategias mads acertadas en la busqueda de un

tratamiento efectivo para esta patologia. En consecuencia:

“La sintesis de nuevos derivados indolicos que incluyan en su estructura la agrupacién
indolil-propil-piperazina conectados a esqueletos de tipo benzamida, conducirdn a Ligandos
de accion dual modulando simultdneamente la bioactividad de acetilcolina y serotonina a
nivel central a través de la inhibicion de acetilcolinesterasa y de la proteina transportadora

de serotonina”.
2.1. Objetivo general

Obtencion de una nueva serie de derivados inddlicos polifuncionalizados que actien como

ligados con actividad farmacoldgica de accidén dual colinérgica y serotoninergica.

2.2. Objetivos especificos

e Sintesis de 3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-il) propil] piperazin-1-il} propil)-1H-indol
funcionalizadas (R1=H, F, Cl, Br y OMe // R2= H, 2-CHs, 4-CH3, 4-OMe y 4-F).

e Caracterizacion quimica mediante *H-RMN, 3C-RMN, y HRMS.

e Evaluacién farmacolégica in vitro de la enzima acetilcolinesterasa en plasma
sanguineo humano.

e Estudio farmacolégico mediante ensayos de unidon por competencia con
radioligando para TSER

® Racionalizacion de los resultados farmacoldgicos obtenidos via estudios de
acoplamiento molecular inducido para los compuestos sintetizados en los blancos
propuestos.
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3. MATERIALES Y REACTIVOS

3.1 Materiales

3.1.1 Solventes

Los solventes utilizados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich y Merck en Grado Reactivo

Analitico (p.a.) que corresponden a:

Acetato de etilo > 99,8% para cromatografia liquida. Merck.

n-Hexano 2 98,0% para cromatografia de gas. Merck.

Diclorometano > 99,5% para analisis. Merck.

Dimetilformamida > 99,5% para analisis. Merck.

N,N-dimetilacetamida = 99,0% para sintesis. Merck.

Trietilamina > 99% para sintesis. Merck.

Acetonitrilo 2 99,9% para cromatografia liquida. Merck.

Tetrahidrofurano > 99,5% para analisis. Merck.19

Metanol > 99,8% para analisis. Merck.

Etanol absoluto > 99,9% para andlisis. Merck.

Acetona > 99,8% para cromatografia liquida. Merck.

De grado técnico, purificados por destilacién y posterior secado con sulfato de sodio

anhidro para su uso en cromatografia en capa fina y para cromatografia en columnas se

utilizd acetato de etilo y n-hexano.
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3.1.2 Reactivos

e Clorhidrato de fenilhidrazina > 98% para analisis. Merck.

e Clorhidrato de 4-fldor-fenilhidrazina 97% para analisis. Merck.

e Clorhidrato de 4-cloro-fenilhidrazina 97% para analisis. Merck.

e Clorhidrato de 4-bromo-fenilhidrazina 97% para analisis. Merck.

e Clorhidrato de 4-metoxi-fenilhidrazina 97% para analisis. Merck.

e 3,4-Dihidro-2H-pirano > 98% para sintesis. Merck

e H;SO4 95-97% para analisis, Merck.

e Cloruro de p-toluensulfonilo > 98% para sintesis. Merck.

e 4-Dimetilaminopiridina 99%. Sigma-Aldrich.20

e Carbonato de potasio 99,4% para analisis. BiosLab Chile.

e Tert-Butil piperazina-1-carboxilato 97%. Merck

e Acido trifluoroacético 99%. Merck

¢ Cloruro de benzoilo 99%. Merck

¢ Cloruro de 4-metilbenzoilo 98%. Merck

e Cloruro de 2-metilbenzoilo 98%. Merck

¢ Cloruro de 4-metoxibenzoilo 98%. Merck

e Cloruro de 4-fluorbenzoilo 98%. Merck



4 RESULTADOS
4.1 Sintesis de los derivados inddlicos

A continuacién, se describen y detallan todos los procesos y metodologias sintéticas que

condujeron a la obtencidn y caracterizacidn de los 25 productos finales.

La sintesis de los derivados inddlicos (I) se abordé considerando el siguiente esquema

retrosintético (esquema 1):

0
R N NN N
N\ - _/ | —R;
4
N @
H

R!'=H. CL F. OMe Br R%=H, 2-CHj, 4-CH3, 4-OCHj;, 4-F
0
//\ /\
Ry OTs HN NN N XN
A\ + / / | R,
N (In) Z
H (I11)
R!'=H, Cl, F, OMe, Br R?= H, 2-CHj, 4-CH; 4-OCHj, 4-F

Esquema 1. Esquema retrosintético para la formacion de derivados indélicos.
En esta propuesta se evidencia que los derivados inddlicos finales (1) seran obtenidos por la
reaccién de desplazamiento nucleofilico de los intermediarios 4-(3-1-piperazinilpropil)-1-
piperazinobenzamida funcionalizadas (lll), como nucledfilos, con los tosil derivados 3-(1H-

indol-3-il) propil-4 metilbenzenosulfonatos (Il).

30



4.1.1 Ruta sintética para la obtencion de derivados indélicos

Procedimiento sintético. Sintesis de 3-(3-p-toluensulfonil-1-il-propil)-1H-indoles (l1).

Este intermediario avanzado (ll), se obtuvo por reaccién de tosilacién del derivado inddlico
3-(1H-3-indolil)-propano C-5 funcionalizado, obtenido previamente utilizando la sintesis de

Fischer de indoles.

4.1.1.1 Sintesis de Fischer para indoles

La obtencion del fragmento inddlico C-5 funcionalizado se logrd a través de la sintesis de
Fisher, utilizando como reactivos de partida una serie de clorhidratos de fenilhidrazinas
comerciales, sustituidas en C-4, en presencia de 3,4-dihidropirano en medio acido (esquema

2).

R O . N
O\ > \
—_—
NHNH,. HCl NN-DMA/H;SO, 4% N

Esquema 2. Esquema general de la sintesis de indoles de Fisher.

Mecanismo de reaccion:
Apertura del anillo de 3,4-dihidropirano

La reaccion toma lugar a través de la apertura del anillo de 3,4-dihidropirano en medio
acido, segun la secuencia de reacciones siguientes (figura 16) generando como producto 5-

hidroxi-pentanal (5).
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Tetrahidro-piran-2-ol
Figura 16. Mecanismo de apertura para el 3,4-dihidropirano.
Formacion del anillo inddlico

El 5-hidroxi-pentanal experimenta una reaccidon de condensacién (6) con la arilhidrazina
descrita para generar una arilhidrazona (7), la cual tautomeriza via (8) a una en-hidrazina
(9), que por desplazamiento sigmatropico [3,3], forma el intermediario diiminico (10) el cual
finalmente por medio de una ciclacion intramolecular con posterior pérdida de amoniaco y

aromatizacion (11), da lugar a los derivados 3-(1H-3-indolil)-propanol (12) (Figura 17).
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Figura 17. Mecanismo propuesto para la sintesis de indoles de Fischer
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4.2 Metodologia y resultados

4.2.1 Obtencion de los derivados 3-(1H-3-indolil)-propanoles

Se describe a continuacién un resumen de la marcha experimental para la obtencién de los

derivados 3-(1H-3-indolil)-propanoles.
Procedimiento general

Por disoluciéon de los respectivos clorhidratos de fenilhidrazinas comerciales en
dimetilacetamida (DMA), se agregd H,SOs al 4% p/p seguido de 3,4- dihidropirano (DHP).
La mezcla resultante se calenté a reflujo hasta que se completa la reaccién. El crudo
organico fue purificado por cromatografia en columna de gel de silice utilizando acetato de

etilo (AcOEt) como fase moévil, obteniendo rendimientos entre el 80 al 90%.

Caracterizacion. - Los productos purificados fueron caracterizados fundamentalmente por
espectroscopia H-RMN (CDCl3), observando para el derivado C-5 (R= H) (Figura 18) dos
dobletes a 6: 7,32 ppm y 7,60 ppm para los hidrégenos de C-4 y C-7 y dos tripletes de
doblete a 6: 7,10y 7,18 ppm para los hidréogenos de C-5 y C-6 de la porcidon aromatica. El
protén de C-2 aparece como un fino doblete a 6: 6,93, al acoplarse con el N-H del nucleo
inddlico. Ademas se aprecia una sefial singulete ancho a 6: 8,03 ppm para el N-H inddlico.
Para la cadena hidroxipropilica, se aprecian las siguientes sefiales: un triplete a 2,83 ppm
gue corresponderia al grupo metileno conectado directamente al anillo indélico; un triplete
a 6: 3,7 ppm asignable al metileno conectado a la funcion hidroxilo y un quintuplete a 6:

1,96 ppm asignado al metileno de posicion C-2 de la cadena propilica.
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Figura 18. Espectro 1H-RMN del compuesto 3-(1H-3-indolil)-propanol

Los compuestos inddlicos andlogos presentaron en el sector de campo alto basicamente el
mismo patrén de acoplamiento anteriormente descrito, con excepcién del derivado C-5
metoxilado, el cual presentd una sefial singulete a campo alto a 6: 3,81 ppm, correspodiente
a los protones del grupo metileno (CHs). En la zona aromatica se observaron las mayores
diferencias en virtud del acoplamiento de F-H y de la presencia de los sustituyentes Cl, Bry

OMe.

4.2.2 Obtencion de los derivados 3-(1H-3-Indolil)-propil-4 metilbencensulfonatos (1)

Los derivados (ll) fueron sintetizados por reaccién de adicidon-sustitucion de los derivados
3-(3-hidroxipropil)-1H-indoles con cloruro de p-toluensulfonilo (cloruro de tosilo) en
diclorometano (CH;Cl,) anhidro en presencia de trietilamina (TEA) y 4-dimetilaminopiridina

(DMAP), obteniéndose los derivados (ll) con rendimientos entre 70-80% (esquema 3).

R R
N CH2CI2/N(Et)3 N (IT)
H

R=H, Cl, F, OMe; Br R=H, CL, F, Br, OMe
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Esquema 3. Esquema general de la reaccion de formacién de derivados Il

Procedimiento general.

Se disolvieron los 3-(1H-3-indolil)-propanoles en CH)Cl, seco, mas cloruro de p-
toluensulfonilo y trietilamina anhidra (TEA) en presencia de concentraciones cataliticas de
4-dimetilaminopiridina (DMAP). La solucidn se agité a temperatura ambiente bajo
atmdsfera de Ny por 48 horas. La mezcla resultante fue rotavaporada a sequedad y
purificada en columna cromatografica de gel de silice con fase mévil AcOEt/n-Hexano (1:2),
los productos obtenidos resultaron sdélidos de tonalidades café claro con rendimientos

entre un 70 a 75%.

Caracterizacion. Los productos purificados fueron caracterizados por espectroscopia *H-
RMN (CDCls) (Figura 19a), observandose en campo alto la presencia de los dos tripletes y
un quintuplete correspondientes a la cadena de propilo, y la ausencia de la sefial hidroxilica
a 6: 1,7 ppm mas la presencia de un singulete en &: 2,43ppm correspondiente al CH3

aromatico.

243

4.07

280

Figura 19a. Espectro *H-RMN de campo alto del compuesto 3-(1H-3-Indolil)-propil-4-
metilbencensulfonato

En la zona aromatica (figura 19b), se mantiene el patrén de sefiales del nucleo inddlico con
dos tripletes de dobletes, un singulete y dos dobletes, uno de los cuales coincide en &: 7,3
ppm con el doblete que integra para dos protones, los que corresponde a protones

equivalentes en las posiciones 3 y 5, contiguos al grupo metilo en C-4, del anillo bencénico.
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Los otros 2 protones idénticos de este sistema aparecen en &: 7,7 ppm y corresponden a
aquellos en posiciones 2 y 6 vecinos al grupo sulfonilo. El grupo NH inddlico se aprecia a 6:

7.98 ppm.

)
»
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I

Figura 19b. Espectro *H-RMN de la zona de campo alto del compuesto 3-(1H-3-Indolil)-propil-4-
metilbencensulfonato.

Los compuestos inddlicos andlogos, presentaron en el sector de campo alto basicamente el
mismo patrén de acoplamiento anteriormente descrito. En el sector aromatico se observan
las mismas diferencias correspondientes a la sustitucién en C-5 ya sea por el acoplamiento

F-H o por la presencia del Cl, Br y OMe.

4.2.3 Obtencion de los derivados intermediarios 4-(3-1-piperazinilpropil)-1-
piperazinobenzamida (ll1).

La sintesis de los derivados (lll), se llevd a cabo mediante una estrategia de sintesis
convergente en dos etapas. Inicialmente fueron sintetizadas las series de piperizino-
benzamidas (Esquema 4A) segln procedimientos anteriormente reportados'®-1%, [os
derivados obtenidos fueron desprotegidos mediante reaccidon de hidrélisis con dacido
trifluoroacético (TFA) en CH,Cl; anhidro, para obtener los compuestos 1a-e (esquema 4B).

Posteriormente los derivados la-e reaccionaron con 4-(3-cloropropil) piperazin-1 —
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carboxilato de ter-butil 17 en acetonitrilo anhidro (CHsCN), obteniéndose los respectivos

derivados (lll) con rendimientos de 70 — 75% (esquema 4C).

A
(o)
//\N/( J< / \ )k
Z HN\J /
Cl N N
Rz_
x K,CO5 / THF / N, / 25°C
R: H, 2-CH,, 4-CH;, 4-OCHj, 4-F R: H, 2-CHj;, 4-CH,, 4-OCHj, 4-F

B

F

o o] F
A F
=
Rz—\ ‘ N\_/N o ’ CH,CL, / 0°C O)‘\ \_/

R,=H, 2-CH, , 4-CH;, 4-OCH,, 4-F

R2 = H, 2-CH3 N 4-CH3, 4-OCH3, 4-F

0 AN /\
cl NLAN\BOC N N/\W
N N/\ o Ry P K/N/\/\N/ ‘N—Boc

Roji—
2 J o LN (1)

(a-e)

R2=H, 2-CHj, 4-CH,, 4-OCHj, 4-F R2=H, 2-CH,, 4.CH,, 4-OCH,, 4-F

Esquema 4. Esquema general de sintesis convergente para los derivados 4-(3-1-
piperazinilpropil)-1-piperazinobenzamida (llI).

Procedimiento general:

La sintesis de los derivados piperazino benzamidicos (esquema 4C) se realizé mediante la
reaccion de cloruros de benzoilos comerciales (esquema 4A) y terbutilpiperazina-1-
carboxilato. Para esto, se agregaron cantidades estequiometricas de terbutilpiperazina-1-
carboxilato y carbonato de potasio (K2COs) en tetrahidrofurano anhidro (THF), para luego
agregar, en una temperatura de 02C, los distintos cloruros de benzoilos funcionalizados. La

reaccion toma lugar en 2 horas hasta comprobar la formacion del producto por
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cromatografia de capa fina. El crudo obtenido fue purificado por cromatografia en columna
de gel de silice, utilizando AcOEt como fase mdvil. Se obtuvieron compuestos sélidos de

color blanco con rendimientos entre 90 y 95%.
Obtencion de ter-butil 4-(3-cloropropil) piperazin-1 —carboxilato

En una segunda etapa, se realizé la sintesis de ter-butil 4-(3-cloropropil) piperazin-1 —
carboxilato, siguiendo el protocolo reportado por Melnyk et all. Para ello, se agregd en
acetonitrilo (CHsCN) anhidro, terbutilpiperazina-1-carboxilato, K;COs; y 1-bromo-3-
cloropropano. La mezcla de reacciéon se mantuvo por 72 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizd el mismo procedimiento de extraccion anteriormente
mencionado, el crudo fue purificado por cromatografia en columna de gel de silice utilizado
AcOEt como fase moévil. Se obtuvo un compuesto oleoso de color amarillo palido con un
rendimiento de 95%. Su estructura fue confirmada por espectroscopia *H-RMN (figura 20),
observandose a campo alto un conjunto de 3 sefales correspondiente a las absorciones de
la cadena 3-cloropropil conectada al anillo de piperazina. Se aprecia un quintuplete a 6: 1,58
ppm, para el CHzcentral y dos tripletes a 6: 2,51 ppm y 6: 3,29 ppm para los CH; conectados
al nitrégeno piperazinico y al atomo de cloro. Ademas, se visualiza la caracteristica sefial
singulete que integra para 9 protones asociada al grupo terbutilo a 6: 1,39 ppm y singletes

anchos para los CH; piperazinicos a 6: 2,2 y 4,0 ppm e integran para un total de 8 protones.
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Figura 20. Espectro *H-RMN de la zona de campo alto del compuesto tert-butil 4-(3-cloropropil)
piperazino-1-carboxilato

Una vez obtenidos ambos precursores, se llevd a cabo la reaccién de sintesis de los

derivados (lll). Que consta de una secuencia de dos pasos:

Hidrdlisis de los derivados ter-butoxi-carbonil piperazinobenzamidicos (esquema 4B).

o o
= N N)kc | F ~

R CH,Cl, / 0°C

R, = H, 2-CH; , 4-CH;, 4-OCH,, 4-F =H, 2-CHj; , 4-CH3, 4-OCHj, 4-

Los distintos derivados piperazino benzamidicos (esquema 4A) fueron solubilizados en una
mezcla de CH,Cl; anhidro y TFA, la reaccidon se mantuvo agitando a 25 2C por dos horas,
para luego ser monitoreada por cromatografia de capa fina, utilizando como fase mdvil una
mezcla de CH;Cl, TEA y CH30OH en una proporcion de 4:0.5:1.

Una vez completada la reaccién por seguimiento cromatografico, el crudo fue llevado a
sequedad, e inmediatamente reaccionado con 4-(3-cloropropil) piperazin-1 —carboxilato de
ter-butilo en CH3CN seco y K,CO3 anhidro (esquema 4C).

La mezcla resultante se mantuvo por 24 horas a reflujo (852C) obteniéndose una serie de

compuestos sélidos (2a — 2e) de color café claro, con rendimientos entre 70-75%.
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Caracterizacion espectroscopica de los compuestos 2a-e. Los compuestos resultantes

fueron caracterizados por espectroscopia *H-RMN en cloroformo deuterado (CDCls).

Caracterizacion H-RMN del compuesto ter-butil 4-{3-[4-(2-metilbenzoil) piperazin-1-il]

propil} piperazino-1-carboxilato. (2b)

El compuesto 2b, figura 21, presentd en 'H-RMN un conjunto de sefiales a campo alto que
corresponden a: un singulete a 6: 1,37 ppm que integra para 9 protones pertenecientes al
grupo ter-butilo, ademas de un quintuplete a 6: 1,55 ppm que integra para 2 protones, que
corresponde a los hidrégenos del CH; central de la cadena propilenica. A campo mas bajo,
6: 2,19 ppm aparece una sefial de tipo singulete que integra para 3 protones para los
hidrogenos del metilo aromatico. Se observa ademas un conjunto de sefales acopladas que
aparece a 6: 2,2 y 2,4 ppm que integran para un total de 12 protones, las cuales son
asignados a los protones de los nucleos piperazinicos y a los protones de los CH; de la
cadena propilenica conectada a los nitrégenos de ambos nucleos. Los restantes 8 protones
piperazinicos, aparecen entre 6: 3,0 y 3,7 ppm, se hallan a campo mas bajo debido a su
cercania con los grupos amida y carbamato respectivamente.

Por otro lado, a campo bajo en la zona aromadtica, alrededor de 6: 7,10 a 7,30 ppm se
observa un grupo de sefales con distintas multiplicidades que integran para un total de 4
protones, los que corresponden a los hidrégenos del nucleo de la benzamida C-2 sustituido

confirmando la estructura sefialada.
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Figura 21. Espectro H-RMN de la zona de campo alto y bajo del compuesto tert-butil 4-{3-[4-(2-
metilbenzoil) piperazin-1-il] propil} piperazino-1-carboxilato (2b)

Los demas derivados presentaron patrones similares de sefiales a campo alto, con algunas
variaciones dependiendo de la posicidon (C-2 y C-4) y el sustituyente (H, CH3, OCHs) del
nucleo de la benzamida, como por ejemplo una sefial de tipo singlete a 6: 3,83 que también
integra para 3 protones correspondiente el grupo metoxilo presente en C-4.

En relacién con la zona aromatica de los compuestos sintetizados, se observan distintos
patrones de sefiales que estdn relacionadas con la posicién del sustituyente en la porcion
benzamidica. Los compuestos con sustitucién en C-4 (4-CHs, 4-OMe y 4-F), muestran un
patron de sefiales del tipo AB, para protones idénticos en posiciones 2-6 y 3-5, con cambios
a nivel del desplazamiento y multiplicidad dependiendo del tipo de sustituyente.

En el nucleo indélico, el cambio de sustituyente produce un cambio en el desplazamiento
de los protones debido al entorno quimico que establecen por sus caracteristicas
electrdnicas. Por ejemplos, los acoplamientos que se establecen entre los protones y el flior
en posicion C-5 del anillo inddlico, debido a su momento de espin nuclear. En base a esta
caracteristicas, el compuestos final 18 (R1= F y R2=H), presenta las siguientes sefales: un
triplete de dobletes a 6: 6,74 ppm que integra para 1H, asociado al hidrégeno del C-6, y dos
doblete de dobletes que integran para 1H, a 6: 7,03 ppm y 7.07 ppm asignados a los
protones de los carbonos C-2 y C-7 respectivamente. Estas sefiales caracteristicas se

muestran en la figura 22.
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Figura 22. Espectro H-RMN de la zona aromética del compuesto final 18

4.2.4 Sintesis de los derivados 3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-il) propil] piperazin-1-il}
propil)-1H-indol

Los compuestos Il (Illa-e) fueron hidrolizados en acido trifluoroacetico (TFA), utilizando el
procedimiento anteriormente mencionado. Finalmente, las aminas resultantes (llla-e),
fueron llevadas inmediatamente a reaccién con los derivados 3-(1H-indol-3-il) propil-4-
metillbencensulfonatos (Il). Los crudos de reaccidon fueron purificados obteniéndose los

compuestos finales 3-27 con rendimientos de 75-88%, esquema 6.

R4 OTs //\N
(\N/\/\N/\ \©\/§\(H/)\ N\j ’\/\N
o N L H " Ri (II)K/N o

R=H, F, Cl ,Br, OMe A\
S
=z N —
Ry— | K2CO3/CH3CN H 3-27 2R,
N ITa-e N\
R=H, 2-Me, 4-Me, 4-OMe, 4-F RI=H,F,Cl,Br,OMe  R2=H, 2-Me, 4-Me, 4-OMe,
4F

Esquema 5. Esquema general para la sintesis de los derivados 3-27
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Procedimiento general:

La obtencién de los derivados 3-27 se realiz6 mediante una sintesis convergente en dos
etapas. Inicialmente fue removido de los derivados Il (llla-e) el grupo protector ter-
butiloxicarbonilo (Boc) utilizando una mezcla 1:1 acido trifluoroacetico (TFA) /
diclorometano (CH,Cl,). Una vez obtenidas las diferentes amido-dipiperazinas libres (llla-e),
estas fueron inmediatamente llevadas a reaccion con 3-(1H-indol-3-il) propil-4-
metillbencensulfonatos (II) en presencia de K,COs en CH3CN seco, bajo condiciones de
reflujo. El crudo orgdnico fue purificado por cromatografia en columna de gel de silice
utilizando una mezcla de diclorometano/metanol (CH,Cl,/CH3s0H) (4:1) como fase movil. Se
obtuvieron compuestos soélidos de tonalidades amarillo claro y café oscuro con

rendimientos entre 65y 75%.

Caracterizacion espectroscopica

La asignacion por espectroscopia H-RMN y '3C-RMN confirmd la estructura de los
compuestos sintetizados. Se obtuvieron 25 compuestos finales, apreciandose en todos
ellos, una seial singulete cuyo desplazamiento quimico vario entre 6: 8,10 a 8,43 ppm

asignable al NH inddlico.

Caracterizacion 'H-RMN del compuesto ter-butil 5-cloro-3-[3-(4-{3-[4-(4-metilbenzoil)

piperazin-1-il] propil} piperazin-1-il) propil]-1H-indol (10)

El compuesto final 10, figura 23, presentd en *H-RMN un conjunto de sefiales a campo bajo
para el nucleo inddlico que corresponde a: Un singulete desdoblado a 6: 7,55 ppm (J=1,71
Hz) que integra para para 1 protdn perteneciente al C-4, un doblete a 6: 7,25 ppm (J= 8,56
Hz) que integra para 1 protén correspondiente al C-7, ademds de un doblete de dobletes a
6: 7,11 ppm ( J1=8,56 Hz, J2=1,96 Hz) que integra para 1 protdn presente en el C-6 y un
singulete desdoblado a &6: 6,99 que integra para 1 protdn presente en el C-2 del anillo
inddlico. En relacién con el nucleo benzamidico, la porcién aromatica presenté a campo

bajo sefiales para dos pares de protones equivalentes a un 6: 7,30y 6: 7,20 que integra para
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dos protones, cada un asignado al sistema A,B de los carbonos C-2”"" - C-6""y C-3""" - C-

5" respectivamente, para el nucleo de benzamida con sustitucién en C-4.
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Figura 23. Espectro 1H -RMN de zona aromatica del compuesto final 10.

En relacion a las sefiales presentes en la zona alifatica (campo alto), el compuesto final 10
(figura 23), presentd las siguientes sefiales en *H-RMN: dos quintupletes a 6: 1,68 ppm y &:
1,92 ppm que integran para 2 protones cada uno, que corresponden a los hidrégenos
metilenicos centrales 2" y 5 pertenecientes a las cadenas conectoras propilenicas unidas a
piperazinas y nucleo inddlico respectivamente.

En el mismo sector, a campos mas bajo, 6: 2,34 ppm aparece una sefial de tipo singlete que
integra para 3 protones (CHs-Ar) de C-4""". Esta ultima, absorbe en la misma zona con una
sefial de tipo triplete a &: 2,33 ppm que integra para 2 protones pertenecientes a los
hidrogenos del CH; unido al nitréogeno de la piperazina (l). Se observa ademds dos sefiales
de tipo triplete a un desplazamiento entre &: 2,40 - 6: 2,55 ppm que integran para dos
protones cada una, asignadas a los hidrégenos metilenicos (4’-H y 6°-H) que conectan a los
anillos piperazinicos.

En esta misma zona, se aprecian un conjunto de sefiales ancha a é: 2,59, 6: 3,42y 3,71 ppm
asignadas a los hidrégenos de ambos nucleos de piperazina. Estos ultimos aparecen a

campo mas bajo debido a su cercania con los grupos amida y carbamato respectivamente.
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Finalmente, la seial de los protones correspondientes a los hidrégenos metilenicos del CH;
unidos al nucleo inddlico, se observa a &6: 2,74 ppm debido a un probable efecto
anisotropico del anillo heterocicliclo. Estas sefiales son presentadas en el espectro *H-RMN

de la zona de campo alto del compuesto final 10 en la figura 24.
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Figura 24. Espectro *H -RMN de la zona alifatica del compuesto final 10

Los andlisis realizados por '3C-RMN, confirmaron las estructuras de las 25 moléculas
sintetizadas. En relacién con lo anterior, podemos mencionar una sefal a campo bajo
alrededor de 6: 170 ppm asignable al carbono carbonilico de la amida, presente en la
porcion benzamidica. A modo de ejemplo, a continuacién, se presenta la asignacién por

espectrocopia *C-RMN del compuesto final 13.

Espectro 3C-RMN del compuesto 3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-il) propil] piperazin-1-il}
propil)-5-metoxi-1H-indol (13)

En relacidn con las sefiales aromaticas del nucleo de benzamida de este compuesto,
podemos identificarlas en el rango entre 6: 128.0 a 6: 127.0 ppm. Las sefiales aromaticas
restantes, del anillo indélico, se despliegan entre 6: 111,9 y 6: 100,84 ppm. Otras sefiales
importantes corresponden a los carbonos piperazinicos (CH). El anillo piperazinicos central

(I) presenta sefiales con desplazamientos entre 6: 56.3 ppm (2C) y 6: 52.4 ppm (2C). El resto
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de las sefales presentes a campo alto, a desplazamientos quimicos entre &: 16 y 32 ppm,
dan cuenta de los carbonos alifaticos, correspondiente a las cadenas propilenicas

conectoras en la estructura. (Figura 25)
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Figura 25. Espectro 13C- RMN del derivado indélico 13

46



4.3 ENSAYOS FARMACOLOGICOS

4.3.1 Fundamentos de los Ensayos de unién por competencia con radioligando. Medicion
de actividad enzimatica y estudios de acoplamiento molecular inducido

A continuacién, se exponen los resultados obtenidos de los ensayos de unidon por
competencia con radioligando, medicion de actividad enzimatica y su correlacién tedrica-
molecular con los estudios de acoplamiento molecular inducido (docking) para aquellos
ligandos finales pertenecientes a la familia de derivados indélicos sintetizados, con sus

mejores y peores valores de afinidad farmacoldgica y/o porcentaje de actividad inhibitoria.

4.3.1.1 Ensayos de afinidad por desplazamiento de radioligando.

Previa a la descripcion metodoldgica y exposicion de los resultados, nos referimos
brevemente a los principios y procedimientos que regulan los ensayos de afinidad. Los
estudios de desplazamiento de radioligando constituyen una herramienta vital para evaluar
potenciales ligandos que puedan interaccionar con un receptor. El radioligando lo podemos
definir como un compuesto que exhibe marcaje radioactivo y que se une con buena afinidad
a un receptor o proteina. Cuando se trabaja con radioligando, hay dos tipos de

experimentos que podemos llevar a cabo: saturacién y desplazamiento.

Los estudios de saturacion son utilizados para determinar la afinidad de un ligando marcado

por un receptor.

Al realizar este experimento, se pueden conocer valores como el de KD y Bmax del receptor
en una muestra o tejido especifico. El valor de KD se puede interpretar como la constante
de equilibrio de la disociacion del complejo radioligando-receptor [RLRecep] y Bmax es la

densidad de sitios de unidn en los receptores presentes en una preparacion particular.

Los experimentos de desplazamiento se utilizan para determinar la afinidad de ligandos no
marcados por un receptor definido. El valor de Ki seria la constante de equilibrio de la

disociacion del complejo droga-receptor [DR] obtenido para un inhibidor competitivo del
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receptor y que podria considerarse como una “medida de la fuerza de unién” del ligando a
ese receptor. Las afinidades mas altas (valores de Ki mas bajos) denotan uniones mas

fuertes.

4.3.1.2 Conceptos bdsicos en estudios de afinidad.

Los estudios de afinidad por desplazamiento de radioligando, se basan en procesos de
equilibrio quimico, los cuales estdan determinados por la ley de accidon de masas (Figura 26).
Ky

Receptor (R) + Ligando (L) == > Complejo Ligando Receptor (LR)
K.

Figura 26. Ecuacién quimica en el equilibrio.

La unién de un radioligando (RL) a un receptor (Recep) para formar el complejo
radioligando-receptor [RLRecep] no es un proceso estatico, sino mas bien que puede ser
visto como un proceso cinético del radioligando interaccionando y liberandose del receptor.
La conformacion de equilibrio es un punto de energia libre minima dentro del campo de
fuerza del receptor, el cual se alcanza cuando la velocidad de asociacién es igual a la
velocidad de disociacidon. Este equilibrio se expresa en términos de la reaccion de
disociacion (KD). El valor de KD se obtiene al reordenar la ecuacion de la ley de accion de

masas segun (Figura 27).

[LR] X ki = [R][L] X k_4

Figura 27. Ecuacién de la ley de accién de masas, para la cual KD es la constante de equilibrio del
proceso de disociacion.

KD corresponde a una medida que da cuenta de la afinidad del radioligando por el receptor
y es igual a k-1/k1, donde k1 es la constante de velocidad para la asociacién y k-1 es la
constante de velocidad para la disociacién. [RL] es la concentracion del radioligando no

enlazado, [R] es la concentracion del receptor no enlazado y [RLRecep] es la concentracién
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del complejo radioligando-receptor. Cuando la concentracién del radioligando es igual a
KD, la mitad de los receptores en equilibrio estardan ocupados. Si el receptor presenta una
alta afinidad por el radioligando, KD sera baja ya que se necesitara una baja [RL] para ocupar
la mitad de los receptores. Es necesario tener en cuenta que la ley de accion de masas no

es Util en todas las situaciones, sino solamente cuando:

e Todos los receptores son igualmente accesibles al radioligando.
e Los receptores estan libres o enlazados con el radioligando.
e No existe mdas de un estado de afinidad.

e El enlace es reversible y no altera al radioligando o al receptor

Los estudios de afinidad se realizan en una serie pasos que se mencionan a continuacion

(Figura 28).

Formacion del enlace de Ry L al receptor (R) |

l

Separacion de R y L libres del complejo RLRecep y R I

|

Medicién de la cantidad de R enlazado |

/

Analisis de los resultados I

Figura 28: Proceso del estudio de afinidad por desplazamiento de radioligando.

Para una obtener una buena aproximacion del enlace formado entre Ry RL o L, se deben

considerar los siguientes aspectos:

e Elisétopo de marcaje.

e La actividad especifica y la estabilidad del RL.
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e La concentracion de la proteina.
e La composicidn del buffer y su pH final.

e Duracién y temperatura de la incubacion.

Una vez alcanzado el equilibrio, el RLy el L libres son separados de los complejos RL-Recep
y L-Recep usando filtracién (cuando KD tiene un valor igual o menor a 10-8 M) o

centrifugacién (cuando KD tiene un valor mayor 10-8 M).

La cantidad de complejo RL-Recep formado puede ser estimada midiendo la cantidad de
radioactividad sobre el filtro o la pastilla (dependiendo el método de separacidn) usando un

contador de centelleo (en nuestro caso).

4.3.1.3 Ensayos de desplazamiento de un radioligando. Fundamento.

En el presente estudio, se procedié a determinar la afinidad de un ligando no marcado por
un receptor, razon por lo cual, fue necesario realizar un ensayo de desplazamiento de RL.
En estos experimentos de competicién, la concentracién del RL es fija, mientras la
concentracion del ligando no marcado se varia para evaluar la competencia por el enlace
con el receptor. El pardmetro de enlace obtenido a partir de este experimento es la
concentracidn del ligando no marcado que desplaza el 50 % del RL enlazado, lo que se
denomina como “valor de ICso”. La ICsp es influenciada por la concentracién y la afinidad del
radioligando por el receptor. Si la concentracién del RL es muy alta, se necesitaran
concentraciones mas altas del ligando no marcado para competir con él. Al mismo tiempo,
la concentracién no puede ser muy baja ya que los datos obtenidos podrian no ser
confiables. El valor de ICso puede ser convertido a Ki usando la ecuacién de Cheng y Prusoff

(Figura 29).
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ICsg

(9

Ki=

Figura 29: Ecuacién de Cheng y Prusoff donde ICso es la concentracién del ligando no marcado que
inhibe el 50% de la unién del radioligando, [RL] es la concentracion del radioligando usado y KD es
la afinidad del radioligando por el receptor.

El valor de Ki es definido como la constante de equilibrio de la disociacidn para un inhibidor
competitivo (agonista o antagonista) del receptor. En otras palabras, el valor de Ki para un
ligando no marcado deberia ser el mismo que el valor de KD obtenido usando la misma

droga marcada. Si el valor de Ki es bajo, |la afinidad del receptor por el inhibidor es alta.
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4.4  Ensayos de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

4.4.1 Metodologia
La actividad colinesterasica se determind espectrofotométricamente siguiendo el método

descrito por Ellman'® 19 Este método se basa en la siguiente reaccion:

0 |

L -~ HZO D |f.-
o _.-'H_\__,.-NMH + f,-*-amv____Nﬁ
S * AChE "’JL‘DH HS *
acetiltiocolina acido acético tiocolina
MO
T, =1 e |
e 8T T TCOO0OH
0N~ 7
COOH
! acido 5 5'-diiobis-(2-nitrobenzoica)
DTNE
~._-NO;
dos g,
My ™ s = COOH _ -

2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina

Figura 30. Esquema de reaccion para el método de Ellman en ensayos de inhibicién de
colinesterasas.

La primera parte de la reaccidn consiste en la degradacion de la acetiltiocolina por parte de
la AChE, produciéndose tiocolina y acetato. En la segunda parte se produce la union de la
tiocolina al reactivo DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoic acid, reactivo de Ellman) dando
lugar al 5-tio-2 nitrobenzoato (TNB, A = 412 nm, color amarillo), indicador de la cantidad de

acetiltiocolina degradada por la AChE
Procedimiento experimental

Los ensayos se llevaron a cabo en un volumen total de 200 uL por pocillo que contenian
plasma sanguineo humano (180 pg proteina/mL), 250 uM de DTNB, los compuestos
sintetizados disueltos en dimetilsulféxido (DMSO), 250 uM de acetilcolina (ATC) en buffer
fosfato (PB) 0,1 M a pH 8,0. El procedimiento general consisti6 en mezclar el plasma
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sanguineo, el DTNB y los compuestos sintetizados en el PB 0,1 M a pH 8,0 e incubar la mezcla
a 25°C por 10 minutos. Después de la incubacidn, se le adiciond ATC a la mezcla. La aparicion
del anién de color amarillo (5-tio-2-nitrobenzoato) fue registrada por 10 minutos midiendo
la absorbancia generada a 412 nm usando un lector de placas Biotek-Synergy MX (Biotek
Instruments Inc, Winoosky, VT, USA). DMSO al 5% v/v fue usado como control positivo
(100% de actividad) y donepezilo como método de control de la actividad inhibitoria de
acetilcolinesterasa. Inicialmente se realizd un screening con todos los compuestos
sintetizados preparados a una concentracién final de 100 puM, los compuestos que
presentaron una inhibicién mayor al 50% de la actividad de acetilcolinesterasa fueron
usados para la obtencion de curvas de inhibicién entre los 100 a 0.01 uM para obtener los
valores de 1Cso para cada compuesto. Los datos fueron graficados usando GraphPad Prism
7.01 (Graph Pad, SanDiego, CA). Todos los valores obtenidos corresponden al promedio *

D.S de tres ensayos independientes por triplicado.
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4.5 ESTUDIOS DE ACOPLAMIENTO MOLECULAR INDUCIDO (DOCKING)

4.5.1 Metodologia

Para realizar estos estudios de acoplamiento molecular inducido, fueron seleccionados
aquellos compuestos que presentaron los mejores y peores valores de afinidad de la familia
sintetizada. Para ello se utilizé la estructura cristalizada del transportador de serotonina
humano (hSERT cdédigo PDB: 5173)1° Y |a estructura cristalizada de la enzima

acetilcolinesteresa humana (hAChE cddigo PDB: 4EY7).

Los ligandos co-cristalizados (S)-citalopram y Ry S donepezilo fueron utilizados para validar
el protocolo en el caso del SERT y AChE respectivamente. Los resultados muestran las poses

de acoplamiento mds estables para los compuestos analizados.

4.5.3 Acoplamiento molecular inducido en TSER.

Los compuestos estudiados en el TSER fueron analizados utilizando como referencia el

modo de unién del inhibidor (S)-citalopram, de acuerdo con lo descrito en la estructura

cristalizada®?.

El modo de unién de (S)-citalopram puede describirse dividiendo el sitio de unién en los

subsitios A, B y C'! (Figura 31). Las interacciones principales que se observan en la

estructura cristalizada se resumen a continuacion0:

1) El grupo amino se situda en el subsitio A e interacciona con Asp98
2) Tyr95 establece una interaccién catién—m con el grupo amino
3) Ser336 participa en la coordinacion de los iones Na*y CI

4) En el subsitio B, Tyr176 establece interacciones hidrofébicas con el grupo fluoro-fenil

de (S)-citalopram.

5) Phe341 forma interacciones aromaticas con la cara del grupo cianoftalano
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6) Serd39, Leud43, Alal69 y Alal73 definen una cavidad hidrofébica que alberga al grupo

fluoro-benceno.

336
\PHE
335
/GLU
)
LY
498
THR
497
ASN
101
o) Charged (negative) Hydrophobic - H-bond —e Pi-cation
Glycine Polar e Pi-Pistacking — Sal bridge

Figura 31. Modo de unién descrito para (S)-citalopram en el sitio de unién central del hTSER. En
verde se representan las interacciones hidrofébicas, en rojo las interacciones pi-catiéon y en rojo-
azulado las interacciones por puente salino.

4.5.2 Acoplamiento molecular inducido en AChE

Como ligandos referenciales fueron dockeados R y S Donepezilo en el sitio activo de Ia
acetilcolinesterasa (AChE). En base a los resultados, S-Donepezilo se acomoda a una mayor
profundidad dentro de la cavidad. Las interacciones que se observan para el compuesto
corresponden a: un puente de hidrégeno con Tyr133, una interaccién pi-catién con Trp86 y
el nitrégeno piperidinico protonado y una interaccién pi-stacking entre el anillo de benceno
conectado a la piperidina y Trp86. Las principales interacciones de donepezilo en el sitio

activo de la acetilcolinesterasa se muestran en la figura 32.
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Figura 32. Modo de unién descrito para (S)- Donepezilo en el sitio de unién central de hAChE. En
verde se representan las interacciones hidrofébicas, en rojo las interacciones pi-cation y en rojo-

azulado las interacciones por puente salino.
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4.6 RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacion, se presentan los resultados experimentales de los ensayos de
desplazamiento por competencia de radioligando e inhibicion enzimdtica para los 25
derivados inddlicos sintetizados. Ademads de los estudios de acoplamiento molecular
inducido con el fin de discutir en detalle las interacciones moleculares que fundamentan en

principio las mejores y peores afinidades en hTSER y hAChE.

4.6.1 Inhibicion de acetilcolinesterasa (hAChE)
Los ensayos de inhibicion de hAChE para todos los compuestos sintetizados (3-27) (figura
33) fueron realizados en el laboratorio de Farmacologia y Toxicologia Molecular del
Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica y Farmacia, Pontifica Universidad
Catolica de Chile bajo la supervision del Dr. Mario Faundez Caceres, acorde al método de
Ellmant®109 En este estudio, se utilizd donepezilo (DPZ) como inhibidor de la hAChE
control. Los valores de ICso (LM) son resumidos en la tabla 1. Todos los compuestos fueron

solubles a pH = 7,4 a una concentracién de 100 uM o DMSO 1% v/v.

/R
N
N

N /\/\N/»
R K/N

N\ O

H —

N\ 7Ry

Rq= H, CI, F, OCHs, Br R, = H, 2-CH; ,4-CH; 4-OCH; 4-F

Figura 33. Estructura general de los 25 derivados indélicos sintetizados
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Compuesto ICs0 sobre actividad

N© R1 R2 hAChE humana (uM)
Donopezilo 2,17+ 0,15

3 H H 10,62 + 8,78
4 H 2CHs 18,99 + 1,30
5 H 4CH3 11,55+ 11,56
6 H 4 OMe 31,38 + 16,36
7 H 4F 14,72 £ 2,65
8 Cl H 15,29 + 14,98
9 Cl 2CHs 27,47 + 24,99
10 Cl 4CH3 11,57 £ 8,34
11 Cl 4 OMe 10,79 £ 6,99
12 Cl 4F 19,17 £ 13,71
13 OMe H 16,56 + 11,95
14 OMe 2CHs 60,40 +£ 79,78
15 OMe 4CHs 29,52 + 34,48
16 OMe 4 OMe 10,12 £ 5,08
17 OMe 4F 39,13 + 28,95
18 F H 15,84 + 9,53
19 F 2CH3 5,80 + 3,87
20 F 4CH3 14,10 + 8,29
21 F 4 OMe 27,08 + 29,49
22 F 4F 27,21 + 17,99
23 Br H 19,54 + 14,72
24 Br 2CH3 40,22 + 31,85
25 Br 4CHs 20,00 + 26,55
26 Br 4 OMe 27,87 + 31,45
27 Br 4F 22,70 + 18,62

Tabla 1. Valores de inhibicion AChE en uM para los derivados indélicos sintetizados
Nuestros resultados revelaron que mas de la mitad de los compuestos sintetizados
exhibieron una significativa actividad contra hAChE, donde el compuesto 3 (Ri= Ry=H)
exhibié uno de los valores mas alto de inhibicién de las series sintetizadas (10,62 uM).
Resultado que se contrasta con estudios previos de analogos estructurales, que
presentaron valores de inhibicidn mayores a 50 uM% (figura 34), y que pueden estar

relacionados con la libertad conformacional de la estructura 3.
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Figura 34. Comparacién de actividad inhibitoria entre un derivado indélico no sustituido
previamente reportado® (izquierda) y el compuesto final 3 (derecha).

Al interpretar los resultados farmacoldgicos se pudo observar que en derivados indélicos C-
5 metoxilados (R1), la presencia de este grupo donor de electrones, presentd buenos y
moderados valores de inhibicion (10 a 39 uM), con excepcién del compuesto 14 (R1= OCH3
R2=2-CHs3, ICso = 60,40 uM). Por ejemplo, la sustitucién de H por OCHs en el compuesto 6
(R1=H R2=0CHs3, ICsp = 31,38 uM), genera uno de los compuestos mas activos de este

estudio, que corresponde al compuesto 16 (R1= OCH3 R2=0CHjs, I1Cso = 10,12 uM).

Por otro lado, la presencia de un dtomo de hidrégeno o flor en la posicion C-5-inddlica,
condujo a compuestos de moderada a muy buena actividad, dependiendo del sustituyente
en la benzamida. Asi, el compuesto 4 (Ri= H, R;=2-CHj3, IC50 = 18,99 uM) de moderada
actividad, cambia de forma determinante su concentracién media de inhibicién, al sustituir
el atomo de H por F, conduciendo de esta forma al compuesto mds activo de la serie, 19
(R1=F R2=2-CHs, ICsp = 5,80 uM), con valores de ICsp en el rango de DPZ (ICs0 = 2,17 uM). La
importancia del fldor en el anillo inddlico, &tomo estéricamente equivalente al hidrégeno,
puede explicarse en términos de su elevada electronegatividad, debido a su efecto
inductivo fuertemente atractor (-1), que genera una deficiencia electrénica en el anillo
inddlico, y a su vez un incremento de la acidez en los hidrégenos de los carbonos vecino,
pudiendo este marco estructural estabilizarse con residuos aromaticos t-donores. Ademas,
es importante mencionar que la serie con un atomo de Cl en R1 (compuestos 8 -12),
presenta moderado y bueno valores de inhibicién, donde podemos destacar el compuesto
11 (R1= Cl R2=4-0OCHj3, ICso = 10,79 uM), que representa uno de los mejores resultados de
este estudio. Dichos valores pueden ser explicados por la posibilidad que presenta este

atomo en la formacién de puentes de haldégeno. Recientemente, estos enlaces han sido
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observados en sistemas biolégicos donde podrian cumplir un papel importante en la
afinidad que muestran algunas moléculas. Antecedente que puede dar respuesta a la
moderada actividad de la serie bromada en la posicién C-5-indolica, con valores que van

desde 19.54 uM a 27.87 uM. Con excepcion del compuesto 24 (R1= Br, R,=2-CH3, 1C50 = 40,22
UM).

En relacidn a la sustitucion de la porcion benzamidica, el cambio de sustituyente metil (CH3)
del carbono 2 al 4 conduce, en la mayoria de los casos, un aumento de la actividad, con
excepcion de la serie que presenta un atomo de fldor en C-5, por ejemplo, los derivados 19

(R1=F, R2= 2-CH3 Cs0 =5,80 uM) y 20 (R1= F, R2= 4-CH3 ICs50 =14,10 puM).

De los compuestos 3 a 27, la serie que exhibe las afinidades mas altas corresponde a los
derivados que no presenta sustitucion en el C-5 de anillo inddlico, con valores de inhibicion
menor a 20 uM, con excepcion del derivado 6 (R1= H, Ry= 4-OCHj3 1C50=31,38 uM). Esta serie
presenta uno de los cuatro compuestos de mayor afinidad de este estudio, que corresponde
al derivado 3 (Ri= H, Ry= H ICs0= 10,62 pM). Los restantes compuesto con alta actividad,
corresponden a los derivados 11 (R1= Cl, R;= 4-OCH3 ICs0= 10,79 uM) y 16 (R1= OCHj3, Ry= 4-
OCHj3 ICs0= 10,12 uM). En relacién con esto ultimo, es necesario mencionar que en estudios
previos se ha reportado que los derivados con un sustituyente metoxilo en el C-5 del anillo
inddlico presentan bajos valores de inhibicidon, mayores a 50 UM%, Por lo que en esta

oportunidad el compuesto 16 representa un resultado interesante, figura 35.

0 [
J ey O N N/\/\
. ) .
L 0 R1 N o
Nl \—7"R2 N\ 16
N
N ICs0 h-AChE (uM) >50 ICs50 h-AChE (uM)10.12 R2
1= Y
R'= OCH, R®=4-OCHj R'= OCH;, R? = 4-OCHj,4

Figura 35. Comparacion de actividad inhibitoria entre un derivado indélico C5 metoxilado
previamente reportado?? (izquierda) y el compuesto final 16.
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Finalmente, el compuesto 19 (Ri= F, Ry= 2-Me ICso= 5,80 uM), es el derivado inddlico con la
actividad mas alta de los compuestos estudiados. El cual corresponde a un resultado
esperado, debido a que se han reportado buenas actividades de inhibicion a hAChE en

derivados con dtomos de flior en el C-5 del anillo con valores menores a 5 uM*%4,

Cabe destacar que en esta misma serie se encuentran los compuestos 18 (R1=F, Ry=H ICso=
15,84 uM) y 20 (Ri= F, R2= 4 CHs, ICso= 14,10 uM) que también presentan buenos valores
de inhibicidn.

Estos resultados indican que los derivados arilacetilpiperazinil-propilpiperazinil-propil-1H-
indoles con un apropiado patrdn de sustitucidon pueden generar actividades relevantes de
inhibicion sobre hAChE, ofreciendo un espacio quimico notablemente amplio para una

mayor optimizacién.

N N
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N AChE 10 79 UM

H AChE = 10 62 UM

ZO

0
\CH3

N N
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N AChE= SSIJM
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Figura 36. Compuestos que presentan una mayor potencia inhibitoria sobre la enzima hAChE.
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4.6.2 Estudios de modelamiento molecular inducido AChE

El estudio de modelamiento molecular inducido (docking) fue realizado en el laboratorio de
Quimica Medicinal y Organica, del instituto de Quimica y Bioquimica de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Valparaiso, bajo la supervision del Dr. Jaime Mella-Raipan.

Como ligandos referenciales fueron dockeados los enantiomeros R y S del inhibidor
Donepezilo dentro del sitio catalitico de la acetilcolinesterasa (hAChE) utilizado en clinica.
En base a los resultados, S-Donepezilo se acomoda a una mayor profundidad dentro de la

cavidad. Las interacciones que se observan para el compuesto corresponden a: una
interaccidon por puente de hidrégeno con Tyr133, una pi-catién con Trp86 y el nitrégeno

piperidinico protonado y un pi-stacking entre el anillo de benceno conectado a la piperidina
y Trp86 (figura 37).
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Figura 37. Mejor pose e interaccion en la enzima acetilcolinesterasa (PDB: 4EY7) para S-Donepezilo,
Glide XP Score = -18.886. Se aprecian interacciones con los residuos Trp86, Tyr133
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4.6.2.1 Calculos de Pka y posibles estados de protonacion de nitrogenos bdsicos

Los compuestos mas activos de las series sintetizadas presentan una amplia variabilidad
conformacional, lo que penaliza sus afinidades de unién debido a la gran cantidad de
enlaces rotables. Al estudiar las estructuras, se observa que existen varios estados de
protonacion posibles a pH fisioldgico, de acuerdo a esto se podria esperar que los derivados
3, 16 y 19 podrian exhibir una monoprotonacién, y una diprotonacién de un segundo
nitrogeno bdsico, generando estructuras dicatiénicas que darian muy probablemente
diferentes estados conformacionales en funcién de las distancias presentes entre los

amonios cuaternarios.

Con el fin de dar respuesta a la probabilidad de distintos estados de protonaciéna a pH
fisioldgico de los compuestos ensayados in vitro, se realizaron estudios teoricos para
determinar el pKa y la energia potencial de los compuestos 3 (Ri=H, R,=H) y 14 (R;= OCHj,
R,=2CH3), debido a que sus estudios de modelamiento molecular inducido fueron realizados
considerando solo un estado de protonacion, en comparacién con los demdas compuestos

seleccionados, donde se favorece un estado diprotonado.

A cada compuesto se le calculd el valor de pKa mediante el algoritmo de calculo Epik. Los
calculos fueron llevados a cabo utilizando agua como disolvente a pH 7.0. Inicialmente los
nitrégenos piperazinicos (l) tienen una probabilidad de protonacién muy similar.
Dependiendo de cudl nitrégeno se protone primero eso determinara cudl otro nitréogeno y
en qué proporcion podria protonarse en segundo lugar. Por lo tanto, no es posible asegurar
un unico modo de unién de cada compuesto. Los modos de unién reportados a
continuacion, para los compuestos 3 y 14, estan en base a la forma de protonacion mas

probable, y a su mejor scoring de docking.
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Compuesto 3 (R;= H, R,= H)

El resultado de los cdlculos realizados para predecir los valores de pKa de los posibles
nitrogenos protonbles del compuesto 3, arrojo que la piperazina central es el sistema mas
basico, y ambos nitrogenos A y B tienen casi la misma basicidad. Es de esperar que primero
se protone un nitrégeno piperazinico, (A) o (B), y que luego en menor proporcidon hayan
moléculas diprotonadas en C. El valor de pKa de C se vera afectado por cudl nitrégeno (A) o
(B) se protona primero. Por lo tanto, la actividad inhibitoria de estos compuestos puede
deberse a que el estado molecular que inhiba la enzima sea la que a su vez tiene la menor

probabilidad de existir a pH fisioldgico de 7.0.

16.39 +/-1.06

/4.93 +/-2.00

] A
— / 8.0
{ . % \
\.r

8.11 +/-2.22 “—1.18 +/-0.90

Figura 38. Valores de pKa calculados utilizando el programa Epik para los nitrégenos piperazinicos
del compuesto 3

De acuerdo al célculo, el nitrégeno piperazinico de 8.11 (B) tiene la mayor probabilidad de
protonacion. Al protonarse (B), se reducen los valores de pKa del resto. Una especie

diprotonada posible seria en el nitrégeno piperazinico (C) de 5.86.

Dado el valor de pKa de (C) 5.86, la taza de compuesto monoprotonado versus diprotonado

a pH 7.0 es de 10:1 respectivamente.

Por otra parte, si se protona incialmente el nitrégeno (A) la situacién cambia. El Valor de
pKa de (C) es de 6.74. En tal caso si llegara a diprotonarse en (C), la proporcion de

monoprotonado versus diprotonado seria de 1:1.
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Se realiz6 finalmente un cdlculo de energia potencial total en el vacio de cada molécula
mediante el método semiempirico AM1 en Gaussian, con el fin de estimar las diferencias
energéticas entre las formas mono y diprotonadas. La forma diprotonada mas probable

presenta una energia que es mas del doble que la de la forma monoprotonada.

841.8 KI/mol

16.36 +/-1.06

fS_B +1-:2.00
N\

\, /\ 7.10 +/-2.22 |

1705.5 KJ/mol

Figura 39. Valores de energia potencial total determinados mediante métodos semiempiricos para
los posibles estados mono y diprotonados del compuesto 3
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Compuesto 14 (Ri= OCHs, R,= 2CHs)

El calculo para predecir los valores de pKa del compuesto 14 fue realizado utilizando el
mismo procedimiento anteriormente descrito a travez del programa computacional Epik.
Los resultados dan a conocer que no se presentan diferencias en los valores de pKa los
nitrégenos (A), (B), y (C) dado la lejania de los sustituyentes. El sustituyente metoxilo no
presenta un afecto determinante el valor de pKa del nucleo indolico, lo cual no es relevante
en este caso. Por lo tanto, para este compuesto rige el mismo analisis y conclusiones que se

presentaron para el compuesto 3.

\

2.22 \:/}\(— /
687 +-222 1-AEH0.90

Figura 40. Valores de pKa calculados utilizando el programa Epik para los nitrégenos piperazinicos
del compuesto 14
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4.6.2.2 Resultados del estudio docking para los compuestos mds relevantes en la inhibicion
de hAChE

Entre los compuestos mas activos de la serie, el derivado 3 (R1= H, Ry= H, 1Cs0= 10,62 uM)
figura 41, presenta interacciones del tipo: pi-catién con Trp86 y Tyrl33 a través del
nitrégeno protonado (NH*) de la piperazina (l), una interaccién del tipo pi-stacking entre
Trp86 y el anillo inddlico. Por otro lado, una interacciéon con Tyr341 con el anillo bencénico
de la benzamida de tipo T-shaped. El analisis de los estudios docking nos permite concluir
gue este ligando se dispone a lo largo de la garganta, mediante la interaccidén de la porcidn
estructural indolil-propil-piperazina, sitio anionico (AS) dada su interaccién con Trp86 y Try
133 de forma analoga a lo descrito para el inhibidor DPZ y el sitio anionico periférico (PAS)

debido a su interaccion con Tyr341, explicando su valor de inhibicion in vitro.

¢ TYR 341

\

Figura 41. Mejor pose e interaccién en la enzima acetilcolinesterasa (AChE) (PDB: 4EY7) para el
compuesto 3 (R1=H, Ry=H, ICso= 10,62 uM), Glide XP Score =-14.793. Se aprecian interacciones con
los residuos Trp86, Tyr133 y Tyr341 sus respectivas distancias de enlaces en A.
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El compuesto 16 (Verde, Ri= OCHs, Ro= 4 OCHs, ICso= 10,12 uM), que corresponde al
segundo compuesto mas activo de la serie, establece cuatro interacciones por puentes de
hidrégeno, que corresponden a: Thr83 con el grupo metoxilo del C-5 del anillo de indol,
Ser125 con la porcidn NH inddlica, Asp131 y el grupo metoxilo de la porcién benzamida, y
Glu452 con el NH* de la piperazina distal (ll). Esta ultima establece ademas una interaccién
idnica con Glu452 y una interaccién pi-cation con Tyr449 (figura 42). El analisis del estudio
docking nos permite observar que este ligando adopta un modo de unién similar a DPZ solo
por parte del anillo indélico, el cual se orienta de forma analoga al nucleo indandnico de
este inhibidor. En base a esto, este compuesto no mantiene interacciones claves presentes
en DPZ (Trp86, Tyrl33), pero presenta interaccion con otros residuos que son importantes
a nivel de esta enzima. Ser125 es parte del PAS y por otro lado, Tyr449 y Glu452 han sido
descritos en la bibliografia como residuos que forman parte de la conocida “Puerta trasera”
o back door de hAChE* lo que nos permite inferir que el posible modo de accién de este

ligando esta relacionado con una inhibicién de tipo alosterica.

i

~ GLU 202
/

GLU 452

ASP 131 ,

ARG 463

v\
W
< ~

-

Figura 42. Mejor pose e interaccion en la enzima acetilcolinesterasa (PDB: 4EY7) para el compuesto
16 (Verde, Ri= OCHjs, Ry=4 OCH3, ICso= 10,12 uM) Glide XP Score = -15.178, compuesto 19 (Ri=F, Ry=
2CHs3, ICso= 5,8 uM) (amarillo) y Donepezilo (rojo). Se aprecian interacciones con los residuos Thr83,
Serl25, Asp131, Tyr449 y Glu452.
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El compuesto 19 (Amarillo, R1=F, Ra= 2CH3, ICs0= 5,8 uM) corresponde al derivado de mayor
actividad inhibitoria. Establece dos interacciones por puentes de hidrogeno, que
corresponden a: Glu202 con el NH de anillo inddlico y Thr436 con el oxigeno del carbonilo
de la porcion benzamidica. Ademas, se detectaron interacciones del tipo pi-catién con
Trp86 y Tryl31 y la piperazina protonada distal (I), ademas de interacciones del tipo pi-
stacking con el anillo inddlico. Finalmente, la piperazina protonada (ll) de la benzamida
establece una interaccién idnica con Glu452. El anadlisis del estudio docking pone de
manifiesto que este ligando se dispone en el fondo de la cavidad donde participa en
interacciones de apilamiento aromatico o pi-stacking y pi-catién con Trp86, adoptando una
pose de union similar a DPZ cercano al sitio anionico periférico (AP), por parte del anillo
inddlico y piperazina protonada (I) , validando nuevamente la importancia del sistema
indolil-propil-piperazina, el cual a nivel globlal establece una interaccion de tipo dono-
aceptor con la porcidon benzamidica, a través de sus sustituyentes (R1=F , R2= 2-CHj3), este

antecedente podria ser parte del fundamento de su buena actividad inhibitoria (5,8 uM).

TYR 133
GLU 202

'/
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\ GLU 452

TYR 449
se—

Nty
/‘/ \ TRP 86
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. ¥/
V4

N

THR 436

Figura 43. Mejor pose e interaccién en la enzima acetilcolinesterasa (PDB: 4EY7) para el compuesto
19 (Amarillo, R1=F, Ro= 2CH3, ICso= 5,8 uM) Glide XP Score = -17.495 y donepezilo (rojo). Se aprecian
interacciones con los residuos Glu452, Trp86, Glu202, Tyr 449 y Thr 436.
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El compuesto 14 (blanco, Ri= OCHs, Ro= 2CHs, ICso= 60,40 uM) exhibid las siguientes
interacciones: dos puentes de hidrogeno entre Glu84 y el NH inddlico y Thrd63 con el
carbonilo CO del anillo benzamidico. Ademas de una interaccion de tipo idnica entre Glu81
y el nitrégeno protonado de la piperazina (). A diferencia de los derivados inddlico previos,
este compuesto no se orienta de modo similar al inhibidor donepezilo. Su disposicién no
logra establecer interacciones claves presentes en el compuesto de referencia (DPZ, Trp86
y Try131), quedando parte del ntcleo inddlico situando fuera de la cavidad de esta enzima.
Antecedentes que fundamentarian su baja actividad inhibitoria, presentando este ligando
el mayor valor de ICsp de la serie sintetizada. Su modo de unién, en comparacién con el

compuesto mas activo de la serie y donepezilo se muestran en la figura 44.

GLU 202

Figura 44. Mejor pose e interaccién en la enzima acetilcolinesterasa (PDB: 4EY7) para el compuesto
14 (blanco, Ri= OCHs, Ra= 2CHj3, ICso= 60.40 uM) Glide XP Score = -7123, ligando 19 (amarillo 5.8 uM)
y donepezilo (rojo). Se aprecian interacciones con los residuos Glu81, Glu84 y Thr 436.
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4.6.3 Estudio de Afinidad por el transportador de serotonina (TSER)

El estudio de afinidad por el hTSER fue realizado en el Laboratorio de Farmacoquimica de la
Facultad de Ingenieria y Ciencias, Universidad de La Frontera bajo la supervisiéon del Dr.

Patricio Iturriaga Vasquez.

En farmacologia, los estudios de desplazamiento de radioligando constituyen una
herramienta vital para evaluar potenciales ligandos que puedan interaccionar con un
receptor. En estos experimentos de competicion, la concentracion del radioligando no
enlazado es fija, mientras la concentracion del ligando no marcado se varia para evaluar la
competencia por el enlace con el receptor. El pardmetro de enlace obtenido a partir de este
experimento es la concentracién del ligando no marcado que desplaza el 50 % del radio
ligando (RL) enlazado, lo que se denomina como “valor de ICs0”. La ICs es influenciada por
la concentracidn y la afinidad del radioligando por el receptor. A continuacién, se presentan

los resultados del estudio de afinidad para los veinticinco derivados inddlicos sintetizados.

Compuesto ICs0 sobre actividad TSER

(LM)

Ne° R1 R2

3 H H N.D

4 H 2CHz3 8.84 +0.79

5 H 4CH3z 4.73 +0.18

6 H 4 OMe N.D.

7 H 4F N.D.

8 Cl H 4.09+0.39

9 Cl 2CH3 1.12 +0.15

10 Cl 4CHs N.D.

11 Cl 4 OMe 4.55%0.22

12 Cl 4F 2.33+0.11

13 OMe H N.D.
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14  OMe 2CHs N.D.

15 OMe 4CHs N.D.
16 OMe 4 OMe N.D.
17 OMe 4F N.D.
18 F H N.D.
19 F 2CHz3 8.27
20 F 4CH3 N.D.
21 F 4 OMe N.D.
22 F 4F 2.39+0.19
23 Br H 1.92+0.13
24 Br 2CHs N.D.
25 Br 4CH3 N.D.
26 Br 4 OMe N.D.
27 Br 4F N.D.

N.D: No desplaza
Tabla 2. Valores de afinidad de hTSER en uM para los derivados indélicos sintetizados

El andlisis de los resultados pone de manifiesto que mas de la mitad de los compuestos
sintetizados no logran desplazar [*H]-paroxetina de hTSER en experimentos de unién. Los
compuestos que logran desplazar al ligando marcado lo hacen en concentraciones en el
rango de micromolar (uM), en comparacién con los estandares utilizados para estos

experimentos (citalopram 3,0 nM y fluoxetina 3,15 nM).

Entre los 25 compuestos sintetizados, solo 9 derivados inddlicos logran desplazar al ligando
marcado radiactivamente. En base a estos resultados, podemos observar que el derivado
sin sustituir a nivel de ambos nucleos aromaticos (derivado 3 Ri= H, R,= H ND.), no logra
desplazar al radio ligando marcado en el rango de concentracidn estudiado. Sin embargo,
al modificar el sustituyente Ri, correspondiente al C-5 del nucleo inddlico, se observa un
aumento significativo en la afinidad para 2 de los 3 sustituyentes halogenados en esta
posicidn. Asi podemos observar este efecto en los derivados 8 (R1= Cl, Ry=H 1Cso= 4,09 uM)
y 23 (Ri= Br, Ry=H ICso= 1,92 uM). Este aumento en la afinidad por el receptor puede
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explicarse en términos de la electronegatividad de estos atomos, debido a su efecto
inductivo negativo (-1), que genera una deficiencia electrénica en el anillo inddlico, y un
incremento de la acidez en los hidrégenos vecinos que se estabilizaria con residuos
aromaticos n-donores. Estos ultimos resultados presentan notables diferencias en relacion
a estudios anteriores, donde se establece que la introduccién de un dtomo de fldor en la
posicion C-5 del resto inddlico genera un aumento en la afinidad 9% 103105 En relacidn con
lo anteriormente sefialado, en nuestro caso la serie con fldor en C-5 solo logra desplazar al
radioligando en dos derivados que corresponden a los compuestos 19 (Ri=F, Ry= CH3 ICsp =
8.27 uM) y 22 (Ri= F, Ro= 4F ICs = 2.39 uM), con concentraciones que llegan al doble del
compuesto de mayor afinidad de este estudio. Situacién que podria ser explicada a la gran
libertad conformacional de la estructura general de los compuestos sintetizados,

permitiendo a estos ligandos establecer distintos modos de unidn con el transportador.

Por otro lado, la serie que presenta el grupo metoxilo (OCHs) en C-5 del anillo indélico, no
logra desplazar al radioligando marcado en el rango de concentracidn estudiado. Lo anterior
corresponde a un resultado esperado, debido a que se ha reportado en estudios previos la
disminucién y baja afinidad de los derivados que presentan este patrén de sustitucidon para

hTSER10% 115,

En relacidn con la importancia de los sustituyentes a nivel de la porcién benzamidica (R2),
solo es posible establecer un cambio o pérdida de afinidad para el derivado que presenta
un sustituyente metilo en C-4. Solo el derivado 5 (R1=H, R2= 4-CH3 IC50 = 4,73 uM) logra
desplazar al ligando marcado. Un cambio a nivel del sustituyente R, genera una pérdida de
la afinidad para todas las series que presentan este sustituyente a nivel de la porcidn

benzamidica.

Para los demads sustituyentes no es posible establecer una relaciéon, debido a que en algunos
casos, el cambio de afinidad es resultado de la sustitucion en C-5 del anillo indélico (R1), o
no existe un cambio determinante entre los valores de afinidad al comparar los distintos
derivados con el mismo patrdn de sustitucion a nivel de R,. Un ejemplo de lo anteriormente

descrito corresponde a los derivados 12 (Ri= Cl, Ro= 4F ICso = 2,33 uM) y 23 (R1=F, Ro= 4-F
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ICs0 = 2,39 uM), donde observamos valores dentro del mismo rango a pesar de presentar
sustituyentes distintos a nivel de Ri. Este fendmeno podria ser explicado debido a la gran
libertad conformacional de la estructura anteriormente mencionada, la cual permite que
estos derivados puedan adquirir distintas poses al momento de interactuar con el receptor.
Debido a ello, es que al menos uno de los derivados que cada serie desplaza al ligando, con
excepcion de los derivados metoxilados. Resultado que dificulta establecer un patrén al

momento de analizar los resultados de este estudio.

En esta serie los compuestos de mayor afinidad corresponde a los derivados 9 (R1= Cl, R2=
2-CH3 ICs0 =1,12 uM), 12 (R1= Cl, R2= 4-F ICs0 = 2,33 uM), los cuales son parte de la serie
mejor evaluada de este estudio con 4 de 5 derivados que desplazan al radioligando (tabla
2), y por ultimo el derivado 23 (Ri= Br, R= H ICso = 1,92uM). Estos resultados son
interesantes en relacion con lo reportado en estudios previos, donde atomos pequefios con
propiedades electro atractoras en C-5 del anillo indélico, como el &tomo de flior, podrian
ser responsables de las altas afinidades en hTSER. En nuestro caso solo los derivados 19 y
22, de la serie con fluor en C-5, destacan presentando afinidades en el rango de
concentracidn estudiado, pero no son parte de los mejores resultados de este estudio.
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Figura 45. Compuestos que presentan una mayor afinidad por el transportador de serotonina TSER
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4.6.4 Estudios de modelamiento molecular inducido TSER

El estudio de modelamiento molecular inducido (docking) para h-TSER fue realizado en el
laboratorio de Quimica Medicinal y Orgdnica, del instituto de Quimica y Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso, bajo la supervisidn del Dr. Jaime Mella-

Rapan.

Dentro de la cavidad de hSERT, se aprecian dos S-citalopram cristalizados separados por 6

A de distancia, siendo Phe335 un residuo central y adyacente a ambos (figura 46).

Figura 46. Vista superior del transportador, se aprecia la amplitud del poro y como dos S-citalopram
estan dentro de la cavidad.

Los estudios docking se realizaron considerando ambos enantiémeros de citalopram como
centros de grilla con el fin de obtener los mejores scoring. Entre ellos, el enantiomero S-
citalopram (verde) se acopla mejor en relacién con los derivados inddlicos utilizados para

este estudio. Las interacciones que presenta este fdrmaco corresponde a: una interaccion
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por puente de hidrégeno y una interaccion pi-catién con Try95 y el nitrégeno protonado del
grupo amino, el cual establece ademds una interaccién idnica con Aps98. Por otro lado, se

aprecia una doble interaccién pi-stacking entre el anillo de benceno y benzofurano con

Try176 (figura 47).

GLL
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) Charged (negative) Hydrophobic - H-bond —e Pi-cation
Glycine Polar e Pi-Pistacking — Salt bridge

Figura 47. S-citalopram. Mejor pose e interaccion en el transportador de serotonina (PDB: 5173) para
S-citalopram. Se aprecian interacciones con los residuos Try95, Tyr1176 y Asp98.
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El derivado 9 (Ri= Cl, Ry= 2-CH3, ICso= 1,12 uM) figura 48, corresponde al compuesto mas
activo de la serie. Este compuesto presenta las siguientes interacciones: pi-stacking entre el
anillo indélico y Phe335, dos interacciones por puentes de hidrogeno entre Gly498 vy el
nitrégeno del anillo inddlico y Asn177 con el oxigeno del carbonilo de la benzamida. Ademas
de dos interacciones del tipo pi-cation entre Try95 y el nitrogeno protonados de piperazinas
(1), con quien ademas establece una interaccion idnica con Asp98 y Try176 con el nitrégeno
protonado de la piperazina (II). El analisis tedrico de modulacién molecular para el
compuesto de mayor actividad de la serie nos muestra un modo de unién en el cual las
interacciones principales coinciden con los aminoacidos presentes en las cavidades A
(Asp98 y Tyr95) y B (Tyrl76). Estos resultados nos permiten confirmar la importancia de
nitrégenos protonados en la estructura (piperazina 1), debido a que esta zona presenta las
interacciones mds importantes del estudio. Ademas, corresponde a la zona principal de

orientacion con la proteina con S-citalopram.

Figura 48. Mejor pose e interaccion en TSER (PDB: 5173) para el compuesto 9 (Ri= Cl, R;=2-CH3, I1Cso=
1,12 uM) Glide XP Score = -12.464 y S-citalopram (verde). Se aprecian interacciones con los residuos
Try95, Tyr176, Asp98, Asn 177 y Phe 335.
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El derivado 12 (R1= Cl, Ra= 4-F, 1Cs0= 2,33 uM) figura 49, es otro de los derivados inddlicos
gue presento altos valores de afinidad en el estudio de desplazamiento de radioligando.
Este compuesto presenta las siguientes interacciones: una interaccién idnica entre Asp98 y
el nitrégeno protonado de la piperazina y un puente de hidrogeno entre Asn177 y el grupo
carbonilo de la benzamida. En base a este resultado, podemos destacar nuevamente la
importancia del nitrogeno protonado en la estructura y su relacién directa con interaccién
de puente salino con el aminoacido Asp98. A pesar de que la orientacion de este derivado
pierde la interaccién con Try95, presenta uno de los resultados mas altos de este estudio.
En base a lo anterior, podemos establecer que esta interaccién coulémbica (Asp98, subsitio
A) es clave para la afinidad de estos compuestos. Ademas, podemos observar que la parte
central de la estructura, a nivel de la piperazina protonada (I) corresponde a la zona que se
orienta de forma similar al fdrmaco S-citalopram, estableciendo una conformacion similar

al grupo amino protonado de este compuesto, cercano al aminoacido Asp98.

-— ASP 98

Figura 49. Mejor pose e interaccion en hTSER (PDB: 5173) para el compuesto 12 (Ri= Cl, R;=4-F, |Cs0=
2,23 uM) Glide XP Score = -12.904 y S-citalopram (verde). Se aprecian interacciones con los residuos
Asp98 y Asn 177.
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El derivado 23 (R1= Br, Ro= H, ICso= 1,92uM), figura 50, corresponde al segundo compuesto
mas activo de la serie, el cual establece las siguientes interacciones con el transportador:
tres puentes de hidrogeno entre Tyrl75 y el nitrégeno del anillo inddlico, Serd38 y el
nitrégeno protonado de la piperazina Il, que ademas establece una interaccidén pi-catién
con Tyrl76 y Asn177 con el carbonilo de la benzamida. Por otro lado, también establece
interacciones de tipo pi-stacking entre Phe335 y en anillo indélico, ademas de una
interaccion idnica entre Asp98 y el nitrégeno protonado de la piperazina (). El analisis del
estudio de modelamiento permite establecer la importancia de los aminodacidos presentes
en el subsitio A, y su relacidn con la afinidad por el receptor. Este derivado se orienta de
forma similar al compuesto 9, compuesto mas activo de la serie, manteniendo interacciones
claves con el transportador (Asp98 subsitio A y Tryl76 subsitio B) a nivel de ambos
nitréogenos protonados de las piperazinas (I) y (II), lo que explica que ambos compuestos
presenten valores de ICso en el mismo rango de concentracidn independiente del volumen
de sus sustituyentes en el nucleo inddlico, confirmando que la zona mas importante de

interaccion con el receptos corresponde a las piperazinas protonadas.

/ASN 177

-~

JYR 175

Figura 50. Mejor pose e interaccién en TSER (PDB: 5173) para el ligando 23 (Ri= Br, R,=H, ICso= 1,92
uM) Glide XP Score = -12.410 y S-citalopram (verde). Se aprecian interacciones con los residuos
Asp98, Asn 177, Try95, Tryl76, Ser338 y Phe335
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5. CONCLUSIONES

Este estudio primario, se enmarcé en la busqueda de posibles ligandos que
farmacoldgicamente exhibieran una accién dual en blancos terapéuticos para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA). En base a estos antecedentes, este
trabajo abordd la sintesis de nuevos derivados arilacetilpiperazinil-propil-piperazinil-propil-
1H- indoles en la busqueda de nuevos compuestos con accién dual, vinculadas a la
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, unién al transportador de serotonina, y a los
niveles de acumulacion del péptido AB. Del estudio efectuado, se derivaron las siguientes

conclusiones:

e Sesintetizé una seria de 25 estructuras heterociclicas inddlicas como compuestos
finales con rendimientos comprendidos entre 75 a 88% evaluandose su actividad

farmacoldgica in vitro.

e Esta familia exhibié un total de 9 compuestos activos para la unién a hTSER, entre
todos los derivados, los compuestos mas relevantes en términos farmacolégicos
corresponden a: 9 (Ri= Cl, Ra= 2-CH3 ICsp =1,12 uM), 12 (R1= Cl, Ry= 4F 1Cs50 = 2,33
uM) y 23 (Ri= Br, R= H ICso = 1,92 uM) con afinidades en el rango pM.
Estructuralmente estos compuestos presentan la agrupacién 3-indolilpropil C-5
funcionalizada, con sustituyentes halogenados, que resultaron ser relevantes en su
union al transportador comparado con los otros sustituyentes.

Los estudios de modelamiento molecular avalaron los resultados farmacoldgicos
obtenidos, dando a conocer que la orientacidn principal de los compuestos mas
activos, en comparacién con S-citalopram, esta en torno al aminodcido Asp98
(subsitio A), mediante una interaccion del tipo couldmbica con el nitrégeno
protonado de la piperazina |. Por tanto, resulta fundamental la presencia de

nitrégenos protonables, a nivel de estos heterociclos, en su afinidad por hTSER.
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A nivel general, es importante destacar que debido a la cantidad de compuestos que
logran desplazar al radioligando marcado (9 de 25), es complejo establecer algln
patréon estructural de afinidad por la proteina, con excepciéon de los derivados
metoxilo en C-5 que no logran desplazar al radioligando, lo cual corresponde a un
resultado esperado segun estudios previos realizados con analogos estructurales
que presentan la agrupacion indolil-propil-piperazina.

Los mejores resultados de afinidad corresponden a derivados indolicos que
presentan un halégeno en su estructura, cloro y bromo. Segun estudios previos, la
agrupacion indolil-propil-piperazina C-5 sustituida con un dtomo de fltor, presenta
buenos valores de afinidad, lo cual estaria fundamentado en la acides del sistema
aromatico estabilizado por aminoacidos pi-donores. En relacién con lo anterior, este
comportamiento no se refleja en los resultados de este estudio. El mejor derivado
C-5 fluorado, exhibe el doble de la concentracién de desplazamiento en
comparacion con el mejor compuesto de la serie. Una posible explicacién a este
comportamiento es la gran libertad conformacional presente en estos derivados,
debido a la presencia de enlaces rotables y distintos estados de protonacién, que le
permiten adquirir distintas conformaciones al interactuar con la proteina. Este
antecedente podria explicar el rango de concentracién similar entre los dos
compuestos mas activos de la serie (9 y 23), los cuales presentan distintos halégenos

en C-5 del anillo inddlico.

De los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion en hAChE se comprueba
que mas del 50% los compuestos medidos exhibieron actividades inhibitorias
consideradas como buenas y moderadas, en comparacién con el inhibidor DPZ.
Entre ellos destacan los derivados 3 (R1= H, Ry= 4-OCHj3 ICso= 10,62 uM), 11 (R1=Cl,
R2= 4-OMe ICso= 10,79 uM), 16 (R1= OCHs, Ra= 4-OCHs ICso= 10,12 uM) y 19 (R1=F,
R,= 2-CHjs ICs0= 5,80 pM), donde este ultimo presenta la mejor potencia inhibitoria
de los compuestos sintetizados, exhibiendo un perfil de inhibicién en el mismo rango

que donepezilo (DPZ, ICsp = 2,17 uM) .
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Los estudios de modelamiento molecular inducido dan a conocer que estos ligandos
se caracterizan por presentar interacciones claves a nivel de la porcidn de 3-
indolilpropilpiperazina C-5 funcionalizada. Los tipos de interaccién mds importantes
corresponde a: puentes de hidrogeno, pi-cation y pi-stacking, debido a la presencia
de varios estados de protonacién posibles a pH fisioldgico, en su porcion
piperazinica. Esta Ultima esta involucrada directamente en interacciones claves con
residuos de aminoacidos que se observan en la unidon de acoplamiento del S-
donepezil (2,17 uM) con la proteina hAChE (Phe295, Glu202 y Trp86),
correspondientes al sitio catalitico y algunas interacciones con residuos del sitio
anionico periférico (Ser125, Tyr337), validando de esta forma la propuesta sintética
y su actividad inhibitoria.

En términos generales, podemos mencionar que la sustitucién del anillo aromatico
a nivel del C-5, disminuye la actividad inhibitoria de los compuestos sintetizados. A
nivel de la porciéon benzamidica la funcionalizacién de este ndcleo produce un
comportamiento similar al anteriormente descrito. En base a lo anterior, es
necesario destacar que el cambio de posicion a nivel de esta porcién (2-CHs a 4-CHs),
exhibe una disminucidn de la actividad para 4 de las 5 series sintetizadas. Solo la
serie con sustitucion de fldor en C-5 del anillo inddlico presenta un comportamiento
contrario a lo mencionado anteriormente. Este comportamiento podria estar
relacionado con el efecto donador — aceptor (push-pull) del mejor derivado de la
serie (R1= F y R2= 2-CH3 / AChE ICso = 5,8 uM), que podria ayudar a entender su

buena actividad inhibitoria.
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Estos resultados comprueban la hipdtesis planteada en este estudio, destacando la
importancia de la porcidn estructural indolil-propil-piperazina funcionalizada, a
partir de la interaccion de los diferentes estados de protonacién a nivel de las
piperazinas con los aminodcidos presentes en el sitio activos y/o alosterico de los
blancos estudiados en esta investigacién.

Estos antecedentes podrian contribuir al campo de estudio de los ligandos dirigidos
para la enfermedad de Alzheimer, no obstante se requieren mayores esfuerzos para
desarrollar un mayor nimero de estructuras con acciones multidiana, que nos
permitan poder definir con mayor claridad los patrones de sustitucién que otorguen

mayor potencia farmacoldgica.
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6. ANEXO: SINTESIS DE COMPUESTOS

Obtencidn y caracterizacion de los derivados 3-(1H-3-indolil)-propanoles.

3-(1H-3-indolil)-propanol (la)

OH

Iz

En un balén de 100 mL provisto de agitacion se disolvié 1,0 g (6,9 mmol) de clorhidrato
de fenilhidrazina en una mezcla de 10 mL N,N-dimetilacetamida (DMAc) y 10 mL de H,SO4
al 4%. Cuando la mezcla alcanzé una temperatura de 100 oC se adicionaron 0,63 mL (6,9
mmol) de 3,4-dihidro-2H-dihidropirano (DHP), manteniendo esta temperatura por un
lapso de 2 horas tras lo cual se adicionaron 50 mL de H,0 y extrayéndose con 100 mL de
AcOEt (2 x 50 mL). La fase orgdnica fue secada con sulfato de sodio (Na;SO4) anhidro,
posteriormente filtrada y el solvente remanente concentrado a presién reducida
obteniéndose un producto oleoso, el cual se purific6 mediante una columna
cromatografica en gel de silice, utilizando AcOEt como medio eluyente. Se obtuvieron
0,89 g de producto puro (74% de rendimiento) de un producto oleoso de color café

Oscuro.

'H-RMN (CDCls): & 1H-RMN (CDCls) : 2,02 (m, 2H, —CH2-), 2,87 (t, 2H, Ar-CH2—, J = 7,5
Hz), 3,72 (t, 2H, -CH,—OH, J = 6,5 Hz), 6,93 (m, 1H, 2-H), 7,14 (t, 1H, 6-H, J = 7,0 Hz), 7,22
(td, 1H, 5-H, Jo=8,0 Hz, Im = 1,1 Hz), 7,34 (d, 1H, 7-H, ) = 7,4 Hz), 7,64 (d, 1H, 5-H, 1 = 7,8
Hz), 8,17 (s, 1H, NH) ppm.

13C-RMN (CDCls): 6 21,4, 32,9, 62,6, 111,2, 115,9, 118,9, 119,2, 121,4 122,0, 1275y
136,4.
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3-(5-Cloro-1H-3-indolil)-propanol (Ib)

OH

Cl

Iz

En un balén de 50 mL se disolvié 0,5 g (3,07 mmol) de clorhidrato de 4-clorofenilhidrazina
en una mezcla conteniendo 5 mL N, N-dimetilacetamida (DMAc) y 5 mL de H,SO4 al 4%. La
mezcla se calentd a 100 9C, se adicionaron 0,28 mL (3,07 mmol) de 3,4-dihidro-2H-
dihidropirano (DHP) y se mantuvo a esta temperatura por un lapso de 2 horas, trascurrido
este tiempo se adicionaron 25 mL de H,0, extrayéndose con 50 mL de AcOEt (2 x 25 mL).
La fase organica fue secada con Na;SOs anhidro, posteriormente filtrada y el solvente
evaporado a presion reducida. La mezcla obtenida fue purificada mediante una columna
cromatografica (gel de silice) utilizando AcOEt como medio eluyente. Se obtuvieron 0,285 g

de producto puro (48% de rendimiento) de un producto oleoso de color café oscuro.

IH-RMN (CDCl3): & 1,94 (q, 2H,~CHa—, J = 7,4 Hz), 2,21 (sa, 1H, OH), 2,73 (t, 2H, Ar-CHo—, J =
7,5 Hz), 3,67 (t, 2H, -CH,-OH, J = 6,5 Hz), 7,33 (m, 2H, 2-Hy 7-H), 8,28 (sa, 1H, -NH-), 6,73 (d,
1H,J=2,12 Hz, H-4) y 7,00 (d, 1H, ) = 8,4 Hz, H-6 ) ppm.

13C-RMN (DMSO-d6): 8 25,4, 28,2, 64,4, 109,7, 115,9, 116,3, 120,3, 121,1, 127,5, 137,7 ppm.
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3-(5-Fldor-1H-3-indolil)-propanol (Ic)

OH

Irz

En un balén de 50 mL se disolvié 0,5 g (3,07 mmol) de clorhidrato de 4-fluorfenilhidrazina
en una mezcla conteniendo 5 mL N,N-dimetilacetamida (DMAc) y 5 mL de H,SO4 al 4%. La
mezcla se calentd a 100 9C, se adicionaron 0,28 mL (3,07 mmol) de 3,4-dihidro-2H-
dihidropirano (DHP) y se mantuvo a esta temperatura por un lapso de 2 horas, trascurrido
este tiempo se adicionaron 25 mL de H,0, extrayéndose con 50 mL de AcOEt (2 x 25 mL). La
fase organica fue secada con Na;SO4 anhidro, posteriormente filtrada y el solvente eliminado
a presion reducida. La mezcla obtenida fue purificada mediante una columna cromatografia
utilizando AcOEt como medio eluyente. Se obtuvieron 0,285 g de producto puro (48% de

rendimiento), de un producto oleoso de color café oscuro.

IH-RMN (CDCls): & 1,92 (g, 2H,~CHao—, J = 7,4 Hz), 2,21 (sa, 1H, OH), 2,76 (t, 2H, Ar-CHo—, J =
7,5 Hz), 3,68 (t, 2H, -CH,-OH, J = 6,5 Hz), 6,90 (dt, 1H, 1= 9,1y 2,5 Hz), 6,96 (d, 1H, 2-H, J =
2,0 Hz), 8,28 (sa, 1H, -NH-), 7,20 (d, 1H, J = 8,6 Hz, H- 4 6 H-7) y 7,22 (d, 1H, ) = 8,4 Hz, H-7 6

H-4) ppm.

13C-RMN (DMSO-d6): 21,3, 32,7, 62,4, 103,7, 110,1, 111,8, 115,8, 123,4, 127,8, 1329y
157,6 ppm.
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3-(5-Metoxi-1H-3-Indolil)-propanol. (Id)

OH

Iz

En un balén de 50 mL se disolvio 0,5 g (2,8 mmol) de clorhidrato de 4-metoxifenilhidrazina
en una mezcla conteniendo 5 mL N,N -dimetilacetamida (DMAc) y 5 mL de H,SO4 al 4%. La
mezcla se calentdé a 60 2C y se adicionaron 0,26 mL (2,8 mmol) de 3,4-dihidro-2H-
dihidropirano (DHP) manteniéndose a esta temperatura por un lapso de 2 horas.
Posteriormente se adicionaron 25 mL de H,0, extrayendose con 50 mL de AcOEt (2 x 25 mL).
La fase organica se secd con NaSOs anhidro, posteriomente filtrada vy el solvente
concentrado a presion reducida, para dejar un producto oleoso el cual se purificé mediante
una columna cromatografia (gel de silice), utilizando AcOEt como medio eluyente. Se
obtuvieron 0,3 g de producto puro (51% de rendimiento) de un producto oleoso de color

café oscuro.

1H-RMN (CDCls): 81,92 (q, 2H, —CHa>—, J = 6,9 Hz), 2,40 (s, 1H, OH), 2,75 (t, 2H, Ar-CH2—, J =
7,3 Hz), 3,65 (t, 2H, —CH>—OH, J = 6,50 Hz), 3,81 (s, 3H, OMe), 6,80—6,84 (m, 2H, 4-H y 6-H),
7,02 (d, 1H, 2-H, J = 2,0 Hz), 7,13 (d, 1H, 7-H, J = 8,8 Hz) y 8,14 (s, 1H, N—H) ppm.

13C-RMN (DMSO-d6): & 21,2, 32,5, 55,9, 62,3, 100,7, 111,7, 111,8, 115,2, 122,3, 127,6, 131,5

y 153,5 ppm.
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3-(5-Bromo-1H-3-indolil)-propanol (le)

OH

Br
A\

N
H

En un baldn de 50 mL se disolvio 0,5 g (2,2 mmol) de clorhidrato de 4-bromofenilhidrazina
en una mezcla conteniendo 5 mL N, Ndimetilacetamida (DMAc) y 5 mL de H,SO4 al 4%. La
mezcla se calenté a 100 °C y se adicionaron 0,2 mL (2,2 mmol) de 3,4-dihidro-2H-
dihidropirano (DHP), y se mantuvo a esta temperatura por un lapso de 2 horas tras lo cual se
adicionaron 25 mL de H,0 y extrayéndose con 50 mL. de AcOEt (2 x 25 mL). La fase organica
fue secada con NaSO4 anhidro, posteriormente filtrada y el solvente evaporado a presién
reducida, obteniéndose un producto oleoso el cual se purificé mediante una columna
cromatografica (gel de silice) utilizando AcOEt como medio eluyente. Se obtuvieron 0,29 g

(52% de rendimiento) de un producto oleoso de color café oscuro.

IH-RMN (DMSO-d6): 81,78 (m, 2H, —CH2—), 2,70 (t, 2H, Ar-CHo—, J = 7,6 Hz), 3,47 (c, 2H, —
CH2-OH, J = 5,9 Hz), 4,46 (t, 1H, OH), 7,15-7,18 (m, 2H, 2-Hy 6- H), 7,31 (d, 1H, 7-H, J = 8,6
Hz), 7,68 (d, 1H, 4-H, J = 1,4 Hz) y 10,97 (s, 1H, N— H) ppm.

13C-RMN (DMSO-d6): 620,2, 32,8, 59,8, 110,3, 112,8, 113,9, 120,1, 122,7, 123,4, 128,6 y
134,4 ppm.
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3-(1H-3-Indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lla).

o_,0

No”

off

CHj

Iz

En un balén de 50 mL se disolvié 0,89 g (5,1 mmol) del compuesto 1a en 25 mL de
diclorometano seco. Posteriormente fueron agregados 0,85 mL (6,1 mmol) de trietilamina
(TEA), 1,17 g (6,1 mmol) de cloruro de tosilo y finalmente dimetilaminopiridina (DMAP) en
concentracion catalitica. La reaccion se mantuvo en agitacion por 18 h, trascurrido el
tiempo, la mezcla fue concentrada a presion reducida y luego purificada mediante una
columna cromatografica (gel de silice) utilizando una mezcla de AcOEt/n-Hex (1:2) como
medio eluyente. Se obtuvieron 1,08 g (64,6 % de rendimiento) de un sdlido de color café

claro.

1H-RMN (DMSO-d6): 8 2,05 (g, 2H, -CH2CH»-O-), 2,44 (s, 3H, -CHs), 2,82 (t, 2H, -CH>-CH»-),
4,1 (t, 2H, -CH-0-), 6,92 (s, 1H), 7,09 (t, 1H, J= 7,5 Hz), 7,19 (t, 1H, J= 7,5 Hz), 7,32 (d, 2H, )=
8,2 Hz), 7,35 (d, 1H, J= 9,5 Hz), 7,5 (d, 1H, J= 7,8 Hz), 7,78 (d, 2H, J = 8,2 Hz), y 7,97 (1H, sa, -
NH-) ppm.

13C-RMN (DMSO-d6): 6 21,3, 22,0, 29,5, 70,5, 111,6, 114,8, 119,0, 119,7, 122,2, 122,4,
127,6, (2x)128,3, (2x)130,2, 133,6, 136,8 y 145,1 ppm.
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3-(5-Cloro-1H-3-indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lIb)

off Q
Cl
A\

CHj

En un balén de 50 mL se disolvio 0.285 g (1,5 mmol) del compuesto 1b en 20 mL de
diclorometano seco. Posteriormente fueron agregados 0,25 mL (1,77 mmol) de trietilamina
(TEA), 0,34 g (1,77 mmol) de cloruro de tosilo y dimetilaminopiridina (DMAP) en
concentracion catalitica. La reaccion se mantuvo en agitacion por 48 h, trascurrido el tiempo
fue concentrada y luego purificada mediante una columna cromatografica (gel de silice)
utilizando una mezcla de AcOEt/n-Hex (1:2) como medio eluyente. Se obtuvieron 0,247 g

(48% de rendimiento) de un sélido de color café claro.

IH-RMN (DMSO-de): 8 2,04 (g, 2H, -CH2CH»-0-), 2,41 (s, 3H, -CHs), 2,81 (t, 2H, -CH2-CH»-),
4,07 (t, 2H, -CH-0-), 6,97 (d, 1H, 4-HJ 1.96 Hz), 7,13 (dd, 1H, 6-H, J = 8,56 y 1.96 Hz), 7,22
(d, 1H, J = 8,56 7-H), 7,53 (d, 1H,2-H J = 1,71 Hz), y 8,05 (sa, 1H, -NH-) ppm.

13CRMN (DMSO-de): 8 21,6, 26,4, 30,3, 72,7, 109,6, 115,9, 116,3, 120,3, 123,1, 125,7, 127,8,
129,8, 131,6, 136,7, 144,6
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3-(5-Fluoro-1H-3-indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lic)

o_ 0
No”

S
o]
F
N

N CH;

H
En un balén de 50 mL se disolvié 0.285 g (1,5 mmol) del compuesto 1c en 20 mL de
diclorometano seco. Posteriormente fueron agregados 0,25 mL (1,77 mmol) de trietilamina
(TEA), 0,34 g (1,77 mmol) de cloruro de tosilo y dimetilaminopiridina (DMAP) en
concentracién catalitica. La reaccidén se mantuvo en agitacién por 48 h, trascurrido este
tiempo fue concentrada y luego purificicada mediante una columna cromatografica (gel de
silice) utilizando una mezcla de AcOEt/n-Hex (1:2) como medio eluyente. Se obtuvo 0,247 g

(48% de rendimiento) de un sélido de color café claro.

IH-RMN (DMSO-de): & 2,02 (g, 2H, -CH2CH2-0-), 2,47 (s, 3H, -CHs), 2,77 (t, 2H, -CH2-CH,-),
4,09 (t, 2H, -CH,-0-), 6,94 (m, 2H, 2-Hy 6-H), 7,13 (dd, 1H, 4-H, J = 9,6 y 2.4 Hz), 7,28 (dd, 1H,
1=8,7y4,4Hz, 7-H), 7,35 (d, 2H, 3-Hy 5-H, Ts, J = 8,3 Hz), 7,81 (d, 2H, 2-Hy 6-H Ts, J = 8,3
Hz) y 8,05 (sa, 1H, -NH-) ppm.

13CRMN (DMSO-de): & 21,2, 22,1, 29,3, 70,3, 103,9, 110,8, 112,2, 114,9, 124,0, 127,9 (2x)
128,3 (2x) ,130,3, 133,2, 133,4, 145,2 y 158,0 ppm
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3-(5-Metoxi-1H-3-indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (l1d)

o
o)
H3C \

N CHj
H

En un baldon de 50 mL se disolvié 0,42 g (2 mmol) del compuesto 1d en 25 mL de
diclorometano seco. Fueron agregados 0,34 mL (2,44 mmol) de trietilamina (TEA), 0,47 g
(2,44 mmol) de cloruro de tosilo y dimetilaminopiridina (DMAP) en concentracion catalitica.
La reaccion se amantuvo en agitacién por 48 h, transcurrido este tiempo fue concentrada y
posteriormente purificada mediante una columna cromatografica (gel de silice) utilizando
una mezcla de AcOEt/n-Hex (1:2) como medio eluyente. De esta columna se obtuvieron 0,4

g (45,6% de rendimiento) de un producto oleoso de color café oscuro.

IH-RMN (DMSO-de): 8 2,02 (q, 2H, -CH2CH2-0-), 2,43 (s, 1H, -CHs), 2,77 (t, 2H, -CH,-CH;-),
3,85 (s, 3H, -OCHs), 4,08 (t, 2H, -CH,-O-), 6,84 (dd, 1H, 6-H, Jo = 8,8 Hz y Jm = 2,3 Hz), 6,88
(d, 1H, 2-H, J = 1,2 Hz), 6,94 (d, 1H, 4-H, J = 2,0 Hz), 7,23 (d, 1H, 7-H, J = 8,8 Hz), 7,30 (d, 2H,
3-Hand 5-H, Ts, J = 8,1 Hz), 7,77 (d, 2H, 2-H y 6-H, Ts, J = 8,2 Hz) y 7,89 (sa, 1H, -NH-) ppm.

13C-RMN (DMSO-ds): 6 20,8, 21,6, 28,9, 55,9, 70,0, 100,5, 111,8, 112,1, 114,1, 122,5, 127,5,
127,8, 129,8, 131,4, 133,1, 144,7 y 153.8 ppm.
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3-(5-Bromo-1H-3-indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (Ile)

o_,0
s

off C
Br
A\

N CH;

H
En un balén de 50 mL se disolvio 0,29 g (1,14 mmol) del compuesto 1le en 25 mL de
diclorometano seco. Posteriormente fueron agregados 0,19 mL (1,4 mmol) de trietilamina
(TEA), 0,26 g (1,4 mmol) de cloruro de tosilo y dimetilaminopiridina (DMAP) en concentracion
catalitica. La reaccion se mantuvo en agitacion por 18 h, transcurrido este tiempo fue
concentrada y luego purificada mediante una columna cromatografica (gel de silice)

utilizando una mezcla de AcOEt/n-Hex (1:2) como medio eluyente. De esta columna se

obtuvo 0,19 g (42 % de rendimiento) de un producto oleoso de color café oscuro.

'H-RMN (DMSO-de): 1,91 (2H, g, -CH2CH,-0-), 2,41 (s, 3H, -CHs), 2,63 (t, 2H, -CH,-CH>-), 4,05
(t, 2H, -CH,-0-), 7,08 (d, 1H, 2-H, J = 2,2 Hz), 7,16 (dd, 1H, 6- H, Jo = 8,6 Hz, Jm = 1,9 Hz), 7,29
(d, 1H, 7-H, J = 8,6 Hz), 7,45 (d, 2H, 3-H y 5- H, Ts, J = 8,2 Hz), 7,61 (d, 1H, 4-H, J = 1,7 Hz),
7,77 (d, 2H, 2-Hy 6-H Ts, J = 8,2 Hz) y 10,9 (1H, sa, -NH-) ppm.

13C-RMN (DMSO-de): 19,7, 20,6, 28,4, 70,0, 110,4, 112,2, 112,8, 120,0, 122,8, 123,6, (2x)
127,0, 128,3, (2x)129,6, 132,0, 134,4 y 144,3 ppm.
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Tert-butil 4-(3-cloropropil) piperazina-1-carboxilato

H3C%/O Cl

En un balén de 50 mL se disolvio 1,00 g (5,37 mmol) del compuesto tert-butil piperazina -1-
carboxilato en 25 mL de acetonitrilo seco. Posteriormente fueron agregados a la solucion
2,00 g (13,4 mmol) de 1-bromo-3-cloropropano y 0,74 g (5,37 mmol) de carbonato de
potasio. La reaccidon se mantuvo en agitacion por 36 h a temperatura ambiente. Una vez
confirmada la presencia del producto por TLC, se evaporo el solventa a sequedad y se
adicionaron 25 mL de H,O, realizando extraciones 50 mL de AcOEt (2 x 25 mL). La fase
orgdnica se secd con NazSO4 anhidro, y posteriormente la mezcla fue filtrada y concentrada
a presién reducida. Se obtuvo un liquido viscoso de color amarillo, el que fue utilizado

inmediatamente en la siguiente etapa sin purificacion.

IH-RMN (DMSO-ds): 1,39 (SH, s, C(CH3)s), 1,58 (g, 2H, -CH2-CH2-CHa), 2,28 (m, 6H, CH2Pip y
N-CH), 3,29 (t, 2H, CH2Pip), 3.33 (s, 2H, CH.Cl), 3,14 (bs, 2H, CH2Pip).

13C‘NMR (75 MHZ, CDC|3, 298 K) . 6 = 1547 (COcarbamato), 1358 (Cqbenc), 796 (C(CH3)3), 563,
56.2 (CHapip), 53.0 (CH:Cl), 28.4 (C(CHs)s ), 24.1 (CH2CH2CHa).
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Procedimiento general para la obtencion de los derivados tert-butil 4-[3-(4-benzoilpiperazin-

1-il) propil]piperazina-1-carboxilato

A una solucién de las correspondiente N-benzamidoperazinasi®®1%” en CH3CN seco, se
afiadieron terc-butil-4-(3-cloropropil) piperazina-1-carboxilato (1 Eq) y KoCOs (4 Eq) v la
suspension resultante se se agitd a temperatura de reflujo (82°) bajo N, durante 24 h. El
disolvente se evapord a presién reducida y se afiadieron AcOEt (20 ml) y agua (20 ml). La fase
organica se recogio, secé (MgS0.) y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia
en columna (gel de silice) utilizando una mezcla de AcOEt: MeOH 95:5 = 80:20. Se

obtuvieron sdlidos de color amarillo claro con rendimientos entre 70-75%.

tert-butil 4-[3-(4-benzoilpiperazina-1-il) propil]piperazina-1-carboxilato (Illa)

O._CH,

\’<|%H3

C

De 0,098 g (0,51 mmol) del compuesto 2a (H) fueron obtenidos 0,16 g (73%) del compuesto

[lla de aspecto sélido de color amarillo palido. Pf: 76-78 2C

1H-RMN (300 MHz, CDCls, 298 K): § =7,23 (m, 5 H, Arvenz), 3,63 (bs, 2 H, CH2Pip), 3,26 (m, 5H,
CH2Pip), 2,30 (bs, 2H CHaPip), 2,21 (m, 10 H, CH,Pip, NCH2CH>CH:N), 1,52 (q, 2H,
CH2CH2CH2), 1,29 (s, 9 H, C(CH3)s).

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,2 (NCOAr), 154,7 (COcarbamato), 135,8 (Cqpenc), 129,6,
128,4, 127,0 (CHArbens), 79,6 (C(CHs)s), 56,5, 56,4 (CH2pp), 53,0 (NCHa), 47,7,43,6, 42,0
(CH2pip), 28,4 (C(CH3)3 ), 24,1 (CH,CH,CH,).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Cu3H3sN4Os: 416,2787. Encontrado: 416,7
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tert-butil 4-{3-[4-(2-metilbenzoil)piperazin-1-il]propil}piperazina-1-carboxilato (lllb)

O _N

//\N/\/\

g
O__CH,
H,C CHa

De 0,232 g (0,113 mmol) del compuesto 2b (2-CHs3) fueron obtenidos 0,36g (75%) del

compuesto Illb con aspecto viscoso de color amarillo claro

LH-RMN (300 MHz, CDCls, 298 K): & =7,28 (m, 1H, Arvenz), 7,21 (m, 2H, Artens), 7,15 (d, 1 H,
JH,H = 7,34 Hz Arbenz), 3,83 (d, 2 H, JH,H = 4,16 Hz CHapip), 3,45 (m, 4 H, CHapip), 3,25 (bs, 2 H,
CH,Pip), 2,52 (d, 2H, JH,H = 4.77 Hz CHapip ,CHapip), 2,41 (m, 8H, CHapip, NCH,CH,CH2N), 2,33
(m, 5 H, CHapip, CH3), 1,71 (q, 2H, CH,CH2CH2), 1,46 (s, 9 H, C(CH3)3 ).

BC-NMR (75 MHz, cpeis, 298 K): 6 = 169,9 (NCOAr), 154,6 (COcarbamato), 136,1 (Cbenz), 134,1
(CH3Cq) ,130,4, 128,8, 125,9 (CHArpenz), 79,6 (C(CHs)3), 56,7, 56,4, 56,4, 53,6, 46,7, 41,4
(CH2pip), 53,0 (NCH3), 28,4 (C(CHs)s ), 24,0 (CH,CH2CH2), 19,0 (ArCHzs).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para CyaH3sN4Os: 430,2944. Encontrado: 431,2
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tert-butil 4-{3-[4-(4-metilbenzoil) piperazin-1-il] propil} piperazina-1-carboxilato (llic)

,/\N/\/\
oA T,
Lo
HsC CHs

H3C

De 0,139 g (0,68 mmol) del compuesto 2c (4-CHs3) fueron obtenidos 0,21g (70%) del

compuesto Illc de aspecto solido de color amarillo palido. Pf. 79-82 2C

IH-RMN (300 MHz, CDCls, 298 K): & =7,29 (d, 2H, JH,H = 7,58 Hz Arpens), 7,19 (d, 2H, JH,H =
7,09 Hz Arbens), 7,15 (d, 1 H, JH,H = 7,34 Hz Arvens), 3,77 (bs, 2 H, CHapip), 3,43 (m, 6 H, CHapip),
2,37 (m, 15 H, CHapip, NCH2CH2CH2N, CH3), 1,69 (g, 2H, CH2CH2CH,), 1,46 (s, 9 H, C(CH3)3 ).

3C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,4 (NCOAr), 154,7 (COcarbamato), 139,7(CHsCq)
132,8(CqArbenz) , 129,3, 127,1 (CHArbenz), 79,6 (C(CHs)3), 56,5, 56,4, 47,7, 43,6, 42,1 (CHapip),
53,0 (NCH,), 28,4 (C(CHs)s ), 24,1 (CH2CH2CH,), 21,3 (ArCHs).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Ca4H3gN4Os: 430,2944. Encontrado: 431,1
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tert-butil 4-{3-[4-(4-metoxibenzoil) piperazin-1-yl] propil} piperazina-1-carboxilato (llld)

NN
N_o
\f
07<CH3
MeO H;C CHs

De 0,229 g (1,04 mmol) de compuesto 2d (4-OMe) fueron obtenidos 0,35 g (75%) del

compuesto Illd de aspecto sdlido de color blanco. Pf: 85-87 2C

IH-RMN (300 MHz, CDCls, 298 K): § =7,37 (ddd, 2H, J1H,H = 9,11 Hz J2H,H = 2,69 Hz J3H,H =
2,38 Hz, Arben), 6,90 (ddd , 2H, JIH,H = 9,17 Hz J2 H,H = 2,69 Hz J3 H,H = 2,28 Hz Arbens),
3,83 (s, 3H, CHa), 3,63 (bs, 4H, CHapip), 3,42 (M, 4 H, CHapip), 2,44 (bs, 2 H, CHapip), 2,39 (m,
10H, CHapip, NCH2CH2CH2N), 1,69 (g, 2H, CH2CH,CH2), 1,46 (s, 9 H, C(CHs)s ).

3C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,2 (NCOAr), 160,4 (CGOCHs), 154,7 (COcarbameto),
129,1 (CHATbenz), 127,9 (CqArbenz) , 113,6 (CHATbenz), 79,6 (C(CHs)s), 56,5, 56,4, (CH2pip), 55,3
(CHs), 53,0 (NCH3), 28,4 (C(CH3)s3 ), 24,1 (CH2CH2CH)).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para CaaH3sN4O4: 446,2893. Encontrado: 447,2
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tert-butil 4-{3-[4-(4-fluorobenzoil) piperazin-1-yl] propil} piperazina-1-carboxilato (llle)

o [\/IAN/\/\D
N_o
\f
O CHs
; HoC ©H3

De 0,258 g (1,24 mmol) del compuesto 2e (4-F) fueron obtenidos 0.40g (75%) del compuesto

llle de aspecto sélido de color amarrillo palido. Pf: 72-74 2C:

!H-RMN (300 MHz, CDCls, 298 K): & =7,41 (ddd, 2 H, J1H,H = 11,74, J2H,H =5,14 J3H,H =
2.69 Arpenz), 7,09 (m, 2H, Arbenz), 3,79 (bs, 2 H, CHapip), 3,44 (m, 6 H, CHapip), 2,46 (bs, 2 H,
CHapip), 2,39 (m, 10 H, NCH2CH>CH,N, CHapip ), 1,69 (q, 2H, CH2CH2CH2), 1,46 (s, 9 H, C(CH3)3
).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d6, 298 K): & = 169,3 (CONH), 164,6, 162,1 (CqArsenzs), 154,7
(CACOearbamato), 131,7 (COCQ), (129,4, 129,3, 115,6, 115,4) (CHArbenz), 79,6 (C(CH3)s), 56,5,
56,3 (CH2pip), 53,0 (NCH2), 28,4 (C(CHs)3), 24,1 (NCH2CH2CHaN)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Ca3H3sFN4Os: 434,2693. Encontrado: 435,2
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Procedimiento general para la obtencién de los productos finales 3-27

A una solucién de llla-e en diclorometano (5 ml/mmol) se afiadid acido trifluoroacético en
una proporcion de 1:1. La solucién se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. Una vez
completada la reaccion por TLC, el solvente fue evaporado mediante un flujo de aire durante
30 min, hasta que el vapor tuviera un pH neutro. Después de eso, se afiadieron CH3CN seco
(20 mL/mmol) y K,COs (4 Eq), seguido de la adicion del tosilato apropiado (2a-2e, 1,2 Eq). La
suspension se calento a reflujo bajo N2 y se agitd durante 16 h. Una vez trascurrido el tiempo
de reaccién, la mezcla fue concentrada vy luego se afiadieron EtOAc (20 ml) y agua (2 x 20
ml). Se realizaron 3 extracciones, posteriormente la fase organica se secé (MgSQOa4 anhidro)
y concentré a presion reducida. El crudo de reaccidén se purificdé mediante cromatografia en
columna (gel de silice) con una mezcla de CH,Cl,: MeOH 95:5 = 8:2, obteniéndose productos

puros de aspecto solido y oleoso con rendimientos entre 75-88%.
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3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-il) propil]piperazin-1-il} propil)-1H-indol (3)

//\
NQNK“NW
N
N (6]
N

De 0,118 g (0,28 mmol) de compuesto llla y su reaccion con el derivado 3-(1H-3-Indolil)-
propil-4-metilbencensulfonatos (lla) fueron obtenidos 0.105 g (78 %) del compuesto final 3

de aspecto solido de color amarillo palido. Pf: 79-81 °C.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): & = 8,06 (s, 1 H, NHindol), 7,41 (d, 1 H, JH,H = 7,8 Hz, Aringol),
7,23 (M, 5 H, Arvenz), 7,17 (d, 1 H, JH,H = 8,07 Hz, Aringal), 7,00 (t, 1 H, JH,H = 7,09 Hz, Arindol)
6,92 (t, 1 H, JH,H = 7,09 Hz, Arindol), 6,80 (d, 1 H, Arindol), 3,61 (bs, 2 H, CHapip ), 3,25 (bs, 2 H,
CHapip ) 2,82 (bs, 2 H, CHappp), 2,61 (t, 2 H, JH,H = 7.34 Hz, ArCH,CH,CHoN), 2,43 (bs, 4 H,
CHapip), 2,35 (M, 4 H, CHapip), ), 2,28 (M, 4H, CHapip), 2,22 (m, 4H, NCH,CH,CH,N) 1,78 (g, 2 H,
NCH>CH2CHAngor), 1.54 (g, 2H, N CH2CH,CH3N).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): & = 170,3 (NCOas), 136,3 (C4CON), 135,8 (Capenz), 129,6, 128,4,
127,4 (CHArbenz), 127,0 (CqATingol) 121,8, 121,2, 119,0, 118,8, 115,8, 111,1 (CHArIno), 58,1
(CH,CH,CH2N), 56,3 (CH:Pip), 26,8 (NCH2CH2CHaN), 23,1  (ArCH,CH,CHaN) 22,8
(ArCH,CH,CH.N).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para CagH39NsO: 474,3227. Encontrado: 474,3241
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3-[3-(4-{3-[4-(2-metilbenzoil) piperazin-1-il]propil} piperazin-1-il)propil]-1H-indol (4)

Iz

CHj

De 0,100 g (0,23 mmol) del compuesto Illb y su reaccion con el derivado 3-(1H-3-Indolil)-
propil-4-metilbencensulfonato (lla) fueron obtenidos 0,093 g (84 %) del compuesto final 4,

de aspecto solido de color amarillo palido P.F: 82-84 °C.

1H-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): § = 8,18 (s, 1 H, NHingo), 7,53 (d, 2 H, , JH,H = 7,83 Hz Aringal),
7,30 (d, 2 H, , JH,H = 8,07 Hz Arindol) 7,23 (m, 2 H, Arbens) 7,16 — 7,15 (m, 2 H, Arvenz, Afindol),
7,12 (M, 2 H Arbenz, Aringoil), 7,05 (m, 1 H, Aringol), 6,93 (d, 1 H, Arindol), 3,78 (d, 2 H, JH,H = 4,89
Hz, CHapip ), 3,19 (dd, 2 H, JH,H = 5,14 Hz, JH,H = 3,18 Hz CHapip), 2.74 (t, 2 H, JH,H = 7.46 Hz,
ArCH,CH,CH,N), 2,58 ( bs, 4H, CHapip) 2,45 (M, 6 H, CHapip, ArCH2CH2CH,N), 2.34 ( 2H, CHapip),
2,28 (m, 5H, CHapip, CH3), 1,92 (q, 2 H, JH,H = 7,67 Hz, NCH2CH2CH, Aringa), 1,66 (q, 2 H, JH,H
= 7,37 Hz, CH2CH,CH) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,9 (NCOAr), 136,3 (COCq), 136,1 (CaNHingol), 134,1
(CqArCHs), 130,4, 128,8 (CHArbens), 127,4 (Cqindol), 125,8,125.9 (CHArbens), (121,8, 121,3,
119,1, 111,8 (CHAFingol), 115,7 (CQindolCH2CH2CH2), 58,01 (CH2CH>CHaN), 56,2, 53,1, 52,5,
46,7, 41,4 (CHapip), 52,5, 26,7 (NCH2CH2CHoN), 23,8 , 22,8 (ArCH2CH2CHaN), 19,04 (CHs).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH41NsO: 488,3384. Encontrado: 488,3400

102



3-[3-(4-{3-[4-(4-metilbenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol (5)

C““Aﬂ
s
N\ (0]
N

HsC

De 0,120 g (0,23 mmol) del compuesto llic y su reaccién con el derivado 3-(1H-3-Indolil)-
propil-4-metilbencensulfonato (lla) fueron obtenidos 0,100 g (74 %) del compuesto final 5,

de aspecto sdlido de color amarillo pdlido. P.F: 113-115 @C.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 8,16 (s, 1 H, NHingol), 7,54 (d, 2 H, , JH,H = 7,83 Hz Arindol), 7,30
(d, 2 H,, JH,H=8,07 Hz Arindol) 7,26 (M, 2 H, Arvenz) 7,16 (d, 2 H, , JH,H = 7,58 Hz Arpeny), 7,12
(M, 1 H Afindol), 7,06 (M, 1 H, Afingol), 6,94 (d, 1 H, Aringal), 3,72 (bs, 2 H, CHapip ), 3,42 (bs, 2 H,
CHapip), 2,74 (t, 2 H, JH,H = 7,46 Hz, ArCH,CH,CH,N), 2,58 ( bs, 6H, CHapip, NCH2CH2CH,N)
2,47 (m, 4 H, CHapip, NCH2CH2CHoAr), 2,40 (4H, CHapip), 2,35 (m, 4H, CHapip), 1,91 (g, 2 H,
NCH>CH2CHa Aringol), 1,67 (g, 2 H, NCH,CH,CH:N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,4 (NCOAr), 139,8 (CqCHabenz), 136,1 (Cqindol), 132,8
(CqCO), 129,0, 127,1 (CHArbenz), 127,4 (Cqingot), 125,9 (CHNHngot), (121,8, 121,3,119,1, 111,1
(CHATIngol), 115,7 (CqindolCH,CH,CH2), 58,04 (CH2CHLCHaN), 56,26, 56,24 (CH,Pip), 52,5,
26,7 (NCHCH2CHaN) 23,7, 22,8 (CHaCHA Indol), 21,3 (CHa).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH41NsO: 488,3384 Encontrado: 487,3405
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3-[3-(4-{3-[4-(4-metoxilbenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol (6)

O“ANW
NI
N\ 0
N

MeO

De 0,1016 g (0,23 mmol) del compuesto llld y su reaccién con el derivado 3-(1H-3-Indolil)-
propil-4-metilbencensulfonato (Ila) fueron obtenidos 0,108 g (94 %) del compuesto final 6,

de aspecto solido de color amarillo palido. P.f: 117-119 °C.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): § = 8,10 (s, 1 H, NHindo), 7,55 (d, 1 H, JH,H = 7,83 Hz Afindol),
7,34 (m, 2 H, Arvenz) , 7,30 (d, 1 H, JH,H = 8,07 Hz Aringol) 7,14 (td, 1 H, , JH,H = 7,52 Hz Arindol),
7,06 (M, 1 H Arindol ), 6,93 (d, 1H, Aringal), 6,87 (ddd, JIH,H = 9,17 Hz, J2H,H = 2,69 Hz , J3H,H
= 2,32 Hz, Arbenz) , 3,79( s, 3H, CHs), 3,60 (bs, 4 H, CHapip ), 2,74 (t, 2 H, JH,H = 7,46 Hz,
ArCH,CH,CH,N), 2,58 (bs, 6H, CH2pip, NCH,CH,CH2N) 2,50 (m, 4 H, CHapip, NCH2CH,CH2AT),
2,43 (4H, CHapip), 2,33 (M, 7H, CHapip, CH3), 1,92 (m, 2 H, NCH,CH2CH2 Aringal), 1,67 (m, 2 H,
NCH,CH2CH,N) .

BC-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): 6 = 170,3 (NCOAr), 160,7 (CqOMebenz), 136,4 (CqNHindol),
131,4 (COCq), 129,1 (CHArbenz), 127,8 (Cqingol), 125,9 ( CHNHindol), (121,8,121,2,119,1, 118,8,
111,1 (CHAFngol), 113,02 (CHArbenz), 115,7 (ChindolCH2CH2CH,), 58,1 (CH2CHACH,N), 56,3
(CH2ppp), 55,4 (CHs) 51,3, 50,6 (CH.Pip) 52,5, 26,9 (NCH,CH,CH:N) 23,9, 22,8 (CH2CH2ATndol)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oHa1NsO2: 504,3333. Encontrado: 504,3329
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3-[3-(4-{3-[4-(4-fluorolbenzoil) piperazin-1-il]propil} piperazin-1-il)propil]-1H-indol (7)

NCN/\/\N

N

AN o}

Iz

n

De 0,1029 g (0,24 mmol) del compuesto llley su reaccién con el derivado 3-(1H-3-Indolil)-
propil-4-metilbencensulfonato (I1a) fueron obtenidos 0,101 g (84 %) del compuesto final 7

de aspecto sdlido de color amarillo oscuro. P.f: 130-132 °C.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 8,14 (s, 1 H, NHingol), 7,55 (d, 1 H, , Ji = 7,83 Hz Arindol),
7,37 (m, 2 H, Arbenz), 7,30 (d, 1 H, Jun = 8,07 Hz Aringol) 7,14 (td, 1 H, , Jnn = 7,58 Hz, , J2un
= 0,98 Hz, Afindol), 7,05 (M, 3 H, Arbenz, Arindol), 6,94 (d, 1H, Arinol), 3,72(bs, 2H, CHapip), 3,39
(bs, 2H, CHapip), 2,74 (t, 2 H, Jun = 7,34 Hz, ArCH,CH,CHoN), 2,56 ( bs, 6H, CHapip,
NCH,CH2CH,N) 2,47 (m, 4 H, CHapip, NCH2CH2CH2AT), 2,40 (4H, CHapip), 2,34 (m, 4H, CHapip),
1,91 (m, 2 H, NCH2CH2CHATngol), 1,67 (M, 2 H, NCH2CH2CH:N) .

3C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,3 (NCOAr), 164,6, 162,1 (CqFvenz), 136,3 (CaNHindol),
131,8 (COCy), 129,4, 129,3 (CHArbens), 127,8 (Caindo), 125,9 ( CHNHingol), (121,8, 121,2, 119,1,
118,8, 111,1 (CHArindo), 115,9(CqindolCH2CH2CH,),  115,6,115,4  (CHArbens), 58,1
(CH,CH2CH3N), 56,32, 56,28 (CHapip), 52,7, 26,8 (NCH,CH,CHoN) 23,9, 22,8 (CH2CH2ATndol),

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Ca9H3sFNsO: 492,3133 encontrado: 492,3157
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3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-yl)propil]piperazin-1-il}propil)-5-cloro-1H-indol (8)

O,

Cl Q

AN o

Iz

De 0,110 g (0,26 mmol) del compuesto lllay su reaccion con el derivado 3-(5-cloro-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (llb) fuerén obtenidos 0,105 g (78 %) del compuesto

final 8, de aspecto solido de color amarillo palido. P.F: 81-83 2C.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & 8,26 (s, 1 H, NHindol), 7,37 (d, 1 H, , Jun = 1,71 Hz Aringol),
7,23 (m, 5H, Arvens) , 7,07 (d, 1 H, 8,56 Hz Arindol), 6,93 (dd, 1 H, J1un = 8,56 Hz, J2u = 1,96
Hz Aringol) , 6,80 (d, 1H, Aringal), 3,61(bs, 2H, CHazpp ), 3,25 (bs, 2H, CHapip), 2,90 ( bs, 2 H,
CHapip), 2,54 (t, 2 H, Jun = 7,34 Hz, ArCH,CH,CH,N), 2,43 ( bs, 6H, CHapip, NCH2CH2CH,N) 2,29
(m, 6H, NCH2CH2CHAr, CHapip), 2,21 (4H, CH2Pip), 1,72 (g, 2H, NCH2CH2CH2 Aringal), 1,54 (g,
2H, NCH2CH2CHN) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,3 (NCOAr), 135,7 (CqNHingol), 134,6 (COC), 129,6
(CHArbenz), 128,6 (Caindol), 127,04 (CHATbenz), , 125,8 ( CHNHingol), 124,7 (ArCl), (122,8, 122,0,
118,3, 112,1 (CHAFngol), 115,4 (CqingoiCH2CH2CH3), 57,8 (CH2CH2CHaN), 56,32, 56,25, 52,65
(CH2Pip), 52,7, 26,8 (NCH,CH,CHaN), 23,8, 22,5 (CH2CH2A indol)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Cy9H3sCINsO: 508,2838 encontrado: 508,2857
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5-cloro-3-[3-(4-{3-[4-(2-metilbenzoil)piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol (9)

Cl

Iz
(@]
T

%

De 0,120 g (0,28 mmol) del compuesto lllb y su reaccién con el derivado 3-(5-cloro-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (Ilb) fueron obtenidos 0,12 g (80 %) del compuesto

final 9, de aspecto solido de colo amarillo palido. P.f: 88-90 2C.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 8,33 (s, 1 H, NHingol), 7,50 (d, 1 H, , i = 1,96 Hz Arindol),
7,23 (m, 2H, Arind , Arbens) , 7,16 ( m, 2H, Arbenz) 7,10 (M, 1H, Arvenz), 7,06 (dd, 1 H, JZpp =
8.56 Hz, J24 1 = 1,96 Hz Arindol), 6,94 (d, 1H, Arindon), 3,78 (d, 2H, Ju = 4,89 Hz CHapip), 3,19 (d,
2H, Jun = 1,96 Hz CHapip), 2,95 ( bs, 2 H, CHapio), 2,68 (t, 2 H, Juu = 7,34 Hz, ArCH,CH,CHaN),
2,8 (bs, 6H, CHapip, NCH2CH2CH,N) 2,44 (m, 6H, NCH2CH2CHAAT, CHapip), 2,34 (t, 2H, Juu = 7,21
Hz CHapip), 2,27 (m, 5H, CHzpp, CH3), 1,86 (g, 2H, NCH2CH2CHa Armdo), 1,67 (q, 2H,
NCH,CH2CH,N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,9 (NCOAr), 136,0 (CqNHindo), 134,6 (COCq), 134,1
(CHs), 130,4 (CHArbenz), 128,8 (Caindol), 125,9 ( CHNHindol), 125,86, 125,80 (CHArben), 124,8
(ArCl), (122,8, 122,0, 118,3, 112,1 (CHArndol), 115,5 (CaindolCH2CH2CH2), 57,7 (CH2CH2CH2N),
56,2, 56,1 (CHapip), 53,5, 53,0 26,7 (NCH2CH2CH:N), 52,58, 52,51, 41,4 (CHapip) 23,7, 22,5
(CH2CH2ArIng0r), 19,04 (CHs)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH0CINsO: 522,2994 .Encotrado: 522,3014
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5-cloro-3-[3-(4-{3-[4-(4-metilbenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(10)

N
Cl Q
N (0]
N
H,C

De 0,110 g (0,26 mmol) del compuesto llicy su reaccién con el derivado 3-(5-cloro-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (llb) fueron obtenidos 0,105 g (80 %) del compuesto

final 10, de aspecto sdlido de color café claro. P.f: 94-96 2C.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 8,33 (s, 1 H, NHindol), 7,49 (d, 1 H, Jup = 1,71 Hz Aringol),
7,23 (m, 2H ,Arben) , 7,18 (d, 1H, Jip = 8,56 Hz Arvenz) 7,14 (d, 2H, Jup = 8,07 Hz Arvens), 7,04
(dd, 1 H, J1up = 8,56 Hz, J2up = 1,96 Hz Arindo), 6,93 (d, 1H, Aringo), 3,70 (bs, 2H, CHapip), 3,39
(d, 2H, CHapip), 2,66 (t, 2 H, Ju = 7,34 Hz, ArCH,CH2CH,N), 2,54 ( bs, 6H, CHapip, NCH2CH2CH,N)
, 2,41 (m, 6H, NCH2CH2CH.Ar,CHapip), 2,31 (m, 7H, CHzpp, CHs), 1,84 (q, 2H, Afindol
NCH,CH2CHa), 1,66 (g, 2H, NCH2CH2CH3N) .

BBC-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): § = 170,4 (NCOAr), 139,8 (CoCHapenz), 136,6 (C4NHindol),
132,8 (COCq), 129,0 (CHArbenz), 128,6 (Cqindol), 127,1 (CHArbenz) 125,8 (CHNHingor), 124,8 (ArCl),
122,8, 122,0, 118,3, 112,1 (CHArIndol), 115,6 (CqindoiCH2CH2CH,), 57,8 (CH2CHLCH2N), 56,3,
56,2 (CHapip), 52,69, 52,63 (CHapip) 29,6, 26,8 (NCH2CH2CH2N, NCH2CH2CH2ATIndol) 23,8, 22,5
(CH2CH2Arndol), 21,3 (CH3)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH40CINsO: 522,2994 Encontrado: 522,3010
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5-cloro-3-[3-(4-{3-[4-(4-metoxibenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(11)

O,
Cl Q
N\ (0]
N
MeO

De 0,074 g (0,21 mmol) del compuesto Illd y su reaccién con el derivado 3-(5-cloro-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (IbB) fueron obtenidos 0,100 g (87 %) del compuesto
final 11 de aspecto sélido de color amarillo P.f: 106-107 °C.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): = 8,43 (s, 1 H, NHindol), 7,54 (d, 1 H, Jup = 8,80 Hz Afinol),
7,37 (d, 1 H, J1un = 8,6 Hz, Arvens), 7,1 (dd, 1 H, JIun = 8,6 Hz, J2un = 1,7 Hz Arindol), 6,99 (d,
1H, JIun = 1,7 Hz Afingal), 6,9 (d , 1 H, J1up = 8.8 Hz, Arvens), 3,83 (s, 3H, CHs), 3,66 (bs, 4H,
CHapip), 2,72 (t, 2 H, Jup = 7.34 Hz, ArCHoCH,CH;N), 2,62 (bs, 6H, CHapip), 2,45 (m, 10H,
NCH,CH2CHaAT, CHapip), 1,91 (g, 2H, NCH2CH2CH2AMndol), 1,73 (g, 2H,NCH2CH2CH3N).

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,2 (NCOAr), 160,7 (CoArben:OCH3), 134,6(CqNHindol)
129,1 (CHArbens), 128,6 (CoNHindol), 127,8 (COCy), 124,8 (ArCl), 122,8, 122.0, 118,3, 112,1
(CHATingol), 115,6 (CqindolCH2CH2CH2), 113,7 (CHArbenz), 57,8 (CH2CH2CHaN), 56,27 (CHapip),
55,3(CHs), 52,6, 52,5 (CHapp) 29,6, 26,7 (NCH,CHaCHaN, NCH2CH2CHAMno) 23,7, 22,5
(CH2CH2AT 1ngo)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH0CINsO: 538,2943. Encontrado: 538,2960
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5-cloro-3-[3-(4-{3-[4-(4-fluorobenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(12)

Cl Q

De 0,108 g (0,24 mmol) del compuesto llley su reaccion con el derivado 3-(5-cloro-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (Ilb) fueron obtenidos 0,112 g (86 %) del compuesto

final 12, de aspecto sélido de color amarillo. P.f: 89-80 °C.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): 6 = 8,26 (s, 1 H, NHingor), 7,51 (d, 1 H, Jun = 1,96 Hz Arjngol),
7,36 (ddd, 2H , JIun = 11,62 Hz, J2un = 5,01 Hz, J3um = 2,69 Hz Arbens) , 7,21 (d, 1H, Jup =
8,80 Hz Arindor), 7,06 (m, 2 H, Arindor, Arpenz ), 6,95 (d, 1H, Arinaor), 3,70 (bs, 2H, CH2Pip), 3,40
(d, 2H, CHarip), 2,68 (t, 2 H, Jiysi = 7.46 Hz, ArCH2CH2CH:N), 2,57 ( bs, 6H, CHapip, NCH2CH2CH:N)
, 2,44 (m, 6H, NCH2CH,CHAr, CHopip), 2,34 (m, 4H, CHapip), 1,86 (g, 2H, NCH2CH2CH2AT ndol),
1,68 (g, 2H, NCH2CH,CH,N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,3 (NCOAr), 164,6 , 162,1 (CqpenzF), 134,6 (CqNHindol),
131,7 (COCy), 129,42, 129,33 (CHArbenz), 128,8 (Cqindol), 125,8 (CHNHingol), 124,8 (ArCl), 122,7,
122,1, 118,3, 115,7, 112,1 (CHArindol), 115,7 (CqindolCH2CH2CH), 115,6, 115,6 (CHATben), 57,8
(CH2CH2CHaN), 56,3, 56,2 (CHapip), 52.73, 52,64 (CHaeip) 29,6, 26,9 (NCH2CH,CH:N,
NCH>CH2CHoAM o)) 23,8, 22,5 (CH2CH2AT ndol)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Cy9H37CIFNsQ: 526,2743. Encontrado: 526,2779
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3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-il)propil]piperazin-1-il}propil)-5-metoxi-1H-indol (13)

MeO

Iz

De 0,108 g (0,25 mmol) del compuesto llla y su reaccidon con el derivado 3-(5-metoxi-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lic) fueron obtenidos 0,110 g (88 %) del compuesto

final 13, de aspecto oleoso de color café.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 7,95 (s, 1 H, NHingol), 7,23 (M, S5H, Arbenz), 7,06 (d, 1H,

i = 8,80 Hz Afindol), 6,83 (d, 1H , JIun = 2,45 Hz Aringol), 6,78 (d, 1H, Aringol), 6,67 (dd, 1H, ,
J1p = 8,80, J2un = 2,45 Hz Arindol), 3,68 (s, 3H, CHa), 3,61 (bs, 2H, CHarip), 3,25 (d, 2H, CHapip),
2,56 (t, 2 H, Jup = 7.46 Hz, ArCH,CH,CH,N), 2,46 ( bs, 6H, CHapip, NCH2CH,CH,N) | 2,44 (m,
4H, NCH,CH2CHaAr,CHapip), 2,30 (m, 4H, CHapp), 2,21 ( m, 4H, CHzpp), 1,77 (g, 2H,
NCH>CH2CHoATndo), 1,54 (g, 2H, NCH2CH,CH:N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,3 (NCOAr), 153,8 (CqpenzOMe), 135,7 (COCy), 131,5
(CoNHingo) , 129,6, 128,4, 127,0 (CHArbens), 127,8 (Cqindol), 1258 (CHNHindor), 1154
(CqCH2CHaCH,N) , 111,96, 111,84, 100,84 (CHArndol), 58,0 (CH2CH2CH:N), 56,24, 56,21
(CHapip), 56,01 (OCH3), 52,57, 52,49 (CHapip) 30,9, 26,5 (NCH2CH2CH N, NCH2CH2CHAT ndol)
23,7, 22,8 (CH2CH2A ndol)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH41NsO2: 504,3333. Encontrado: 504,3364
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5-metoxi-3-[3-(4-{3-[4-(2-metilbenzoil)piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(14)

O

MeO

Iz _
o (@]
I
w

De 0,107 g (0,25 mmol) del compuesto lllby su reaccion con el derivado 3-(5-metoxi-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lic) fueron obtenidos 0.104 g (85 %) del compuesto

final 14, de aspecto sélido de color café oscuro. P.f: 106-108 2C.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 8,05 (s, 1 H, NHindol), 7,23 (M, 2H, Afindol , Arbens), 7.16
(M, 2H, Alindol, Arbenz), 7,10 (M, 1H, Arvenz), 6,96 (d, 1H , J2rn = 2,45 Hz Aringol), 6,91 (d, 1H,
Alindol), 6,80 (dd, 1H, , J1nn = 8,68, )21 = 2,32 Hz Aringor ), 3,81 (s, 3H, CHs), 3,78 (bs, 2H,
CHapip), 3,19 (dd, 2H, , J2un = 4,89, J2un = 2,93 Hz CHapip), 2,70 (t, 2 H, Jun = 7,34 Hz,
ArCH,CH2CH,N), 2,62 (bs, 4H, CHapip) , 2,53, 2,45 (m, 8H, CHapip) 2,33 (t, 2H, , 2 H, Jup = 7,34
Hz Hz, NCH,CH,CH2N), 2,28 (m, 5H, NCH2CH2CHAAr, CHapip), 1,92 (g, 2H, NCH2CH2CH AT 1nd0i),
1,67 (g, 2H, NCH,CH,CH:N) .

B3C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,3 (NCOAr), 153,8 (CgbenzOCHs3), 136,0 (CqpenzCHs),
134,1 (COGy), 131,5( CHArbenz), 130,4 (CqNHindor) , 128,86 (CHArbenz), 128,85 (Cqindot), 127,7
(CHArbenz), 125,9 (CHArbenz), 125,8 (CHNHingol), 115,4 (CqCH2CH>CHoN) , 111,98, 111,85,
100,83 (CHArIndol), 57,4 (CH2CH2CH2N), 56,13 (CHs), 56,02 (CHapip), 53,5, 53,0(NCH,CH>CH:N),
52,40, 52,31 (CHapip), 46,7, 41,41 (CHapip), 30,9, 26,3 (NCH,CH2CH2N, NCH2CH2CH2AT ndol)
23,7, 22,8 (CH2CHArngor), 19,04 ( CH3)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C31Ha3NsO,: 518,3490. Encontrado: 518,3488
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5-metoxi-3-[3-(4-{3-[4-(4-metilbenzoil)piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(15)

MeO Q

Iz

H3;C

De 0,113 g (0,26 mmol) del compuesto llic y su reaccién con el derivado 3-(5-metoxi-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lic) fueron obtenidos 0,115 g (85 %) del compuesto

final 15. De aspecto solido de color café oscuro. P.f: 105-107 2C

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): = 8,03 (s, 1 H, NHindo), 7,25( m, 2H, Arvenz), 7,19( d, 2H, ,
J1up = 8,80 Hz Arindol), 7,16 (d, 2H, , J1uw = 7,83 Hz Arvenz ), 6,97 (d, 1H , JZnp = 2,45 Hz Afingo),
6,91 (d, 1H, Arindo), 6,80 (dd, 1H, , J2rp = 8,80, J2um = 2,45 Hz Arindal), 3,82 (s, 3H, CHa), 3,41
(bs, 2H, CHapip), 2,70 (t, 2 H, Jun = 7,34 Hz, ArCH.CH.CH:N), 2,59 (bs, 6H, CHapip,
AfingolCH2CH2CHaN) |, 2,51 (m, 4H, NCH,CH,CH2N) | 2,43 (m, 4H, CHapip ), 2,33 (m, 7H, CHapip,
CHs), 1,91 (q, 2H, NCH2CH2CH2Arndol), 1,67 (q, 2H, NCH>CH>CHaN) .

BBC-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,4 (NCOAr), 153,8 (CgbenzOMe), 139,8 (CapenzCHs),
132,8 (COCy), 131,5(CoNHingon) 129,0, 127,1 (CHArbenz), 127,81 (Caimdol), 125,9 (CHNHngol),
115,4 (CqCH2CH,CHN) , 111,99 , 111,83, 100,84 (CHArmdol), 58,05 (CH2CH,CH:N), 56,24
(CH3), 56,01 (CHapip), 52,9 (NCH2CH,CH2N), 52.57, 52,49 (CHapip), 46,7, 41, 41 (CHapip), 30,.9,
26,5 (NCH,CH2CHaN, NCH2CH2CHAMndo) 23,7, 22,8 (CHa2CH2ATndor), 21,3 ( CH3)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C31Ha3NsO2: 518,3490. Encontrado: 518,3505
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5-metoxi-3-[3-(4-{3-[4-(4-metoxilbenzoil)piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(16)

'S
N
MeO Q
N\ o
N
MeO

De 0,113 g (0,26 mmol) del compuesto Illd su reaccién con el derivado 3-(5-metoxi-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lic) fueron obtenidos 0,115 g (85 %) del compuesto

final 16, de aspecto solido de color café oscuro. P.f: 106-108 eC

IH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): & = 8,04 (s, 1 H, NHingol), 7,33(ddd, 2H, J1upn = 9,11 Hz, J2ux
= 2,57 Hz, J3u = 2,26 Hz Arvenz), 7,19( d, 2H, J2np = 8,80 Hz Aringol), 6,97 (d, 1H , JIup = 2.20
HZ Afindol), 6,92 (d, 1H, Arindol), 6,86 (M, 2H, Arvenz), 6,80 (dd, 1H, , J1un = 8,68, J2up = 2.32
Hz Aringor ), 3,82 (s, 3H, CHs), 3,79 (s, 3H, CHs), 3,58 (bs, 4H, CHapip), 2,70 (t, 2 H, Jun = 7,46
Hz, ArCH,CH,CHaN), 2,59 (bs, 6H, CHapiindol, ArindalCH2CH2CH:N) , 2,51 (m, 4H, NCH,CH,CHaN)
, 2,38 (m, 8H, CHapip), 1,91 (g, 2H, NCH2CH2CHAr o), 1,67 (9, 2H, NCH,CH2CHaN) .

BC-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,2 (NCOAr), 160,7 (Cqben:OMe) 153,8 (Cqpen:OMe),
131,5 (COCy), 129,1(CHArbenz), 128,8 (CoNHindo)), 127,8 (Cqiindor), 125,9 (CHNHingol), 115,4
(CqCH2CH2CH,N), 113,0 (CHArbenz), 111,99, 111,83, 100,84 (CHAT o), 58,04 (CH2CH,CH,N),
56,26 (CHs), 56,01 (CHapip), 55,3 (CHs), 53,22 (NCH,CH,CH,), 52,61, 52.54 (CHapp), 26,5
(NCH2CH2CHaN, NCH2CH2CH2A M ndor) 23,8, 22,8 (CHaCH2ATindol)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C31Ha3NsOs: 534,3439 Encontrado: 534,3458.
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5-metoxi-3-[3-(4-{3-[4-(4-fluorolbenzoil)piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(17)

O,

MeO Q

Iz

De 0,120 g (0,28 mmol) del compuesto llle su reaccién con el derivado 3-(5-metoxi-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (II) fueron obtenidos 0,126 g (84 %) del compuesto

final 17, de aspecto sélido de color café oscuro. P.f: 108 — 110 2C.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): & = 8,08 (s, 1 H, NHingol), 7,36(ddd, 2H, , J1un = 11,74 Hz,

J2up = 5,14 Hz, J3un = 2,69 Hz Arvenz), 7,19(d, 2H, , J1u 4 = 8,80 Hz Aringor), 7,05 (m, 2H, Arbens),
6,97 (d, 1H , JInup = 2,45 Hz Aringal), 6,91 (d, 1H, Arindo), 6,80 (dd, 1H, , J2up = 8,68, J2up =
2,32 Hz Arindo ), 3,82 (s, 3H, CHs), 3,71 (bs, 2H, CHapip), 2,69 (t, 2 H, Jun = 7,34 Hz,
ArCH,CHCH,N), 2,59 (bs, 6H, CH2Pip, AringoiCH2CH2CHAN) , 2,51 (m, 4H, NCH,CHCH,N) , 2,43
(m, 4H, CH2Pip), 2,34 (m, 7H, CH:Pip, CHs), 1,90 (q, 2H, NCH2CH2CHArmgon), 1,67 (g, 2H,
NCH,CH2CH,N) .

BC-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,3 (NCOAr), 164,6 , 162,1 (CqpensF) 153,8
(CqbenzOCH3), 139,8 (CqpeneCHs), 131,7 (COCq), 131,5(CqNHimdor) 129,42, 129,33 (CHArbens),
127,8 (Cqindol), 125,8 (CHNHingo), 115,8, 115,46 (CHArbenz), 115,42 (CqCH2CH2CH,N), 111,96,
111,84, 100,84 (CHAngon), 58,04 (CH2CH2CHaN), |, 56,21, 56,18 (CHapip), 56,01 (CHs) , 52,56,
52,49 (CHapip), 30,9, 26,5 (NCH2CH2CHoN, NCH2CH2CH2A M ndor) 23,7 (CHaCH2AT o), 22,8 ( CHs)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oHa0FNsO2: 522,3239. Encontrado: 522,3264
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3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-il)propil]piperazin-1-il}propil)-5-fluoro-1H-indol (18)

D,

o QL
S

De 0,107 g (0,26 mmol) del compuesto llla su reaccion con el derivado 3-(5-Fluor-1H-3-

Iz

indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (Ild) fueron obtenidos 0,113 g (88 %) del compuesto

final 18, de aspecto oleoso de color café palido.

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): , 6 = 8,18 (s, 1 H, NHindol), 7,22 ( M, 5H, Arven; ), 7,07 (dd,
1H, J2up = 8,80 Hz, J24 1 = 4,40 Hz Arindol), 7,03( dd, 1H, J1u = 9,78 Hz, J24n = 2,45 HZ Alindo),
7,05 (M, 2H, Arbens), 6,83 (d, 1H, Arindon), 6,37 (dd, 1H, Jpn = 9,05, J2un = 2,45 Hz Arindol),
3,60 (bs, 2H, CHapip), 3,25 (bs, 2H, CHapip), 2,80 (bs, 2H, CHaeip), 2,54 (t, 2 H, Jun = 7,46 Hz,
ArCH,CH2CH3N), 2,45 (bs, 6H, CHapip, ArindolCH2CH2CH2N) , 2,31 (m, 6H, CHapip, NCH2CH2CH3N)
, 2,20 (m, 2H, CHapip), 1,74 (g, 2H, NCH2CH2CH2Ar1nor), 1,54 (9, 2H, NCH,CHaCHaN) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,3 (NCOAr), 158,7, 156,4 (CqimdolF), 135,7 (COCy),
132,8(CqNHindol), 129,7 (Caindol), 129,7 (CHArbenz), 128,4 (CHArbens), 127,0 (CHArbens), 125,8
(CHNHindol), 111,7 (CHAfindol) , 110,2 (CHAringo), 110,0 (CqCH>CH2CHaN), 103,7, 103,5
(CHAT /o), 57,8 (CH2CH2CH2N), 56,21, (CHapip), 53,38 (CHapip), 52,57 (NCH,CH2CH3N), 50,7
(CHapip), 26,8( NCH2CH2CHaN), 23,7, 22,7 (AringolCH2CHs)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Ca9H3sFNsO2: 492 3133 encontrada: 492,3154

116



5-fluoro-3-[3-(4-{3-[4-(2-metilbenzoil) piperazin-1-il] propil} piperazin-1-il) propil]-1H-indol
(19)

O
: -
AN o
H CHs

De 0,115 g (0,27 mmol) del compuesto lllb su reaccion con el derivado 3-(5-Fluor-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (Ild) fueron obtenidos 0,121 g (88 %) del compuesto

final 19, de aspecto sdlido color café palido. P.f: 107-109 2C

IH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): , 6 = 8,37 (s, 1 H, NHngol), 7,30 ( m, 2H, Arben; ), 7,18 (m,
2H,Alindol, Arbenz), 7,11( M, 2H, Afindor, Arbenz), 6,97 (d, 1H, Afinger), 6,86 (td, 1H, JIun = 9,05,
J2un = 2,45 Hz Afingor ), 3,77 (d, 2H, , J1un = 4,89 CHapip), 3,18 (m, 2H, CHapip), 2,80 (bs, 2H,
CHapip), 2,54 (M, 8H , CHapip , ArindoiCH2CH2CH2N) | 2,47 (m, 6H, CHapip, NCH2CH2CH2N) |, 2,33
(t, 2H, JIun = 7,34, NCH.CH,CHuN ), 2,27 ( m, 7H, CHs, CHzip), 1,88 (g, 2H,
NCH>CH>CH2AMndol), 1,67 (g, 2H, NCH2CH2CHaN) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): 169,9 (NCOAr), 158,7, 156,4 (CqmdorF), 142,2 (COCq), 136.0
(CAARindol), 134,1 (C4CH3), 132,81(CqARindo), 130,4, 128,8, 125,0, 124,9 (CHARbens), 125,9
(CHNHindo), 111,8,111,7,110,2, 103,7, 103,4 (CHArpngon), 110,01 (CqCH2CH,CH:N), 57,9
(CH2CH2CHaN), 56,3, 56,2 (CH2Pip), 52,3 (NCH2CH2CH3N), 50,7, 46,7, 41,42 (CHapip), 26,7
(NCH2CH,CHaN), 23,8, 22,6 (ArindolCH2CH2), 19,0 ( CHs)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oHaoFNsO: 506,3290 encontrado: 506,3385
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5-fluoro-3-[3-(4-{3-[4-(4-metilbenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(20)

NQ“““NW
F K/N
A\ O
N
HaC

De 0,108 g (0,25 mmol) del compuesto llic y su reaccién con el derivado 3-(5-Fluor-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (IId) fueron obtenidos 0,102 g (79 %) del compuesto

final 20, de aspecto sdlido de color café palido. P.f: 87-89 eC

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): , 6 = 8,22 (s, 1 H, NHindor), 7,23 ( m, 2H, Arpen; ), 7,18 (dd,
1H, JIun = 8,93 J2un = 4.52 Aringol), 7,15( M, 3H, Afindol, Arbenz), 6,95 (d, 1H, Arindol), 6,86 (td,
1H, , J1un=8,93, J2un = 2,45 Hz Aringor), 3,70 (bs, 2H, CHazeip), 3,39 (m, 2H, CHzpip), 2,66 (t,
2H , J1un = 7,46 Hz AringolCH2CH2CH2N) , 2,55 (bs, 6H, CHapip, NCH2CH2CH2N) , 2,43 (m, 6H,
NCH2CH2CH2ATindol, CHapip ), 2,31 (m, 7H, CHapip ,CH3), 1,85 (g, 2H, NCH2CH2CH2Ango), 1,65
(9, 2H, NCH2CH,CHzN) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): 6 = 170,4 (NCOAr), 158,7, 156,4 (CqindoiF), 139,8 (CqCHs),
132,84 (COCy), 132,81(CeARmdo), 129,05, 127,1 (CHARbens), 125,8 (CHNHingol),
111,7,111,6,110,2, 103,8, 103,5 (CHArndon), 110,03 (CaCH2CH2CHaN), 57,9 (CHaCH2CH:N),
56,3, 56,2 (CHPip), 52,3 (NCH,CH2CHaN), 50,7, 46,7, 41,42 (CHapio), 26,7 (NCH2CHaCH:N),
23,8, 22,6 (AringoiCH2CH3), 21,3 ( CH3)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH40FNsO: 506,3290. Encontrado: 506,3318
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5-fluoro-3-[3-(4-{3-[4-(4-metoxibenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(21)

C““Aﬁ
F k/N
AN (@]
N
MeO

De 0,103 g (0.23 mmol) del compuesto llid y su reaccién con el derivado 3-(5-Fluor-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lld) fueron obtenidos 0,104 g (85 %) de compuesto

final 21, de aspecto solido de color café palido. P.f: 111-113 ¢C

IH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): & = 8,37 (s, 1 H, NHingo), 7,24 (ddd, 2H, JIuw = 9,17 Hz,
J2up = 2,69 Hz, J3up = 2,32 Hz Arbens), 7,10 (dd, 1H, JInp = 8,80 Hz, J2un = 4,40 Hz Alingo),
7,06( dd, 1H, J1un = 9,78 Hz, J2uu = 2,45 Hz Aringol), 6,86 (d, 1H, Arindol), 6,76 (M, 3H, Arpen:
, Aringol) , 3,70 (s, 3H, CHs), 3,88 (bs, 2H, CHapip), 3,50 (bs, 4H, CHapip), 3,11 (bs, 2H, CHazpip),
2,57 (t, 2H , JIup = 7,46 Hz AringoiCH2CH2CHoN) |, 2,47 (bs, 6H, CHapip, NCH2CH2CH,N) |, 2,29
(m, 10H, NCH,CH2CH2ATmdor , CHapip ), 1,77 (q, 2H, NCHyCH2CH2Arngo), 1,57 (g, 2H,
NCH,CH2CH,N) .

BBC-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,29 (NCOAr), 160,7 (CqArpen,OCHs), 158,7, 156,4
(CandolF), 140,2 (CoArNHingo), 132,8 (CoArimaon), 129,1 (CHARbenz), 128,8(C4CO), , 125,8
(CHNHingor), 113,7 (CHARbenz), 111,7 (CHATingon) , 110,8 ,111,7, 110,2 (CHArimgor), 109,9
(CqCH2CH2CH,N), 103,7, 103,5 (CHArndol), 57,9 (CH2CH2CHaN), 56,27 (CHapip), 55,5 (CHs),
52,59 (CHapip), 26,7 (NCH2CH,CHaN), 23,7, 22,7 (AfingoiCH2CH2)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH40FNsO; : 522,3239 encontrado: 522,3237
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5-fluoro-3-[3-(4-{3-[4-(4-fluorobenzoil) piperazin-1-il]propil} piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(22)

NCN /\/\N
: O
A\ o)
N

De 0,117 g (0,27 mmol) del compuesto llle y su reaccién con el derivado 3-(5-Fluor-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (Ild) fueron obtenidos 0,12 g (86 %) del compuesto

final 22, de aspecto sélido de color café palido. P.f: 101 -103 2C

1H-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): 6 = 8,45 (s, 1 H, NHindo), 7,54 ( m, 2H, Arvenz ), 7,38 (dd, 1H,
J1up = 8,80 Hz, J2up = 4,40 Hz Aringor), 7,35( dd, 1H, J1nn = 10,27 Hz, J2un = 3,18 Hz Afingal),
7,22 (t, 2H, J1up = 8,68 Hz Arvenz), 7,15 (d, 1H, Arindor), 6,86 (td, 1H, , JTuu = 9,05, J2uu = 2,45
Hz Afingon), 3,88 (bs, 2H, CHapip), 3,58 (bs, 2H, CHapip), 3,08 (bs, 2H, CHzpip), 2,86 (t, 2H , J1un
= 7,46 Hz AringoiCH2CHaCHaN) , 2,74 (bs, 6H, CHaeip, NCH2CH,CHoN) , 2,61 (m, 6H,
NCH2CH2CHATndor, CHzpip ), 2,53 (M, 4H, CHapip), 2,05 (a1, 2H, NCH2CH2CHAT 1m0, 1,85 (q, 2H,
NCH,CH,CH,N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,3 (NCOAr), 164,6, 162,1 (Cqpen:F), 158,7, 156,4
(CqARindol), 132,84 (CqArindol), 131,77(C4C0), 131,74 (CoArindol) , 129,42, 129,33 (CHARben:),
125,8 (CHNHingol), 115,68, 115,46 (CHARbenz), 111,7, 111,6 (CHAringor) , 110,2 (CHATingo),
110,03 (C4CH2CH2CH,N), 103,8, 103,5 (CHAF /o), 57,9 (CH2CH2CH3N), 56,29, 56,24 (CHapip),
52,6 (NCH,CH2CHaN), 26,7 (NCH2CH2CHaN), 23,8, 22,7 (AringoiCH2CH2)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Cy9H37F2NsO: 510,3039. Encontrado: 510,3056

120



3-(3-{4-[3-(4-benzoilpiperazin-1-il)propil]piperazin-1-il}propil)-5-bromo-1H-indol (23)

NON/\/\N
N\ é\jo

De 0,103 g (0,25 mmol) del compuesto lllay su reaccion con el derivado 3-(5-Bromo-1H-3-

Br

Iz

indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lle) fueron obtenidos 0,115 g (85 %) del compuesto

final 23, de aspecto sélido de color amarillo palido. P.f: 106-108 2C

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 8,35 (s, 1 H, NHindol), 7,52 ('s, 1H, Arindol), 7,23 (s, 5H,
Arbenz), 7,05( m, 2H, Arindol), 6,79 (s, 1H, Arindol), 3,61 (bs, 2H, CHapip), 3,25 (bs, 2H, CHapip),
2,53 (t, 2 H, Jup = 7,34 Hz, ArCH,CH,CH2N), 2,46 (bs, 6H, CHapip, ArindolCH2CH2CHAN) , 2,32 (m,
6H, CHazpip, NCH2CH2CH,N) | 2,21 (m, 4H, CHapip), 1,72 (G, 2H, NCH2CH2CHA ngor), 1,55 (g, 2H,
NCH,CH2CH,N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,3 (NCOAr), 135,7 (COCy), 134,9(CqNHndol), 129,6
(CHArbenz), 129,3 (CqArindor), 128,4 (CHArbenz), 127,0 (CHArbenz), 125,8 (CHNHindo)), 124,5
(CHATingol) , 122.7 (CHATingo)), 115,4 (CqCH2CH2CHaN), 112,6 (CqArben:Br) , 112,3 (CHATIndol),
57,7 (CH,CH,CH:N), 56,25, 56,17 (CHapip), 52,5, 52,4 (CHapip), 52,57 (NCH2CH2CHaN), 26,7
(NCH2CH,CH3N), 23,6, 22,5 (AringoiCH2CH)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Cy9H3sBrNsO: 552,2332 encontrado: 552,2328
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5-bromo-3-[3-(4-{3-[4-(2-metilbenzoil) piperazin-1-il]propil}piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(24)

[N
N\J /\/\N/\
\ QL

CHj3

Br

Iz

De 0,114 g (0,26 mmol) del compuesto illb y su reaccion con el derivado 3-(5-Bromo-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lle) fueron obtenidos 0,131 g (87 %) del compuestos

finla 24, de aspecto solido de color amarillo palido. P.f: 117-119 eC

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 8,62 (s, 1 H, NHingo)), 7,71 (s, 1H, Arindor), 7,30 (m, 1H,
Arbens), 7.24('m, 4H, Arindol, Arbenz), 7.17 (d, 1H, Jup = 7,09 Hz , Arbens), 6.97 (s, 1H, Afindol),
3,84 (d, 2H, Jun = 4,65 Hz CHarip), 3,25 (bs, 2H, CHapip), 2,73 (t, 2 H, Jun = 7,34 Hz,
ArCH,CH,CH,N), 2,65 (bs, 6H, CHapip, ArindolCH2CH2CH2N) , 2,50 (m, 6H, CHapip, NCH2CH2CH:N),
2,40 (t, 2H, Juw = 7,43 Hz NCH,CH,CHN), 2.43 (m, 5H, CHarp, CH3), 1,92 (q, 2H,
NCH>CH2CHoATndol), 1,74 (g, 2H, NCH2CH,CH:N) .

B3C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,9 (NCOAr), 136,0 (COC,), 134,9 ( CqArpen,CH3),
134,1(CqNHindor), 130,4 (CoArindor), 129,3 (CHATbenz), 128,9 (CqArindor), 125,9 (CHNHngor), 125,8
(CHArbenz), 125,80 (CHArbenz), 124,53 (CHArndor) 122,7 (CHArindot), 115,3 (CqCH2CH2CH2N),
112,6 (CqArbenzBr) , 112,2 (CHArIngol), 57,6 (CH2CH2CH2N), 56,21, 56,14 (CHzppp), 53,51, 52,99
(NCH2CH>CH2N), 51,4, 51,2 (CHapip), 46,7 2 (CHapip), 41,43 2 (CHapip), 26,7 (NCH2CH2CH,N),
23,6, 22,5 (AringoiCH2CH3), 19,0 (CHs).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH40BrNsO: 566,2489 Encontrado: 566,2501
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5-bromo-3-[3-(4-{3-[4-(4-metilbenzoil) piperazin-1-il]propil} piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(25)

NCN/\/\N
Br Q
N (0]
N
H,C

De 0,108 g (0,25 mmol) del compuesto Illcy su reaccion con el derivado 3-(5-Bromo-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lle) fueron obtenidos 0,119 g (84 %) del compuesto

final 25, de aspecto sdlido de color amarillo palido. P.f: 97-99 eC

IH-NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): 6 = 8,54 (s, 1 H, NHindol), 7.72 (d, 1H, Jin = 0.98 Hz Arindol),
7,31 (M, 2H, Arbens), 7,24( m, 4H, Arindol, Arbenz), 6,98 (s, 1H, Arindon), 3,784(bs, 2H, CHapip),
3,47 (bs, 2H, CHapip), 2,73 (t, 2 H, Jun = 7,46 Hz, ArCH2CH,CH:N), 2,64 (bs, 6H, CHapip,
AfindoiCH2CH2CH,N), 2.50 (m, 6H, CHapip, NCH2CH2CH2N), 2,39 (m, 7H, CHapip,CHa), 1,91 (q, 2H,
NCH2CH2CHoAndol), 1,74 (g, 2H, NCH2CH,CH:N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,4 (NCOAr), 139,8 (CoArven,CH3) 134,9 (COC,), 132,8
(CaNHindor), 129,3 (CoAringol), 129,0 (CHArbens), 127,1 (CHATbens) , 125,8 (CHNHingol), 124,5
(CHAFindol), 122,7 (CHAT1ngol),  115,4 (CqCH2CH2CHaN), 112,6 (CoArvenzBr) , 112,3 (CHATIndol),
57,7 (CH2CH2CH:N), 56,28, 56,21 (CHapip), 53,2 (NCH,CH2CHaN), 52,6, 52,53 (CHapip), 29,6
(NCH2CH,CHaN), 26,8 (AringolCH2CH2), 21,3 (CH3).

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH0BrNsO: 566,2489 encontrado: 566,2503
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5-bromo-3-[3-(4-{3-[4-(4-metoxilbenzoil) piperazin-1-il]propil} piperazin-1-il)propil]-1H-
indol (26)

O,
Br. Q
N (0]
N
MeO

De 0,111 g (0,24 mmol) del compuesto llld y su reaccién con el derivado 3-(5-Bromo-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lle) fueron obtenidos 0,125 g (86 %) del compuesto

final 26, de aspecto sdlido de color amarillo palido. P.f: 117-119 eC

IH-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): & = 8,40 (s, 1 H, NHindol), 7,57 ('s, 1H, Arimdgol), 7,24 (d, 2H,
Jup = 8,56 Hz Arvens), 7,06( m, 2H, Aringol), 6,82 (s, 1H, Aringol), 6,76 (d, 2H, Juu = 8,56 Hz
Arbenz ), 3,69 ('s, 3H, CH3), 3,50 (bs, 4H, CHapip), 2,57 (t, 2 H, Jun = 7,34 Hz, ArCH2CH2CH,N),
2,45 (bs, 6H, CHapip, ArimdoCH2CH,CHuN) , 2,27 (m, 10H, CHapip, NCH2CH,CH:N,
NCH>CH2CH2ATndol) , 1,74 (g, 2H, NCH2CH2CH2ATingor), 1,56 (0, 2H, NCH,CHaCHaN) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 170,2 (NCOAr), 160,7 (CoArben,OCHs), 134,9 (COC,),
129,3 (CoAringol), 129,1 (CHArbens), 127,8 (CHArngo) , 124,5 (CHNHingor), 122,7 (CHATIndol),
115,4 (CqCH2CH,CH:N), 113,7 (CHAbens),  112,6 (CoArvensBr) , 112,3 (CHArndo), 57,8
(CH2CH2CHaN), 56,34, 56,29 (CHapip), 55,3 (CHs3), 53,2 (NCH2CH,CH3N), 52,7, 52,6 (CHasip),
29,6 (NCH,CH2CH3N), 26,9, 23,8 (AringoiCH2CH)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para C3oH40BrNsO»: 582,2438 Encontrado: 582,2449
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5-bromo-3-[3-(4-{3-[4-(4-fluorobenzoil) piperazin-1-il] propil} piperazin-1-il)propil]-1H-indol
(27)

Br

De 0,115 g (0,26 mmol) del compuesto llle y su reaccion con el derivado 3-(5-Bromo-1H-3-
indolil)-propil-4-metilbencensulfonato (lle) fueron obtenidos 0,133 g (88 %) del compuesto

final 27, de aspecto sélido de color amarillo palido. P.f: 105- 107 eC

1H-NMR (300 MHz, CDCls, 298 K): 6 = 8,62 (s, 1 H, NHindo), 7,84 (s, 1H, Arindo), 7,54 (ddd, 2H,
Jup = 11,68 Hz, Jup = 5,07 Hz, Jup = 2,81 Hz Arvenz), 7,36( m, 2H, Afingol), 7,22 (M, 2H, Arbens),
6,82 (d, 1H, Jun = 1,96 Hz Aringol), 3,88 (bs, 2H, CHapip), 3,58 (bs, 2H, CHapip), 2,85 (t, 2 H, Jun
= 7,34 Hz, ArCH,CH2CH,N), 2,77 (bs, 6H, CHaPip, AringoiCH2CH2CHAN) |, 2,62 (m, 6H, CHapip,
NCH>CH2CHaN,) 2,52 (m, 4H, CHapp) , 2,03 (q, 2H, NCH2CH>CHyArimgel), 1,86 (g, 2H,
NCH,CH2CH,N) .

13C-NMR (75 MHz, CDCls, 298 K): & = 169,3 (NCOAr), 164,4, 162,1 (CqArbensF), 134,9 (COCy),
131,7 (CoNHindo)) ,129,4, 129,3 (CHArbenz), 128,8 (CaArindo), 128,8 (CHArindol) , 125,8, 124,5,
122,7, 112,3 (CHNHing), 121,4 (CqCH,CH2CH:N), 115,6,115,4 ( CHATbenz), 112,6 (CoArbensBr) ,
57,7 (CH2CH2CHaN), 56,23, 56,13 (CHapip), 53,1 (NCH2CH2CHaN), 52,7, 52,4 (CHapip), 29,6
(NCH2CH,CH,N), 26,8, 23,6 (AringoiCH2CH2)

HRMS: (ESI-TOF) m/z calcd. Para Ca9H37BrFNsO: 570,2238 encontrado: 570,2265
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