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RESUMEN

El sistema endocannabinoide (SEC) es un conocido sistema de sefializacion enddgeno de
alta complejidad compuesto principalmente por mediadores lipidicos, enzimas y receptores.
Los principales receptores del SEC son los de tipo cannabinoides | y tipo cannabinoides |l
(receptores CB;1 y CB; respectivamente). El descubrimiento de este sistema fisiolégico llevé
a poder relacionar su comportamiento biolégico y bioquimico con el alto potencial
terapéutico que refleja en diversos trastornos, tales como aquellos de tipo neuroldgico,
inmunoldgico y neurodegenerativo, entre otros. Lo anterior permitié considerar estrategias
que permitieran la modulacién del SEC para obtener ventajas clinicas. Una de las
estrategias de modulacion consiste en el disefio de agentes sintéticos selectivos por el
receptor CB; 0 por el receptor CB,. En este sentido, se destacan los ligandos selectivos por
el receptor de cannabinoides tipo Il, debido a sus implicancias en patologias tales como
cancer, Parkinson y enfermedades neuro-inflamatorias entre otras. Ademas, es
fundamental considerar que los ligandos agonistas selectivos por el receptor CB2 no
presentan efectos psicotropicos, a diferencia de ligandos agonistas selectivos por el
receptor CB; y los ligandos que carecen de selectividad. Teniendo en cuenta esta base, se
han reportado una gran variedad de ligandos agonistas selectivos por el receptor CB», los
gue presentan una gran diversidad estructural quimica. Entre dichas diversidades,
encontramos ligandos derivados de anillos benzo[d]imidazélicos y benzo[b]tiofénicos, cuyos
marcos estructurales heterociclicos muestra importancia debido a que son isosteros del
anillo aromatico indol presente en una gran variedad de ligandos conocidos del receptor
cannabinoide tipo Il llamados aminoalquilindoles. Considerando lo mencionado, se propuso
la sintesis de ligandos con nucleos de benzo[d]imidazoles y benzo[b]tiofenos, sustituidos
en las posiciones N1 6 3-, segun corresponda, con anillo de naftaleno y/o anisol mediante
un puente carbonilo o metilénico. También, se ha propuesto que la posicion 2- de los
benzo[d]imidazoles y benzo[b]tiofenos sea derivatizada con los heterociclos de anisol,

piridina, furano e isoxazol.

Mediante sintesis se obtuvo una totalidad de dieciocho compuestos diferentes. Ocho de
ellos corresponden a la serie 1 perteneciente a los benzo[d]imidazoles con puente carbonilo,
otros ocho compuestos comprenden la serie 1.2 de benzo[d]imidazoles con puente
metilénico, y dos ligandos finales correspondiente a los benzo[b]tiofenos acilados en

posicién 3- con un grupo 4-metoxibenzoilo y naftoilo. Se ensayd la viabilidad celular de
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estos compuestos en lineas celulares HEK293-T, U-87MG y HL-60 mediante el ensayo de
reduccion de MTT a formazan. Se ejecuté el ensayo a una concentracion de cada
compuesto de 10 uM por un tiempo de incubacién de 72hrs. Aguellos compuestos que
demostraron una reduccion selectiva de la viabilidad celular en la linea celular HL-60, que
expresa predominantemente el receptor cannabinoide tipo Il, en comparacion con la linea
celular U-87MG, que expresa los receptores cannabinoides tipo I, sugeririan un mecanismo
de muerte celular mediante apoptosis, ya que el agonismo cannabinoide estaria relacionado

con este tipo de muerte celular programado. Los compuestos que exhibieron este

comportamiento fueron (5-cloro-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-
metoxifenil)metanona  (3a), (6-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-
metoxifenil)metanona (3b"), (5-cloro-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-

metoxifenil)metanona (3c) y 5-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol
(3.2b). También fueron seleccionados para realizar ensayos de citometria de flujo para
comprobar el mecanismo de muerte celular por el cual estaban actuando en la linea celular
HL-60. Se descubrié con este Ultimo ensayo que los compuestos 3a y 3c, actuaban
mayoritariamente mediante apoptosis temprana, mientras que los compuestos 3b” y 3.2b
actuaban mediante un mecanismo de muerte celular no concordante con apoptosis o

necrosis.

Con los resultados obtenidos, preliminarmente se podria sugerir un disefio de ligandos
selectivos por el receptor cannabinoides tipo Il, con un anillo principal de benzo[d]imidazol,
con un atomo de cloro en la posicién 5- en este mismo y anillos lipofilicos 1r-conjugados,
como piridina, furano o 3-metoxibenceno en la posicién 2- del marco benzoimidazolico

principal.
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1.-INTRODUCCION

1.1.-Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) se describe como un sistema de sefializacion
distribuido ampliamente en el cerebro, como también en tejidos periféricos!. Esta constituido
principalmente por diversas clases de mediadores lipidicos, las enzimas responsables de
su sintesis y degradacion, diferentes tipos de receptores como aquellos que estan
acoplados a proteina G y proteinas que controlan la actividad de ligandos y receptores?. La
composicion del SEC se dilucidé gracias a estudios realizados sobre el mecanismo de
accién del A°-tetrahidrocannabinol (THC), el principal cannabinoide psicoactivo derivado de
plantas, especificamente del Cannabis sativa®. La Figura 1 refleja la estructura quimica del
AS-THC.

Es conocido el uso del Cannabis sativa por los humanos a través de los afios como agente
medicinal y las claras propiedades euféricas y relajantes que ofrece?. Es por ello que los
primeros estudios se enfocaron en el THC, y gracias a la sintesis de enantidmeros de esta
molécula y sus analogos sintéticos se postuld la idea de un receptor cannabinoide?. Esto
dio paso a la identificacién del primer sitio de unién del THC, gracias a varios receptores
acoplados a proteina G “huérfanos” previamente clonados. Lo anterior llevé a que, en el
afio 1990, se descubriera finalmente el receptor cannabinoides tipo | (CB;)°. En 1993, tres
afos después, se identific6 un segundo receptor gracias a una clonacion por homologia,

nombrado como receptor cannabinoides tipo Il (CB»)°®.

Tetrahidrocannabinol
(A’- THC)

Figura 1. Estructura quimica del A%-tetrahidrocannabinol (THC), principal componente psicoactivo
del Cannabis sativa.

1.2.-Receptores cannabinoides

Los receptores cannabinoides mas estudiados hasta la fecha corresponden al CB1 y CBy,
como se menciond anteriormente. Ambos corresponden a receptores acoplados a proteina
G (GPCR) heptahelicoidales que se acoplan a proteinas Gio ’. El receptor CB1 se expresa

principalmente en el sistema nervioso central y también en algunos tejidos periféricos,

~14 ~



incluida la glandula pituitaria, las células inmunitarias, los tejidos reproductivos, los tejidos
gastrointestinales, los ganglios simpaticos, el corazén, los pulmones, la vejiga urinaria y las
glandulas suprarrenales®. Asimismo, el receptor CB1 se expresa en las vias del dolor y la
medula espinal, como también probablemente en las terminales periféricas de las neuronas
aferentes primarias, lo que explicaria la participacion de este receptor en la mediacion de
analgesia inducida por cannabinoides®. Por otro lado, el receptor CB; se expresa de forma
mayoritaria en células inmunitarias y tejidos linfoides. Las células que participan en la
respuesta inmune tanto adaptativa como congénita, como bazo, el timo y las células

mononucleares de sangre periférica, expresan altos niveles de receptor CB; °.

1.3.-Endocannabinoides.

Otros componentes que forman parte del SEC, son los cannabinoides endégenos o
endocannabinoides. Estos ligandos corresponden principalmente a etanolamidas de acidos
grasos insaturados, gliceroles o éteres de glicerol. ElI primero en descubrirse fue la
anandamida (AEA) (N-araquidonil etanolamida) y seguido de esto, se encontrd un
metabolito endégeno correspondiente al 2-araquidonilglicerol (2-AG)!. También, se han
identificado a través de los afios otros endocannabinoides quimicamente similares, como
2-araquidonil-glicerol éter (noladin éter), N-araquidonil-dopamina (NADA) y virodamina que
se han encontrado en tejidos cerebrales especificos!?. La Figura 2 .- Estructuras quimicas de
los ligandos enddgenos cannabinoides mas representativos: Anandamida, 2-AG, noladin éter, NADA
y virodamina., expone las estructuras de los endocannabinoides mencionados. Es importante
recalcar que, AEAy 2-AG, son los ligandos end6genos cannabinoides mas estudiados. AEA
se comporta como un agonista parcial de ambos receptores, con una afinidad levemente
mayor por el receptor CB; que por el CB,. Asimismo, exhibe una eficacia mucho menor por
el receptor CB; que por el CB; 3. De la misma forma, 2-AG es conocido como un agonista
completo tanto para el receptor CB; como para el CB; *° y se ha descubierto que 2-AG se

encuentra en el cerebro en cantidades 170 veces mayor que la anandamida®®.
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N-araquidonil etanolamida

2-Araquidonilglicerol (2-AG)
(anandamida)

OH
S — [OH
<__X__/\\/\/\/\/O N/\/@
OH H OH

2-araquidonil-glicerol éter N-araquidonil dopamina
(noladin ¢ter) (NADA)

virodamina

Figura 2 .- Estructuras quimicas de los ligandos enddgenos cannabinoides méas representativos:
Anandamida, 2-AG, noladin éter, NADA y virodamina.

1.4.- Potencial terapéutico.

El descubrimiento del SEC impulsé investigaciones que estan motivadas a establecer sus
funciones fisiolégicas y fisiopatologicas. En este sentido, se ha evidenciado que existen
ciertos trastornos donde los niveles de endocannabinoides, la densidad de los receptores
cannabinoides y/o la eficiencia de acoplamiento de los receptores aumentan en ciertos
tejidos. Esta regulacion al alza del SEC conduce a una supresion de signos no deseados,
ademas de ser autoprotectora. Dicha desregulacién se ha visto en cancer humano y
modelos animales de dolor neuropatico e inflamatorio. También, en enfermedades como
esclerosis multiple, trastornos intestinales, trastorno de estrés postraumatico, lesion
cerebral traumatica, shock hemorragico, séptico y cardiogénico, aterosclerosis vy
enfermedad de Parkinson'®. Dado que se ha demostrado que el SEC desempefia un rol
protector, es posible enfocar estrategias terapéuticas que permitan fomentar este papel
preservador de este sistema. En relacion con esto, se ha considerado el disefio de
moléculas sintéticas agonistas que imiten a los endo- 0 exocannabinoides con capacidad
para interactuar con los receptores CB1 y/o CB,, o de la misma forma, farmacos que
retrasen la desaparicién de los endocannabinoides después de su liberacién®. Dentro de
estas estrategias, ha destacado el desarrollo de agentes con actividad agonista,
antagonista, agonista inverso y moduladores alostéricos dirigidos a interactuar con los

receptores CB; 0 CB; aumentando o inhibiendo el tono basal del SEC.
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1.5.-Ligandos cannabinoides agonistas.

Como los receptores cannabinoides se han convertido en un blanco farmacoldgico, la
busqueda de su modulacion a través de ligandos sintéticos ha ido en aumento a lo largo de
los afios!’. Dentro de esto, se pueden encontrar una variedad de moléculas desarrolladas
mediante sintesis con actividad agonista por los receptores cannabinoides. Segun su
estructura quimica principal, se pueden clasificar en cuatro clases: los cannabinoides
“clasicos” (CCs), cannabinoides “no clasicos” (NCCs), aminoalquilindoles (AAls) vy
cannabinoides “eicosanoides”. El grupo de los CCs, esta compuesto primordialmente por
derivados dibenzopirano triciclicos correspondiente a compuestos que se producen
naturalmente en la planta Cannahis sativa o analogos sintéticos de estos mismos. El mas
destacado corresponde al THC, que como se mencioné anteriormente, es el mayor
componente psicoactivo del cannabis. Este compuesto se caracteriza por ejercer efectos
agonistas y antagonistas, tanto para el receptor CB: como para el CB,!8. Asimismo, dentro
de la misma categoria, podemos encontrar a los compuestos 1,1-Dimetillheptil-11-hidroxi-
tetrahidrocannabinol (HU-210) y desacetil-L-nantradol (presentes en la Figura 3) que
corresponden a cannabinoides sintéticos. HU-210 presenta una afinidad particularmente
alta por ambos receptores, destacandose como un potente agonista y exhibiendo una
duracién excepcionalmente larga en ensayos in vivo. Se comporta de forma similar al THC
en sus efectos farmacoldgicos, pero se ha encontrado que es entre 80 y 1100 veces mas
potente que su andlogo natural’®. Dentro de los cannabinoides “no clasicos” (NCCs)
encontramos ligandos que carecen del anillo dihidropirano presente en los CCs. En esta
categoria, destaca el compuesto CP55940, caracterizandose por ser un potente agonista
para ambos receptores?®. Su radioligando [PH]JCP55940 permiti6 el descubrimiento y
caracterizacion del receptor CB 2! y sigue siendo el ligando cannabinoide radiomarcado mas
utilizado. Otro ejemplo de esta clase es CP55244, que también muestra una gran afinidad
al menos por el receptor CBj, siendo inclusive mayor que la de CP55940 y cuya actividad
intrinseca también es superior?>. Ambos ligandos de la familia NCCs mencionados, se

pueden observar en la Figura 3.
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Figura 3.- Estructuras de ligandos cannabinoides agonistas mas representativos de la clase de
cannabinoides “clasicos”. HU-210 y Desacetil-L-nantradol y la categoria de cannabinoides “no
clasicos”: CP55940 y CP55244.

Hasta principios del afio 1990, todos los compuestos reportados con accion
cannabimimética derivaban estructuralmente del THC. Esto cambio con la introduccion de
una nueva familia de compuestos, los aminoalquilindoles. En esta categoria encontramos
a WIN55,212-2, el mas destacado de esta clase y uno de los mas caracterizados, siendo
utilizado ampliamente en investigaciones. Su estructura esta en la Figura 4. Este ligando
presenta una alta afinidad por ambos receptores, con una ligera selectividad por el receptor
CB.. En ensayos in vivo presenta todo el espectro de efectos farmacoldgicos del THC?. La
caracterizaciéon de este famoso ligando dio paso a la creaciébn de varios agonistas
cannabinoides derivados de los aminoalquilindoles. Entre ellos, se encuentra el ligando
JWH-015 (estructura en la Figura 4) que se destaca por presentar selectividad hacia el
receptor CB; %,

WIN-55.212-2 JWH-015

Figura 4.- Ligandos mas representativos de la clase de aminoalquilindoles: WIN55,212-2 y JWH-
015.
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Finalmente, la uUltima clasificacién dentro de los compuestos agonistas se encuentra los
cannabinoides naturales derivados de acidos grasos “eicosanoides”, donde se incluyen
anandamida, virodamina, 2-AG y noladin éter, mencionados anteriormente en la seccién

“‘Endocannabinoides” (ver Figura 2).

1.6.-Ligandos cannabinoides antagonistas/ agonistas inversos.

Al igual que la seccion anterior, se pueden describir una amplia cantidad de ligandos con
actividad antagonista o agonista inverso por los receptores CB; y/o CB.. El primer
antagonista del receptor CB; reportado fue SR141716A, que demostrd revertir facilmente
los efectos inducidos por los cannabinoides de este receptor, tanto en ensayos in vivo como
in vitro 25 %6, SR141716A salié al mercado con el nombre de Rimonabant, ya que se
encontré que tenia efectos beneficiosos reduciendo el peso, mejorando los perfiles lipidicos
y aumentar la sensibilidad a la insulina?’. No obstante, su comercializaciéon tuvo que ser
descontinuada debido a que producia trastornos del estado de animo graves?. La
estructura de SR141716A-Rimonabant se encuentra en la Figura 5. Otros antagonistas de
los receptores cannabinoides son los compuestos LY320135, AM251 y AM281 que también
se exhiben en la Figura 5. LY320135 se destaca por unirse facilmente al receptor CB; que
al receptor CB;, sin embargo, se comporta como un antagonista menos potente en
comparacion a SR141716A°. AM251 y AM281 son analogos estructurales de SR141716A,

donde ambos comparten la capacidad de atenuar las respuestas de los agonistas CB;
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Figura 5.- Antagonistas del receptor CB1 mas estudiados de sus series: SR141716A y sus analogos
AM251 y AM281. En la parte inferior de la figura, LY320135.

Por otro lado, algunos antagonistas/agonistas inversos importantes selectivos por el
receptor CB; corresponden a SR144528 y el aminoalquilindol AM630, donde ambos se
destacan por tener una afinidad notablemente mayor por el receptor CB; que por el CBs,
habiéndose comprobado lo anterior por ensayos in vitro, dado que revierten o previenen los

efectos mediados por este receptor3'-32,

HyCO O m

\\\ Cl
N
AM630 (\j SR144528
(@]

Figura 6.- Antagonistas/agonistas inversos del receptor CB2 mas famosos: AM630 y SR144528.
1.7.- Receptor CB2como blanco farmacoldgico.

Como se puede apreciar en los capitulos anteriores, se considera una vasta cantidad de
ligandos selectivos por los receptores cannabinoides que pueden presentar actividad tanto
agonista como antagonista/agonista inverso por ambas proteinas de membrana CB; y/o
CB.. Dentro de estas investigaciones, se ha buscado la selectividad de un receptor
cannabinoide por sobre otro, con una respuesta y afinidad importante o considerable. Se
distingue dentro de estas investigaciones, la formulacién y obtencion de compuestos que
actuen de manera selectiva por el receptor CB; para obtener una respuesta farmacologica

especifica distinta a la modulada por el receptor CB;.

La modulacién del receptor CB; a través de compuestos sintéticos, ha despertado interés
ya que se ha reportado el papel que desempenia este receptor en una variedad de modelos
de enfermedades que afectan al sistema nervioso central o periférico, estando este blanco
terapéutico implicado en procesos celulares neurales como proliferacién y supervivencia.
Lo anterior sugiriere que esta diana terapéutica podria desempefar un papel de retraso en
la progresion de trastornos neurodegenerativos e inhibicién de crecimiento de tumores
gliales®3. También, es importante considerar que la activacién del receptor CB, por

agonistas no presenta los efectos psicoactivos asociados a la modulacién del receptor
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CB:**, lo que ha sido una limitacion para los beneficios terapéuticos que ofrece este blanco
farmacoldgico. De esta forma, es que existen grandes incentivos por indagar en el

desarrollo de nuevos compuestos selectivos por el receptor CB, como alternativa.

Por otro lado, se ha comprobado que en enfermedades de origen inmunolégico existe una
alta densidad del receptor CB2 en células y tejidos que componen este mismo. De esta
manera, la modulacién del receptor a través de agonistas actuaria como medio potencial
para la induccion de apoptosis®. En este sentido, se ha descrito que el agonista conocido
JWH-015 provocé apoptosis en timocitos en ensayos in vitro e inhibié la respuesta
proliferativa de las células T y B a través de este mecanismo de muerte celular?. También
se ha dilucidado que este receptor desempefia un rol en el sistema cardiovascular, donde
la administracion del agonista selectivo JWH-133 durante la isquemia cardiaca, redujo el
tamafo del infarto en un modelo de raton, sugiriendo un papel cardioprotector bajo la
activacién agonista®®. Asimismo, se ha mencionado la importancia del receptor CB, en
enfermedades del sistema respiratorio. Algunos autores sefialan que la activacién del
receptor cannabinoides tipo Il podria prevenir la broncoconstriccion en un modelo de
cobayas®’. También, se ha observado que este receptor podria poseer un efecto protector
en el reflejo de la tos, ya que estudios insindan que el agonista CB, GW833972A podria
bloquear dicho reflejo en modelos de cobayas, aunque si bien existe ain controversia sobre
qué receptor participa en la provocacion de estos efectos 38, De la misma forma, en
enfermedades especificas como la aterosclerosis, una afeccion donde se acumula
colesterol, grasa, calcio y otras sustancias en las arterias, se sugiere que dosis bajas de
THC podrian inhibir la progresion de esta enfermedad, debido a la activacion del receptor
CB2*. Finalmente, se ha demostrado que la activacién del receptor CB; a través del
compuesto THC, reduce la proliferacion de células de cancer de mama humano al bloquear
la progresién del ciclo celular e inducir apoptosis*°. Otros autores también han sefialado y
han apoyado el hecho de que la activacién de este receptor induce apoptosis, ofreciendo

un posible tratamiento de gliomas malignos**.

Como se puede apreciar, la activacion del receptor CB, mediante agonistas han demostrado
un importante potencial terapéutico en diferentes enfermedades y/o trastornos. Ademas de
los ejemplos mencionados anteriormente, se ha reportado su eficacia potencial en
patologias como Parkinson*?, esclerosis multiple*®, osteoporosis**, entre otras?®, lo que en

esencia convierte a este receptor en un blanco terapéutico de gran interés.
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1.8.- Quimica de los ligandos cannabinoides del receptor CB..

Debido a las diversas investigaciones y evidencias que vinculan al receptor CB: en el
tratamiento de las numerosas patologias mencionadas anteriormente, dejando claro su rol
como diana terapéutica, es que la industria farmacéutica y laboratorios académicos han
desarrollado una variada gama de compuestos sintéticos con alta potencia y selectividad
por el receptor cannabinoides tipo Il. Asimismo, dichos compuestos, han abierto un camino
de posibilidades para mejorar el perfil farmacoterapéutico a través de estudios que vinculan

la estructura con la actividad de los ligandos desarrollados.

Los ligandos con actividad agonista por el receptor CB, se caracterizan por una gran
diversidad quimica en cuanto a sus estructuras, pero en general tanto ligandos tradicionales
como aquellos recientemente descubiertos, se distinguen por ser moléculas lipofilicas, con

heterociclos aromaticos, unidos a restos alquilos o arilos voluminosos*®.

Dentro de la categoria de ligandos sintéticos aminoalquilindoles, podemos encontrar una
gran variedad de compuestos con actividad agonista por el receptor CB,. La molécula
prototipica que impulsoé la creacion de varios de estos ligandos fue WIN55,212-2, ya que su
estructura quimica ha permitido en cierta medida dilucidar las porciones y sustituciones que
debian tener las futuras moléculas. Dentro de esta categoria encontramos a AM-1241, un
derivado antagonista indélico que a diferencia de los otros antagonistas mencionados
anteriormente de esta familia (figura 5), demostré una selectividad por el receptor CB por
sobre el CB;, exhibiendo una constante de afinidad para CB, de Ki=7.1 (nM) y para CB; de
Ki=580 (nM)*¢ ( ver Figura 7). Otro derivado indélico a mencionar, corresponde al compuesto 1
de la Figura 7 desarrollado por Hynes Jr, J., et al, que debido a analisis de estructura-
actividad, se optimizé su estructura quimica, ya que los anteriores compuestos sintetizados
por estos investigadores presentaban problemas de inestabilidad por hidrélisis microsomal
(descomposicion de sustancias quimicas por las enzimas presentes en las microsomas de
las células hepéticas). El compuesto 1 presentd una constante de afinidad por el receptor
CB: de Ki= 11 (nM) y una modesta afinidad por el receptor CB; Ki= 245 (nM)*" (Figura 7).
También se ha estudiado el reemplazo de porciones comunes en este tipo de ligandos como
los marcos naftoilo y benzoilo que regularmente se posicionan en el carbono 3 del indol,
presentes, por ejemplo, en compuestos como WIN55,212-2 o JWH-015 (Figura 4), u otros
fragmentos como la 2,2,3,3-tetrametilciclopropiletanona, presente en el compuesto 2 (ver
Figura 7). Se observé que este tipo de ramificaciones eran toleradas por el receptor, ya que

se reportaron constantes de afinidad para CB; de Ki=4.6 nM y una constante Ki= 945 nM
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para CB1*8. Por otro lado, Gallant, M., et al. realizaron reemplazos en las posiciones N1, C3
y C5 en el anillo de indol, llegando a la conclusién de que porciones como benzoilo 2,3-
dihalogenado o 1-naftoil en N1 mas un alquilmorfolinilo en la posicién 3- eran importantes
para la afinidad de los ligandos. También, concluyeron que sustituir la posicién 5- del anillo
inddlico con un grupo metoxilo no influia predominantemente en la afinidad por el receptor
CB.. De este modo, los autores obtuvieron los compuestos lideres 3 y 4, presentes en la
Figura 7, con constantes de afinidad K; de 12 nM para CB y Ki de 1.917 nM para el receptor
CB: en el caso del derivado 3. Asimismo, se obtuvieron afinidades de Ki=8,5 nM para CB. y

Ki=877 nM para el receptor CB; en el caso del derivado 4 °.
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CB, K;= 495 nM CB, K=1917 nM CB, K;=877 nM

Figura 7.-Compuestos derivados de aminoalquilindoles selectivos por el receptor CB2 con
diferentes sustituciones y sus respectivas constantes de afinidad (K;). Para todos los derivados las
Ki/CB2 son menores que las Ki/CB: reflejando la selectividad.

Finalmente, gracias a los andlisis de estructura-actividad obtenidos desde los ligandos
activos como los que podemos ver en la Figura 7 y otros ejemplares reportados, los autores
han resumido los patrones de sustitucion que deben tener los derivados de
aminoalquilindoles para presentar una actividad importante por el receptor CB,. Dichos

autores coinciden en la sustitucién con un biciclo, especificamente naftilo en la posicion 3-
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del indol, un sustituyente pequefic 0 ninguno en la posicidbn 2- y un sustituyente

morfolinoetilo 0 amino ciclico en la posicién 1-.

1.9.- Benzo[d]imidazoles y benzo[b]tiofenos como marco estructural.

Anteriormente se mencionaron ejemplares de ligandos pertenecientes a la categoria de los
aminoalquilindoles que fuesen ligandos del receptor CB;, pero existe una gran variedad de
moléculas sintéticas con actividad agonista que se han desarrollado y obtenido bajo
diversos métodos para esta diana biolégica. En este contexto se han reportado moléculas
con ciclos centrales de piridina, oxadiazol, imidazol, benzoimidazol, purina, quinolina,
sulfamoil benzamida, entre otras. Esto demuestra la gran variedad quimica de los ligandos
del receptor CB,, ademas de la intensa busqueda por la obtenciéon de moléculas con

parametros de afinidad y selectividad importantes por este blanco farmacoldgico®.

Dentro del disefio de ligandos selectivos por el receptor CB», encontramos moléculas que
presentan en su estructura los anillos heterociclicos de benzo[d]imidazol y benzo[b]tiofeno
como nulcleo principal. Lo anterior se debe a que estos anillos aromaticos se han
caracterizado por ser versatiles e importantes en la busqueda de nuevos farmacos. La
presencia del nucleo benzo[d]imidazol se puede encontrar en diversos agentes terapéuticos
como antimicrobianos, antivirales, inmunomoduladores, moduladores hormonales, entre
otras aplicaciones®. De la misma forma, el anillo de benzo[b]tiofeno forma parte de

moléculas con propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antimicrobianos, etcétera:.

Es evidente entonces que las estructuras quimicas de benzo[d]imidazol y benzo[b]tiofeno
pueden participar en el disefio de nuevas moléculas con propiedades terapéuticas. En este
sentido, dentro del area del disefio de nuevos ligandos selectivos por el receptor CB2, no es
novedad encontrar ligandos agonistas con el marco estructural de benzo[d]imidazol y
benzo[b]tiofeno, siendo estas utilizadas como nucleo principal, debido a su versatilidad
sintética. Ademas, es importante considerar que estos anillos heterociclicos corresponden
a bioisosteros del anillo indol®?°3, que como se discutié anteriormente participa en varios
disefios de ligandos selectivos para el receptor CB,. Por lo tanto, es factible hacer un

intercambio entre el anillo indol por el anillo de benzo[d]imidazol o benzo[b]tiofeno.

1.10.- Benzo[d]imidazol como ligando del receptor cannabinoides tipo Il.
Como se mencion6 en el capitulo anterior (seccion 1.10), el anillo de benzo[d]imidazol

participa en el disefio de nuevos ligandos por el receptor CB.. En relacion con esto, se han
reportado una gran cantidad de ligandos con actividad agonista por este blanco terapéutico.

Algunos ejemplares destacables son la serie descubierta por Page et al. de AstraZeneca,
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los benzo[d]imidazoles desarrollados por Ryckmans Thomas et al. y los derivados

sintetizados por Giisen Harrie JMK et al., entre otros que se recopilan en la Figura 8.

Una de las series reportadas fue por el grupo de investigacion de Page et al. de AstraZeneca
a partir del benzo[d]imidazol inicial 5 de la Figura 8. Este grupo reveld que la posicion N1
del heterociclo tolera varios grupos alquilo y aromaticos. De esta serie, los compuestos
sustituidos con los radicales N-ciclopropilmetilo 6 y N-isopentilo 7 mostraron una potencia y
selectividad oOptima por el receptor CB 3* De esta manera, se realizaron mas
investigaciones en torno a este tipo de ligandos, donde el equipo de Ryckmans Thomas et
al. de Pfizer reportaron una serie de benzo[d]imidazoles derivados de sulfonilo, dentro de
los cuales destacé el compuesto 8 por su gran selectividad y potencia. La estructura de este
derivado exhibe un grupo neopentilo (tert-butiimetilo) en la posicién 2- del anillo de
benzo[d]imidazol *°(Figura 8). Posteriormente, por derivacion del compuesto 8, surgieron
otras estructuras analogas, siendo el ligando 9 aquel que mostré6 una mejora en su perfil
farmacodinamico al incluir fracciones de sulfonamida e isoxazol dentro de su estructura®®
gue puede observarse también en la Figura 8. Dentro de la misma familia de derivados de
sulfonilo, RaQualia Pharma report6 una serie de compuestos de tipo sulfonas heterociclicas
saturadas N-sustituidas con actividad agonista por el receptor CB; y con poca afinidad por
CB1. Confirmaron ademas que el sustituyente 2-tert-butilmetilo influia en la potencia como
en la eficacia farmacolégica®®. De este modo, es como el compuesto 10 mostré una
excelente selectividad por el receptor CB; por sobre el receptor CB1, asi como también ser
metabodlicamente estable. No obstante, la permeabilidad de este ligando a través de
membranas disminuy6 significativamente, haciéndolo un candidato inadecuado para uso
oral. Lo anterior podria justificarse dada la polaridad que entrega el grupo urea dentro de la
estructura y su capacidad de formar interacciones por puentes de hidrégeno. Para mejorar
el perfil del derivado 10, se obtuvo al compuesto 11 (RQ-00202730), reemplazandose la
porcién de urea por un grupo hidroxietilo (Figura 8), mejorando por consiguiente, las
caracteristicas generales en términos de potencia, selectividad y permeabilidad de
membrana. El ligando 11 mostré un valor de ECso de 19 nM, y selectividad >1300 veces
sobre el receptor CB;. También se expuso un efecto analgésico dependiente de la
concentracién sobre la hipersensibilidad visceral inducida en modelos de rata, cuando el

ligando fue administrado por via oral®’.

Por otro lado, Giisen Harrie JMK et al. de la Farmacéutica Janssen Research &

Development reportaron el compuesto 12, dentro de una serie de derivados de
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benzo[d]imidazoles, el que se caracteriza por tener un grupo 5-piridilsulfona dentro de su
estructura. Dicho compuesto si bien evidencié un perfil farmacocinético adecuado no logré
demostrar ningun efecto analgésico en modelos experimentales de dolor. Con el fin de
mejorar la serie representada por el compuesto lider 12, se realizaron estudios de relacion
estructura-actividad, lo que llevé a una optimizacion de esta estructura inicial. Se obtuvieron
asi los compuestos benzo[d]imidazélicos 13 y 14, los que demostraron ser altamente
selectivos por el receptor CB; aungue con efectos analgésicos limitados®®. De igual manera,
Pfizer continuando con el perfeccionamiento de la serie, logro la obtencién del compuesto
15, el cual demostrd ser un agonista selectivo por el receptor CB- y con la cualidad de ser
totalmente penetrante en el sistema nervioso central en ratas®®. También Nimczick, M., et
al. desarrollaron y estudiaron ligandos bivalentes para el receptor CB», donde analizaron
las interacciones de union ejercidas por los grupos funcionales como patrones de
sustitucion en el nucleo principal de benzo[d]imidazol. Los autores determinaron que la
longitud del espaciador entre el anillo benzo[d]imidazdlico unido por el nitrégeno
heterociclico y el nicleo tetrahidrofunénico (para el caso del derivado 15) alteraba la eficacia
del ligando, convirtiéndolo de agonista a antagonista o agonista inverso. Finalmente,
consiguieron la obtencion mediante sintesis del compuesto lider 16 con actividad agonista

por el receptor CB, .

Por otro lado, Romero-Parra et al, desarrollaron una serie de 2-alquil y 2-aril
benzo[d]imidazoles con afinidad por el receptor CB,, destacandose el compuesto 17, de la

Figura 8.

Como se puede observar en la figura 8, existen muchos ligandos ya sintetizados derivados
de benzo[d]imidazoles con selectividad por el receptor CB2, demostrando la activa
participaciéon de este ndcleo heteroaromatico en el disefio de estas moléculas como
ligandos. Ademas, su disefio estructural y patrones de sustitucion permite dilucidar y ayudar
al disefio de futuras moléculas a sintetizar para fines de actividad dentro del sistema

endocannabinoide.
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Figura 8.- Estructura de ligandos con la porcién de benzo[d]imidazol como ntcleo principal,
selectivos por el receptor CB2 y con actividad agonista.

1.11.- Benzo[b]tiofeno como ligando del receptor cannabinoides tipo Il.

Dentro de los estudios de derivados de benzo[b]tiofenos orientados a la selectividad por el
receptor CB5, se encuentra el compuesto 18 reportado por Dixon et. al. Este equipo de
trabajo desarroll6 una serie de cannabinoides triciclicos de los cuales, aquel que poseia un
grupo -tipo- benzofenona entre el anillo benzol[b]tiofeno y benceno con un marco estructural
similar al de los CCs, presento los mejores resultados en cuanto a los parametros de union
al receptor CB®!. Asimismo, Romero-Parra et al. reportaron una serie de 2-
arilbenzolb]tiofenos, con valores de constante de afinidad (K;) del orden yM, demostrando
una union eficiente hacia el receptor CB; por parte de estos derivados®?, destacandose el
ligando 19. La Figura 9 muestra los ejemplos de benzo[b]tiofenos desarrollados por los

autores mencionados anteriormente.
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Figura 9.- Estructuras de benzol[b]tiofenos dirigidos hacia la modulacién del receptor CB..

Como se puede observar, no se ha indagado ni desarrollado en gran manera derivados que
contengan el anillo benzo[b]tiofeno como estructura principal en ligandos afines al receptor
CB.. Sin embargo, se han reportado estructuras similares a este nucleo como se discutira

a continuacion.

Algunas estructuras quimicas semejantes que se han investigado son derivados de tiofeno
y tetrahidrobenzo[b]tiofenos como ligandos del receptor CB,. En este sentido, Claudia
Mugnaini et al. reportaron una serie de derivados de tiofenos, de los cuales, aquellos que
presentaban sustituciones con grupos 3-carboxilato, 2-(adamantan-1-il)carboxamido y
grupos alquilo/arilo apolares en las posiciones 4/5 del anillo tiofeno, demostraron alta
afinidad por el receptor CB; y actividad agonista. De esta serie destacé el compuesto 20,
presente en la Figura 10, donde en ensayos experimentales in vitro de un modelo de
dermatitis demostrd resultados exitosos, evidenciando un potencial agente para el
tratamiento de esa patologia®®. Igualmente, se han indagado derivados de
tetrahidrobenzo[b]tiofenos como potenciales ligandos cannabinoides, donde Noha A.
Osman et al. sintetizaron una serie de tetrahidrobenzo[b]tiofenos y pirroles, donde el
compuesto 21 de la Figura 10 , fue el méas potente y selectivo por el receptor CB; (Ki= 2,15

nM), ademas de mostrar una actividad agonista por este mismo®.

OCH,4
Q
0
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Figura 10.- Estructuras destacables de la serie sintetizada de tiofenos y tetrahidrobenzo[b]tiofenos
como ligandos del receptor CB..
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En los ejemplos expuestos en la Figura 10, se puede observar que los anillos de tiofeno y
tetrahidrobenzo[b]tiofeno pueden participar en el disefio de ligandos selectivos por el
receptor CB.. El uso de estos marcos estructurales en esta area de trabajo surgié debido a
las relaciones de isosterismo que presentan con anillos heterociclicos clasicos presentes
en ligandos conocidos, como el 1,3-tiazol y el anillo indol. Estos compuestos presentan
estas propiedades isostérica con los anillos de tiofeno y tetrahidrobenzol[b]tiofeno

respetivamente.

1.12.- Estrategia para la obtenciéon de benzo[d]imidazoles y benzo[b]tiofenos como
ligandos CBo.

Considerando los efectos adversos asociados a la activacién del receptor CB1, se ha
dirigido bastante atencion hacia el receptor CB,. De este modo, la obtencion racional de
nuevos compuestos que posean afinidad y selectividad por el receptor cannabinoides tipo
Il otorgaria un valioso aporte para su comprension farmacoldgica, asi como también para
generar posibles avances en el desarrollo de estrategias terapéuticas en tratamientos

relacionados con la modulacion de este receptor objetivo.

En este sentido, considerando el bioisosterismo antes mencionado del anillo indol de los
famosos ligandos aminoalquilddlicos con los heterociclos de benzo[d]imidazol y
benzo[b]tiofeno, mas las moléculas ya reportadas con selectividad hacia el receptor CB>
gue presentan estos marcos estructurales, se propone el disefio de nuevos ligandos
derivados de unidades aromaticas de benzo[d]imidazoles y benzo[b]tiofenos, junto con los
grupos funcionales esenciales para garantizar selectividad por el receptor CB; y una posible

actividad agonista o antagonistas de estos mismos.

De esta forma, el disefio de los nuevos ligandos propuestos se efectué mediante el estudio
de los patrones de sustitucion otorgados por las series ya reportadas, las que proporcionan
informacion de los requisitos espaciales que deben cumplir los futuros ligandos formados.
Asimismo, es importante considerar los estudios reportados por Xing et al. quienes
obtuvieron mediante técnicas de microscopia crioelectrénica (cryo-EM) el complejo de union
entre el receptor CB, su proteina G inhibitoria (G;) y el ligando WIN55,212-2, que permitid
establecer interacciones importantes entre este conocido ligando y el sitio activo de esta
proteina. Lo anterior, ha permitido detectar la relevancia de los distintos marcos
estructurales de WIN55,212-1, que se observan en la Figura 11A, tal como la porcion de
naftaleno que se extenderia entre los dominios de transmembrana 2 y 3 del receptor (TM2

y TM3) efectuando interacciones de tipo -1 con los aminoacidos de Phe91 (F91%6) y

~26 ~



Phe94 (F942%4); ademas, de interacciones hidrofébicas con los residuos de Phe87 (F872°7),
His95 (H95%%°), Prol84 (P184ft?) y Phe281(F’®°). Asimismo, el anillo inddlico de
WIN55,212-2 (bioisostérico con los anillos de benzo[d]imidazol y benzo[b]tiofeno) se ve
envuelto en interacciones de tipo -1 con Phe117 (F11733%) y Trp258 (W258°%4%), pero
también participaria en interacciones hidrofébicas con los aminoacidos de 1le110 (1110%2°),
Vall13 (V113322) y Phel83 (F183E°\?) entre otros. Por ultimo, el anillo de morfolina también
efectuaria interacciones hidrofébicas adicionales dentro del bolsillo del receptor, las que han
sido reportadas como importantes para la unién de los ligandos a esta diana®®.
Adicionalmente, este estudio ha sugerido que posiblemente las interacciones con los
residuos de Trp194 (W194°%%), Phe117 (F11733%)y Trp258 (W258548) con las porciones de
indol y morfolina serian importante a la hora de distinguir entre un agonista o antagonista
de este receptor. Por consiguiente, para comprobar esto, los autores realizaron un disefio
racional de dos moléculas que fueran selectivas por el receptor CB,, presentes en la Figura
11B. Como se observa en dicha figura, ambos ligandos son estructuralmente parecidos,
excepto por la funcion unida a la porcion sulfonamida, que proporciona diferentes
distancias. Con lo anterior, se concluyo que XIE57 al tener un grupo tiofensulfonamido no
se extienderia lo suficiente para interaccionar con Trp258 (W258%48) comportandose como
agonista, mientras que XIE55 al contener un fragmento de esterilsulfonamida si lo haria
comportdndose como agonista inverso. Por lo tanto, se sugiere que esta interaccion con el
aminoacido Trp258 seria decisiva en cuanto a determinar la actividad agonista o
antagonista de un ligando, lo que ademas, proporciona mayores antecedentes para un

disefio racional®®.
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Figura 11.- A) Interacciones efectuadas entre el aminoalquilindol WIN-55,212-2 y distintos
aminoécidos del sitio activo del receptor CB2. B) Interacciones de XIE55 y XIE57 en el receptor CB:
vinculada a WIN55,212-2. (Fig: Xing, et al., Cryo-EM Structure of the Human Cannabinoid Receptor CB2-
Gi Signaling Complex. Cell 2020, 180 (4), c45-c54.e13).

Considerando lo anteriormente planteado, los ligandos con anillos aromaticos de
benzo[d]imidazol y benzo[b]tiofeno que se sintetizaran seguiran patrones de sustitucion de
grupos que funcionalicen la posicién N-1 en el caso del heterociclo benzo[d]imidazdlico, y
en la posicion 3- para el caso del heterociclo benzo[b]tiofénico. Estos grupos propuestos
gue corresponden a los anillos de naftaleno y/o anisol, estaran unidos a los heterociclos
aromaticos principales mediante un puente o “linker” que sera un carbonilo o carbono
metilénico. En este sentido con las funciones de benzo[d]imidazol, benzo[b]tiofeno y
naftaleno y/o anisol, se buscara emular las mismas interacciones importantes que tiene el
anillo indol y la porcién morfolina de WIN55,2121-2 con los aminoacidos Trp194 (W19454%),
Phell7 (F11733%) y Trp258 (W258°%48). De la misma forma, las posiciones 2- de los anillos
heterociclos se funcionalizaran con grupos lipofilicos, voluminosos, planos y 1-conjugados,
con un atomo electronegativo de oxigeno y/o nitrégeno, favoreciendo interacciones de tipo
hidrofébicas o Tm-stacking, ademas de considerar una distancia prudente para
eventualmente tener actividad agonista con este receptor, considerando lo anteriormente

descrito con respecto a la interaccién con el amino&cido Trp258 (W258%48). En base a esta
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descripcion, los heterociclos de anisol, piridina, furano e isoxazol serian ideales para ser
incluidos en la posicion 2- de los anillos heterociclicos principales. Finalmente, los derivados
benzo[d]imidazélicos a diferencia de los analogos benzo[b]tiofénicos, poseeran un atomo
de cloro (-Cl) en el anillo de benceno del marco heterociclico fusionado para identificar si la
presencia de electroatractores dentro del sistema anular aromatico es relevante para la

selectividad biologica en esta posicion de los anillos principales.

La Figura 12 muestra los patrones de sustitucién anteriormente descritos de los derivados

benzo[d]imidazoles y benzo[b]tiofenos planteados como objetivo sintético.
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Figura 12.- Nuevos ligandos propuestos derivados de benzo[d]imidazol y benzo[b]tiofeno,
sustituidos con diferentes heterociclos en sus posiciones 2- y anillos de anisol/naftaleno en las
posiciones N-1 6 3-, segun corresponda. Para los derivados benzo[d]imidazdlicos se considera una
serie con un puente metilénico y carbonilico.

~32~



2.-HIPOTESIS
Con base en los antecedentes ya expuestos donde se considera:

1) Las propiedades terapéuticas de los ligandos cannabimiméticos.

2) Los efectos adversos asociados a la activacion del receptor CB1 que no se observan
en la activacion del receptor CB..

3) Que los nucleos de benzo[d]imidazol y benzo[b]tiofeno son bioisdsteros del anillo
inddlico presente en los conocidos ligandos cannabinoides aminoalquilinddlicos
(AAlSs), y

4) Los estudios de Xing et al. correspondientes a las interacciones entre el ligando
aminoalquilinddlico WIN55,212- 2 y el complejo/cristal del receptor CB, efectuados

por microscopia criolectronica (cryo-EM).

Se postula que 5/6-cloro-1H-benzo[d]imidazoles y benzo[b]tiofenos funcionalizados en sus
posiciones 2- con distintos anillos heterociclicos aromaticos y derivatizados en sus
posiciones N-1 o 3- respectivamente con anillos de naftoilo o 4-metoxibenzoilo daran origen
a ligandos cannabinoides por el receptor CB;, asi como también una posible actividad

agonista sobre este mismo.

2.1.-OBJETIVOS.

2.1.1.-Objetivo general.
Sintetizar derivados benzo[d]imidazélicos y benzo[b]tiofénicos sustituidos en las posiciones

2- y N-1 con afinidad y selectividad por el receptor cannabinoides tipo Il (CB3).

2.1.2.-Objetivos especificos.
Objetivos sintéticos.

1.-Sintesis y caracterizacion de ligandos cannabinoides derivados del anillo 5/6-cloro-1H-
benzo[d]imidazol sustituidos en la posiciéon 2- con anillos de 3-metoxibenceno, 3-piridina,
furano e isoxazol. Asimismo, seran derivatizados en la posicion N-1 con el anilllo aromético

de anisol (serie 1y serie 1.2).

2.-Sintesis y caracterizacion de ligandos cannabinoides derivados del anillo benzo[b]tiofeno

sustituidos en la posicion 2- con anillos de 3-metoxibenceno, 3-piridina, furano e isoxazol.
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Asimismo, seran derivatizados en la posicion 3- con los anillos naftaleno y/o anisol (serie 2
y 3).

Obijetivos biolégicos.

1.-Evaluacion de la viabilidad celular (efecto citotoxico) de los nuevos ligandos
benzo[d]imidazélicos (serie 1y 1.2) y benzo[b]tiofénicos (serie 2 y 3) mediante el método
colorimétrico de reduccion de sales de tetrazolio a formazén (ensayo MTT) determinando
los valores de concentracion efectiva media maxima (ECso) sobre cultivos de células
HEK293T (células embrionarias de rifibn humano con baja densidad de expresion de
receptores CB) HL-60 (leucemia promielocitica humana, que expresan en mayor cantidad
el receptor CB2 ) y U-87MG (cerebro humano-glioblastoma astrocitoma-, que expresan en
mayor cantidad al receptor CB1). Se determinara el indice de selectividad citotdxico entre
células que expresan receptores CB- y células que expresan receptores CB; [ECso(Cel. exp
CB3)/ ECso(Cel. exp CB1)]. Los resultados darian indicios del posible comportamiento

agonista de los nuevos ligandos.

3.-RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.- Sintesis: resultados y discusion.

3.1.1.- Sintesis de derivados de 5/6-cloro-1H-benzo[d]imidazol con puente carbonilo
en posicion 1 (serie 1)

Para obtener la familia de benzo[d]imidazoles sustituidos en la posiciébn 2- con los
heterociclos 3-metoxibenceno, 3-piridina, furano e isoxazol, y que a su vez presentan un
puente carbonilo unido al nitrogeno 1 del anillo benzo[d]imidazol que conecta con una
porcién aromatica de anillo anisol (serie 1), se planteé la siguiente estrategia sintética

representada en el Esquema 1, la cual comprende dos pasos distintos de reaccion:

cl N N
NH2 N A\ \>_R
/@ /@ >_R1 \©ir\|>_ cl N
cl NH, cl N
1

o + @]
2 (a-d)

HaCO H3CO
3 (a-d) y sus
isomeros 3(a'-d")
] N~
—N

OCH5
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Esquema 1.-Estrategia de sintesis de benzo[d]imidazoles como ligandos cannabinoides. Reactivos
y condiciones: i) correspondientes aldehidos o &cidos carboxilicos. Para aldehido; DMF,
MgCl2-6H20, 24h, t.a. Para acidos carboxilicos: &cido polifosférico (PPA), 180°C. ii) Cloruro de 4-
metoxibenzoilo, NaH, THFanh, atmésfera de N2, 1h.

El primer paso involucra la formacion de los anillos benzo[d]imidazol para la obtencion de
los intermediarios 2(a-b) a través de la condensacion entre la 4-cloro-o-feniléndiamina (1) y
distintos derivados de aldehidos. En un principio, ocurre un ataque nucleofilico por parte de
uno de los grupos amino (-NH-) de la 4-cloro-o-feniléndiamina hacia el carbono carbonilico
del aldehido, elimindndose una molécula de agua y formando una base de Schiff
intermediaria® . Luego, mediante un ataque intramolecular del segundo grupo amino,
ocurre la ciclacion dando lugar a un anillo de cinco miembros fusionado al benceno
clorado®’. Finalmente, con ayuda de un proceso de oxidaciéon se forma el nlcleo aromaético

de benzo[d]imidazol. El Esquema 2 explica el mecanismo anteriormente descrito.

NHZ O) NH;; e
n JJ\ —— o
H R, @)\
cl NH, fof N R,

7\
TR 4
NH., on NH,
/L
1,0 AN
Cl N R4 =
I-} cl N7 Ry

H

H
oo s oS
R R
Cl H Cl ”

Esquema 2.- Mecanismo general para la formacién de benzo[d]imidazoles sustituidos en la
posicién 2- del anillo aromatico.

Como se explaya en el Esquema 2, para completar la formaciéon del anillo de
benzo[d]imidazol es necesario un paso de oxidacion, lo cual involucra la participacion de un
agente oxidante que propicie esta parte final. Se han reportado una gran variedad de
compuestos que cumplen el papel de acidos de Lewis, que catalizan la obtencion de
benzo[d]imidazoles®®%:707t " Sin embargo, para la formacién especifica de este nicleo
biciclico nitrogenado, necesario para dar origen a la serie 1, se utilizé el acido de Lewis
cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,-6H.0),ya que se han reportado buenos
rendimientos al emplearlo, corresponde a un reactivo de bajo costo y no promueve la

formacion de subproductos ni estancamiento de las especies intermediarias’.
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El primer paso de reaccion anteriormente descrito permite obtener los benzo[d]imidazoles
sustituidos en la posiciéon 2- con anillos heterociclicos de 3-metoxibenceno, 3-piridina y
furano 2(a-c). Para conseguir el benzo[d]imidazol sustituido en la posicién 2- con el grupo
isoxazol 2(d), se utilizé el reactivo acido isoxazol-3-carboxilico, el cual reacciona con la 4-
cloro-o-feniléndiamina (1) por medio de un mecanismo de condensacion con derivados de
acidos carboxilicos™, el cual se detalla en el esquema 3. Esta reaccion involucra esta vez
acido polifosférico (PPA del inglés Polyphosporic acid) como catalizador y medio de

reaccion, reemplazando a un solvente tradicional”.

NH, o_) NH, @
+ JJ\ E—= £
cl N, TOAR cl ﬁksH
2 W V)
T
NH; oH NH,
L <= SR
cl N7 | oH -H0 cl N)\m
I R H
H
Hy -
N O N OH
N ——
>LR1 —~———— Ry
N N
cl N cl

Esquema 3.- Mecanismo general para la obtencién de benzo[d]imidazoles con derivados de
acidos carboxilicos.

El segundo paso de reaccién, como se puede ver en el Esquema 1, propicia conseguir los
compuestos finales denominados como 3(a-d) y 3(a’-d"), donde se utiliza la base fuerte
hidruro de sodio (NaH) que realiza la abstraccién del protén 1H del &tomo de nitrégeno del
benzo[d]imidazol. Luego este anién actuara como nucledfilo atacando al carbonilo del
cloruro de 4-metoxibenzoilo, desplazando al atomo de cloro de esta estructura dando origen
a dos distintos compuestos regioisémeros que tendran al atomo de -Cl en las posiciones 5-
0 6- del anillo benzo[d]imidazdlico. Una vez purificados los intermediarios 2(a-d), fueron
caracterizados por técnicas espectroscopicas de resonancia magnética nuclear de protones
1 (*H-RMN) y resonancia magnética nuclear de carbono 13 (**C-RMN). Todas las muestras
fueron preparadas con el solvente dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) observandose las

diversas sefales de protones para cada molécula. Particularmente, se identifica para los
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cuatro intermediarios la sefial del protdn unido al nitrogeno 1 del benzo[d]imidazol, el cual
se observa como un singlete a un desplazamiento quimico (8) de 12,93 ppm, 13,29 ppm,

13,13 ppmy 13,57 ppm para los intermediarios 2a, 2b, 2c y 2d respectivamente.

Los procedimientos anteriormente descritos para la obtencién de los intermediarios
benzo[d]imidazdlicos 2(a-d) con el oxidante MgCl,-6H.O y PPA muestran rendimientos
mayores o iguales al 50% (Tabla 1). Los valores obtenidos se consideraron adecuados para
avanzar con el siguiente paso de reaccion planteado. Asimismo, al momento de monitorear
la reaccion a través de cromatografia en capa fina (TLC del inglés Thin Layer
Chromatography), se observaron en cada uno de los ensayos y eluciones, los factores de
retencién (Ry) correspondientes a los reactivos de partida, junto con la sefal de R
correspondiente al producto deseado. Debido a lo anterior, indica la nula formacién de
intermediarios y subproductos, considerando que es comun la formacion de estos mismos
en la sintesis de benzo[d]imidazoles bajo diferentes condiciones de reaccién, siendo los
mas comunes la estructura de imina intermediaria correspondiente y aquellos derivados de
benzo[d]imidazoles disustituidos en las posiciones 1- 2 del heterociclo’.La siguiente Tabla

1 muestra los porcentajes de rendimiento para cada intermediario benzo[d]imidazdlico 2(a

d):
N
Cl \>;R1
N
H
R1

Compuesto Rendimiento
(%)
2a E—Q 58
OCHj3

2b / \ 55
—N

2c 0O 56
N

2d N~ 50
/4 0
—




Tabla 1.- Resumen de porcentajes de rendimiento para cada derivado de benzo[d]imidazol
sustituido en la posicion 2- con anillos anisol y heterociclos de piridina, furano e isoxazol
respectivamente.

Una vez caracterizados e identificado los cuatro intermediarios, se prosigue al paso dos del
esquema 1 de sintesis presentado anteriormente. Para obtener los productos finales 3(a-d)
y 3(a’-d"), se realiza la abstraccion del proton 1H del &omo de nitrdgeno del
benzo[d]imidazol con la base fuerte hidruro de sodio (NaH) formando un anién para cada
intermediario benzo[d]imidazdlico. Luego, cada anion actuara como nucledfilo atacando al
carbonilo del cloruro de 4-metoxibenzoilo, desplazando al atomo de cloro de esta estructura
dando origen a dos distintos compuestos regioisémeros que tienen al atomo de -Cl en las

posiciones 5- 0 6- del anillo benzo[d]imidazélico.

Inmediatamente finalizada la formacion de estos, se separaron ambos regioisomeros
mediante diferentes tipos de purificacion como columna cromatografica sobre gel de silice
y placas de capa preparativa, empleando diversas fases mdviles gracias a que presentan

distintos factores de retencion (Rf).

Una vez separados los pares de regioisdmeros obtenidos por reaccion de acilacion, se
conté con ocho compuestos totales, los que se identificaron y caracterizaron mediante
espectroscopia 'H-RMN y *C-RMN. Las muestras para los compuestos 3(a-c) y 3(a’-c"),
fueron preparadas con el solvente cloroformo deuterado (CDCIs) y para los compuestos
3(d) y 3(d), se les solubiliz6 en DMSO-ds.

Una vez obtenidos los espectros unidimensionales fue imprescindible obtener y analizar el
espectro DEPT-135 (Distortionless enhancement by polarization transfer), y aquellos
bidimensionales (2D), es decir, COSY (Homonuclear correlation spectroscopy), HMBC
(Heteronuclear multiple bond correlation) y HSQC (Heteronuclear single quantum
coherence), para obtener una correcta identificacién de las sefiales de cada atomo, y por

tanto, la confirmacion de la posicion del &tomo de cloro en cada regioisémero.

A modo de ejemplo, se presenta a continuacién los andlisis espectroscopicos y la
caracterizacion de los regioisémeros 3(d) y 3(d"), los cuales en la posicidn 2- del anillo
benzo[d]imidazol contienen el heterociclo isoxazol. Las moléculas de benzo[d]imidazol se
han enumerado acorde a una nomenclatura propia, la cual no se coincide con la

nomenclatura IUPAC de benzo[d]imidazoles. Primeramente, es necesario identificar las
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sefales de los protones en el espectro de *H-RMN, lo cual es posible gracias a los
desplazamientos quimicos predecibles y a las constantes de acoplamiento (J) que presenta
la molécula. La Figura 13, muestra el espectro de protones y la ampliacién de la zona
aromatica de este mismo, para el compuesto 3(d) con sus respectivas asignaciones. Los
analisis ya realizados que se detallaran proximamente indican que este regioisémero
presenta el &tomo de cloro en la posicion 5- del anillo benzo[d]imidazélico. Asimismo, se
puede observar que en la leyenda de la figura se informan las sefiales y constantes de

acoplamiento (J) para cada una de ellas.
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Figura 13.- Espectro *H-RMN y ampliacion de la zona aromatica del compuesto (5-cloro-2- (isoxazol-
3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona (3d) con sus respectivas sefiales y constantes
de acoplamiento:(300 MHz, DMSO-ds) ©: 9,10 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hz0), 8,02 (d, J meta = 1,9 Hz, 1H, Hs),
7,76 (d, J = 8,9 Hz, 2H, His-H17), 7,45 (dd, J orto, meta = 8,8; 2,0 Hz, 1H, Hz), 7,37 (d, J orto = 8,8 Hz, 1H, Ha),
7,15 (d, 3 = 1,7 Hz, 1H, H19), 7,06 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H14-H1s), 3,85 (s, 1H, Hzs).

De la misma forma, se presenta en la Figura 14, el espectro de 3C-RMN de la molécula

3(d), con las sefiales de carbono y sus respectivas asignaciones.
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Figura 14.- Espectro *C-NMR del compuesto (5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-
metoxifenil)metanona (3d) con sus respectivas sefiales *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) &: 166,42(10C),
164,71 (15C), 161,33 (20C), 153,56 (12C), 143,50 (8C), 142,95 (5C), 133,28 (4C), 133,22 (13,17C),
128,60 (1C), 125,78 (2C), 123,70 (11C), 119,86 (6C), 114,66 (14,16C), 113,86 (3C), 105,03 (19C), 55,80
(25C).
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Para poder realizar la correcta asignacion de todas las sefales de protones y carbono, es
preciso analizar los espectros en dos dimensiones, y como se menciond anteriormente,
para poder determinar la posicién del atomo de cloro en la molécula. En la Figura 16, se
observa una ampliacién del espectro HMBC del compuesto 3d que muestra las sefiales
mas importantes que permiten identificar la posicion exacta del atomo de -Cl. Es preciso
identificar los desplazamientos de los carbonos cuaternarios 4- y 5- (C-4 y C-5) que
corresponden a aquellos atomos puente de la fusion entre los anillos que componen el
heterociclo de benzo[d]imidazol. Para conseguir certeramente la asignacion por
desplazamiento en ppm de estas sefiales de los atomos de carbono sefalados se efectud
un analisis al espectro HMBC del compuesto 5-cloro-1-etil-2-(furan-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol previamente sintetizado para efectos de estudios espectroscOpicos
considerando que esta molécula posee una estructura similar a los compuestos objetivo en
este estudio, pero de menor complejidad estructural. EI compuesto 5-cloro-1-etil-2-(furan-
2-il)-1H-benzo[d]imidazol presenta una relacién de 3 enlaces de distancia entre los protones
metilénicos a 4,37 ppm y el carbono cuaternario puente asignado con el nimero 4- (Figura
15). Con esto, se logré identificar con claridad que dichos protones del grupo —CH,— sélo
interactian con el carbono cuaternario a 133,77 ppm y no con aquel a 143,85 ppm
correspondiente al atomo de carbono designado con el nimero 5- (C-5). Con el analisis
anterior, se concluyé que en el sistema anular benzo[d]imidazolico, el carbono 4- aparece

siempre a campo bajo en comparacion con el carbono cuaternario 5-.

144,85 ppm

4,37 ppm
1

133,77 ppm —| ¢

144,85 ppm =

| 146

82 80 78 76 74 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 S50 45 46 44 42 40 38

Figura 15.-Estructura del compuesto 5-cloro-1-etil-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol utilizado
como patrén para poder determinar el desplazamiento (ppm) exacto de los atomos de carbono
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cuaternarios 4- y 5- a través de la relacién de tres enlaces (en rojo) con los protones metilénicos (en
azul).

Ahora con los datos descritos anteriormente, fue posible identificar los mismos carbonos de
numeraciéon 4- y 5- en el compuesto 3d. Como se indica anteriormente, la Figura 16,
muestra una ampliacion de la zona aromatica del espectro HMBC de dicho compuesto,
permitiendo identificar la posicion exacta del atomo de -Cl. En este regioisémero 3d, el
carbono 4- (C-4) se encontraria a un desplazamiento de 133,28 ppm y el carbono 5- (C-5)
a un desplazamiento de 142,95 ppm mas desapantallado. La identificacion de estas sefales
permite ahora encontrar relaciones entre carbonos e hidrégenos, y por tanto, en
concordancia con las multiplicidades de cada sefial de hidrégeno en el anillo de
benzo[d]imidazol, es posible dilucidar la posicién exacta del atomo de cloro. De forma
analoga que para el compuesto 5-cloro-1-etil-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol de la Figura
15 , se encuentra que los Unicos protones que tienen una relacion de 3 enlaces con el
carbono 4-, son los designados como Hs y H». Igualmente, el protdon Hs es el Unico que
presenta una relacién de 3 enlaces con el carbono 5-. Estas correspondencias estan

destacadas con color amarillo y azul, respectivamente en la Figura 16.
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Figura 16.- Espectro bidimensional HMBC del compuesto (5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona con sus sefiales caracteristicas entre el carbono 4 (C-
4) y los protones Hz y He, y el carbono 5 (C-5) con el protdn Hs, que corroboran la posicion del &tomo
de cloro.
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De la misma forma, existen otros antecedentes que confirman la posiciéon del &tomo de Cl-
en la posicidn 5- del anillo de benzo[d]imidazol. El protén Hs que interactia con C-4 y cuyo
desplazamiento es de 8,02 ppm en el espectro de *H-RMN, cuenta con una constante de
acoplamiento pequefa (por su posicion meta con respecto al protén H,) de J = 1,9 Hz,
confirmando que su atomo vecino (carbono 1) debe sostener al atomo de -Cl. De la misma
manera, el protobn H, que también interactia con C-4, con desplazamiento a 7,45ppm
corresponde a un doblete de dobletes (dd) mostrando dos tipos distintos de constantes de
acoplamiento (interacciones orto y meta con los protones Hs y Heg respectivamente) de J=
8,8 Hzy J=2,0Hz.

De igual modo, en la Figura 17 y Figura 18, se encuentran los espectros de *H-RMN y *C-
RMN, respectivamente del regioisomero 3d” donde se observa la asignacion para cada
protdén y carbono de esta molécula. Al igual que para el regioisémero anterior, se observa

en las leyendas de las figuras las sefiales y constantes de acoplamiento.
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Figura 17.- Espectro H-RMN y ampliacion de la zona aromatica del compuesto (6-cloro-2-
(isoxazol-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona (3d”) con sus respectivas sefales y
constantes de acoplamiento: *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &: 9,08 (d, J=1,7 Hz, 1H, H20), 7,94 (d, J
orto = 8,6 HZ, 1H, HG), 7,75 (d, J= 8,9 HZ, 2H, H13-H17), 7,48 (dd, J orto, meta = 8,6; 2,0 HZ, 1H ,Hl),
7,44 (d, J meta = 2,0 Hz, 1H, Hs), 7,14 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hag), 7,05 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H14-H1s), 3,85
(s, 3H, Hzs).
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Figura 18.- Espectro *3C-RMN del compuesto (6-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-
metoxifenil)metanona (3d”) con sus respectivas sefiales:**C-NMR (75 MHz, DMSO- ds) & 167,00
(10C), 165,31 (15C), 161,92 (20C), 154,21 (12C), 143,67 (8C), 141,55 (5C), 135,66 (4C), 133,86
(13,17C), 130,60 (2C), 125,40 (1C), 124,36 (11C), 122,43 (6C), 115,25 (14,16C), 112,96 (3C), 105,63
(19C), 56,43 (25C).
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De igual manera que para el regioisomero 3d anterior, se identificaron los carbonos 4-y 5-
efectuando esta vez un parangén con el compuesto isomérico 6-cloro-1-etil-2-(furan-2-il)-
1H-benzo[d]imidazol de menor complejidad. Por lo tanto, nuevamente con los antecedentes
espectroscépicos de este patron es posible extrapolar el desplazamiento de las sefiales
para 3d’.

El desplazamiento de los carbonos 4-y 5- del compuesto 3d” tienen un valor de 135,66 ppm
para el carbono 4- (C-4) y 141,55 ppm para el carbono 5- (C-5). Una vez identificados estos
carbonos, es posible establecer que el Unico protén que tiene una interaccién de distancia
a 3 enlaces con el carbono 4- es Hg (ver estructura de 3d’ en Figura 19). Asimismo, los
protones Hi: y Hs, son los Unicos que tienen interaccion a 3 enlaces de distancia con el
carbono 5-. De esta manera, se pueden corroborar las relaciones anteriormente
mencionadas observando el espectro HMBC de 3d’ que se muestra en la Figura 19. Las

relaciones anteriormente mencionadas se han destacado con color naranjo y morado

respectivamente.
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Figura 19.- Espectro bidimensional HMBC del compuesto (6-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-
benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona (3d") con sus sefales caracteristicas entre el carbono
4- (C-4) y el protén He, y el carbono 5- (C-5) con los protones Hi y Hs, que corroboran la posicion del
atomo de cloro.

Al igual que para el derivado 3d anteriormente discutido, se puede corroborar la posicién 6-
del atomo de cloro en el anillo benzo[d]imidazol del compuesto 3d” viendo las constantes
de acoplamiento que presentan los protones del heterociclo, y combinando estas

propiedades con la identificacion inequivoca a tres enlaces que se hizo previamente con el
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espectro HMBC. El protdn Heg presenta un desplazamiento de 7,94ppm en el espectro de
!H-RMN, con una constante de acoplamiento de J = 8,6 Hz (interaccién orto con el proton
Hi), y se puede observar, ademas, que no existe una interacciébn meta con ningun protén,
lo que indica con certeza el a&tomo de cloro ya no se encuentra en la posicion 5- como en el
regioisémero anterior 3d, sino en la posicién 6- del anillo benzo[d]imidazol.

Los andlisis para identificar los compuestos 3d y 3d” también fueron efectuados para
determinar los regioisémeros 3(a-c) y 3(a’-c”) correspondientes a los derivados sustituidos
con anillos de 3-metoxibenceno, 3-piridina y furano en la posicion 2- del ndcleo
benzo[d]imidazol, respectivamente. Se pudo establecer mediante los estudios
espectroscopicos realizados, que todos los regioisomeros 3(a-d) presentan el &tomo de
cloro en la posicién 5-, mientras que los compuestos 3(a’-d”) lo tienen en la posicion 6- del
mismo nucleo heterociclico central.

A continuacion, se expone la Tabla 2 con los rendimientos obtenidos para los compuestos
3(a-d) y 3(a’-d"), donde se ha expresado en una columna el rendimiento total para ambos
regioisdmeros, y de este mismo, se desglosa en la siguiente columna, el rendimiento por
regioisomero.

Como se puede ver, hay practicamente una relacion 1:1 para la formacién de cada isémero

Cl N N
T O
N cl N

O O
+

H3CO H5CO
Isomero 3(a-d) Isdmero 3(a’-d’)
Compuesto R1 Posicion Rendimiento
atomo por
cloro regioisbmero
(%)
3a 5 32
3a’ ‘_Q 6 28
OCHs,
3b 5
—N
3b’ 6 27
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3c O 5 20
3c’ w 6 20

3d 5 30

Tabla 2.- Resumen de rendimientos para los compuestos finales de la serie de benzo[d]imidazoles
3(a-d) y 3(a’-d"), donde se informa los rendimientos detallados de cada regioisémero.

3.1.2.- Sintesis de derivados de 5/6-cloro-1H-benzo[d]imidazol con puente metilénico
en posicion 1 (serie 1.2)

Para la obtencion de los compuestos de la serie 1.2, se propuso el siguiente esquema
sintético, que se detallara a continuacioén. El primer paso de reaccion, al igual que la sintesis
de la serie 1, contemplé la formacion del nicleo benzo[d]imidazol a través de la
condensacion entre la 4-cloro-o-feniléndiamina (1) con los diferentes derivados de
aldehidos/acido carboxilico. Esta reaccion dio formacion a los intermediarios 2(a-d), los
cuales se encuentran sustituidos en la posicidn 2- del anillo, con las porciones del tipo 3-
metoxibenceno, 3-piridina, furano e isoxazol. El Esquema 4 de reaccion, muestra los dos

pasos que contemplan la formacion total de los compuestos de la serie 1.2.

H,CO
liln o

O = C
S S
4 5 (a-d) O

. O

s

7 (a-d)
R, = - GRo- o ¢ Neo
Ln)leé_Q b) R, = g__é’:_} c) Ry é_@ cl)leé_Q?I

OCH,

Esquema 4.- Estrategia de sintesis de benzo[d]imidazoles como ligandos cannabinoides de la serie
3.2(a-d) y 3.2(a’-d’). Reactivos y condiciones: i) correspondientes aldehidos o acidos carboxilicos.
Para aldehido; DMF, MgCl.-6H20, 24h, t.a. Para acidos carboxilicos: acido polifosforico (PPA),
180°C. ii) Bromuro de 4-metoxibencilo, NaH, THF, 24h.
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A diferencia de la sintesis de la serie 1 de benzo[d]imidazoles ( Esquema 1), la obtencion
de esta serie 3.2(a-d)/3.2(a’-d’) contempla un segundo paso diferente. Para proceder al
siguiente paso de reaccion segun el Esquema 4 , se sintetiz6 en primera instancia el reactivo
bromuro de 4-metoxibencilo (6) a partir del &cido 4-metoxibenzoico (4) como se muestra en
el Esquema 5. El primer paso comienza con la reduccion del derivado de acido carboxilico
(4) con hidruro de litio y aluminio (LiAIH,) para dar formacion al respectivo alcohol’® (5). A
continuacién dicho alcohol en un segundo paso realiza un ataque al compuesto tribromuro
de fésforo (PBrs), expulsando un atomo de bromo como ion bromuro (Br’), con el fin de
obtener un buen grupo saliente que sea capaz de ser desplazado por el mismo Br generado
anteriormente mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica bimolecular (SN2)”” , y por

consiguiente, dar origen al compuesto (6) deseado.

COOH OH Br
1 11
—T —
OCH, OCH; OCH;
4 5 6

Esquema 5.-Estrategia de sintesis del reactivo bromuro de 4-metoxibencilo. Reactivos y
condiciones: i) 1) LiAlHa, THFann, 1h/2) HCI, 1N. ii) PBrs, Et20, 24h.

Una vez obtenido el derivado de haluro de bencilo, se prosiguié con la sintesis de los
regioisomeros 3.2(a-d) y 3.2(a’-d") del Esquema 4. Para ello se realiza la abstraccién del
protén 1H- de los atomos de nitrégeno de los benzo[d]imidazoles 2(a-d) con ayuda de la
base NaH formando los aniones respectivos, los cuales atacan al atomo de carbono que
sostiene al grupo saliente atomo de bromo (-Br) del bromuro de 4-metoxibencilo (6),
desplazandolo. Al igual que para la obtencion de los benzo[d]imidazoles de la serie 1, este
ataque da origen a dos diferentes regioisbmeros que presentan al atomo de -Cl en
posiciones 5- 0 6- del anillo heterociclico benzo[d]imidazol.

Una vez separados y purificados los regioisomeros, estos fueron caracterizados mediante
espectroscopia en una dimension: *H-RMN y *C-RMN y también en dos dimensiones:
COSY, DEPT-135, HMBC y HSQC. Los compuestos 3.2(a-c) y 3.2(a’-c”) fueron
solubilizados con CDCI; y los compuestos 3.2(d) y 3.2(d") se utilizé el solvente DMSO-ds
para preparar las muestras para espectroscopia. Una vez obtenidos los resultados, se

asignaron completamente las sefiales para cada protény carbono de los compuestos, como
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también la correcta posicion que tiene el &tomo de cloro en cada molécula. De la misma
forma como se describié anteriormente el andlisis de los compuestos 3(d) y 3(d"), se
realizara la misma explicacién para los compuestos 3.2(d) y 3.2(d"), ya que ambos pares
de regiosdmeros presentan al nucleo isoxazol en la posiciébn 2- del anillo principal
benzo[d]imidazol.

A continuacion, en la Figura 20 y Figura 21, se presenta los espectros *H-RMN y *C-RMN

con la asignacién correspondiente para cada proton y carbono del compuesto 3.2(d).
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Figura 20.- Espectro *H-RMN y ampliacién de la zona aromatica del compuesto 5-cloro-2-(isoxazol-
3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2d) con sus respectivas sefiales y constantes de
acoplamiento: *H-RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 9,22 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H20), 7,86 (d, J =2,0 Hz, 1H
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, HG), 7,70 (d, J orto — 8,7 HZ, 1H ,H3), 7,37(dd, J orto, meta — 8,7, 2,0 HZ, 2H, H2), 7,26 (d, J= 1,7 HZ, 1H,
Has), 7,12 (d, J = 8,6 Hz, 2H, His-H17), 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hu-Has), 5,90 (s, 1H , Hio), 3,67 (s,
3H, Hzs).
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Figura 21.- Espectro *C-RMN del compuesto 5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-
benzo[d]imidazol (3.2d) con sus respectivas sefiales: 1*C-NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 160,98 (20C),
158,69 (15C), 154,96 (12C), 143,56 (8C), 143,32 (5C), 134,71 (4C), 128,39 (11C), 128,18 (13,17C),
127,41 (1C), 124,34 (2C), 119,28 (6C), 114,08 (14,16C), 113,13 (3C), 105,83 (19C), 55,02 (25C),
47,57 (11C).

Para obtener una integra asignacion de las sefiales espectrales, se recurrié al analisis del
espectro HMBC, asi como también se utilizé esta técnica con el fin de asignar
correctamente la posicién del &tomo de cloro en el anillo heterociclico principal. La Figura
22 muestra una ampliacién de este espectro 2D-HMBC con las sefiales importantes a
considerar del compuesto 3.2d.

Debido a la relacién de 3 enlaces de distancia que existe entre el protén metilénico asignado
como Hio, es posible encontrar el carbono cuaternario asignado con el nimero 4- (C-4),
cuyo desplazamiento es de 134,71ppm en el espectro de carbono-13. Considerando esto,
y teniendo identificado dicho carbono, los Unicos protones que tienen una relacion de 3
enlaces con este atomo son los asignados como Hz y Hes, como se ve en la Figura 22, donde
dichas relaciones se han destacado en color amarillo. De la misma forma, podemos
encontrar una relacién de 3 enlaces de distancia entre el protén Hs y el C-5, lo que permite
encontrar dicho desplazamiento a 143,32 ppm. Esta correspondencia se muestra con color

azul en la Figura 22.
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Figura 22.- Espectro bidimensional HMBC del compuesto 5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-
metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2d) con sus sefiales caracteristicas entre el carbono 4- (C-4) y
los protones H2 y He, y entre el carbono 5- (C-5) y el protén Hs, que corroboran la posicién del atomo
de cloro.

Por otro lado, también se pueden mencionar algunas consideraciones que corroboran la
posicién del atomo de CI- en la posicion 5- del anillo de benzo[d]imidazol. El proton He que
interactlia con C4 y cuyo desplazamiento es de 7,86 ppm en el espectro de *H-RMN, cuenta
con una constante de acoplamiento pequefia (por su posicion meta con respecto al protén
H2) de J = 2,0 Hz, confirmando que su atomo vecino (carbono 1) debe sostener al &tomo de
-Cl. De la misma manera, el proton H, que también interactia con C-4 a tres enlaces de
distancia en el espectro HMBC y con desplazamiento de 7,37ppm, corresponde a un
doblete de dobletes (dd) mostrando dos tipos distintos de constantes de acoplamiento
(interacciones orto y meta con los protones Hsz y Hg, respectivamente) de J= 8,7 Hz y J=
2,0Hz.

Del mismo modo a lo descrito anteriormente, se pueden interpretar los espectros de H-
RMN y 3C-RMN para el compuesto 3.2d” y asi obtener la correcta identificaciéon de sus
sefales y saber la posicion del atomo de cloro en el anillo heterociclico nitrogenado
bifusioando. La Figura 23 y Figura 24, exhiben los espectros de resonancia magnética
nuclear de protones y carbono, ademas de las identificaciones para cada sefial del

compuesto 3.2d".
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Figura 23.- Espectro *H-RMN y ampliacién de la zona aromatica del compuesto 6-cloro-2-(isoxazol-
3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2d") con sus respectivas sefiales y constantes de
acoplamiento: *H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8 9,21 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hz), 7,83 (d, J meta= 2,0 Hz,
1H, H3), 7,80 (d, J oo = 8,7 HZ, 1H, HG), 7,33 (dd, J orto, meta — 8,7, 2,0 HZ, 1H, He), 7,25 (d, J= 1,7 HZ,
1H, Hi9), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H13-H17), 6,85 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H14-Hzs), 5,91 (s, 1H, Hio), 3,68 (s,
3H, Hzs).
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Figura 24.- Espectro 'C-RMN del 6-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-

benzo[d]imidazol (3.2d") con sus respectivas sefiales: **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) &: 160,93 (20C),

158,69 (15C), 154,97 (12C), 143,27 (8C), 141,30 (5C), 136,61 (4C), 128,67 (11C), 128,40 (2C),

128,16 (13,17C), 123,40 (1C), 121,32 (6C), 114,10 (14,16C), 111,53 (3C), 105,80 (19C), 55,02 (24C),

47,43 (10C).

Se puede observar que tanto para el espectro de protones *H-RMN y carbonos *C-RMN,
hay sefiales que no corresponden a la estructura de la molécula 3.2 (d"). Estas impurezas
fueron identificables como el intermediario benzo[d]imidazol 2d. Es decir, el compuesto
benzo[d]imidazol sustituido Unicamente en la posicion 2- con el anillo isoxazol. A pesar de

ello, no hubo ningun inconveniente para lograr identificar con certeza este regioisbmero.

En la Figura 25 se observa la ampliacion del espectro HMBC correspondiente a las sefiales
mas importantes que finalmente, en conjunto con los demas analisis espectroscopicos,
permiten la correcta asignacién de todos los atomos de hidrégeno, carbono y cloro del
compuesto. De este modo, es posible identificar la sefial del carbono cuaternario asignado
con el nimero 4- (C-4), que se encuentra a 136,61 ppm, gracias a la relacién de 3 enlaces
gue tiene con el proton metilénico asignado como Hio. Una vez identificado este carbono
cuaternario, el inico protdn que es capaz de tener relacion a 3 enlaces de distancia dentro
del anillo bencénico del benzo[d]imidazol con C-4, es aquel asignado como Hs, cuya
interaccion se representa con lineas naranjas en la Figura 25. El protén doblete Hs que se
encuentra a un desplazamiento aproximado de 7,80 ppm y posee una Unica constante de
acoplamiento de valor J = 8,7Hz, correspondiente a la interaccion orto que tiene con el
protdbn vecino Hi, y no presenta ninguna interaccion de posicion meta confirmando

entonces, la posicion del &tomo de cloro en la molécula que corresponde al carbono 6-(C-
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6). Por otro lado, se puede identificar el desplazamiento del atomo de carbono-5 (C-5),
debido a la relacién de 3 enlaces de distancia que tiene con los protones Hi y Hs los que
son facilmente identificables por sus multiplicidades y constantes de acoplamiento. Las
interacciones mencionadas se destacan con lineas moradas en la Figura 25. La interaccion
entre Hi, Hz y C-5 hacen identificable el &tomo de carbono cuaternario C-5 a 141,30 ppm

de desplazamiento en el espectro de carbono-13.
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Figura 25.- Espectro bidimensional HMBC de la molécula 6-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-
metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2d") con las sefiales importantes entre el protén He y el
carbono C-4, destacado en naranjo, y la relacion de distancia entre los protones Hs y Hs con el
carbono C-5, destacado con color morado.

El andlisis espectroscdpico anterior, se realiz6 para la correcta identificaciéon de los
compuestos 3.2(a-c) y 3.2(a’-c’), que corresponden a los compuestos sustituidos con los
anillos de 3-metoxibenceno, 3-piridina y furano respectivamente, en la posicién 2- del nucleo
benzo[d]imidazol, méas el grupo 4-metoxibenzoilo en el &tomo de nitrégeno de la posicion 1.
Con los estudios espectroscopicos efectuados se pudo establecer que los productos 3.2(a-
d) tienen al atomo de cloro en la posicién 5- en el anillo principal benzo[d]imidazdlico, y los
regioisomeros 3.2(a’-d"), presentan el atomo de cloro en la posicién 6- del mismo anillo
heterociclico.

A continuacion, se expone en la Tabla 3 un resumen de los rendimientos obtenidos de cada
regioisomero de los derivados de benzo[d]imidazoles sintetizados, correspondiente a la
serie 1.2. Como se observa, los rendimientos totales fueron por sobre el 50% exceptuando

para aquel compuesto que presenta el heterociclo de furano en la posiciéon 2- del nacleo
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principal. De igual manera, al determinar los rendimientos detallados de cada regioisémero,

se puede establecer una razén aproximada de 1:1 para la obtencion de ellos.

\©: H—r, ‘>—R1

HCO

Isomero 3.2(a-d)

H,CO
Isomero 3.2(a’-d")

Compuesto R1 Posicion Rendimiento
atomo por
cloro regioisomero
(%)
3.2a 5 31
3.2a E’_Q 6 27
OCH,4

3.2b 5
7\ 20

3.2b’ — 6
28

3.2c 5
o 26

3.2¢’ é_@ 6
20

3.2d 5
N~ 28

; i

3.2d __ 6

39

Tabla 3.- Resumen de rendimientos para los compuestos finales de la serie de benzo[d]imidazoles
3.2(a-d) y 3.2(a’-d"), donde se informa los rendimientos detallados de cada regioisémero.

3.1.3.- Sintesis de derivados de benzo[b]tiofenos (serie 2y 3)

La estrategia de sintesis para la obtencién de los derivados de benzo[b]tiofenos 6(a-d) y
7(a-d) (series 2 y 3 respectivamente) esta descrita en el Esquema 6. El primer paso de
reaccion contempla la obtencion de los intermediarios 5(a-d), a través de distintos
acoplamientos de Suzuki-Miyaura™ entre el acido benzo[b]tiofeno-2-borénico (4) y los

diferentes haluros aromaticos propuestos. Luego de la obtencion de los intermediarios 5(a-
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d), se realizara una acilacion de Friedel-Crafts™ con cloruro de 4-metoxibenzoilo o cloruro

de 1-naftoilo para obtener los compuestos 6 (a-d) y 7 (a-d) respectivamente.

HsCO
O o)

6 (a-d)

O =D~
N S
4 5 (a-d) O
L o]

@] N
a)R1§—@ h)Rlzg_(\S c}Rlé—@ (I)Rlé._@) O N_g,
=N S

OCH;4 7 (a-d)

Esquema 6.- Sintesis de benzo[b]tiofenos como ligandos cannabinoides. Reactivos y condiciones:
distintos haluros aromaticos i) Pd(PPhs)s4, 2.0 eq. Na2COs, MeOH,tolueno, reflujo, N2, 4h. ii) Cloruro
de 4-metoxibenzoilo o Cloruro de 1-naftoilo, AlClz, CI(CH2)2Clann, t.a, N2, 1h.

Como se mencion6 anteriormente, el primer paso comprende la obtencion de los
intermediarios 5(a-d) a través de las reacciones de Suzuki-Miyaura. Los acoplamientos de
Suzuki han demostrado ser un método bastante efectivo para la formacién de enlaces
carbono-carbono®, donde en términos generales involucra un compuesto de organoboro
con un haluro orgénico , mas la presencia de una base débil o fuerte con cantidades
cataliticas de un ligando de paladio 0 (Pd®) como tetrakis(trifenilfosfina) paladio (Pd(PPhs)a)8L.
A grandes rasgos, el ciclo catalitico general para el acoplamiento de Suzuki- Miyaura incluye
tres pasos: Adicién oxidativa, transmetalacién y eliminacién reductiva®?, como se presenta
en la Figura 26. En el ciclo catalitico de la figura, la adicion oxidativa corresponde al primer
paso donde se rompe el enlace del grupo R y el heteroatomo X, formando dos nuevos
enlaces con el paladio (Pd?), lo que aumenta su estado de oxidacion (especie 11, Figura
26), formando un complejo estable®. Luego, ocurre la transmetalacién, donde con la
participacion de una base, reacciona el compuesto organoborano(R*M) con el complejo
metalico 11, transfiriendo el grupo R?, produciendo el intermediario 12. Finalmente sucede la
etapa de eliminacién reductiva, donde se forma el nuevo enlace carbono-carbono, con la

regeneracion simultanea del catalizador Pd° 1516,
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Figura 26.- Ciclo catalitico general para el acoplamiento de Suzuki-Miyaura. (Fig: Miyaura, Norio.;
Suzuki, Akira. Palladium-Catalyzed Cross-Coupling Reactions of Organoboron Compounds. Chem.
Rev. 1995, 95 (7), 2457-2483. https://doi.org/10.1021/cr00039a007.)

De los intermediarios 5(a-d) propuestos en el Esquema 6, solo fue posible sintetizar
aquellos que presentan en la posicion 2- del benzo[b]tiofeno los sustituyentes de 3-
metoxibenceno (5a) y 3-piridina (5b). La sintesis de los otros intermediarios 5(c-d) no fue
exitosa, por lo que no fue viable avanzar al siguiente paso y asi obtener los productos 6(c-
d) y 7(c-d). Una posible explicacién de por qué el acoplamiento de Suzuki no fue exitoso
con estos derivados de haluros, es debido quizas a la reactividad que presentan estos
derivados en especifico. El enlace que une al atomo de bromo con el resto de la molécula
aromatica debe ser relativamente Iabil, ya que autores mencionan que los haluros de arilo
con grupos aceptores de electrones, es decir, que retiren densidad de carga, son mas
reactivos a la adicion oxidativa en comparacién a aquellos haluros que presentan grupos
donadores de electrones®?, en este caso, los haluros 2-bromofurano y 3-bromoisoxazol que
darian origen a los derivados 5c y 5d benzolb]tiofénicos por acoplamiento, presentan en

sus estructuras atomos de oxigeno, con caracter donador de electrones.

Independiente de los problemas, se realizard una breve explicacién de la obtencion de los

intermediarios 5(a-b):

El procedimiento que se utilizé6 para la sintesis de los dos intermediarios® 5(a-b) se

monitoreo a través de TLC. Se observé que al término de ésta coexistian incipientes sefales
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correspondientes a los reactivos de partida mas dos nuevas sefales mayoritarias.
Posteriormente, se dilucidé que dichas sefales mayoritarias correspondian al producto de
acoplamiento cruzado y al co-producto benzo[b]tiofeno, de menor polaridad, que ha sufrido

protodeboracion®.

Una vez realizada la reaccién de Suzuki-Miyaura para ambos intermediarios, estos se
purificaron y caracterizacién por espectroscopia H-RMN y ¥C-RMN. Ambas muestras
fueron preparadas en CDCls. La sefial mas caracteristica para ambos compuestos es
aquella perteneciente al &tomo de hidrégeno sobre el &tomo de carbono en la posicion 3-

del anillo benzo[b]tiofénico, correspondiente a un singulete alargado.

Con respecto a los rendimientos obtenidos, el derivado 2-(3-metoxifenil)benzo[b]tiofeno (
5a) exhibié un valor de 64%, mientras que el intermediario 3-(benzo[b]tiofen-2-il)piridina
(5b) mostré un 68%. Los rendimientos para ambos intermediarios permitieron avanzar con
el siguiente paso de la estrategia sintética propuesta, correspondiente a una reaccién de

acilacion de Friedel-Crafts.

La reactividad del anillo benzo[b]tiofeno frente a reacciones de Sustitucion Electrofilica
Aromaética (SEAr), en este caso especifico, acilaciones de Friedel-Crafts, es conocida y bien
establecida. Debido a los efectos de resonancia que presenta este heterociclo, posee dos
lugares con mayor activacion nucleofilica, que serian la posicién 2- y 3- del anillo. Es por
ello que la acilacion esta mas favorecida en esas zonas del heterociclo, dando lugar a la
formacion de los isémeros correspondientes’. Los intermediarios 5(a-b) al presentar ya un
sustituyente en la posicion 2-, la acilacién ocurrira exclusivamente en la posicién 3- del

benzo[b]tiofeno.

Esta segunda etapa de reaccion con los cloruros de acido elegidos daria entonces origen a
los productos finales 6(a-b) y 7(a-b). Sin embargo, solo fue posible obtener los productos 6a
y 7a a través de la acilacion de Friedel-Crafts entre el compuesto 2-(3-
metoxifenil)benzo[b]tiofeno (5a) con cloruro de 4-metoxibenzoilo y cloruro de 1-naftoilo,
respectivamente. La acilacion para el intermediario 5b con los cloruros de acido elegidos,
no fue posible. Es probable que la reaccion de acilacion a la que fue sometido el derivado
3-(benzo[b]tiofen-2-il)piridina (5b), no fue posible debido a que su estructura presenta una
porcién de piridina al presentar un atomo de nitrégeno con electrones no enlazantes, estos
se coordinarian con el acido de Lewis tricloruro de aluminio® (AICIs) empleado. De este

modo, el derivado de benzo[d]tiofeno precipitaria en el medio de reaccién. La Figura 27

~58 ~



muestra la formacion de la sal de benzol[b]tiofeno entre el acido AICI; y el nitrégeno piridinico

de este derivado.

Sl

\ —N N +

Sal que precipita.

Figura 27.- Posible reaccion entre el intermediario 5b y AICI3, que imposibilita la acilacién de Friedel-
Crafts.

Posterior a la purificacion y obtencion de los productos finales 6a y 7a, estos se
caracterizaron mediante técnicas de resonancia 'H-RMN y ¥C-RMN. Para ambos
productos se encontrd la integracién total de todos los hidrégenos de las moléculas, asi

como también la cantidad correcta de sefiales de carbono.

Los rendimientos conseguidos para ambos ligandos 6a y 7a fue de 40% y 43%
respectivamente, lo cual permite tener la masa necesaria para continuar con los ensayos

bioldgicos.

Finalmente, los objetivos sintéticos concluyeron logrando en su totalidad una cantidad de
dieciocho compuestos diferentes. Ocho de ellos pertenecen a la serie 1 correspondiente a
los benzo[d]imidazoles con puente carbonilo, otros ocho compuestos pertenecen a la serie
1.2 de benzo[d]imidazoles con puente metilénico, y dos compuestos finales corresponden
a derivados de benzo[b]tiofeno acilados en posicion 3- con un grupo 4-metoxibenzoilo y

narftoilo.

Los compuestos finales fueron preparados para seguir con los ensayos de citotoxicidad. No
obstante, solo se ensayaron 16 compuestos, dejando de lado los compuestos 3.2ay 3.2a’,
gue eran aquellos benzo[d]imidazoles con el puente metilénico y sustituidos en la posicion

2- con 3-metoxibenceno.
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3.2-Ensayos biolégicos: resultados y discusion.

3.2.1- Ensayos de citotoxicidad in vitro de los compuestos a 10 uM, mediante el
meétodo colorimétrico de reduccion de MTT.

Como ya ha sido reportado, variados estudios indican que la activacion de los receptores
CB1y CBz induciria apoptosis y tendria la capacidad de inhibir el crecimiento celular tumoral
87-88-89-90-91-92 Fg decir, el agonismo cannabinoide podria provocar una muerte programada
de células neoplasicas bajo un mecanismo controlado. Bajo este antecedente, es posible
ejecutar experimentos de viabilidad celular en cultivos cancerigenos cuyas distintas lineas
celulares expresen o no los receptores cannabinoides. Si un agonista ejerce citotoxicidad
selectivamente frente a una linea celular que expresa en grandes cantidades algunos de
los receptores CB; 0 CBg, y no lo hace frente a una linea celular que no exprese estos
mismos, podria atribuirse efectivamente a su caracter agonista ejercido sobre los
receptores cannabinoides. De este modo, para determinar un eventual comportamiento
agonista de los compuestos sintetizados, estos fueron sometidos a pruebas de citotoxicidad
en lineas celulares que no expresan cuantiosamente los receptores cannabinoides, y a

pruebas de citotoxicidad en lineas celulares que si los expresan.

Otro de los propésitos de los ensayos bioldgicos fue evaluar la posible selectividad de los
compuestos en los receptores CB; por sobre los receptores CB1. Para ello, se han elegido
3 lineas celulares diferentes para realizar los ensayos: HEK293-T correspondientes a
células embrionarias de rifion humano, linea HL-60 proveniente de leucemia promielocitica
humana, que expresan en gran cantidad el receptor CB; y la linea celular U-87MG de
cerebro humano (glioblastoma astrocitoma), que expresa en mayor cantidad al receptor
CB:. En primera instancia, se realizaron las pruebas de citotoxicidad de los 16 compuestos
a una concentracion de 10 uM con el fin de obtener resultados preliminares. Estos ensayos
se realizaron a 72 horas de incubacion a 37 °C con 5% de CO,. También, se incluyo un
control de células no tratadas (NT), el control del vehiculo (DMSO) usado como co-solvente
para disolver cada uno de los compuestos, un control de muerte celular Triton X-100
(TX100) y un agonista sintético conocido, WIN55,212-2 a una concentracion de 5uM, para

ambos receptores cannabinoides (CB:1 y CB>).

El Gréafico 1 expone los valores de porcentaje de viabilidad celular de los 16 compuestos en
la linea celular HEK293-T.
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Gréfico 1.-Porcentaje de viabilidad celular de los 16 compuestos sintetizados como ligandos
del receptor CB: en la linea celular HEK293-T. Se realizé el ensayo de los compuestos a una
concentracion de 10 pM por 72 horas de incubacion a 37 °C con 5% de CO.. Las barras de los
gréaficos estdn normalizadas con respecto al vehiculo utilizado (DMSO) y con sus barras de error
como la media + error estandar de la media, con un tamafio muestral de n = 3 para todos los
compuestos. ***=p < 0,0001. Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba de ANOVA de una
sola via.

Se puede ver en el Grafico 1, que la mayoria de los compuestos no disminuye
significativamente la viabilidad celular a concentracion de 10 uM, especialmente las
moléculas 3.2b, 3.2d, 3.2c, 3.2¢’ y 7a, que no presentan ningun efecto de muerte celular
sobre este tipo de células, y por consiguiente, serian inocuas frente a esta linea sana de
rifién, siendo una caracteristica positiva. Asimismo, WIN55,212-2 y el ligando 3c,
disminuyen aproximadamente en un 10% la vida celular. El Gnico compuesto que manifiesta
una baja considerable de la viabilidad celular en comparacién con los otros es 3a’, que
presenta una media de 5,38%, siendo considerado como un agente téxico para este tipo de
células. Los compuestos 3.2b", 3,2d", 3b, 3b",3d, 3d" y 6a presentan una reduccién de la
viabilidad de aproximadamente un 30%, mientras que los compuestos 3c” y 3a, disminuyen
la viabilidad de esta linea celular en un 40%. Con estos datos podria desprenderse que los
compuestos de sintesis para una linea celular no neoplasica de ridn serian de baja

toxicidad, excepto por 3c”, 3ay 3a’.

Adicionalmente, el Grafico 2 muestra los porcentajes de viabilidad celular de los 16
compuestos en la linea U-87MG que expresa el receptor CB; en una densidad considerable,

siendo ésta posiblemente un buen modelo para observacion.
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Grafico 2.- Porcentaje de viabilidad celular de los 16 compuestos sintetizados como ligandos
del receptor CB; en la linea celular U-87MG. Se realizd el ensayo de los compuestos a una
concentracion de 10 uM por 72 horas de incubacion a 37 °C con 5% de CO.. Las barras de los
gréficos estdn normalizadas con respecto al vehiculo utilizado (DMSO) y con sus barras de error
como la media + error estdndar de la media, con un tamafio muestral de n = 3 para todos los
compuestos. **= p < 0,0001, **= p < 0,0091, *= p < 0,0426. Los analisis estadisticos se realizaron
con la prueba de ANOVA de una sola via.

Con respecto a los resultados expuestos en el Grafico 2, se observa que los compuestos

3.2b, 3.2b%, 3.2d, 3.2d", 3.2c, 3.2c’, 3d’, 3c, y 7a presentan una baja, o bien nula
disminucion de la viabilidad sobre células U-87MG. Los porcentajes de media para estos
compuestos oscilan entre 118,86% a 91,21%, es decir, no se logra ver ningun efecto de
muerte celular generado por estos ligandos sobre la linea celular estudiada. Asimismo, se
vislumbra que el compuesto 3b” disminuye la viabilidad celular en un 20%
aproximadamente, por mientras que los derivados 3d, 3c’, 3a y 6a, generan una
disminucién de la viabilidad celular de casi el 30%. Con respecto a WIN55,212-2, este
presenta una media de 36,21% para el ensayo MTT. Comparando los resultados obtenidos
en la linea celular HEK293-T, el derivado disminuyd considerablemente la cantidad de
células vivas, lo cual es un resultado esperable para este agonista cannabinoide. Lo anterior
es considerando lo ya expuesto para esta linea celular que presenta una mayor expresion
del receptor CB1, mas la sugerencia bibliografica de que el agonismo sobre los receptores

cannabinoides promoveria la muerte celular.
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En cuanto a los resultados obtenidos para la linea celular HL-60, el Gréfico 3 muestra el

porcentaje de viabilidad celular de los 16 compuestos ensayados.
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Grafico 3.- Porcentaje de viabilidad celular de los 16 compuestos sintetizados como ligandos
del receptor CB> en la linea celular HL-60. Se realiz6 el ensayo de los compuestos a una
concentracion de 10 uM por 72 horas de incubacion a 37 °C con 5% de COo. Las barras de los
gréficos estdn normalizadas con respecto al vehiculo utilizado (DMSQO) y con sus margenes de error
como la media + error estdndar de la media, con un tamafio muestral de n = 3 para todos los
compuestos. **= p < 0,0001, **= p < 0,0010, *= p < 0,0121. Los analisis estadisticos se realizaron
con la prueba de ANOVA de una sola via.

Con relacién a los resultados expuestos en el Grafico 3, se observan cambios importantes
en la viabilidad celular por parte de ciertos derivados sintetizados. Los compuestos 3.2d",
3.2¢’, 3d, 3d” y 6a, inducen una disminucion de la viabilidad en un 10% relativamente,
siendo, por tanto, agentes no téxicos. De la misma forma, los ligandos 3.2b"y 3.2d, causan
una reduccion de la viabilidad celular en un 25%. Por otro lado, las moléculas 3.2c, 3b, 3c’,
3a’ y 7a muestran una disminucion de la viabilidad mas notoria en comparacion a las otras
lineas estudiadas. La media de supervivencia de estas células varia entre un 54% a 40%.
Asimismo, 3c y 3a tienen una media de vida celular de 25,4% y 21,1% respectivamente,
por lo que calificarian como agentes citotdéxicos para esta linea celular, y presuntamente
podrian ser agonistas del receptor CB,. lgualmente, el derivado sintético 3.2b y WIN55,212-
2 exhiben una media de viabilidad del 12%, correspondiente a un valor mucho mas bajo
gue los expuestos anteriormente. Finalmente, el compuesto 3b” presenta una media de

viabilidad celular de 3,8%, siendo bastante tdxico para esta linea celular.
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Nuevamente, es plausible pensar que los compuestos mas téxicos para las células HL-60
(3.2b, 3b", 3c y 3a) podrian ejercer dicho efecto mediante agonismo cannabinoide sobre el
receptor CB; cuya expresion en esta linea es considerable. No obstante, para determinar
certeramente esta hipotesis, es necesario efectuar mas analisis y contar con mayor

evidencia.

La siguiente Tabla 4 presenta un resumen de la media de viabilidad celular de los 16

compuestos mas WIN55,212-2 (utilizado como control positivo) en las lineas celulares
HEK293-T, U-87MG y HL-60.

Compuestos HEK?293-T (%) U-87MG (%) HL-60(%) HL-60/U-
87MG

WIN55,212-2 89,6 36,21 12,2177 0,340174
3.2b 103,12 101,6 12,34 0,121441
3.2b’ 77,7 93,93 77,9 0,829341
3.2d 1157 118,86 68,8 0,578832
3.2d” 77,66 92,87 87,98 0,947387
3.2c 102,07 92,94 54,07 0,581876
3.2¢’ 95,5 105,92 92,43 0,87272

3b 72,71 84,78 40,94 0,482926

3b” 74,71 78,94 3,88 0,049189

3d 75,39 68,23 94,88 1,39067

3d’ 71,71 95,21 95,58 1,003952

3c 84,44 91,29 25,42 0,27855

3c’ 63,41 73,91 43,04 0,582426

3a 60,87 72,37 21,14 0,292169
3a’ 5,38 6,71 21,14 6,598749
6a 75,53 71,11 84,61 1,189878
7a 108,95 99,36 43,08 0,433582

Tabla 4.- Resumen de los valores de porcentaje de viabilidad celular en los ensayos de citotoxicidad
mediante método de colorimetria por reduccion de MTT de los 16 ligandos a 10uM, y el ligando
agonista de ambos receptores WIN55,212-2 a una concentracion de 5 uM (control positivo).
Asimismo, se expresan los valores de las razones de medias como factor de selectividad de la
viabilidad celular para las lineas HL-60/U-87MG (CB2/CB1). Los valores bajos sugeririan una mayor
selectividad por el receptor CB: y valores altos sugeririan selectividad por el receptor CB1.
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Luego de haber realizado este experimento preliminar cuyos resultados se han expuestos
a una concentracion fija en los gréficos 1, 2 y 3, se calculé la division de la media de la
viabilidad celular para las lineas HL-60 y U-87MG (HL60/ U-87MG). Esta razén daria una
idea de la selectividad de los compuestos sintetizados por el receptor CB, sobre el receptor
CB1, y de esta forma, decidir qué compuestos serian adecuados para continuar con los
siguientes estudios. Los valores de razén de medias mas bajos indicarian un mayor efecto
de muerte celular en la linea HL-60 (receptor CB;) en comparacién a la linea U-87MG
(receptor CB3), sugiriendo una mayor selectividad hacia un receptor por sobre el otro como
ya ha sido mencionado.

De la misma forma, se observa que la Tabla 4 resume la razén de las medias como factor
de selectividad (HL-60/U-87MG - CB,/CB;) anteriormente discutido para cada uno de los
compuestos sintetizados y ensayados en experimentos de viabilidad celular. Se recalcan

aquellos compuestos que presentaron menor valor de factor de selectividad.

Se ha destacado Tabla 4 los compuestos que presentaron valores del factor de selectividad
bajos, estos son: el ligando 3.2b, 3b", 3c y 3a. De la misma forma, es necesario analizar
los resultados de muerte celular de estos compuestos sobre la linea celular HEK293-T, que
como ya ha sido mencionado corresponde a una linea sana de células. De este modo, seria
deseable que los ligandos no promuevan un efecto de muerte celular importante sobre las
células embrionarias de riidbn humano, ya que solo se busca la selectividad de muerte
celular para la linea HL-60. En este sentido, los compuestos 3.2b, 3b", 3c y 3a presentan
una reduccién de la viabilidad celular en la linea HEK293-T de 0%, 26%, 16% y 39%
respectivamente. Por los valores recién expuestos, el inico compuesto que muestra una
disminucion de la viabilidad celular relativamente elevado es 3a. De la misma forma, se
realizaron estudios de citometria de flujo para comprobar el mecanismo de muerte celular

por el cual estaban actuando los ligandos elegidos.

3.2.2.- Ensayo de muerte celular por citometria de flujo.

Con el fin de evaluar el mecanismo de muerte celular por el cual esta disminuyendo la
viabilidad celular de la linea HL-60 al ser tratadas con los compuestos 3.2b, 3b", 3c y 3a,
se realizaron ensayos de citometria de flujo. Este método permite la cuantificacion celular
midiendo diversas caracteristicas como tamafo de las células a analizar, granularidad,
morfologia, entre otras. De este modo, es que fue utilizada esta técnica para determinar los
marcadores apoptoéticos o necréticos que una célula manifiesta segun ocurra uno u otro

proceso de muerte. La técnica empleada evalla la uniéon de la anexina V marcada con
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fluorescencia y/o una sonda para la fosfatidilserina (PS) de los fosfolipidos de la membrana,
junto con yoduro de propidio (PI) que ingresa a las células con membranas dafiadas o
comprometidas®. La forma de actuar de anexina V se explica de la siguiente manera: los
fosfolipidos de la membrana plasmatica se distribuyen asimétricamente entre las valvas
interior y exterior de dicha membrana. La fosfatidilcolina y la esfingomielina estan expuestas
en la lamina externa de la bicapa lipidica, mientras que la fosfatidilserina se encuentra en
la superficie interior. Durante la apoptosis, esta asimetria se altera y la fosfatidilserina se
invierte quedando expuesta en la superficie exterior de la membrana plasmética. Debido a
gue la proteina anticoagulante anexina V se une con alta afinidad con la fosfatidilserina, la
anexina V conjugada con un fluorocromo se ha convertido en un marcador de células
apoptaticas. Por otro lado, el yoduro de propidio se une al ADN, pero no puede atravesar la
membrana celular pasivamente, sino que lo hace en células que poseen una membrana
dafada, que es uno de los primeros cambios que se observa en necrosis junto con el dafio
de la estructura interna de la célula. Esta condicion es esencial para que la sonda Pl actué

adecuadamente®*.

La interpretacion efectuada para la citometria de flujo es a través de la observacion de 4
zonas con poblaciones (Figura 28). Las células vivas no apoptéticas tefiidas tienen un
minimo de fluorescencia verde debido a la conjugacién del fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina (anexina V-FITC), asi como también presentan fluorescencia roja minima (PI)
(Poblacion A). En las primeras etapas de apoptosis las células se tifien de verde, pero adn
excluyen el Pl y, por lo tanto, continlan sin tener una fluorescencia roja significativa
(subpoblacion B). En las ultimas etapas de la apoptosis, las células muestran una intensa
fluorescencia verde y roja (subpoblacion C). Por dltimo, los nucleos aislados, las células
con membranas dafiadas y las células apoptéticas muy tardias se tifien rapidamente con

Pl y es posible que no se una anexina V (subpoblacion D).
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Figura 28.- Deteccién de células apoptoéticas tempranas y tardias después de la tincién con

anexina V —FITC y PI (Figura de: Piotr Pozarowski, Jerzy Grabarek, and Zbigniew Darzynkiewicz.
Current Protocols in Cell Biology. 2003, 18.8.1-18 (8.8.33).

Los resultados obtenidos para el ensayo de citometria de flujo para los compuestos 3.2b,
3b", 3c y 3a, se observan en el Grafico 4. Los datos se procesaron para ser representados

mediante un grafico de barras donde el eje de las ordenadas (Y) indica el porcentaje de
poblacién celular.

HL-60 cells

100- ]
=1 Viable

=3 Apoptosis temprana
B3 Apoptosis tardia

=2}
o
1

2]
o
1

Bl Necrosis

Percentage of
cell population (%)

Gréfico 4.- Resultados de ensayo citometria de flujo para compuestos 3.2b, 3b", 3c y 3a. También
se observan resultados para el control del vehiculo (DMSO), el agonista WIN 55,212-2 y etanol.
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Del analisis de los datos expuestos en el Grafico 4 se desprende que el control del vehiculo
DMSO, tiene un porcentaje de 87,6% de poblacién celular viable. EI compuesto WIN55,212-
2, agonista conocido para el receptor CB>, que fue evaluado a una concentracion de 5uM,
presenta una poblacion mayoritaria de apoptosis temprana del 65%, lo cual corresponderia
a un control de apoptosis y fortaleceria la hip6tesis de que estaria ejerciendo una muerte
celular via agonismo cannabinoide. Para las células tratadas con etanol, se observa en su
mayoria una poblaciéon celular no viable por necrosis siendo ésta del 87%, lo que

corresponde a un buen control necrético del ensayo.

Con respecto a los compuestos, se observa que 3.2b y 3b” tienen porcentajes de poblacién
viable de un 73%, por lo que no se observa mayor efecto de estos compuestos sobre la
linea celular HL-60. Por otro lado, el compuesto 3¢ muestra un porcentaje de células no
viables por apoptosis temprana de un 52,6% y un 26% de poblacién de células viables. Esto
indicaria una fuerte inclinacién de muerte celular a través de apoptosis temprana
principalmente. Finalmente, el compuesto 3a exhibe una poblacion del 62,9% con muerte

de apoptosis temprana y 13,6% de apoptosis tardia.

Los resultados obtenidos para los compuestos 3c y 3a confirmaria que el método de muerte
celular que ejercen sobre la linea celular HL-60, seria predominantemente via apoptosis
temprana. Esto sugiere que los ligandos ensayados estarian ejerciendo su accién citotoxica
mediante un agonismo cannabinoide sobre el receptor CB,. Estos resultados se
complementan con los previamente obtenidos para estos mismos compuestos en el ensayo
de MTT (Gréfico 3), los que exponian una viabilidad celular del 25% en la linea celular de

HL-60 al ensayar la citotoxicidad de estos derivados.

Por otro lado, para los compuestos 3.2b y 3b", se observa que el porcentaje de poblacion
viable en el ensayo por citometria de flujo no concuerda con los ensayos realizados de
viabilidad celular por MTT. En los ultimos se exponia un porcentaje de viabilidad celular en
torno al 12% para ambos compuestos por MTT (Grafico 3). Esto podria explicarse a un
fendbmeno en que ambos compuestos podrian disminuir la viabilidad de forma
extremadamente tardia (principalmente por necrosis posiblemente), lo que explicaria el alto
porcentaje de poblacion viable en los ensayos por citometria de flujo. Ademas, es preciso
mencionar que el ensayo de MTT exhibe limitaciones, siendo un ensayo inespecifico, donde
no se conoce del todo qué organelos, enzimas y biomoléculas estan involucradas en la
reduccion del MTT, y por tanto, de los mecanismos celulares de muerte implicados. De la

misma forma, es un ensayo donde los resultados son multifactoriales, dependiendo de
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parametros como la cantidad de células a sembrar, la incubacion del MTT, la composicion

del medio celular, entre otras®.

3.2.3.- Andlisis estructura-actividad

Con respecto a los resultados obtenidos de viabilidad celular y la estructura quimica que
presentan los compuestos 3.2b, 3b”, 3c y 3a, podemos ver que los compuestos 3.2b y 3b”
corresponden a los derivados benzo[d]imidazoélicos sustituidos en la posicion 2- del nucleo
con el anillo de piridina, donde la principal diferencia es el puente metileno o carbonilo y la
posicion del atomo de cloro para cada uno de ellos. Pareciera indicar que el uso de estos
tipos de puente no tiene gran influencia en la muerte celular, ni tampoco la posicion 5- 0 6-
en la que se encuentre el 4&tomo de cloro en este tipo de moléculas. Sin embargo, las
estructuras de los compuestos 3c y 3a presentan el puente carbonilo y tienen como
sustituyente en la posicion 2- al anillo de furano y 3-metoxbenceno respectivamente, con el
atomo de cloro en la posicion 5- del anillo de benzo[d]imidazol. Analizando las cuatro
estructuras y observando también los resultados de viabilidad celular por MTT, se puede
confirmar que los ndcleos 1r-conjugados con atomos electronegativos, nitrégeno u oxigeno,
encontrados en los anillos de furano y piridina, pueden participar en el disefio de ligandos
selectivos por el receptor CB;, aunque al incluir un sustituyente como el isoxazol no marca
una diferencia sobre la selectividad entre el receptor CB1 0 CB;, teniendo porcentajes de
viabilidad relativamente altos para las lineas celulares estudiadas. De la misma forma, al
parecer es preferible que el puente carbonilo se incluya en este disefio por sobre el puente
metilénico. Con respecto al atomo de cloro en la posicidon 5- o 6- del anillo heterociclico
principal, se puede ver que aparentemente el sitio de union de estas moléculas con el
receptor CB; soporta atomos halégenos electronegativos y grandes como lo es el cloro y es
preferible que se encuentre en la posicion 5- del nacleo benzo[d]imidazodlico, ya que de los
cuatro compuestos selectivos por el receptor CB., tres tienen este atomo de cloro en ésta
posicién. Una de las interacciones que podria estar favoreciendo el cloro con el sitio de
union del receptor CB; seria del tipo agujero sigma o “sigma hole” ¥, siendo una interaccion
caracteristica de los halégenos. La Figura 29 resume los analisis estructura-actividad antes

mencionados.

Con respecto a los derivados de benzo[b]tiofeno, correspondientes a los compuestos 6a y
7a, no se encontré una viabilidad celular adecuada o alguna preferencia por los receptores

CB1 0 CB3, aunque debido a los problemas sintéticos, no se pudo evaluar mas compuestos
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para realizar una discusion con mayores fundamentos sobre relaciones

actividad.
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Figura 29.- Compuestos sintetizados con selectividad por el receptor CB2y andlisis estructura-
actividad, indicando los sustituyentes presuntamente favorables.
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4.-CONCLUSIONES.

Se sintetizaron derivados de benzo[d]imidazol y benzo[b]tiofenos mediante métodos
sintéticos clasicos como también novedosos, obteniéndose rendimientos aceptables en
cuanto a la produccion de los precursores como también de los compuestos finales. De la
misma forma, con respecto a los benzo[d]imidazoles se consigui6 mediante diversos
meétodos de purificacidn separar compuestos regioisémeros, ademas de realizar su correcta
identificacion y posicion del atomo de cloro en este tipo de ligando propuesto. Con respecto
a los derivados benzol[b]tiofénicos, debido a los problemas con el paso de obtencién de dos
de los precursores faltantes, ademas de los problemas con el paso de acilacién, sera
necesario considerar otra ruta sintética para obtener la gama completa de moléculas
previamente propuestas. Por consiguiente, el objetivo de obtener los derivados

benzo[b]tiofenos logré cumplirse parcialmente.

Por otro lado, los ensayos de viabilidad celular permitieron dilucidar la posible selectividad
de cuatro compuestos por el receptor CB,, sobre el receptor CB1, mediante la evaluacion de
éstos por medio de la viabilidad celular que ejercen en lineas que expresan o0 no ambos
receptores cannabinoides. Los cuatro compuestos selectivos son aquellos sustituidos en la
posicion 2- del anillo principal de benzo[d]imidazol con grupo furano, piridina y 3-
metoxibenceno, 3.2b, 3b", 3c y 3a, respectivamente. Esto confirmaria la posibilidad de
incluir sustituyentes de anillos heterociclicos con atomos electronegativos para el disefio de
ligandos selectivos por el receptor CB-. De la misma forma, se encontrd que al parecer la
posicién 5- del atomo de cloro beneficiaria la selectividad por el blanco farmacolégico
objetivo, asi como también un puente carbonilo. Igualmente, gracias a los ensayos de
citometria de flujo se pudo corroborar que los compuestos 3c y 3a provocan muerte celular
mayoritariamente mediante un mecanismo por apoptosis temprana en la linea celular HL-
60, lo que sugeriria y confirmaria con las evidencias expuestas que estos compuestos
estarian actuando mediante un agonismo cannabinoide hacia dicha linea celular que

expresa mayoritariamente receptores CB».

Con respecto a los compuestos 3.2b y 3b", como los resultados obtenidos sobre la
viabilidad celular, evaluados mediante el método de reduccién de MTT y los ensayos de
citometria de flujo no son congruentes. Se podria aludir esta inconsistencia en los
resultados con qué estos compuestos inducirian muerte celular en la linea celular HL-60, a
través de un mecanismo distinto a los estudiados por citometria de flujo, lo que sugiere que

no estarian ejerciendo un agonismo cannabinoide en el receptor CB2, por lo que seria
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necesario realizar futuros estudios para comprobar su mecanismo de muerte celular,

ademas de considerar los errores asociados a los ensayos de viabilidad propuestos.

5.-MATERIALES Y METODOS.

5.1.-Técnicas e instrumentos.

5.1.2.- Lineas celulares

Se utilizaron como modelos las lineas celulares HL-60, HEK293T y U87MG provenientes
de leucemia promielocitica humana, células embrionarias de rifidbn humano y cerebro
humano (glioblastoma astrocitoma), respectivamente. HL-60 se cultivd en medio de cultivo
RPMI (MCC-RPMI) (medio RPMI complementado con 20% de suero bovino fetal y 1000
U/mL de penicilina + estreptomicina). HEK293T se cultivé en medio EMEM (complementado
con 10% de suero fetal bovino y 1000 U/mL de penicilina + estreptomicina). U87MG se
cultivd con medio DMEM (complementado con 10% de suero fetal bovino y 1000 U/mL de

penicilina + estreptomicina).

5.1.3.- Ensayo de viabilidad celular por MTT.

Las células previamente tratadas con los compuestos de sintesis de concentracion 10 yM
se les realiz6 el ensayo de viabilidad celular mediante el ensayo de MTT. Este ensayo se
basa en que las células con metabolismo activo convierten el MTT en un producto llamado
formazan, de color parpura, el cual presenta un maximo de absorbancia cercano a 570nm.
Las estructuras de MTT y formazéan se observan en la Figura 30. De la misma forma, las
células muertas no tienen la capacidad de convertir el MTT a formazan, por lo que convierte

a este ensayo en una herramienta Util para cuantificar viabilidad celular®.

NADH NAD*

NN\ >—cH, « I N % >—CH,
CHs CH,

MTT Formazan

Figura 30.- Estructuras del MTT y el producto coloreado Formazan.

Para realizar el ensayo se afiadié 20 pL de una solucién previamente preparada de MTT

con una concentracion de 5ug/ml a cada pocillo de una microplaca que poseia una cantidad
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de células adecuadas y determinada, mas los distintos compuestos de sintesis a una
concentracién 10um, siendo incubadas por 72 horas. Las células, luego de afiadir MTT, se
incubaron a 37°C con 5% de CO; por 2,5 horas. Posteriormente, los cristales de formazan
fueron solubilizados con 100 pL de una solucién de dodecilsulfato sédico (SDS) (acidificado
con HCL 0,01M con pH 7.2) dejandose en incubacion por 24 horas. Los resultados se
obtuvieron mediante la lectura espectrofotométrica a 570nm en el lector de microplacas

Agilent BioTek Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader.

5.1.4.- Ensayo de muerte celular por citometria de flujo.
Para evaluar el tipo de muerte que ejercian los compuestos 3.2b, 3b”, 3a, 3c (apoptosis y
necrosis) en la linea celular HL-60 se utilizé la tincién con yoduro de propidio (Pl) y 7-

aminoactinomicina D (7-AAD).

Las células se incubaron con los compuestos antes mencionados por 72 horas a 10uM,
ademas de un control de células no tratadas y un control del vehiculo (DMSO). Tras la
incubacién se centrifugaron las muestras y el pellet fue resuspendido en 100 pL de solucion
de buffer binding. Luego a cada muestra se le afiadio 0,2 yL de Pl y 5 yL de 7-AAD,
dejandolas a temperatura ambiente y en oscuridad por 10 minutos. Para el control de

necrosis, se agrego6 300 L de etanol a -20°C dejandolo actuar por 5 minutos.

Las evaluaciones se realizaron en un citometro de flujo BD FACSCantoll. La plantilla de
adquisicion para las poblaciones de hemocitos se fijo seguin Prado-Alvarez et al. (2012). Se
adquirieron un minimo de 10.000 eventos, tomando los datos de los canales FL1 (7-AAD)
y FL2 (anexina V-PE). Los datos fueron analizados mediante el programa BD FACSDiva™
Software v6.13 y los indices de apoptosis y necrosis se expresaron como los porcentajes

de eventos anexina V+/7-AAD- y anexinaV+/7-AAD+, respectivamente.

5.1.5.- Instrumentos de caracterizacion.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Espectros de resonancia magnética nuclear de *H y 3C (RMN) se registraron en un
espectrometro BRUKER AVANCE-300 (300MHz). Las muestras fueron disueltas en
cloroformo deuterado (CDCls) o dimetilsulfoxido (DMSO-de) segun corresponda. Los
desplazamientos quimicos se estandarizaron respecto a tetrametilsilano (TMS) siendo
expresados en ppm (d). Las constantes de acoplamiento J estan descritas en hercios (Hz),
los acronimos utilizados para la multiplicidad de las sefales (s, singulete; d, doblete; t,

triplete; c, cuarteto; g, quintuplete; m, multiplete).
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Espectroscopia de infrarrojo.

Los espectros infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) fueron efectuados en un
espectrofotometro BRUKER VECTOR 22 (FT-MIR) utilizando el método de reflectancia total
atenuada (ATR).

Puntos de fusién.

Los puntos de fusién no corregidos se expresan en °C y se determinaron en un equipo para

medir punto de fusién I1A-9400.

5.2.- Reactivos

Reactivos y solventes utilizados en la parte sintética fueron adquiridos en diversos
laboratorios quimicos dependiendo de su disponibilidad; entre ellos destacan: Merck,
Sigma-Aldrich y Ak Scientific. En cuanto a la pureza, en todos los casos, el reporte del

fabricante super6 el 99 % siendo clasificados como grado PA o HPLC.

5.3.-Sintesis
Procedimiento general para la obtencion de derivados de benzo[d]imidazoles 2a, 2b

y 2c (1)

5.3.1.- 5-cloro-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol (2a)
6 15 14

Cla_1 5 N
\ 10 13
8
2 4 N
3 H 1 12
OCHj,
18
Se disuelve 4-cloro-o-fenilendiamina (330mg, 2,31 mmol) en 10 ml de dimetilformamida
(DMF) en un baldn de reaccion de 100 ml provisto de agitacidbn magnética. Luego se agrega
el catalizador MgCl»-6H-0 (47mg, 0,23 mmol) y se calienta la mezcla aproximadamente a
50°C. Enseguida se agrega el derivado de aldehido correspondiente, en este caso 3-
metoxibenzaldehido (313mg, 280uL, 0,23 mmol) y se deja por aproximadamente 24hrs.
Luego, el crudo de reaccién se vierte sobre agua y se extrae con tres porciones de acetato
de etilo (10ml x 3). Las fracciones organicas se remueven mediante evaporador rotatorio y
los residuos se purifican por columna cromatografica sobre gel de silice empleando como
fase mdvil acetato de etilo (AcOEt)/ éter de petrdleo en proporciones distintas segun
corresponda para cada derivado y/o recristalizado. Especificamente para este derivado se

utilizé la fase movil 40% AcOEt, 60% éter de petrdleo. Sdlido blanco y rendimiento: 58%.
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IH-RMN (ppmy (300 MHz, DMSO-dg) &: 7,79 (S, 1H, His), 7,76 (d, J mewa = 1,8 Hz, 1H, Hu),
7,66 (d, J meta= 2,0 Hz, 1H, He), 7,60 (d, J orto = 8,6 Hz, 1H, Ha), 7,45 (t, J oo = 8,1 Hz, 1H,
Hi4), 7,22 (dd, J orto, meta = 8,6; 2,0 Hz, 2H, Hz), 7,06 (dlt, J orto, meta = 8,5; 1,6 Hz, 2H, Has), 3,85
(s, 3H, His).

BC-NMR @pm) (75 MHz, DMSO-dg) &: 159,66; 152,64; 140,68; 137,91; 131,11; 130,13;
126,43; 122,35; 118,92; 116,18; 116,05; 114,99; 111,54, 55,29.

5.3.2.- 5-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol (2b)

Siguiendo el procedimiento general (I) se utilizé 4-cloro-o-fenilendiamina (500mg; 3,5
mmol), 3-piridinacarboxaldehido (375mg; 328uL; 3,5 mmol) y MgCl,-6H.O (71mg; 0,35
mmol). El crudo de reaccién se purifica por columna cromatografica sobre gel de silice
empleando como fase mévil 99% AcOEt, 1%amoniaco (NHs). Sélido blanco y rendimiento:
55%

IH-RMN (ppm) (300 MHz, DMSO-d6) &: 13,29 (s, 1H, H1), 9,34 (d, J = 0,9 Hz, 1H, Has), 8,69
(dd, J =4,8;1,6 Hz, 2H, Hi4), 8,49 (td, J = 8,0; 1,8 Hz, 2H, H12), 7,71 — 7,62 (m, 2H, He-H3),
7,59 (ddd, \] = 8,0, 4,8, 0,9 HZ, 3H, H13), 7,26 (dd, J orto, meta = 8,6, 2,0 HZ, 2H, H2)

BC-NMR @pm) (75 MHz, DMSO-ds) d: 150,83; 150,30; 147,62; 133,93; 126,79; 125,75;
124,05; 122,78.

5.3.3.-5-cloro-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol (2c)

N . 0O 14
S
N ® \ 13
H 12

7

Siguiendo el procedimiento general (I) se utilizd 4-cloro-o-fenilendiamina (520mg; 3,63
mmol), furfural (390mg; 350pL; 3,5 mmol) y MgCl,-6H,0O (71mg; 0,35 mmol). El crudo de
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reaccion se purifica por columna cromatogréafica sobre gel de silice empleando como fase
movil ACOEt/CH,Cl»(1:9). Sdlido ocre, rendimiento: 56%.

IH-RMN (ppm) (300 MHz, DMSO-d6) &: 13,13 (s, 1H, H7), 7,96 (dd, J = 1,8; 0,8 Hz, 2H, Hua),
7,74 — 7,45 (M, 2H, Ha-Hs), 7,24 (dd, J = 3,5; 0,8 Hz, 2H, H12), 7,21 (d, J oo = 7,7 Hz, 1H,
He), 6,73 (dd, J = 3,5; 1,8 Hz, 2H, Has).

13C-NMR (ppm) (75 MHz, DMSO-de) 5 145,12; 144,99; 144,71; 142,50; 135,06; 126,25;
122,67; 119,99; 118,15; 112,43; 111,19.

5.3.4.- 5-cloro-2-(isoxazolil)-1H-benzo[d]imidazol (2d)

N N~
\ 8 10\ _—= '
H 11

7

Se agrega 4-cloro-o-fenilendiamina (290mg; 2,091 mmol) en un baldn de reaccién de 100
ml més el &cido polifosférico (PPA) suministrado de agitacion magnética. Posteriormente se
lleva la reaccion a una temperatura de 150°C, esperando que se disuelva la diamina
sustituida. Luego, se agrega el 4cido isoxazol-3-carboxilico (260mg; 2,091 mmol) y se deja
la reaccion por 3 horas. Finalizada esta misma, se vierte sobre agua para neutralizar con
una disolucién de NaOH 1M y luego una disolucion saturada de NaHCO3 hasta pH=7.
Finalmente, se extrae con tres porciones de acetato de etilo (10ml x 3). El crudo se purifica
por columna cromatogréafica sobre gel de silice empleando 40% AcOEt 60% éter de

petréleo. Solido amarillo pastel y rendimiento: 50%.

H-RMN (ppm) (300 MHz, DMSO-d6) &: 13,57 (s, 1H, H7), 9,19 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H12), 7,67
(m, 2H, He-Hs), 7,31 (dd, J oro, meta = 8,6; 2,0 Hz, 2H, H>), 7,21 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hi1).

BC-NMR (pm) (75 MHz, DMSO-d6) &: 161,58; 154,52; 143,26; 132,71; 123,56; 114,67;
104,00.
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Procedimiento general para la obtencion de los productos finales benzimidazdlicos
(serie 1) (Il

5.3.5.- (56-cloro-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
(3a)
Cl 1 5 N
8
2 4 N7

HycO™ 2
28
Usando como precursor el 5-cloro-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol (2a) (125mg; 0,57
mmol) sintetizado previamente, se incorporé dicho compuesto a un balén de reaccién junto
con 15 ml de tetrahidrofunaro anhidrido (THFawm) bajo atmosfera de nitrégeno.
Posteriormente, se agreg6 hidruro de sodio (NaH) (34mg; 1,41mmol) y luego cloruro de 4-
metoxibenzoilo (194mg; 154uL; 1,14mmol). La reaccion se dejo por 1 hora a temperatura
ambiente. Finalizada esta misma se extrae con tres porciones de acetato de etilo (10ml x
3). Las porciones organicas se llevan a sequedad y luego se purifica por columna
cromatogréfica sobre gel de silice empleando como fase moévil 20% AcOEt/ 80% éter de
petréleo. Luego de ello se separan los regioisdmeros obtenidos con placas de capa
preparativas con fase movil en gradiente: 20% AcOEt, 25% AcOEt. Rendimiento

regioisomeros: 32% para 3a 'y 28% para 7a’.

1H-RMN (ppm) (300 MHz, CDCls) &: 7,86 (d, J meta = 2,0 Hz, 1H, Hg), 7,72 (d, J = 8,9 Hz, 2H,
Hig-Hz2), 7,33 (d, J oo = 8,7 Hz, 1H, Hs), 7,28 (t, J = 8,8, 1H, Hie), 7,25 (m, 1H, Hi7), 7,21
(d, J oo = 7,8 Hz, 1H, Hy), 7,16 (M, 1H, His), 6,92 (dd, J = 2.6; 1,4 Hz, 1H, H13), 6,89 (d, J =
9 Hz, 2H, His-Hz1), 3,84 (s, 3H, Has), 3,81 (s, 3H, Hazs),

13C-NMR @pm) (75 MHz, CDCls) 8: 167,93 (11C), 164,92 (20C), 159,64 (14C), 154,47 (8C),
141,60 (5C), 135,81 (4C), 133,33 (18,22C), 131,31 (10C), 130,31 (1C), 129,70 (2C), 124,9
8 (17C), 124,77 (12C), 121,74 (15C), 121,07 (6C), 116,65 (13C), 114,49 (19,21C), 114,03
(16C), 113,00 (3C), 55,81 (28C), 55,52 (26C).
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IR: 1694 cm™ (C=0), 1258 cm™ (C-O)
PUNTO DE FUSION: 170-171°C

5.3.6.- (5-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona (3b)

14

H,CO 16
26
Siguiendo el procedimiento general (Il) se utilizo el precursor 5-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-
benzo[d]imidazol (2b) (240mg; 1,05mmoal), cloruro de 4-metoxibenzoilo (359mg; 190uL;
2,11mmol) y NaH (50mg; 1,3mmol). El crudo de reaccién se purifico por columna
cromatogréfica sobre gel de silice utilizando fase movil 60% AcOEt/ 40% éter de petréleo,
para luego utilizar placa de capa preparativa con el fin de separar bien los regioisémeros,
utilizando fase mavil en gradiente: 50% AcOEt, 55% AcOEt, y 60% AcOEt. Rendimiento
regiosémeros: 28% para 3by 27% 3b".

IH-RMN (pm) (300 MHz, CDCl3) 5: 8,89 (dd, J = 2,3; 0,9 Hz, 1H, H22), 8,61 (dd, J = 4,9; 1,7
Hz, 1H, Hz0), 7,98 (dt, J = 7,9; 2,0 Hz, 1H, Hig), 7,88 (d, J mew = 1,3 Hz, 1H, He), 7,75 (d, J =
8,9 Hz, 2H, Hi3-H17), 7,32 (dd, J = 7,6; 4,8 Hz, 1H, His), 7,29 (m, 2H, Hs-Hy), 6,91 (d, J = 8,9
Hz, 1H, Hia-Hie), 3,89 (S, 3H, Has).

13C-NMR (pm) (75 MHz, CDCls) & :167,43 (11C), 165,18 (15C), 152,31 (8C), 150,89 (20C),
149,84 (22C), 143,87 (5C), 136,40 (18C), 133,82 (4C), 133,51 (13,17C), 130,14 (1C),
126,59 (10C), 125,39 (2C), 124,29 (12C), 123,27 (19C), 120,35 (6C), 114,68 (14,16C),
113,94 (3C), 55,87 (26C).

IR: 1696 cm™ (C=0), 1258 cm™* (C-O)

PUNTO DE FUSION: 172-174°C
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5.3.7.- (6-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona (3b")

Hyco™ ~ ™°
26

IH-RMN (prm) (300 MHz, CDCls) &: 8,87 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Hz,), 8,58 (dd, J = 5,2; 1,5 Hz,
1H, Hao), 7,95 (dt, J = 8,1; 1,9 Hz, 1H, His), 7,79 (dd, J oro, meta = 8,5; 0,7 Hz, 1H, He), 7,73
(d, J = 8,9 Hz, 2H, His-H17), 7,40 (d, J meww = 2,0 Hz, 1H, H3), 7,37 (dd, J = 8,5; 2,0 Hz, 2H,
H,), 7,27 (dd, J = 7,6; 4,8 Hz, 1H, Hio), 6,90 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Hus-H1s), 3,87 (S, 3H, Hae).

13C-NMR (pm) (75 MHz, CDCls) &: 167,39 (11C), 165,21 (15C), 151,74 (8C), 150,79 (20C),
149,77 (22C), 141,64 (5C), 136,30 (18C), 135,71 (4C), 133,51 (13,17C), 130,85 (2C),
126,61 (10C), 125,32 (1C), 124,17 (12C), 123,26 (19C), 121,32 (6C), 114,72 (14,16C),
113,27 (3C), 55,87 (26C).

IR: 1696 cm™* (C=0), 1258 cm™* (C-O)
PUNTO DE FUSION: 173-174°C
5.3.8.- (5-cloro-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona (3c)

21

H,CO 16
25

Siguiendo el procedimiento general (ll) se utilizé el precursor 5-cloro-2-(furan-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol (2c) (122mg; 0,561mmol), cloruro de 4-metoxibenzoilo (191mg; 152pL;

1,12mmol) y NaH (33mg; 0,842mmol). El crudo de reaccion se purifico por columna
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cromatogréfica sobre gel de silice utilizando fase mévil 40% AcOEt/ 60% éter de petroleo,
para luego utilizar placa de capa preparativa con el fin de obtener regioisémeros mas puros.
Se utiliz6 fase mévil: 20% AcOEt (dos eluciones}. Rendimiento regiosémeros: 20% para 3¢

y 20% para 3c’.

IH-RMN (ppm) (300 MHz, CDCl3) 8 7,79 (d, J meta = 1,6 Hz, 1H, He), 7,74 (d, J = 8,9 Hz, 1H,
His-Hi7), 7,36 (dd, J = 1,8; 0,8 Hz, 2H, Hz1), 7,20 (dd, J oro, meta = 8,7, 1,8 Hz, 2H, Hy), 7,15
(d, J oo = 8,7 Hz, 1H, Ha), 7,05 (d, J = 3,6 Hz, 1H, His), 6,90 (d, J = 8,9 Hz, 2H, His-Hie),
6,43 (dd, J = 3,5; 1,8 Hz, 2H, Hao), 3,86 (s, 3H, Has).

BC-NMR (opm) (75 MHz, CDCls) &: 167,30 (11C), 164,99 (15C), 145,52 (8C), 144,97 (21C),
143,90 (10C), 143,68 (5C), 133,20 (4C), 133,15 (13,17C), 129,79 (1C), 124,86 (2C), 124,58
(12C), 119,88 (6C), 114,51 (14,16C), 114,09 (19C), 113,34 (3C), 112,17 (20C), 55,81 (25C)

IR: 1711 cm (C=0), 1271 cm™ (C-O)
PUNTO DE FUSION: 165-168°C

5.3.9.- (6-cloro-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona (3c")

H,CO 16
25

IH-RMN (pm) (300 MHz, CDCls) &: 7,75 (d, J oro = 8,8 Hz, 1H, Hs), 7,74 (d, J = 9 Hz, 2H, Ha-
Hi7), 7,34 (dd, J oo, meta = 8,7; 1,7 Hz, 2H, H1), 7,32 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hz1), 7,30 (d, J meta =
8,6 Hz, 1H, Hs), 7,04 (d, J = 3,7 Hz, 1H, Hag), 6,92 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Hus-Has), 6,43 (dd, J =
3,5; 1,8 Hz, 1H, Hao), 3,88 (S, 3H, Has).

B3C-NMR (pm) (75 MHz, CDCl3) 8: 167,28 (11C), 165,05 (15C), 145,08 (10C), 144,86 (22C),
144,02 (8C), 141,51 (5C), 135,13 (4C), 133,13 (13,17C), 130,27 (2C), 125,03 (1C), 124,61
(12C), 120,94 (6C), 114,57 (14,16C), 113,82 (20C), 112,69 (3C), 112,15 (21C), 55,81 (25C).

IR: 1701 cm* (C=0), 1269 cm* (C-O)
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PUNTO DE FUSION: 168-170°C

5.3.10.- (5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
(3d)

H,CO 16
25

Siguiendo el procedimiento general (Il) se utilizd el precursor 5-cloro-2-(isoxazolil)-1H-
benzo[d]imidazol (2d) (100mg; 0,46mmoal), cloruro de 4-metoxibenzoilo (157mg; 125uL;
0,92mmol) y NaH (28mg; 0,69mmol). El crudo de reaccién se purifico por placa de capa
preparativa con el fin de separar los regioisémeros, utilizando fase movil en gradiente: 20%
AcOEt, 25% AcOEt, y 30% AcOEt,. Rendimiento regiosémeros: 30% para 3d y 25% para
3d".

H-RMN (ppm) (300 MHz, DMSO-ds) &: 9,10 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hz), 8,02 (d, J meta = 1,9 Hz,
1H, He), 7,76 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Hi3-H17), 7,45 (dd, J oro, meta = 8,8; 2,0 Hz, 2H, Hy), 7,37 (d,
J oo = 8,8 Hz, 1H, H3), 7,15 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Ha), 7,06 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H14-H16), 3,85
(s, 3H, Has).

13C-NMR (ppm) (75 MHz, DMSO-de) &: 166,42 (10C), 164,71 (15C), 161,33 (20C), 153,56
(12C), 143,50 (8C), 142,95 (5C), 133,28 (4C), 133,22 (13,17C), 128,60 (1C), 125,78 (2C),
123,70 (11C), 119,86 (6C), 114,66 (14,16C), 113,86 (3C), 105,03 (19C), 55,80 (25C).

IR: 1704 cm™ (C=0), 1261 cm* (C-0O)

PUNTO DE FUSION: 185-187°C
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5.3.11.- (6-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
(3d")

H,CO
25

1H-RMN (pm) (300 MHz, DMSO-ds) &: 9,08 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hzo), 7,94 (d, J oo = 8,6 Hz,
1H, He), 7,75 (d, J = 8,9 Hz, 2H, His-H17), 7,48 (dd, J orto, meta = 8,6; 2,0 Hz, 2H, Ha), 7,44 (d,
J meta = 2,0 Hz, 1H, Hs), 7,14 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hio), 7,05 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H1s-Has), 3,85
(s, 3H, Has).

13C-NMR (opm) (75 MHz, DMSO- d) & 167,00 (10C), 165,31 (15C), 161,92 (20C), 154,21
(12C), 143,67 (8C), 141,55 (5C), 135,66 (4C), 133,86 (13,17C), 130,60 (2C), 125,40 (1C),
124,36 (11C), 122,43 (6C), 115,25 (14,16C), 112,96 (3C), 105,63 (19C), 56,43 (25C).

IR: 1704 cm* (C=0), 1261 cm (C-O)
PUNTO DE FUSION: 187-188°C

Procedimiento general para la obtencién de productos finales benzoimidazélicos
(serie 1.2) (IlI).

5.3.12.- 5-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2a)

Cl 1 5 _N
8
2 4 =N

20
H,CO 21
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Usando como precursor el 5-cloro-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol (2a) (100mg;
0,402 mmol) sintetizado previamente, se incorporé dicho compuesto a un balén de reaccion
junto con 10 ml de THFan bajo atmdsfera de nitrégeno. Posteriormente, se agregé NaH
(24mg; 0.603mmol), formando una solucién 1. En un balén aparte, se disuelve el 1-
bromometil-4-metoxibenceno (161mg; 0,805mmol) en 3ml de THFan, teniendo asi una
solucion 2. Posteriormente, la solucion 2 se agrega lentamente sobre la solucion 1. Una vez
terminada la adicion, la reaccién se deja a reflujo por 3 horas. Finalizada la reaccion se
extrae con tres porciones de acetato de etilo (10ml x 3). Las porciones organicas se llevan
a sequedad y luego se purifica por columna cromatogréfica sobre gel de silice empleando
como fase movil 30% AcOEt/ 70% éter de petréleo. Luego de ello se separan los
regioisomeros obtenidos con placas de capa preparativas con fase moévil :20% AcOEt (2

eluciones). Rendimiento regioisbmeros: 31% para 3.2ay 27% para 3.2a’.

IH-RMN (pm) (300 MHz, CDCl3) &: 7,85 (d, J meta = 1,9 Hz, 1H, He), 7,38 (t, J = 8,1 Hz, 1H,
Hi4), 7,26 (dt, J = 6,3; 1,6 Hz, 1H, His), 7,22 (dd, J = 8,6; 2,0 Hz, 1H, His), 7,15 (d, J orto, meta
=8,6 Hz, 1H, H, ), 7,07 (dd, J = 2,6; 1,2 Hz, 1H, H11 ), 7,02 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Hig-Hz2), 6,87
(d, J = 8,7 Hz, 2H, H1o-H21), 5,41 (s, 2H, Hie), 3,8 (s, 3H, Hz7 ), 3,79 (S, 3H, Has).

13C-NMR (pm) (75 MHz, CDCls) &: 159,94 (12C), 159,38 (20C), 155,30 (8C), 144,05 (5C),
134,78 (4C), 131,02 (10C), 130,01 (14C), 128,36 (1C), 128,05 (17C), 127,33 (18,22C),
123,57 (2C), 121,54 (15C), 119,86 (6C), 116,81 (11C), 114,62 (19,21C), 114,28 (13C),
111,48 (3C), 55,46 (25C), 55,44 (27C), 48,21 (16C).

PUNTO DE FUSION: 138°C
IR: 1247 cm™(C-0)

5.3.13.- 6-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2a")

15 14

13
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IH-RMN (ppm) (300 MHz, CDCl3) &: 7,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H, He), 7,38 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Hua),
7,29 (dd, J = 8,6; 2,0 Hz,1H, H,), 7,25 (M, 2H, His-Hi3), 7,24 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Hs), 7,06
(dd, J =2,6; 1,1 Hz, 1H, Hi1), 7,03 (d, J = 8,5 Hz, 2H, His- Hz2), 6,89 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hye-
Ha1), 5,39 (s, 2H, His), 3,81 (s, 3H, Hzs), 3, 77 (S, 3H, Hz7)

13C-NMR @pm) (75 MHz, CDCls) &: 159,81 (12C), 159,28 (20C), 154,81 (8C), 141,67 (5C),
136,69 (4C), 130,81 (10C), 129,88 (14C), 128,75 (1C), 127,80 (17C), 127,17 (18,22C),
123,41 (2C), 121,38 (15C), 120,82 (6C), 116,72 (11C), 114,57 (19,21C), 114,09 (13C),
110,59 (3C), 55,33 (25,27C), 48,05 (16C).

IR: 1247 cm® (C-O)

5.3.14.- 5-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol (3.2b)

19

Haco” 2

25
Siguiendo el procedimiento general (lll), se utilizé el precursor 5-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-
benzo[d]imidazol (2b) (110mg; 0,51mmol), NaH (30mg; 0,76mmol) y 1-bromometil-4-
metoxibenceno (200mg; 1,02mmol). El crudo se purificé a través de placas de capa
preparativas con fase movil en gradiente: 70%,80% y 90% AcOEt. Rendimiento

regioisémeros: 26% para 3.2b 'y 28% 3.2b".

IH-RMN (ppm) (300 MHz, CDCls) 8: 8,92 (t, J = 1,5 Hz, 1H, Hi7), 8,73 (dt, J = 4,9; 1,5 Hz,1H,
His), 8,01 (ddd, J = 7,9; 1,9; 1,7 Hz, 1H, His), 7,84 (d, J mew = 1,7 Hz, 1H, He), 7,41 (dd, J =
7,8; 4,8 Hz, 1H, Hua), 7,24 (dd, J orto, meta = 8,7; 2,7 Hz, 1H, Hz), 7,18 (d, J oo = 8,8 Hz, 1H,
Ha), 6,96 (d, J = 8,6 Hz, 2H, His-Hz2), 6,85 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Hio- H21), 5,39 (S, 2H, H11),
3,78 (d, 3H, Has).

13C-NMR @pm) (75 MHz, CDCls) 8: 159,55 (20C), 152,33 (8C), 151,17 (15C), 149,78 (17C),
144,09 (5C), 136,81 (13C), 134,84 (4C), 128,70 (1C), 127,47 (12C), 127,20 (18,22C),
126,26 (10C), 124,12 (2C), 123,69 (14C), 120,05 (6C), 114,76 (19,21C), 111,56 (3C), 55,44
(25C), 48,20 (11C).
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IR: 1244 cm™(C-0)
PUNTO DE FUSION: 121-124°C

5.3.15.- 6-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol (3.2b")

19

Haco 2
25
*H-RMN (ppm) (300 MHz, CDCls) &: 8,92 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Hy7), 8,72 (dd, J = 5,0; 1,7 Hz,
1H, His ), 8,00 (dt, J = 7,9; 2,0 Hz, 1H, Has), 7,77 (d, J oo = 8,5 Hz, 1H, He), 7,41 (ddd, J =
7,9; 4,8; 1,4 Hz, 1H, Hua), 7,30 (dd, J oro, meta = 8,5; 2,0 Hz, 1H, H1), 7,27 (d, J meta = 2,0 Hz,
1H, Hs), 6,98 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hig-Hz2), 6,86 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H19-Hz1), 5,37 (s, 2H, Hu1),
3,79 (s, 3H, Has).

13C-NMR (opm) (75 MHz, CDCls) &: 159,57 (20C), 151,96 (8C), 151,12 (15C), 149,78 (17C),
141,92 (5C), 136,89 (4C), 136,74 (13C), 129,43 (2C), 127,36 (12C), 127,17 (19,21C),
126,25 (10C), 123,88 (1C), 123,69 (14C), 121,17 (6C), 114,84 (18,22C), 110,76 (3C), 55,45
(25C), 48,15 (11C).

IR: 1244 cm™(C-0)
PUNTO DE FUSION: 128-130°C

5.3.16.- 5-cloro-2-(furan-2-il)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2c)

19

H,CO 21
24
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Siguiendo el procedimiento general (lll), se utilizé el precursor 5-cloro-2-(furan-2-il)-1H-
benzo[d]imidazol (2c) (150mg; 0,69mmol), NaH (50mg; 1,3mmol) y 1-bromometil-4-
metoxibenceno (200mg; 1,02mmol). El crudo se purificé por columna cromatografica sobre
gel de silice empleando como fase movil 30% AcOEY 70% éter de petréleo Rendimiento

regioisomeros: 26% para 3.2c y 20% 3.2c’.

'H-RMN (ppm) (300 MHz, CDCls) &: 7,77 (d, J meta = 1,3 Hz,1H, He), 7,59 (d, J = 1,7 Hz, 1H,
His), 7,19 (m, 2H, H»>-H3), 7,10 (d, J = 3,6 Hz, 1H, Hi1), 7,05 (d, J = 8,7 Hz, 2H, His-H2),
6,82 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Hi9-H21), 6,57 (dd, J = 3,6; 1,8 Hz, 1H, H12), 5,61 (s, 2H, Hss), 3,75
(s, 3H, H2a).

3C-NMR (pm) (75 MHz, CDCls) &: 159,38 (20C), 145,60 (8C), 145,03 (5C), 144,45 (13C),
144,09 (10C), 134,48 (4C), 128,61 (1C), 128,04 (17C), 127,72 (18,22C), 123,74 (2), 119,67
(6C), 114,49 (19,21C), 113,45 (11C), 112,23 (12C), 110,99 (3C), 55,40 (24C), 48,17 (16C).

IR: 1247 cm® (C-O)
PUNTO DE FUSION: 141°C

5.3.17.- 6-cloro-2-(furan-2-il)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2c¢")

19

H,co” " 21
24
IH-RMN (pmy (300 MHz, CDCls) &: 7,70 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Hs), 7,59 (dd, J = 1,8; 0,8 Hz,
1H, His), 7,27 (t, J oo = 2,1 Hz, 1H, Hz3), 7,24 (dd, J orto, meta = 8,5; 2,0 Hz, 1H, Hy), 7,09 (dd,
J= 3,5; 0,8 Hz, 1H, H11), 7,06 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H13-H22), 6,83 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H19-H21),
6,56 (dd, J = 3,5; 1,8 Hz, 1H, H1z), 5,58 (S, 2H, His), 3,76 (S, 1H, Hza).

13C-NMR @pm) (75 MHz, CDCls) &: 159,39 (20C), 145,27 (8C), 145,00 (10C), 144,39 (13C),
141,87 (5C), 136,46 (4C), 129,00 (2C), 127,91 (17C), 127,70 (18,22C), 123,75 (1C), 120,77
(6C), 114,53 (19,21C), 113,29 (11C), 112,21 (12C), 110,26 (3C), 55,39 (24C), 48,12 (16C).

~ 86 ~



IR: 1249 cm™*(C-0)
PUNTO DE FUSION: 121°C

5.3.18.- 5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2d)

14

H,CO 16
25
Siguiendo el procedimiento general (lll), se utilizé el precursor 5-cloro-2-(isoxazolil)-1H-
benzo[d]imidazol (2d) (112mg; 0,46mmol), NaH (27mg; 0,69mmol) y 1-bromometil-4-
metoxibenceno (111mg; 0,57mmol). El crudo se purificé por columna cromatogréafica sobre
gel de silice empleando como fase mévil 30% AcOEt 70% éter de petrleo Rendimiento
regioisdmeros: 28% para 3.2d y 39% 3.2d".

IH-RMN (ppm) (300 MHz, DMSO-de) 8 9,22 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hao), 7,86 (d, J = 2,0 Hz, 1H,
He), 7,70 (d, J oo = 8,7 Hz, 1H, Hs), 7,37(dd, J orto, meta = 8,7; 2,0 Hz, 1H, Hy), 7,26 (d, J = 1,7
Hz, 1H, Hio), 7,12 (d, J = 8,6 Hz, 2H, His-H17), 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H14-Hs), 5,90 (s, 2H,
Hio), 3,67 (s, 3H, Has).

13C-NMR (opm) (75 MHz, DMSO-ds) & 160,98 (20C), 158,69 (15C), 154,96 (12C), 143,56 (8C),
143,32 (5C), 134,71 (4C), 128,39 (11C), 128,18 (13,17C), 127,41 (1C), 124,34 (2C), 119,28
(6C), 114,08 (14,16C), 113,13 (3C), 105,83 (19C), 55,02 (25C), 47,57 (11C).

IR: 1244 cm™ (C-O)

PUNTO DE FUSION: 148-151°C
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5.3.19.- 6-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol (3.2d")

14

Hco — 1°
25

IH-RMN (opm) (300 MHz, DMSO-de) & 9,21 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Hzo), 7,83 (d, J mew = 2,0 Hz,

1H, Hs), 7,80 (d, J orto = 8,7 Hz,1H, Hs), 7,33 (dd, J oo, meta = 8,7; 2,0 Hz, 1H, Hy), 7,25 (d, J
= 1,7 Hz, 1H, Hyo), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H13-H17), 6,85 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hu-Hie), 5,91
(s, 2H, Hio), 3,68 (s,3H, Hzs).

13C-NMR (ppm) 13C NMR (75 MHz, DMSO-de) 8: 160,93 (20C), 158,69 (15C), 154,97 (12C),
143,27 (8C), 141,30 (5C), 136,61 (4C), 128,67 (11C), 128,40 (2C), 128,16 (13,17C), 123,40
(1C), 121,32 (6C), 114,10 (14,16C), 111,53 (3C), 105,80 (19C), 55,02 (24C), 47,43 (10C).

IR: 1244 cm™ (C-O)
PUNTO DE FUSION: 142-145°C.

Procedimiento general para la obtencién de los derivados de benzo[b]tiofeno 5ay 5b
(V).

5.3.20.- 2-(3-metoxifenil)-benzo[b]tiofeno (5a).

A\
S

OCH,
17

Se disuelve en 7ml de metanol y 20ml de tolueno a un baldn de reaccién de dos bocas junto
con 1-bromo-4-metoxibenceno (1550mg; 1000uL; 8,29mmol) y se provee la solucién a
agitacién. Luego de ello, se agrega el catalizador tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0)
(Pd(PPhs)4 (288mg; 0,25mmol), tornandose la solucién de un color rojo intenso. Después

se adiciona una solucion previamente preparada de carbonato de sodio (Na,COs) (1220mg;

~ 88 ~



5800uL de agua). Finalmente se incorpora el acido benzotiofeno-3-borénico (2100mg;
12mmol). Se lleva la reaccion a reflujo por 4 horas. Terminado el tiempo el crudo de reaccién
se lleva a sequedad. Luego de ello, se resuspende con 5ml de acetato de etilo y se agrega
agua. Se extrae con 3 porciones de acetato de etilo (10ml) y se recolectan las fases
organicas para luego llevarlas a sequedad. Se purificé por columna cromatogréafica sobre
gel de silice empleando como fase movil 10% diclorometano (DCM) / 90% éter de petréleo.

Sélido blanco y rendimiento: 64%

IH-RMN (ppm) (300 MHz, CDCls) & 7,88 — 7,84 (m, 1H, Hs), 7,83 — 7,78 (m, 1H, Hs), 7,58 (d,
J =0,8 Hz, 1H, Ho), 7,45 — 7,29 (M, 4H, H1-Ha-His-Hua), 7,29 (dd, J = 2,1; 1,6 Hz, 1H, H11),
6,94 (t, J = 2,4 Hz, 1H, His), 3,91 (s, 3H, H17)

13C-NMR (ppm) (75 MHz, CDCls) &: 160,12 (12C); 144,22; 140,74; 139,63; 135,78; 130,11;
124,66; 124,51; 123,73; 122,40; 119,83; 119,24; 113,92; 112,28; 55,49 (17C).

PUNTO DE FUSION: 130-132°C

5.3.21.- 2-(3-metoxifenil)-benzo[b]tiofeno (5b).

Siguiendo el procedimiento (1V), se agrega 3-bromopiridina (660mg; 4,013mmol), Pd(PPhs)4
(140mg; 0,118mmol), Na,COs (600mg; 2810uL de agua) y acido benzotiofeno-3-borénico
(1000mg; 5,62mmol). Se purificd por columna cromatografica sobre gel de silice empleando

como fase movil 20% AcOE/80% éter de petréleo. Sélido blanco y rendimiento: 68%.

LH-RMN (ppmy (300 MHz, CDCl3) 8: 9,01 (s, 1H, His), 8,60 (d, J = 4,8 Hz, 1H, Hi3), 7,98 (dt, J
=8,0; 2,0 Hz, 1H, H11), 7,85 (ddd, J = 13,3; 6,7; 2,6 Hz, 2H, Hi-H,), 7,62 (s, 1H, Hg), 7,39
(m,3H, He-Hz-H12)

13C-NMR @ppm) (75 MHz, CDCls) &: 149,16; 147,46; 140,41; 140,26; 139,73; 133,57; 130,39,
124,91, 124,83; 123,88; 123,72; 122,37, 120,77.

PUNTO DE FUSION: 105-106°C

Procedimiento general para la obtencién de los compuestos finales derivados de

benzo[b]tiofénicos 6ay 7a (V)
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5.3.22.- (4-metoxifenil)(2-(3-metoxifenil)benzo[b]tiofen-3-i)metanona (6a)

25
H3CO 14

OCH,4
27

En un bal6n de reaccién se agrega cloruro de 4-metoxibencilo (140mg, 0.83mmol) y 6ml de
solvente dicloroetano (DCE) anhidrido en ambiente de nitrdgeno mas tricloruro de aluminio
(AICI3) (166mg; 1,25mmol) forméndose una solucién 1. En otro balén se prepara otra
solucién del intermediario 2-(3-metoxifenil)-benzo[b]tiofeno 5a (100mg; 0,42mmol) y 5ml de
DCE también en N3, obteniéndose una solucién 2. Una vez listos ambos contenidos, se
vierte lentamente mediante goteo la soluciéon 2 sobre la solucion 1, y se observa como
mezcla de reacciéon comienza a tornarse de un color rojo oscuro. Luego de 1 hora la
reaccion ha finalizado y se agrega una solucion previamente preparada de carbonato de
sodio (Na.COs; 1M) (10ml). Finalmente se extrae con diclorometano (DCM) y se lleva a
sequedad para obtener el crudo de reaccion, el cual se purifica mediante DCVC con
diferentes porciones de mezcla cloroformo/éter de petréleo (CHCls/éter de petrdleo),
eluyendo el producto en la fraccion 70% CHCIs, 30%eter de petroleo. Solido blanco con

rendimiento: 40%

1H-RMN (pmy *H NMR (300 MHz, CDCls) & 7,87 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H1s-H17), 7,82 (m, 2H, Hy-
Ha), 7,65 (S, 1H, Hz2), 7,42 (s, 2H, Ha-He), 7,39 (t, J = 2,3 Hz, 1H, Hus), 7,36 (dd, J = 7,2; 1,6
Hz, 1H, Hz0), 7,32 (S, 1H, Ha1), 6,95 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Hus-Hie), 3,90 (s, 1H, Hz7), 3,86 (s,
1H, Has).

13C-NMR (ppm) (75 MHz, CDCls) &: 194,52 (11C), 163,78 (15C), 157,72 (19C), 143,45 (10C),
140,62 (5C), 139,77 (8C), 137,71 (4C), 132,43 (13,17C), 130,79 (12C), 130,20 (21C),
129,13 (9C), 124,90 (6C), 124,86 (3C), 123,95 (2C), 122,46 (1C), 120,64 (22C), 118,90
(18C), 113,68 (14,16C), 109,57 (20C), 55,94 (25C), 55,62 (27C).

IR: 1649 cm'! (C=0), 1252 cm* (C-O).
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PUNTO DE FUSION: 166-167°C

5.3.23.- (2-(3-metoxifenil)benzo[b]tiofen-3-il)(naftalen-1-il)metanona (7a)

17
16

OCH,
27

Siguiendo el procedimiento general (V) se utilizo cloruro de 1-naftoilo (160mg; 0,832mmol),
AICI; (170mg; 1,25mmol) y 2-(3-metoxifenil)-benzo[b]tiofeno 5a (100mg; 0,416mmol). El
crudo de reaccion se purifica mediante DCVC, con diferentes fracciones de fase mavil

CHCls/éter de petroleo, en aumento de la polaridad. La fraccion de producto eluye en la
fraccion: 60%CHCIs/ 40% éter de petréleo. Sélido blanco con rendimiento de: 43%.

IH-RMN (pm) (300 MHz, CDCl) & 8,61 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Has), 8,02 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H1y),
7,94 (m, 1H, Hzs), 7,88 (M, 1H, Hs), 7,84 (M, 1H, He), 7,72 — 7,52 (M, 4H, Hu-His-H1e-Ha7),
7,49 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ha1), 7,44 (m,1H, Hy,), 7,40-7,38 (M, 3H, Ha-H1-Hig), 7,31 — 7,27 (m,
1H, Hzo), 3,72 (s,1H, Ha7).

BC-NMR ppm) (75 MHz, CDCl5) &: 197,11 (11C); 158,91; 143,05; 140,46; 139,77; 138,98;
137,00; 133,80; 132,24, 131,81; 130,79; 129,52; 129,45, 128,38; 127,66, 126,33; 125,87,
124,95; 124,81, 124,40, 123,94, 122,37, 120,96, 118,72; 109,86; 55,87 (27C).

IR: 1649 cm! (C=0), 1249 cm'! (C-O).

PUNTO DE FUSION: 220-223°C
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7.-ANEXOS.
7.1.-Ensayo de cantidad de células para cultivas en HL-60 y HEK293T.
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7.2.- Ensayo de viabilidad celular con porcentajes de DMSO al 0.25,0.5,1,2,3,4,5y 10%.
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7.3.- Espectros
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5-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol
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.5-cloro-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol.
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5-cloro-2-(isoxazolil)-1H-benzo[d]imidazol
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(5-cloro-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
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(5-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
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(6-cloro-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona.
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(5-cloro-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
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(6-cloro-2-(furan-2-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
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(5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
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(5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona
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5-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol

8LEN
08'e”

W5

98'9
68'9
00'4
£0'L
[
50'4
90'¢
Qe
e
804
14
ars
02 £1
e
€L
b £
b £
ST £
ST £
9L

9z £ ﬂ
8z L
9g" £
8€' ¢4
W
ba's

mm.nv

£
n_u%
+ e
[l |
w -
1/0\1
i
w
2z ZT N\ R
\/ = =
e R\V\ w)_
\\ /ﬂ/ Nz UMJ
K 7 RN
N o
\1|2
O

16

—— 002

,
J
e[
—Led fye

T

T

T

T

T

T

T

T

T T T T T T T

T

T T

T

80 78 7.6 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6

|4

bS5
av.mmv.

ERAD 9T EL

f1 (ppm)

8 11T,
BEPIT
29 bIT—
18911~
98 61T,
BSIZT
£ €2~
€€ 21
50821 A
9’ wn_“
T0°0ET
Z0'TEr’
8L bEr”

SO'PbT—

0E"SST—
8E' 65T
bb' 65T .V

25
27

O—CH

19,21

18,22

= 1€0

=00

“epo

0P |

- 6E'0
J o

[BE'D
80

Mﬁ.c
€20

-~ 0}

~zzo
S S20

=10
[eco
=420

165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 8 75 70 65 60 55 50 45

T

T

T

T

T

T

T

f1 (ppm)

- 114 -



6-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(3-metoxifenil)-1H-benzo[d]imidazol
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5-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol
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6-cloro-1-(4-metoxibencil)-2-(piridin-3-il)-1H-benzo[d]imidazol
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5-cloro-2-(furan-2-il)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol
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6-cloro-2-(furan-2-il)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol
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5-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol
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6-cloro-2-(isoxazol-3-il)-)-1-(4-metoxibencil)-1H-benzo[d]imidazol
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2-(3-metoxifenil)-benzo[b]tiofeno.
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2-(3-metoxifenil)-benzo[b]tiofeno.
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(4-metoxifenil)(2-(3-metoxifenil)benzo[b]tiofen-3-il)metanona
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(2-(3-metoxifenil)benzo[b]tiofen-3-il)(naftalen-1-il)metanona.
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