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RESUMEN

Desde tiempos remotos, la Cannabis ha sido utilizada tanto por sus
acciones medicinales como por sus efectos recreacionales. En la
actualidad, hay un sin numero de estudios cientificos que avalan su uso
terapeutico en el manejo del dolor, problemas cardiometabdlicos,
alteraciones gastricas y diversas enfermedades neurodegenerativas.

En esta investigacion, se describe el disefo racional de ligandos, sintesis
quimica y evaluacion biolégica de una serie de 23 compuestos que
tendrian la capacidad de modular el sistema endocannabinoide a través
de la inhibicién de la enzima FAAH (Fatty Acid Amide Hydrolase), que es
la encargada de degradar los ligandos enddgenos producidos “a
demanda”, para mantener los procesos homeostaticos relacionados con

las acciones primarias del ser humano.

El disefio del esqueleto estructural fue construido a través de estudios de
acoplamiento molecular inducido, desarrollado previamente por el grupo
de investigacion y refinado posteriormente. La sintesis quimica se
desarrollo en tres pasos de reaccion, siendo el uso de trifosgeno vital
para el éxito de la reaccion, ya que permitid controlar la cinética y
velocidad de la misma. Por ultimo, se midio la capacidad inhibitoria de la
serie, donde 8 moléculas fueron activas, siendo REC-2 el con menor ICsg
(2,08 uM). Cabe destacar, que se determino que la serie es selectiva por

la enzima y no tiene efecto sobre MAGL (Mono Acyl Glycerol Lipase).
Con esto, se obtuvo la relacién estructura-actividad y el farmacéforo de

la serie propuesta que permitira futuros redisefios moleculares para

aumentar la capacidad inhibitoria de los compuestos.

Xi
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ABSTRACT

Since ancient times Cannabis has been used by humans for medical and
recreational practices. Currently, there is a number of scientific studies
supporting the therapeutic properties of cannabis in the management of
pain, cardiometabolic problems, gastric alterations and various

neurodegenerative diseases.

In this work, we describe an in silico drug design, chemical synthesis and
biological evaluation of a series of 23 compounds that would have the
ability to modulate the endocannabinoid system through the inhibition of
the Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH) enzyme. The FAAH degrades
the endogenous ligands produced "on demand" to conserve the

homeostatic processes balanced in the body.

The structure-based drug design was performed through studies of
induced molecular coupling, previously developed by our research group
and subsequently optimized. The chemical synthesis was developed
during three reaction steps, being the use of triphosgene vital for the
success of the chemical reaction. This allowed to control the kinetics and
speed of the chemical reaction. Finally, the inhibitory activity of the 23
compounds was measured on FAAH was evaluated. Eight molecules
were active, with REC-2 having the lowest ICso (2.08 uM). It is worth to
mention that the 23 molecules designed were selective for the FAAH and
had no effect on Monoacyl Glycerol Lipase (MAGL) activity.

In summary, the work described in this thesis provides essential
information on the structural features of the 23 compounds and their
structure-activity relationship that will be important regarding its use in
drug design.

Xii
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Sistema Cannabinoide

En los ultimos afios, los cientificos especialistas en Quimica Médica han
puesto un especial énfasis en el estudio del sistema endocannabinoide.
La evidencia cientifica muestra que la manipulacién de este sistema es
absolutamente innovadora y presenta importantes aplicaciones

terapéuticas.

Resena Historica

Desde tiempos remotos, la naturaleza ha sido utilizada por el hombre
debido a sus cualidades medicinales, recreacionales, textiles, agricolas,
entre otras. La Cannabis, o también denominada marihuana, es uno de
los cultivos mas longevos de la historia, fue utilizada como un precursor
de fibra, alimentos y medicina desde la antigiedad *; asi, la datacién por
carbono, estima el uso de fibras en forma de cafiamo ya en el afo 4.000
AC 2.

Por otro lado, el uso medicinal de Cannabis se describe desde el 5.000
AC; en esos afios, el emperador chino Chen Nung habria escrito “Shen-
nung pen ts’ao ching”, la farmacopea china mas antigua existente hasta
nuestros dias. En ella, Nung describe que las flores de la planta hembra
de marihuana contiene la mayor cantidad de energia yin o energia
femenina; se prescribia en casos de fatiga menstrual, reumatismo,
malaria y estrefiimiento. En caso de sobredosis, se experimentaban
visiones con demonios y de ser utilizada por largos periodos de tiempo,
el paciente podia establecer comunicacion con espiritus 3. Ademas de la

presencia en la cultura china, existen reportes de uso clinicos en diversas
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civilizaciones como la Asiria, Egipcia, India, Aria, Griega, Helénica y en

textos religiosos como el Antiguo Testamento *.

El primer componente psicoactivo de la marihuana fue aislado e
identificado por Gaoni y Mechoulam en 1964, siendo denominado A°-
tetrahidrocannabinol (A°-THC) °. Posteriormente, sobrevino el hallazgo
de diversos fitocannabinoides y ligandos enddgenos, destacando la
anandamida en 1992 8. En la Figura1, se describe la estructura quimica
de AS-THC.

Figura1: Estructura quimica de A°-THC.

En 1990, las investigaciones realizadas hasta ese minuto, permitieron el
descubrimiento de dos receptores acoplados a proteina G (CB+ y CB>)
que eran capaces de unirse a fitocannabinoides y endocannabinoides ’.
Seis afios mas tarde, se identifica la enzima FAAH (por sus siglas en
inglés: Fatty Acid Amide Hydrolase) perteneciente a la familia de las
amidasas; ésta, tenia la capacidad de hidrolizar anandamida y otros
endocannabinoides 8. En 2004, Di marzo propone la existencia de un
sistema de regulacion  endogeno  denominado = “Sistema
Endocannabinoide” (ECS, por sus siglas en inglés) formado por:

receptores cannabinoides, “endocannabinoides”, enzimas encargadas
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de la sintesis-degradacion de los ligandos enddégenos y un mecanismo

de recaptacion celular no identificado totalmente °.

La Cannabis es una planta de la familia de las Cannabaceae con tres
especies primarias que varian segun sus componentes bioquimicos:
Cannabis sativa, Cannabis indica'y Cannabis ruderalis '. Actualmente, la
Cannabis es la droga ilicita mas utilizada a nivel mundial, se estima que
su consumo alcanza el 4 % de la poblacién y el 10 % de estos usuarios

la consume diariamente 1°.

Receptores Cannabinoides

Acerca de los receptores cannabinoides, hasta la fecha se han
identificado dos subtipos: receptor cannabinoide tipo 1 (CB1) y receptor
cannabinoide tipo 2 (CB2). Ambos pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCRs); caracterizados por poseer
7 dominios transmembranales y controlar una amplia variedad de
transduccién de sefiales ''. Adicionalmente, el primer subtipo, tiene la
capacidad de acoplarse a canales de potasio y calcio a través de proteina
Gs.

El receptor CB+, esta distribuido principalmente en el sistema nervioso
central en axones y terminales nerviosos; ademas, es el GPCRs mas
abundante a nivel cerebral y su modulacién esta relacionada con
procesos cognitivos, funciones motoras y sensoriales 2. CB1 también se
expresa, aunque en menor cuantia, a nivel periférico en tracto
gastrointestinal, pancreas, higado, rifiones, prostata, testiculos, utero,

ojos, células adiposas y corazon 3.
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CB2, por el contrario, se encuentra expresado de manera mayoritaria en
células y tejidos del sistema inmune como bazo, timo ', amigdalas,
linfocitos, monocitos y neutréfilos '°; en tanto, en tejidos periféricos, se
encuentra en miocardio, intestino, endotelio, musculo liso, pancreas,
hueso y 6rganos reproductivos como también en varios tipos de células
tumorales 6. La activacion de CB: regula procesos inflamatorios y de
dolor '7; sin embargo, recientemente se ha encontrado presencia de
receptores de este tipo a nivel cerebral que participarian en procesos de

neuroproteccion 8.

Endocannabinoides

Tanto CB1 como CBz, son modulados por ligandos enddgenos
denominados “endocannabinoides” quienes tienen la capacidad de
acoplarse a dichos receptores; esta acciéon, produce la activacion de la
proteina heterotrimérica Gio provocando una inhibicion de adenilciclasa

y la consecuente reduccion en la acumulacién de AMP ciclico °.

Estos ligandos son amidas, ésteres y éteres de acidos grasos de cadena
larga que debido a su elevado caracter lipofilico no pueden ser
almacenados en vesiculas por lo que su produccion es “a demanda”; es
decir, se sintetizan y se liberan sélo cuando son necesarios ?°. Los
principales endocannabinoides son anandamida (AEA) y 2-
araquidonoilglicerol (2-AG); por una parte, AEA tiene una afinidad
agonista parcial ligeramente mas elevada por CBs que por CB2; en
cambio, 2-AG se une con afinidad similar por ambos receptores; pero, en
comparacion con AEA, tiene mayor potencia tanto en CB1 como en CB,
enlazandose con mayor eficacia a CB1 ?'. En la Figura2, se observan las
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estructuras quimicas de diversos endocannabinoides, siendo los mas

relevantes anandamida (AEA) y 2-Araquidonoilglicerol (2-AG).

2 o OH 0
Cooor oot oo

Anandamida 2-Araquidonoilglicerol Vidoramina

HO
¥ DV\
Noladin eter

N-Araquidonil-dopamina

Figura2: Estructuras quimicas de ligandos endogenos. 22

Sistema Enzimatico

En relacion al sistema enzimatico, la obtencién de AEA se produce en
dos pasos. La primera etapa es estimulo-dependiente, el precursor N-
araquidonoil-fosfatidiletanolamina (NAPE) es hidrolizado por una
fosfolipasa D especifica (NAPE-PLD) para ser convertido en AEA 23
como las cantidades existentes de NAPE a nivel cerebral son muy
pequefias para mantener la liberacion de AEA por un periodo largo de
tiempo; en una segunda etapa, los reservorios celulares de NAPE son
restablecidos por la enzima N-acetil-tranferasa (NAT), encargada de
catalizar la transferencia del grupo Acido Araquidénico (AA) a
fosfatidiletanolaminas, que son wun conjunto de acidos grasos
encontrados a nivel de fosfolipidos de membrana. Se ha observado que
este Ultimo proceso, es regulado por dos segundos mensajeros: Ca®* y
AMPc, ya que en su ausencia, NAT se vuelve inactiva 2*. En la Figura3,

se esquematiza la formacion de AEA.
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Alkyl
Acyl q; o
1"
0-P-0
A ~ NHs

Phosphatidylethanolamine
lN»acyItransferase

Alkyl
Acyl{ (0] (0]
I
O-P-0__~ — =
o H

N-arachidonoyl-PE
Phospholipase D

o
HO_~ — —

H N:A:

Anandamide

Figura3: Mecanismo de formacién de AEA. %

A nivel cerebral AEA es mayoritariamente inactivada por hidrdlisis
mediada por la enzima amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH: Fatty
Acid Amide Hydrolase), principalmente por la isoforma FAAH-1 y en
menor medida por FAAH-2. Los metabolitos resultantes son AA vy
etanolamina. Una segunda via de degradacion de AEA es por oxidacion,
a través de la enzima COX-2, generando prostamidas 2°. En la Figura4,

se pueden examinar ambas vias.

HO
C HO
\/\”/ Naa FAAH AA + \/\NH

3

ANANDAMIDE ethanolamine

prostamide E,

Figura4: Mecanismo de degradacion de AEA. 25
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2-AG es Dbiosintetizado desde 1-acil-2-araquidonoilglicerol; éste
precursor se encuentra en los fosfolipidos de membrana y es degradado
por hidrélisis enzimatica promovida por dos diacilglicerol lipasas
selectivas: DAGLa y DAGLR 28.

Por otro lado, la degradacién de 2-AG es promovida principalmente por
monoacilglicerol lipasa (MAGL) produciendo AA y glicerol. Sin embargo,
como se aprecia en la Figura5, algunos autores postulan que un 85 % de
la metabolizacion de 2-AG se debe a MAGL y que el 15 % restante,
depende de diversas hidrolasas especificas que difieren segun la

distribucion celular 27.

Other 2-AG Hydrolases

HO
e} HO
HO\/\[\OJ\/\/:\/: _MAcL JV\AO Ho;L
r\/\ — _ OH

(e.g., ABHD6, ABHD12)
2-Arachidonoylglycerol Arachidonic Acid Glycerol

Figura5: Mecanismo de degradacion de 2-AG. 27

Acerca de la (distribucion enzimatica, FAAH se encuentra
mayoritariamente en forma intracelular y de manera post-sinaptica. En
gran parte de los tejidos, ésta enzima determina la actividad de los
receptores CB+ que se encuentran a nivel pre-sinaptico; en otras regiones
regula los niveles post-sinapticos de anandamida e incluso, por ejemplo,
en el globus pallidus y la sustancia nigra pars reticulata, los receptores
CB+ no se asocian con la expresion de FAAH 28,

Por otra parte, MAGL esta distribuido intracelularmente, en las misma
regiones cerebrales que CBi; es sintetizado en las neuronas post-
sinapticas actuando como una sefal retrograda en las fibras pre-
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sinapticas para luego ser inactivado cerca de su sitio de accién en el

receptor CB1 29,

Funciones Fisiolégicas

El sistema endocannabinoide (ECS) juega un papel crucial en la
homeostasis en regiones como el cerebro, la piel, el tracto digestivo,
sistema cardiovascular, sistema genitourinario y huesos 3°. También, se
ha descrito que modula el desarrollo embriolégico, la plasticidad
neuronal, la neuroproteccion, la inmunidad, la inflamacién, la apoptosis,
la carcinogénesis, el dolor, la memoria emocional, el hambre, la
alimentacion y el metabolismo. En resumen, los roles homeostaticos
asociados al ECS han sido descritos en acciones primarias para el ser

humano: relajarse, comer, dormir, olvidar y proteger '.

Diversos factores ambientales (incluidos estilo de vida, dieta, actividad
aérobica, etc.), pueden afectar el “tono endocannabinoide” relacionado
con la densidad de receptores, regulacion positiva/negativa y la relativa
presencia o ausencia de cannabinoides enddgenos. Por esto, algunos
autores han propuesto que la deficiencia endocannabinoide pudiera ser
responsable de enfermedades que cursan con dolor o con trastornos

sicologicos y/o siquiatricos *2.

Por ejemplo, en individuos obesos, se aprecia un aumento en el tono
cannabinoide produciendo una disfuncion alimenticia 3. Por otro lado, se
ha planteado que la migrafia, fibromialgia y el sindrome del intestino
irritable constituyen “sindromes de deficiencia de endocannabinoides” 34.
Adicionalmente, hay reportes que indican que una desregulacion del tono

cannabinoide, estaria implicado en las descompensaciones de las
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siguientes patologias: esquizofrenia 3%, esclerosis multiple 3¢, enfermedad

de Huntington 37, anorexia 38, cinetosis *°.

Fitocanabinoides

Actualmente, se ha determinado que Cannabis sativa tiene la capacidad
de sintetizar cerca de 500 biomoléculas de diversas estructuras
quimicas. Entre estos derivados, se distinguen los fitocannabinoides que
son alrededor de 70 compuestos que solo se encuentran en esta planta
4. En orden de abundancia, los mas presentes son:
tetrahidrocannabinoles (THCs), cannabidioles (CBDs), cannabinoles
(CBNs), cannabigeroles (CBGs) y cannabicromenos (CBCs). La mayoria
de ellos son terpenoides triciclicos con 21 atomos de carbono; aunque
esto difiere segun el largo de la cadena lateral que sustituye al anillo
aromatico (C-3) '. En la Figura6 se presentan las correspondientes

estructuras quimicas.

OR,
L

O R;
AQ—Tetrahydrocannabinols (THCs) Cannabidiols (CBDs) Cannabinols (CBNs)
- R; =H or COOH R; =Hor CH3
R; or R3 =H or COOH 1 . . -
Ry =Cy, C3, Cy, Cs side chain Ry =Cy, G, Cy, Cs side chain R, =H or COOH . .
- ’ ; R3 =H or CH; R3 =Cy, C3, Cy, Cs side chain
OH
OH X R
R,
77 | R:O R,
© Re HO
Cannabichromenes (CBCs) Cannabigerols (CBGs) Cannabinodiols (CBNDs)
R, =H or COOH R, = H or COOH R = Cj3, C5 side chain
: : R, =C3,C
R, = side ch 2=L3,05
» = C3, Cs side chain Ro—H CH;

Figura6: Clasificacion estructural de los fitocannabinoides. 4°
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Como se menciond, el uso medicinal y recreacional de marihuana
proviene desde la antigliedad; el principal responsable es A°>-THC que se
encuentra presente en grandes cantidades en la planta. Los efectos
clinicos del uso de Cannabis sativa, ya sea por ingesta o inhalacién, son
prometedores #?; se asocian principalmente a la activacion a nivel central
del receptor CB4, siendo utilizada en pacientes con problemas
relacionados con: dolor inflamatorio y/o neuropatico 43, nduseas, vomitos
44 disminucion del apetito 45, aumento de la presion intraocular 6,
desordenes neurodegenerativos 47, control de espasticidad 48, psicosis

49 procesos tumorales %, epilepsia ', estrés y ansiedad 2.

Potencial Terapéutico

Referente al potencial terapéutico de los cannabinoides, los ligandos
agonistas CB4 actuan como estimulantes del apetito, antieméticos,
analgésicos, inhibidores en el crecimiento tumoral y neuroprotectores.
Conjuntamente, los ligandos antagonistas a este receptor han sido
estudiados para combatir la obesidad y problemas cardiometabdlicos 3.

Por otro lado, los agonistas CB: estan relacionados con el tratamiento del
dolor, aterosclerosis, infarto de miocardio, isquemia, alteraciones
gastricas de tipo inflamatorio y autoinmune, desdérdenes
neurodegenerativos como enfermedades de Parkinson, Alzheimer vy
Huntington, isquemia hepatica, inflamacion, fibrosis, desordenes renales,
trastornos 6seos y cancer %+ 5%, En el caso de los antagonistas CBy, estan
indicados como antiinflamatorios y antialérgicos °¢. Cabe destacar que
los antagonistas CB1 y CB> también podrian actuar como agonistas

inversos 7.
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Disponibilidad Comercial

Comercialmente, se encuentran disponibles en el mercado
estadounidense y europeo los siguientes agonistas cannabinoides:
Marinol® (dronabinol/A®-THC sintético) que es utilizado como
antiemético y estimulante del apetito en pacientes con SIDA que
presentan excesiva disminucion de peso o caquexia; Cesamet®
(nabilona) utilizado para combatir los efectos adversos de la
quimioterapia como nauseas y/o vomitos y Sativex® que contiene igual
proporcion de A®-THC y de cannabinoides no psicoactivos siendo
prescrito para dolor neuropatico en esclerosis multiple y como analgésico

en cancer avanzado 58,

Cabe destacar, que en octubre de 2016, en Chile se aprueba el registro
de Sativex® para ser comercializado con la siguiente indicacion clinica:
“tratamiento de los sintomas en pacientes adultos con espasticidad
moderada o grave debida a esclerosis multiple, que no han respondido
de forma adecuada a otros medicamentos antiespasticos”, siendo el
primer medicamento a base de cannabis autorizado en el pais

(www.ispch.cl).

En 2006, se lanz6 al mercado Acomplia® (SR1411716A, Rimonabant);
convirtiétndose en el primer antagonista CB1 desarrollado para el
tratamiento de la obesidad. Lamentablemente, debid ser retirado por los

efectos ansiogénicos e ideas suicidas asociadas a su uso %°.
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Blancos Terapéuticos

Los blancos terapéuticos asociados al sistema cannabinoide estan
relacionados principalmente con la modulacién sobre CB1y CB2 junto con
la inhibicion de las enzimas FAAH y MAGL ©°,

Es importante destacar que si bien la modulacion de CB1 provee
importantes aplicaciones terapéuticas, la activacion de este receptor es
responsable de diversos efectos psicoactivos en el sistema nervioso
central, como por ejemplo: sedacion, dependencia, deterioro cognitivo,

psicosis y afecciones en el sistema cardiovascular 8'.

Aunque la accién de CB: es periférica y al parecer no produce activacion
a nivel central; en los ensayos preclinicos, los posibles farmacos
muestran promisorios efectos pero clinicamente fallan. Algunas de las
razones son: irreproducibilidad de los estudios, falta de selectividad de

los ligandos, dosis inviables en modelos humanos, etc 2.

Por esto, se considera innovadora la regulacion de la enzima FAAH ya
que su inhibicion activa los receptores cannabinoides por bloqueo en la
degradacion de AEA. Esta, al ser estimulada por mecanismos
fisiologicos, se sintetiza a demanda sélo donde se encuentra la alteracion
disminuyendo los efectos adversos mencionados anteriormente ©3.
Asimismo, este aumento enddgeno de AEA, puede provocar a nivel
periférico la estimulacién de CB> logrando un efecto antiinflamatorio por
supresion en la secrecidon de mediadores quimicos, asociados a la

inflamacion 4.
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Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH)

A mediados de la década de los 80’s, Schmid et al. % aislaron desde
higado de rata una enzima asociada a membrana que podia hidrolizar
diversas amidas de acidos grasos, tanto saturados como insaturados.
Luego, fue descrita una enzima con propiedades parecidas en células de
neuroblastoma y en tejido cerebral de mamifero; ésta, transformaba
anandamida en acido araquidénico. Al mismo tiempo, era reportada otra
enzima cerebral que hidrolizaba oleamida (sustancia inductora del
suefio) en su correspondiente acido graso 6. Estos estudios de enzimas
que poseen actividad hidrolitica y caracteristicas comunes, como:
distribucion en tejidos, asociacion a membranas y sensibilidad a
inhibidores de enzimas hidrolasas de serinas y cisteinas, fueron
realizados de manera independiente entre si; sugiriendo, que podria

tratarse de una enzima muy similar 7.

En 1996, se purifico desde la membrana plasmatica de higado de rata, la
proteina que hidrolizaba oleamida; sin embargo, cuando las células
fueron transfectadas se observé actividad hidrolitica no solo en oleamida
sino que también en anandamida, confirmando que la misma enzima
tenia la capacidad de degradar amidas y ésteres unidos a grandes
cadenas carbonadas de tipo lipofilico 8. Debido a los numerosos acidos
grasos endogenos que puede aceptar como sustratos, a esta enzima se
le denomin6: amida hidrolasa de acidos grasos (Fatty Acid Amide
Hydrolase: FAAH, por sus siglas en inglés). En un corto plazo, fueron
clonados ortdlogos de FAAH provenientes de humanos, ratones %8 y
cerdos %, mostrando mas de un 90 % de homologia en su identidad de
secuencia. Asimismo, la selectividad de los sustratos y la sensibilidad de

los inhibidores fue equivalente entre las especies mencionadas °.
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Distribucion tisular de FAAH

FAAH se encuentra principalmente a nivel cerebral; aunque estudios
realizados con técnicas de RT-PCR, evidencian su presencia en: rifiones,
higado, intestino delgado, pulmén, préstata y testiculos 7.
Particularmente; se encuentra alojada post-sinapticamente, en las
membranas intracelulares que se encuentran citosdlicamente, tanto en el

aparato de Golgi como en el reticulo endoplasmatico (Figura7) 72, 73,

Presynaptic
neuron

Postsynaptic
neuron

Figura7: Esquema de sefializacién endocannabinoide en SNC. 74

Relacionado con la distribucion del receptor cannabinoide tipo 1, en
diversas regiones del cerebro; incluyendo el neocortex, la corteza
cerebelosa y el hipocampo; la enzima y CB1 presentan distribuciones

subcelulares complementarias °.
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FAAH en el mecanismo de seinalizacion endocannabinoide

La sefalizacion endocannabinoide difiere de otros mecanismos de
sefalizacion en el sistema nervioso central (SNC); en este caso,
pareciera actuar de manera retrégrada, esto quiere decir que la
estimulacién de la neurona post-sinaptica desencadena la biosintesis de
AEA 'y 2-AG, que son liberados y transportados hacia los receptores CB1
que se encuentran a nivel pre-sinaptico. Una vez que los
endocannabinoides se acoplan al receptor y provocan su activacion, la
proteina Gjo inicia la cascada de sefalizacion que regula canales de
calcio y potasio lo que, finalmente, suprime la biosintesis de estos

neurotransmisores (Figura7) 78.

Es importante considerar que la activacion de CBi inhibe la
neurotransmision; por lo tanto, el resultado final de la cascada de
sefalizacion endocannabinoide depende de la naturaleza de las células
participantes. Por ejemplo, en el caso que el receptor se active en
neuronas glutamatérgicas, la sefializacién sera globalmente inhibitoria;
por el contrario, si la estimulacién del receptor se produce en neuronas

GABAérgicas, el efecto sera "desinhibitorio" (excitatorio) 77.

Modelos “in vivo” deficientes de FAAH

Anandamida, es un ligando endégeno que activa el receptor CB1 de
manera débil y transitoria si se compara con ligandos exdgenos; como
THC y cannabidiol. La vida media de AEA en cerebro de rata es menor a
5 minutos 78, mientras que THC administrado por via oral puede alcanzar
las 25 horas °. Entonces, se podria sugerir que la accion farmacolégica
de anandamida, en vivo, se ve limitada por una rapida degradacion donde
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estarian involucrados diversos mecanismos, tales como: difusion pasiva
a través de la membrana celular; un transportador transmembrana
funcional en torno a la acumulacién de AEA y/o la accion hidrolitica por
parte de FAAH &,

La determinacion de la funcidon especifica de FAAH, en el proceso de
degradacion, fue posible gracias a la generacion y caracterizacion de un
modelo de raton transgénico carente de la enzima [FAAH (—/-)]. Estos
ratones FAAH (-/-) se generaron por procedimientos estandares de
modificacion genética; resultando viables, saludables y fértiles 8'. Se
analizé la reduccion en la hidrélisis de anandamida y oleamida en
extractos de tejidos de cerebro e higado de ratones control [FAAH (+/+)]

y ratones knockout [FAAH (-/-)]; en la siguiente tabla se observan los

resultados:
Hidrolisis Hidroélisis
Tejido

Anandamida Oleamida
FAAH (-/-) 0,33 +£0,04 0,24 £ 0,03

Cerebro

FAAH (+/+) 0,003 + 0,002 0,004 + 0,002

FAAH (-/-) 0,53 £ 0,06 0,54 + 0,01

Higado
FAAH (+/+) 0,01 £0,01 0,03 £ 0,01

Tabla 1: Actividad hidrolitica de FAAH (nmol/min/mg). &'

En ambos tejidos, la tasa de hidrdlisis de anandamida se redujo
drasticamente en los ratones con genes desactivados; en cerebro e
higado, disminuyd 100 y 50 veces respectivamente frente al control. Esto
hace presumir, que la principal enzima responsable del metabolismo

hidrolitico en vivo de AEA, fue FAAH. Para confirmar dicha presuncion,
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los ratones FAAH (-/-) fueron sometidos a la administracion de
anandamida por via intraperitoneal, presentando efectos fisiolégicos
exagerados respecto a los ratones nativos, entre los que se incluyen:
hipomotilidad, hipoalgesia, hipotermia y catalepsia. Finalmente, todos los
sintomas que produjo la administracion de AEA, descritos anteriormente,
fueron bloqueados por un antagonista CB+1 (SR141716A), sugiriendo que

anandamida actuaria como ligando selectivo en dicho receptor 72, 8.

Lichtman et al. 8, se interesaron particularmente por la hipoalgesia
exhibida por los ratones FAAH (-/-); considerando, que es uno de los
promisorios efectos clinicos que se desea obtener con la modulacién de
la enzima. En su estudio, expusieron a estos ratones con genes
desactivados a distintos estimulos dolorosos e inflamatorios, tanto en
casos cronicos como agudos. Se determind que la carencia de FAAH
produce elevados niveles de anandamida en médula espinal y cerebro
provocando hipoalgesia, probablemente mediada por CB1; sin embargo,
presentaron movilidad y termorregulacion normal, lo que es altamente
afectado cuando se administran agonistas de este receptor. Por otro
lado, se observo anti-inflamacion, probablemente mediada por CB2, en
presencia de carragenina. (sustancia precursora de procesos
inflamatorios). Con estos hallazgos, se propone que la inhibicion de
FAAH puede aumentar el tono endocannabinoide a nivel local; siendo
una notable estrategia en trastornos de dolor, incluso cuando estan

acompanados de inflamacion.

Caracteristicas estructurales de FAAH

FAAH es una enzima hidrolasa anclada a membrana con forma globular.

Posee 28 a-hélices y 11 hojas plegadas  que representan cerca de un
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53 % y un 13 %, respectivamente, de la estructura total de la proteina &.
Pertenece a la familia de las amidasas (AS) que contienen una secuencia
altamente conservada con cerca de 130 aminoacidos; la gran mayoria de
estas amidasas se encuentran en bacterias y hongos siendo FAAH,
hasta hace pocos afos, conocida como la unica enzima de este tipo que
se presenta en tejidos mamiferos 8. La transfeccion del gen FAAH en
células COS-7 resulta en la expresién de una proteina de 63 kDA con
579 aminoacidos "2y un 73 % de similitud en todas las especies donde
se encuentra presente, incluyendo las no mamiferas 8. FAAH se
considera inusual dentro de las AS ya que es una enzima con un dominio
N-terminal transmembrana (aminoacidos desde 9-29) que no esta
presente en este tipo de proteinas ; sin embargo, cuando se realizé una
delecién de los 30 primeros aminoacidos, se produjo una especie
mutante, cataliticamente activa, que se mantenia unida a la membrana,
lo que sugiere que FAAH posee multiples mecanismos de integraciéon a

la membrana plasmatica 5.

Estructura cuaternaria de FAAH

En el afio 2002, Bracey et al. 8 reportan la primera estructura cristalina
de FAAH proveniente de rata, a través de difracciéon de rayos X; para
esto, co-cristalizaron la enzima con el inhibidor metoxi araquidonoil
fluorofosfonato (MAFP) obteniendo una resolucion de 2,8 A (codigo PDB:
1MT5).

En la Figura8, se presenta: (a) en violeta, la disposicion espacial de
MAFP dentro de FAAH; (b) en amarillo, la unién covalente de MAFP a
Ser241 y las interacciones que ejerceria con los aminoacidos del sitio
activo; cabe notar la presencia de Lys142 y Ser217.
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al8, al9

Figura8: Sitio activo de la enzima en presencia del inhibidor MAFP. &

Cytoplasmic access
channel

Cytosol

Membrane

Figura9: Estructura cristalina del dimero de FAAH. 7°

En la Figura9, se observa unido al sitio activo de la enzima el inhibidor

MAFP (amarillo). Los tres canales que atraviesan la enzima se muestran
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en celeste y se identifican de color rojo, verde y naranjo. El dominio

transmembrana propuesto se destaca entre las hélices a-18 y a-19.

La enzima cristalizada muestra tres propiedades importantes a destacar:

1. r-FAAH es una enzima dimérica, lo que fue corroborado con

posteriores estudios analiticos de ultra centrifugacion 8°.

2. El dominio transmembrana se encuentra en las hélices a-18 y a-
19 86,

3. La presencia de tres canales interiores que facilitarian el acceso a

FAAH, tanto a la membrana como al citoplasma celular 83

a. El primer canal, va desde la superficie de la enzima, hasta
donde comienza la estructura del inhibidor (destacado en
color rojo); se podria considerar que es una entrada
anfipatica que acomoda la porcién polar de los sustratos y
permite su movimiento hacia el sitio activo.

b. El segundo canal o “canal de membrana”, conduce al sitio
activo de la enzima (destacado en color verde) y esta
compuesto casi exclusivamente por residuos hidréfobos y
es donde se aloja la cadena alquilica de MAFP. &

c. Eltercer canal o “canal de acceso citosoélico” nace del sitio
catalitico a unos 80° de la cavidad de unién creando un
puerto expuesto hacia el citosol (destacado en color
naranjo). Esto permite que después de la accion
enzimatica, el grupo saliente mas hidréfilo fluya hacia dicha

region.
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La ubicacion general de los canales en la enzima, propondrian un
mecanismo simple para la unidn de los sustratos y la liberacion de los
metabolitos. Asi, los sustratos entrarian a través de la membrana (primer
canal) al sitio activo. Posterior a la hidrolisis, los acidos grasos saldrian
por el canal de membrana (segundo canal) y la aminas saldrian por el

canal de acceso citosodlico (tercer canal).

Adicionalmente, el canal de acceso citosdlico tendria como funcidn
facilitar la entrada de una molécula de agua; ésta, es indispensable para
la desacilacion del estado de transicion tetraédrico involucrado en el
mecanismo catalitico de FAAH 88, 8

Mecanismo catalitico de FAAH

Como se mencion6 anteriormente, FAAH pertenece a la familia de las
amidasas, caracterizadas por una secuencia aminoacidica altamente
conservada, rica en residuos tipo serina y glicina. Ademas, las AS
presentan una triada catalitica clasica, utilizada por bastantes serinas
hidrolasas, que consiste en: serina - histidina - acido aspartico.

En 1999, Patricelli et al. *° reportaron un posible mecanismo catalitico
para esta enzima. Luego de realizar estudios de mutagénesis y afinidad
de enlace, comprobaron que la mutacion de serina 241 (S241) inactiva la
enzima, llegando a la conclusion que este residuo seria el nucledfilo
presente en FAAH; S241 se encuentra completamente conservada en la
familia AS.

Para confirmar la triada catalitica clasica (Ser-His-Asp), se mutaron las
histidinas conservadas en FAAH de ratas, ratones y humanos (H184,
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H358, H449), observando que la enzima seguia siendo activa; con esto,
se sugiere que His no participa en el mecanismo catalitico de FAAH.
Considerando los aminoacidos que pertenecen a la secuencia AS, solo
tres podrian jugar un rol acido-base en la hidrodlisis: Lys142, Asp237 y
Arg243.

En 2000, Patricelli et al. °! realizan un acabado andlisis de todos los
residuos conservados en la secuencia AS que pueden comportarse como
acido-base y/o establecer enlace de hidrogeno. Solo cinco aminoacidos
mostraron ser criticos en la actividad amidasa de FAAH: Lys142, Ser217,
Ser218, Ser241 y Arg243. Se comparo la reactividad que presentaba
FAAH, mutando dichos residuos, frente a fluorofosfonato; sélo en el caso
de Lys142A, Ser217A y Ser241A dicho parametro sufre un brusco
descenso lo que implicaria la participacion de estos residuos en el
mecanismo catalitico. En primera instancia, se postulé una diada entre
Lys142 y Ser241; sin embargo, la ausencia de Ser217A produce un
descenso en la capacidad hidrolitica y la reactividad a fluorofosfonato de

aproximadamente 2000 veces.

Una vez reportada la estructura cristalina tridimensional de r-FAHH
(PDB:1MT5), se demuestra que la enzima posee una triada catalitica
compuesta por Lys142, Ser217 y Ser241 (Lys-Ser-Ser) donde Ser217
actuaria como puente entre la diada propuesta previamente. En la
Figura10, se expone un posible mecanismo de hidrdlisis de amidas, por

parte de la enzima %%

R R R R
|
Ser24l—OH C=0 Ser241—Q---C=0°" Ser24l—0-—¢-0%" Ser241—0—&—g
ol |
NH, H NgH, H,NH‘;*
Ser217—OH Ser2l7__¢ -« Ser217—o~ —» Ser217—OH + zud
H i
Lys142—NH, Lys142—NH, Lysl42—NH)' Lys142—NH,

A R. C. n
Figura10: Mecanismo hidrolitico propuesto para FAAH. 92
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El mecanismo catalitico comienza con Lys142 desprotonada (A) quien
realiza un ataque nucleofilico al grupo hidroxilo de Ser217 que, a su vez,
ataca al grupo hidroxilo de Ser241 formando el nucledfilo para reaccionar
con el ligando (B). En un paso concertado, Ser241 reacciona con el grupo
carbonilo y se produce una protonacion, proveniente de Ser217, al atomo
de nitrogeno amidico del sustrato (C). Finalmente, el estado de transicion
formado entre el grupo acilo y la enzima vuelve a su estado inicial por

escision de la funcién amina (D).

Si bien, en el esquema se utiliza una amida como ejemplo para asemejar
a AEA; es importante destacar, que la hidrolisis de grupos ésteres se
realizaria bajo la misma légica. Considerando que dicho grupo quimico
es mas reactivo, la medicion de la actividad hidrolitica sobre éstos
debiera ser mucho mayor que la hidrélisis sobre amidas; sin embargo, se
observa que son similares. La explicacidén viene dada por esta inusual
triada catalitica que estabiliza el estado de transicién tetrahédrico
formado entre el sustrato y la enzima; ademas, los aminoacidos que se
encuentran dentro del sitio activo, forman un agujero oxianionico que
contribuye a equilibrar la carga negativa del atomo de oxigeno del grupo
carbonilo, perteneciente al ligando, ya que puede establecer enlaces de
hidrégeno con la funcion amina del mismo, facilitando el equilibrio entre
las etapas B y C 72, 9 (Figura10). Esto permite entender que la
simultaneidad en la activacion de Ser241 como nucledfilo y el entorno
quimico del sitio activo, le ha entregado a FAAH la capacidad de ser una
hidrolasa mas selectiva para amidas que para ésteres °*. En la Figura11,

se visualiza la posicion del agujero oxianionico alrededor del sustrato.
En la Figura12, se visualiza el entorno quimico del sitio activo de FAAH;

en color verde un sustrato tipo amida (MAFP), en gris la triada catalitica

y en naranjo el agujero oxianiénico conformado por Gly?40-Gly23°-[le?38,
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Figura11: Agujero oxianidnico cercano al sustrato. 72
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Figura12: Agujero oxianionico dentro del sitio activo de FAAH.
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Inhibidores de FAAH

El desarrollo de los inhibidores de FAAH se produjo antes de que la
enzima se caracterizara completamente y se comprendiera su
mecanismo catalitico. ElI primero fue fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF), descubierto por accidente, cuando fue utilizado en cerebro de
rata para inhibir actividad proteasa, encontrando que disminuia la
hidrélisis de anandamida (Figura23) 8. Con esto, se desarrollaron
moléculas similares como fluoruro de laurilsulfonilo (LSF), metoxi-

araquidonoil-fluorofosfonato (MAFP) y etoxi-oleil-fluorofosfonato (EOFP).

Lamentablemente, estos inhibidores mostraron tener baja reactividad y
selectividad; sin embargo, su importancia radica en ser pilares para la
identificacion del sitio activo y determinacion del nucledfilo (Ser241) de la
enzima y la posterior cristalizaciéon de r-FAAH complejada con MAFP
(PDB:1MT5). Ademas, permitieron definir la tasa de resintesis de la
enzima en vivo, estimando que en cerebro de ratén, la vida media es
cercana a 52 horas %; hallazgo crucial para considerar la duracién del
efecto farmacolégico de los inhibidores irreversibles de FAAH.

Los primeros inhibidores realmente disefiados para actuar en FAAH,
fueron desarrollados por Koutek et al. % en 1994, basandose en
esqueletos quimicos con cetonas activadas que enlazaran al sitio activo.
Asi, se sintetizaron derivados de trifluorometilcetona, a-cetoésteres y a-
cetoamidas de acido araquidénico u otros acidos grasos similares
(Figura13) para determinar la inhibicién en la hidrélisis de anandamida.
El mas activo fue araquidonoil-trifluorometil-cetona (5); que también se
aprecia en la Figura13.
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EOFP

CF,

FP- Biotin NH
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Figura13: Primeros inhibidores de FAAH. 86

Posteriormente, la busqueda de inhibidores de FAAH, se centré en
disefiar compuestos con alta potencia y selectividad; segun la interaccion
que formen con la enzima, pueden distribuirse en dos grandes grupos:

reversibles e irreversibles.

Inhibidores reversibles

Los inhibidores reversibles se enlazan de manera no covalente a FAAH,;
las uniones intermoleculares predominantes son de tipo i6nico, enlaces
de hidrégeno e interacciones hidrofébicas; no se produce una reaccion
quimica entre la enzima y el ligando, pudiendo removerlo facilmente por

dilucién o dialisis.
El disefio de estos inhibidores se focalizé en desarrollar compuestos

similares a los sustratos endogenos de FAAH; estas moléculas, tienen
atomos de carbonos electrofilicos que forman hemiacetales con Ser241,
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estabilizando el estado de transicién tetrahédrico producido por la
interaccidn del inhibidor y la enzima (Figura14); dentro de ellos, se

encuentran acidos grasos de: aldehidos, a-cetoamidas, a-cetoésteres y
trifluorometilcetonas (Figura15) %7, %8,

Lysisz  Serzi7 §9r241 ||—YS142 Serzi7  Serzs
|
H-N-----H-0----H-0 H-N—H----O—H-----0

H X H \
O™ OB
\ 7 Q)ﬁ“/\R \ 7 o) R

0] O-

Pre-catalytic Stabilized tetrahedral intermediate

Figura14: Estado de transicién tetraédrico. %

Figura15: Inhibidores reversibles. '
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En esta clasificaciéon, los mas estudiados son los o-cetoheterociclos
(mono- y bi-sustituidos) derivados de acido oleico; éstos, permitieron
demostrar que tanto el anillo oxazol como el largo y grado de saturacion
de la cadena del acido graso serian relevantes para aumentar la potencia
inhibitoria en la enzima 191, 192, El mas reconocido es OL-135 (Figura16),
que se ha reportado co-cristalizado enlazado a r-FAAH [PDB: 2WJ2],

confirmando el mecanismo de inhibicién reversible (Figura17).

N= OL-135
N\

Figura16: Estructura quimica de OL-135. 74

Figura17: OL-135 co-cristalizado con r-FAAH. 9°
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Inhibidores irreversibles

Los inhibidores irreversibles, por su mecanismo de accion, modifican
covalentemente a la enzima por lo que sus efectos no pueden ser
revertidos; esto implica que, la recuperacion de la accion catalitica,
requiere la re-sintesis de FAAH a nivel celular 1%, En esta categoria, las
moléculas mas desarrolladas son derivados de carbamatos y ureas
arilicas. URB-597 (Figura18) es uno de los carbamatos mejor
caracterizados, dentro de los inhibidores covalentes; fue disefado junto
a una serie de ésteres de acido carbamico ' y, posteriormente co-
cristalizado con h/r-FAAH [PDB: 3LJ7]. Esto ratific6 el mecanismo de
accion irreversible ejercido sobre la enzima y plante6 la importancia de
una molécula de agua dentro del sitio catalitico '°. En la Figura19, se

aprecian las interacciones que realiza el sustrato en el sitio catalitico.

O
N (o] O NH,
URB597

Figura18: Inhibidor covalente irreversible URB-597. 195

Figura19: Interacciones entre FAAH y URB-597. 0%
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Los inhibidores con estructura ureica (Figura20), impulsados por
laboratorios Pfizer, iniciaron su desarrollo con la sintesis de PF-750

(piperidin-urea) y PF-622 (piperazin-urea).

0
2O
AN NJ\N/© N N N
= H N/ N
PF-750 PF-622

Figura20: Inhibidores irreversibles desarrollados por Pfizer. 106

Estos compuestos demostraron que °:

1. La inhibicibn sobre h-FAAH es dependiente del tiempo de
exposicidn, aumentando en 37 veces su potencia a los 60 minutos.

2. Lainhibicion es de tipo covalente e irreversible.

3. El enlace covalente se forma entre Ser241 y el sustrato; liberando
como grupo saliente, la fraccion que resulta mas hidrofilica (en
este caso: anilina), similar a la porcion etanolaminica de

anandamida (Figura21).

+

O+

O N

FAAH— S241~ / FAAH— $2417 J

H
N
N
Oy X
(o)
PF-622 QN o

T s241— FaaH
o)

N

HN.
Figura21: Inhibicién de PF-622 sobre h-FAAH. 106
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4. Son altamente selectivos por FAAH en ratas, ratones y humanos
debido, probablemente, a la estabilizacién que realiza la enzima
sobre el fragmento ureico.

5. PF-750 y URB-597 son inactivados selectivamente en el sistema
nervioso central; sin embargo, al analizar tejidos periféricos, sélo
se observa la presencia de URB-597, indicando que PF-750 no

alteraria la enzima en el nivel mencionado.

En 2013, Kono et al %., disefiaron una serie de inhibidores para FAAH de
tipo piperazin-urea; en su estudio, propusieron un compuesto hibrido
(Figura22) entre dos inhibidores irreversibles ya reportados, realizando
cambios bioisostéricos en el carbamato del compuesto 2 por fenil-urea y
la inclusibn de un anillo benzoisoxazolil; esto, con la finalidad de
aumentar la actividad. En conclusion, la molécula hibrida, presenta

mayor inhibicién que sus predecesores.

1 2
human FAAH IC55 = 11 nM human FAAH IC5, = 45 nM
"""""""""" : X
& : | R
) S\ N =
YN N T
>NH M s-
O\N :
__________________ ;
z Y X
3(R=H)

human FAAH IC5, = 4.8 nM

Figura22: Tiadiazolilpiperazin-urea propuesta por Kono. 64

33



MARCO TEORICO

Adicionalmente, decidieron confirmar el mecanismo de accion inhibitorio
sobre r-FAAH; asi, co-cristalizaron la enzima con el compuesto 60d
(Figura23) observando la union covalente entre Ser241 y la urea de la
molécula, liberandose 3-aminopiridina como grupo saliente; esto,

corrobora que se favorece la pérdida de la porcidn mas hidrofilica del

~ AL
Oy

N/S

sustrato.

Figura23: Molécula utilizada para corroborar el grupo saliente. 64

Interesantemente; luego del ataque nucleofilico por parte de FAAH, se
produce una interaccion entre el atomo de oxigeno del grupo carbonilo
de 60d y los atomos de nitrégeno presentes en el loop 238-241 de la
enzima (Figura24), provocando una conformacion tipo silla en el anillo
piperazinico que estabilizaria el sitio activo, explicando el aumento en la
actividad inhibitoria sobre la enzima [PDB: 4HBP].

238-241 loop

Figura24: Tiadiazolilpiperazin-urea propuesta por Kono. 64
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Hipotesis

Basados en estudios de modelamiento molecular inducido realizados
previamente por el equipo de investigacion y en el conocimiento de
farmacéforos asociados a la accion de FAAH, se propone que variados
2-carboxamido-benzoimidazoles sustituidos con fenilpiperazinas, actuan
como inhibidores de la enzima humana amida hidrolasa en ensayos in
vitro. La estructura general de los compuestos propuestos se muestra en

la Figura25.

-
ju

N

\\é

Figura25: Estructura general de la serie de compuestos propuestos.
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Objetivo General

El objetivo general de esta tesis es extender el estudio del nucleo
benzoimidazol como anillo central y funcional para el disefio de nuevos
inhibidores de FAAH, estableciendo la relacion estructura-actividad de
los ligandos disefiados.

Objetivos Especificos
1. Objetivos computacionales
a. Optimizar el modelo computacional de la enzima FAAH construido
previamente por el grupo de investigacion.
b. Realizar los estudios de acoplamiento molecular inducido de la
serie de compuestos propuestos.

2. Objetivos sintéticos

a. Sintetizar una serie de compuestos con estructura general tipo 1-

[(4-fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-alquil-1H-benzo[d]imidazol.
3. Objetivos farmacoloégicos
a. Evaluar la capacidad inhibitoria sobre FAAH de la serie propuesta.
b. Determinar el ICso de los compuestos sintetizados.

c. Definir la selectividad de unién h-FAAH/h-MAGL de los productos
obtenidos.
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Disefio Racional de Ligandos: Sintesis Quimica

Retrosintesis quimica de la estructura propuesta

La siguiente investigacion comenzo con la planificacion de los objetivos
sintéticos; para esto, se evalud una sintesis quimica racional
considerando la estructura general propuesta en la hipdtesis. A

continuacion, en la Figura26, se presenta el esquema retrosintético

©:N\>_R 1 PN/_\N / \
), ' (' \_/ —_— ~"R2

0

disenado:

Ruta retrosintética A

@:”\ N .
OO

Ruta retrosintética B

Figura26: Esquema retrosintético de la serie propuesta.

Comparando ambas vias, se observa que la ruta retrosintética A consiste
en realizar un ataque nucleofilico a partir de fenilpiperazina, a un
benzoimidazol activado electrofilicamente por un grupo carbonilo; en
cambio, la ruta retrosintética B presenta al grupo imidazol del anillo
principal como un nucledfilo. La segunda opcion presenta grandes
ventajas ya que por medio de una reaccion acido-base, se puede generar

el nucledfilo regulando la reaccion a través de dicho equilibro quimico.
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Sintesis de 2-alquil-1H-benzo[d]imidazoles (REA)

Para la obtencion de los anillos benzoimidazdlicos se tomé en cuenta la
disponibilidad comercial de 1H-benzo[d]imidazol y la factibilidad de la
sintesis de 2-alquil-1H-benzo[d]imidazol a través de condensacion
oxidativa 1°7: 1% Como procedimiento general, se adicionan cantidades
equimolares de 1,2-fenilendiamina y los correspondientes aldehidos
alifaticos utilizando acetonitrilo, como solvente, agitando la mezcla a
temperatura ambiente por 24 horas. La reaccion se describe en la

Figura27.

NH,

0 0 N
ol =
NH, H R CH4CN
NH,

Figura27: Sintesis de 2-alquil-1H-benzo[d]imidazoles.

Si bien, la sintesis quimica de benzoimidazoles es simple, las
condiciones ambientales y la volatiidad de los correspondientes
aldehidos producen bajos rendimientos de reaccion. Por este motivo, se
considero la adicion de estos ultimos, en alicuotas con dos horas de

diferencia cada una en ambiente inerte; esto produjo, un incremento en
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los porcentajes de rendimiento debido al desplazamiento del equilibrio

quimico hacia los productos. En la tabla 2, se comparan los rendimientos

de reaccién, para ambas condiciones, que se incrementa cuando se

aumenta la estabilidad de los aldehidos en funcion de la cadena alquilica.

Rendimiento | Rendimiento
N° Estructura (condiciones | (cambio de
iniciales) condiciones)
N
0 ©[ \> Disponible comercialmente
NH
N
REA-1 @[ \>70H3 22 % 36 %
NH
N CH,
REA-2 ©[\>—/ 28 % 40 %
NH
N CH,4
REA-3 @i\>—/7 37 % 50 %
NH
H,C
REA-4 @:”\>_>’C”3 52 % 59 %
NH

Tabla 2: Rendimientos de reaccion de 2-alquil-1H-benzo[d]imidazol.

La sintesis quimica fue seguida a través de cromatografia en placa fina,

donde a partir de las tres horas, se observé la aparicion de un producto

que fue aislado en el crudo de reaccion; sin embargo, debido a la
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inestabilidad atmosférica de éste, no pudo ser aislado. Probablemente,
este hallazgo corresponde al estado de transicion iminico descrito en la
Figura28, que debido a su rapida cinética de reaccion se transforma en

aminal para su posterior ciclacion y aromatizacion.

O — Y = Ok
et O e = O

2

Aminal Intermediario Iminico

Figura28: Mecanismo de reaccion de la condensacion oxidativa.

La caracterizacion del compuesto se realizd6 a través de
espectroscopia 'H-RMN y '3C-RMN; en estos y a modo de ejemplo, se
verifica en el compuesto REA-2, la presencia de: (a) sefial ancha en
10,52 ppm asignada al hidrégeno unido al nitrégeno aromatico ('H-RMN);
(b) sefial en 3,02 ppm correspondiente a los hidrégenos alquilicos
vecinos al anillo imidazolico ("H-RMN ); (c) sefial en 156,90 ppm
equivalente a un carbono cuaternario con hibridacion tipo sp ("*C-RMN ).
Todas estas sefales se encuentran desplazadas a campo bajo, debido
al desapantallamiento producido por la presencia del par electrénico libre
del nitrégeno aromatico del anillo benzoimidazdlico. En las figuras 29 y
30, se muestran las interpretaciones de los respectivos espectros para el
compuesto REA-2.
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[o] 14000
N 13500
e
@ CHy
13000
& ] +2500
z I
. < 12000
10.52 7.56 7.21 3.02 1.44
11500
B 11000
i M]J\k -
0
o T - 7
2.0 116 11.2 10.8 104 100 9.6 92 82 7.8 7.4 7.0 3.0 1.4

Figura29: Espectro "H-RMN para el compuesto REA-2.
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Figura30: Espectro '3*C-RMN para el compuesto REA-2.
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Sintesis de derivados de cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo
(REB)

Tomado en cuenta el sintdn fenilpiperazinico propuesto en la
retrosintesis inicial, se meditdé respecto a la pertinencia de los
equivalentes sintéticos y las condiciones de reaccidn para su ejecucion.
Asi, el primer disefio incluyd la presencia de una especie
extremadamente reactiva al ambiente como es el gas fosgeno (cloruro
de carbonilo); en condiciones de temperatura y atmdésfera controlada, lo

que es descrito en la siguiente figura:

REB

/ \ n Q Piridina N/ \N 2
N\ /NH Cl)kCI CH,CI,, -78°C \ / ECI

Figura31: Sintesis propuesta para equivalente sintético.

En la cromatografia de capa fina se observé la presencia de una nueva
especie y, a los sesenta minutos de iniciada la reaccién, no se visualiza
la presencia de reactantes implicando la finalizacion del procedimiento
mediante la adicion de acido clorhidrico para su neutralizacién; sin
embargo, llamé la atencion que el desplazamiento del producto y el factor
de retencion en la fase movil utilizada (diclorometano), no fueron los
esperados. La purificacion se llevd a cabo a través de placa preparativa
de silica gel, utiizando acetato de etilo como fase movil. La
caracterizacion se realizd mediante 'H-RMN donde se pesquiso la
desaparicion de la sefal correspondiente al protén unido al atomo de
nitrégeno fenilpiperazinico y '*C-RMN con la aparicién de una sefial a
campo bajo en 163,80 ppm, correspondiente al atomo de carbono
carbonilico. En la Figura32 y 33, se sefializa la ubicacion de las

asignaciones mencionadas.
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OO0~
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Figura32: Espectro "H-RMN para el carbamoilo esperado.
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Figura33: Espectro "*C-RMN para el carbamoilo esperado.
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Contemplando los analisis de '*C-RMN, la sefial carbonilica de la
estructura deseada debiese aparecer cercano a los 150 ppm;
correspondiente a un atomo de carbono amidico, desapantallado debido
a la presencia del atomo de cloro, que al ser un atractor de electrones, le
quita densidad electrénica al grupo carbonilo desplazandolo a campo
bajo; no obstante, se observa la sefial en 163,80 ppm lo que sugiere, mas
bien, la existencia un compuesto de tipo ureico; en el que el atomo de
carbono central se encuentra desplazado a campo bajo debido a los dos
atomos de nitrogenos adyacentes que anularian el efecto de
apantallamiento descrito anteriormente. Para corroborar esta hipétesis,
se realiz6 un analisis elemental (tabla 3) donde efectivamente se

determina que no se logro aislar el compuesto propuesto.

Elemento Analisis Elemental Analisis Elc.amental
Esperado Obtenido
N 12,47 % 15,75 %
C 58,80 % 71,28 %
H 5,83 % 7,95 %
S - —_—

Tabla 3: Analisis elemental del producto ureico.

Entonces, se plantea que la sintesis disefiada para la obtencién del
equivalente sintético tiene dos etapas; en las cuales, existe una doble
alquilacién producto de la reactividad del fosgeno. La sintesis completa
en estas condiciones de reaccion, se detallan en el siguiente esquema
(Figura34):
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OO+ Lz OO

Figura34: Sintesis completa entre fenilpiperazina y fosgeno.

En virtud de los resultados expuestos, se diseiid una nueva sintesis con
precursores menos reactivos que permiten controlar la cinética de
reaccion; con esto, se decide emplear trifosgeno, que es utilizado
comunmente en la preparacion de ureas disustituidas asimétricamente,
de manera segura y eficiente '°°. Asi, la propuesta de reaccion (Figura35)

se plantea como sigue:

/ \ Cl it n i Cl P|r|d|na / \
N\ /NH + >‘\ )k )< CH ,Cl,, 0°C a TA
Cl O O Cl

Figura35: Nuevo esquema de reaccion para el sinton propuesto.
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La reaccion se llevo a cabo en condiciones de atmosfera y temperatura
controlada; dejando enfriar el disolvente hasta los 0°C para la posterior
adicidén de la base piridinica y trifosgeno. La formacion de fosgeno “in
situ” es visualmente apreciable por la aparicion de una turbidez blanca y
un elemento gaseoso en el balon de reaccidon que fue cerrado de manera
hermética; posteriormente, se agrego fenilpiperazina gota a gota para
controlar la formacion del producto deseado percibiendo la desaparicidon
de la nube gaseosa inicial a los 10 minutos. Finalmente, se llevd a
temperatura ambiente por dos horas para asegurar el maximo
rendimiento. Al observar la aparicion de un nuevo producto en la
cromatografia de capa fina, se procede a neutralizar el crudo de reaccion
con acido clorhidrico. El desplazamiento de la especie a través de la
placa de silica, utilizando diclorometano como fase movil; fue el
esperado, calculando el factor de retencion en 0,99. La purificacidon se
llevé a cabo a través de columna cromatogafica, obteniendo un 95 % de
rendimiento. La caracterizacion, presentada en las figuras 36 y 37, se

realiz6 mediante resonancia magnética nuclear, obteniendo:

(@) '"H-RMN, desaparicién de la sefial asignada al atomo de
hidrogeno unido al atomo de nitrégeno fenilpiperazinico, junto

al desplazamiento del espectro hacia la izquierda.
(b) ®C-RMN, presencia de una sefial a campo bajo en 150,57

ppm correspondiente, probablemente, al atomo de carbono

carbonilico.
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Figura36: Espectro "H-RMN para REB-1.
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Para corroborar el éxito de la sintesis, se realiza un analisis elemental a

REB (tabla 4), que confirma la obtencion y aislamiento de la molécula

propuesta.
ElEene Analisis Elemental Analisis Elemental
Esperado Obtenido
N 1247 % 12,79 %
C 58,80 % 59,52 %
H 5,83 % 6,03 %
S —— -

Tabla 4: Analisis elemental de REB.

Considerando lo expuesto, se propone que el éxito de la reaccién esta
determinado por el uso de trifosgeno en el ambiente sintético adecuado,
ya que la descomposicion de esta molécula en fosgeno se produce
alrededor de los 100 °C, lo que es imposible de ejecutar debido a la
peligrosidad de manipular el compuesto gaseoso en dichas condiciones.
Entonces, ¢como se podria descomponer el trifosgeno en fosgeno “in

situ” de manera eficiente y segura?:

(a) Controlando la temperatura: trifosgeno tiene un rango de fusién
entre 77 y 81 °C por lo que, al mantener la reaccién a bajas
temperaturas, el estado fisico en que se presenta la sustancia
dentro del balon de trabajo es de manera solida; esto implica, una
menor cantidad de colisiones efectivas y la subsecuente

disminucién en la cinética de descomposicion 0.
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(b) Utilizando un catalizador: el par electronico libre del atomo de
nitrégeno piridinico actua como un activador del atomo de carbono
central de trifosgeno, lo que disminuye la entalpia de
descomposicidn; este heterociclo planar, se dispone alrededor de
la molécula ocasionando obstaculizaciéon estérica que, por un
lado, favorece la migracion de cloruros a nivel intramolecular y, por
otra parte, impide la formacion de un estado de transicidén de seis
miembros que facilita la disgregacion en fosgeno, dioxido de
carbono y tetracloruro de carbono. Es importante considerar que
el catalizador debe estar impedido para formar posibles
subproductos de sintesis; por ejemplo, compuestos de tipo

iminico, para potenciar el rendimiento de la aislacion '1°.

A continuacion, en la Figura38, se detallan dos posibles mecanismos de
descomposicion de trifosgeno, donde se aprecia que la utilizacion de
piridina y el control térmico, permiten dirigir la reaccion hacia la formacion
de tres equivalentes de fosgeno por 1 equivalente del compuesto inicial,
aumentando la eficiencia del proceso. En cambio, cuando el entorno
quimico no es regulado, se produce 1 equivalente de fosgeno, 1
equivalente de tetracloruro de carbono y un equivalente de diéxido de
carbono por cada molécula de reactante, o que implica tres equivalentes
de gas; esto, eleva la presion interna en el interior del balon provocando
una disminucion en la seguridad del operador, debido a posibles

explosiones del material de vidrio ', 112,
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Figura38: Mecanismo de descomposicion de trifosgeno.
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Una vez definida la estrategia sintética, se prepararon 10 carbamoilos
con el mismo sustituyente en diversas posiciones del anillo aromatico,
para asi, evaluar relacion estructura-actividad en una siguiente etapa. En
la tabla 5, se presentan las estructuras y rendimientos de reaccion de los
compuestos obtenidos.

Rendimiento
N° Estructura .
de reaccion

REB-1 ©7N/_\N4<O 95 %

/N
.

REB-2 ©7N /_\N 4{0 94 %

/N
.

REB-3 @7“‘/—\’\' 1 91 %

/N

S\ (0]
REB-4 FON N% 93 %
/N
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NO,
(0]
REB-5 /\ 99 %
N N
O,N
(0]
REB-6 /\ 99 %
N N
/O
REB-7 OZNO—N N% 99 %
/O
OMe
(@)
REB-8 @7 / N\ /< 89 %
N N
MeO
(o]
REB-9 O /T \ /< 86 %
N N
/N
REB-10 91 %

Tabla 5: Rendimientos de reaccion de los carbamoilos sintetizados.
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Sintesis de derivados de 1-[(4-fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-alquil-
1H-benzo[d]imidazol (REC)

Posterior a la obtencion de los precursores planteados en la retrosintesis
inicial, se procede al acople de ambos compuestos, a través de un ataque
nucleofilico de tipo acilico por parte del benzoimidazol hacia el
carbamoilo. La reaccion propuesta, se plantea en la Figura39.

NH
HSC/\N../\CHS N oH
RI + ri o+ 1O s
/ ) - /
b oG CH,Cl, 0 CH,CN
.

>
)

/\CE/\ "N)\N /[k
H,C NH CH, 3 N REC
T @

Gm

Figura39: Ruta sintética de los compuestos finales.

La sintesis comienza con la adicion de trietlamina al anillo
benzoimidazdlico, para producir un equilibrio acido-base, potenciando el
caracter nucleofilico del atomo de nitrogeno aromatico; el solvente para
esta reaccion debe poseer caracter aprotico para evitar productos de
hidrdlisis y favorecer la velocidad de reaccion. Por lo tanto, se utilizo
como solvente diclorometano (p.e: 39,6°C) para los compuestos con R

= H y acetonitrilo (p.e: 82,0°C) para los compuestos con R1 = metilo, etilo
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propilo e isopropilo; ya que el aumento en el tamafo de la cadena
alquilica del anillo benzoimidazodlico y los subsecuentes impedimentos
estéricos, provocan un requerimiento mayor en la energia de activacion
que es obtenido a través del calentamiento a reflujo, con una temperatura
equivalente a la de ebullicién del solvente. A continuacion, se agrega el
compuesto y se realiza el seguimiento de la reaccion cada 1 hora, a
través de cromatografia en capa fina, verificando que a las 24 - 48 horas,
respectivamente segun el solvente, la sintesis no sufre variaciones. En
ambos casos, la purificacion se llevo a cabo a través de placa preparativa
de silica gel, utilizando diclorometano : acetato de etilo (2:1) como fase
movil. Se presentan, en la tabla 6, los rendimientos de reaccién y las

moléculas finales.

Rendimiento
N° Estructura .
de reaccion

N
REC-1 O 45 %

N
REC-2 O F 43 %
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REC-3 . 52 %
@’F
(0]
N/\N/ZQN/w
REC-4 K/N\( 48 %
F
0
N/\N/[(N /w
REC-5 K/N NO, 60 %
0
N/\N/[(N /w
REB-6 K/ 58 %
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REC-7 \< 65 %
NO,
(0]
N/\N/[kN/w
REC—8 K/N OMe 42 (yo
O
N/\N/[(N/w
REC-9 K/N 46 %
@»OMe
O
N/\N/ZQN/w
REC-10 K/N 48 %
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REC-11 45 %
CH, 0
N)\N/[(N
REC-12 Q F 47 %
CH, o
N)\NJ(N
REC-13 Q 44 %
CH, o
N)\NJ(N/w
REC-14 K/N 48 %
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REC-15 | 2 53 %
CH, o
AN
REC-16 Q 55 %
O
CH, 0
N)\NJ(N/w
REC-17 K/N: 54 %
NO,
CH, 0
N)\N/[kN
REC-18 O OMe 46 %
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N%Ni

N

REC-19 44 %
(o]
N)\N/[(
REC-20 @ N, 45 %
1 o
N 7 N/[k
REC-21 @ 52 %
K/L 0
N /[k
REC-22 50 %

&
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CH,
N

i

N

REC-23 O 48 %
d N@

Tabla 6: Rendimientos de formacién de los productos finales.
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Diseiio Racional de Ligandos: Evaluacion Biolégica

Inhibicion h-FAAH

Si bien en el apartado anterior se reportd la sintesis organica de los
compuestos propuestos, cabe destacar que la preparacion de estos se
planifico en dos etapas: en la primera, se obtuvieron las moléculas REC-
1, REC-2, REC-4, REC 7, REC-9 y REC-23 y con ellas se realizaron
pruebas preliminares determinando que los ligandos efectivamente
muestran capacidad inhibitoria; posteriormente, en una segunda etapa,
se completd el set de estructuras quimicas que componen el disefio

racional inicial.

Los ensayos biolégicos del primer grupo de compuestos se realizaron
con el kit de deteccién de inhibidores para h-FAAH, comercializado por
Cayman Chemical. Este kit contiene la enzima humana recombinante, el
sustrato 7-amino-4-metilcumarina-araquidonoilamida y el inhibidor JZL
195. La reaccion enzimatica tiene lugar con la incubacion de h-FAAH con
7-AMC-araquidonoilamida, que por su accidén hidrolasa, escinde el
enlace amidico generando la liberacion del producto fluorescente 7-
amino-4-metilcumarina. Este compuesto fluorescente, es cuantificado
por espectrofotometria UV y la absorbancia obtenida se relaciona con la
maxima actividad enzimatica por parte de h-FAAH.

Posteriormente, se somete a h-FAAH a la accion del primer grupo de
moléculas, a manera de analisis cualitativo, para comprobar la
disminucién de su funcidn hidrolitica. Asi, se determina el porcentaje de
inhibicion producido por la accion de los compuestos, mediante la féormula
especificada por el fabricante del kit, descrita a continuacion:
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o (actividad inicial — actividad con inhibidor)
% inhibicion = — — x 100
actividad inicial

En la tabla 7, se muestran los porcentajes de inhibicion y actividad de la
enzima, obtenidos experimentalmente, junto a los reportados por el
estandar JZL 195, que es un potente inhibidor de h-FAAH. Para llevar a
cabo la comparacion, en todos los casos, se utilizaron concentraciones

de 1 uM para los inhibidores.

Compuesto % Inhibicion de h-FAAH | % Actividad de h-FAAH

JZL 195 30,10 % 69,90 %
REC-1 37,21 % 62,79 %
REC-2 55,64 % 44,36 %
REC-4 44,62 % 55,38 %
REC-7 59,14 % 40,86 %
REC-9 67,68 % 32,32 %
REC-23 0% 100 %

Tabla 7: Porcentaje de inhibicion y actividad de los inhibidores.

Una vez determinado que los compuestos REC-1, REC-2, REC-4, REC-
7 y REC-9 actuan inhibiendo h-FAAH en el rango micromolar, se procede
a la determinacion de la concentracion de ligando necesaria para
disminuir en un 50 % la accion enzimatica (ICso) mediante la medicion del
porcentaje de inhibicidn y el subsecuente porcentaje de actividad, a

concentraciones crecientes de 10nM, 100 nM, 1 uM y 10 uM.
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En la tabla 8, se aprecia el valor de ICso para el primer grupo de

inhibidores propuestos; adicionalmente, en la Figura40, se presenta el

grafico asociado a las curvas dosis-respuesta de estos.

N° ICs0 (uM)
REC-1 1.47
REC-2 0.84
REC-4 1.20
REC-7 0.78
REC-9 0.57
REC-23 >10

Tabla 8: 1Cso del primer grupo de inhibidores propuestos.

100

80

60

40

20

% de Actividad Enzimatica

Curvas de Dosis-Respuesta

= REC-9
REC-7
REC-2
REC-4
REC-1
-9 -8 -7 -6 -5
Log [REC]

Figura40: Curva dosis-respuesta de los inhibidores.
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Considerando los valores de ICsp obtenidos, se puede dar cuenta que
efectivamente la capacidad inhibitoria de los compuestos se encuentra
en el rango micromolar; si esto se compara con JZL 195, que es un
inhibidor de FAAH y MAGL con un ICso en el rango de 2 a 4 nM '3, |a
potencia de las moléculas REC es mucho menor. Sin embargo, la
selectividad de JZL 195 es baja, lo que provoca efectos adversos
similares a los presentados por agonistas CB1 ''3. Por este motivo, se
decide realizar un analisis cualitativo en h-MAGL, observando una nula
actividad sobre esta enzima, lo que entrega una ventaja comparativa en
relacion a JZL 195.

Adicionalmente, se ejecuta el ensayo de viabilidad celular por reduccién
del compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol
(MTT) en células de riidn (VERO), células cancerigenas de leucemia
(HL-60), células cancerigenas cervicouterinas (HELA) y células
cancerigenas de colon (HTC116), para comprobar la posible citotoxicidad
de los compuestos sintetizados hasta el momento, en los rangos

terapéuticos reportados. Los resultados son expuestos en la tabla 9.

o ICs50 (1M) ICs0 (uM) ICs0 (uM) ICs0 (uM) ICs0 (1M)
h-FAAH VERO HL60 HELA HTC116
REC-1 1.47 56.3 11.7 97.3 66.0
REC-2 0.84 64.6 10.6 74.8 30.3
REC-4 1.20 70.3 5.04 63.6 421
REC-7 0.78 76.0 4.19 43.7 354
REC-9 0.57 8.12 ND 21.3 21.2

Tabla 9: Resultados del ensayo de viabilidad celular.
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La prueba de citotoxicidad permite deducir que el ICso, en las lineas
celulares ensayadas, sobrepasa entre un 421 % (REC-4 / HL60) a un
9800 % (REC-7 / VERO) respecto al ICso que presentan los compuestos
en la enzima; por lo tanto, considerando la selectividad sobre h-FAAH y
la posible ventana terapéutica exhibida por las moléculas REC, se decide
proseguir con la sintesis del segundo grupo de moléculas, que completa

la serie inicialmente propuesta.

Posterior a la finalizacion de la segunda etapa sintética, se procede a las
gestiones para la compra del kit de deteccion para inhibidores de h-
FAAH, reportandose por parte de Cayman Chemical, el
desabastecimiento de este producto. Entonces, se decide enviar los
veintitrés compuestos al Instituto de Quimica Biomolecular en Napoles,
Italia, dirigido por el Dr. Vincenzo Di Marzo, quién es colaborador de
nuestro grupo de investigacion. Aqui, se realizaron las pruebas
necesarias para reportar los resultados de ICso tanto en r-FAAH y r-MAGL
que se presentan en la tabla 10.

r-FAAH r-MAGL
N° R1 R2

ICso (uM) | ICs0 (uM)
REC-1 -H -H 3.97 £0.20 >10
REC-2 -H o-F 12.57 £ 2.41 >10
REC-3 -H m-F 3.69+0.70 >10
REC-4 -H p-F >10 >10
REC-5 -H 0-NO2 2.08 £ 0.08 >10
REC-6 -H m-NO: 291 +0.94 >10
REC-7 -H p-NO2 2.36+0.18 >10
REC-8 -H 0-OMe >10 >10
REC-9 -H m-OMe 7.73 £0.89 >10
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REC-10 -H p-OMe 3.81+0.07 >10
REC-11 -CHs -H >10 >10
REC-12 -CHs o-F >10 >10
REC-13 -CHs m-F >10 >10
REC-14 -CHs p-F >10 >10
REC-15 -CHs 0-NO2 >10 >10
REC-16 -CHs m-NO2 >10 >10
REC-17 -CHs p-NO2 >10 >10
REC-18 -CHs 0-OMe >10 >10
REC-19 -CHs m-OMe >10 >10
REC-20 -CHs p-OMe >10 >10
REC-21 -CH2CHjs -H >10 >10
REC-22 -(CH2)2CHs -H >10 >10
REC-23 -CH2CH(CHs)2 -H >10 >10

Tabla 10: ICso de los compuestos finales en r-FAAH y r-MAGL.

Como se mencioné anteriormente, los ensayos preliminares fueron
efectuados en la enzima humana; sin embargo, su replicabilidad no fue
posible por desabastecimiento de la proteina. Por esta razén, los
experimentos debieron ser ejecutados en enzima de rata, lo que
entregaria una aproximacion bastante cercana a la realidad ya que el
porcentaje de identidad entre r-FAAH y h-FAAH es de un 82 %, sus sitios
activos difieren en 6 aminoacidos que no interactuan con los inhibidores
con los que la enzima ha sido co-cristalizada y la triada catalitica Lys142,
Ser217 y Ser241 se encuentra conservada "', Respecto al inhibidor JZL-
195, utilizado en los primeros ensayos, el ICso en r-FAAH también esta
dentro del rango nanomolar (13 a 19 nM), por lo que se pudiese
extrapolar la relacion estructura-actividad desde la enzima de rata a la

humana.
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Disefio Racional: Acoplamiento Molecular Inducido

Modelo in silico de la enzima h-FAAH

En el disefio racional de los ligandos se utiliz6 un modelo in silico de la
enzima, elaborado previamente por el grupo de investigacion, el cual fue
construido a partir de la secuencia aminoacidica de r-FAAH que se
encuentra en el repositorio de secuencias proteicas e informacién
funcional, UNIPROT, bajo el cdédigo P97612 (version inicial: afio 1997).

En el afo 2005, se integra al repositorio bajo el cdédigo 000519, la
secuencia aminoacidica de h-FAAH permitiendo realizar, a través de
mutagénesis, un modelo molecular por homologia de la enzima de rata
humanizada (r/h-FAAH). A continuacién, se detallan las etapas

realizadas para la elaboracion del nuevo modelo.

1. Puntuacién de los cristales de UNIPROT respecto a h-FAAH

En el repositorio UNIPROT se descargo la secuencia aminoacidica de h-
FAAH y se compard mediante la base de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés), con todas
las estructuras cristalinas (femplates) disponibles hasta el momento de la
enzima; esto conformd, un ranking basado en la resolucién de los
cristales y el tamafio de la porcion cristalizada frente a la secuencia
aminoacidica de h-FAAH (0O00519).
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En la Figura42, se presenta el ranking de alineamiento frente a la enzima
humana; como se puede observar, los segmentos en rojo representan

los cristales con mayor similitud frente a h-FAAH.

Color key for alignment scores

M <40 W 40-50 50-80 M 80-200 M >=200
ﬁ I I qu—.'ly I I
1 100 200 300 400 500

=l 2WI1, r/h-FAAH
|

= 2VYA, t/h-FAAH
={ 2WAP, t/h-FAAH

" 4HBP, r-FAAH
E 3QKS5, r-FAAH | ]
) : 4D03, -FAAH |
IMTS5, -FAAH
_———
—_——

Figurad2: Ranking de alineamiento respecto a la secuencia de h-FAAH.

La definicion de las estructuras cristalinas con las que se trabajé
posteriormente en la construccion del nuevo modelo esta relacionada con
los parametros ya mencionados: resolucion de los cristales y el tamafo
de la porcion cristalizada; sin embargo, también se consideré la
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pertinencia de los estudios realizados y que éstos fueran concordantes
con la investigacion que se esta llevando a cabo. Asi, para realizar el

alineamiento se utilizaron los siguientes modelos:

e 2VYA: la enzima r/h-FAAH esta co-cristalizada con el inhibidor
PF-750 que se une covalentemente a ella y es utilizado como
control en pruebas biolégicas de inhibicién.

e 3PPM: la enzima r/h-FAAH esta co-cristalizada con un
inhibidor ceto-heterociclico similar al propuesto en la hipotesis
y posee una excelente resolucion (1,78 A).

e 4HBP: la enzima r-FAAH esta co-cristalizada con un inhibidor

piperazin-ureico similar al propuesto en la hipotesis.

2. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas seleccionadas

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los tres modelos
elegidos, se ejecutd a través del programa JAILVIEW utilizando la
estructura co-cristalizada con piperazin-ureas (4HBP) como cristal lider.
Los colores utilizados para la representacidon que se observa en la
Figura43, son: (a) membrana celular en fucsia (b) 2VYA en rosado, (c)
4HBP en verde y (d) 3PPM en celeste. Por ultimo, el inicio y final del
alineamiento estan demarcados por (e) Arg 37 en amarillo y (f) Thr 573

en naranjo.
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Figura43: Alineamiento de los modelos de la enzima FAAH.

3. Obtencion del modelo in silico de r/h-FAAH

Una vez alineadas las secuencias aminocidicas de las estructuras
cristalinas seleccionadas, se procedié a realizar el modelamiento de la
enzima mediante el uso del software MODELLER. Se construyeron 50
modelos que fueron ranqueados a través de una puntuacion estandar,
denominada molpdf, que es emanada por el mismo programa y permite
estimar la mejor version de los modelos generados a través de una
minimizacion energética que incluye parametros fisico-quimicos, como:
potencial de enlace, angulos de enlace, estereoquimica energia

electrostatica, distancia entre atomos, etc.
El modelo elegido fue el que posee menor puntuacién en el ranking y fue

validado a través del programa Protein Structure Analysis (PROSA-

WEB); este indica, que el modelo posee una calidad (z-score) similar a
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los cristales con los que se realizo el alineamiento inicial, verificando que
tanto el modelo como las proteinas nativas tienen tamafios y formas muy
similares (figuras 44 - 47).

X-ray
s NMR

z-score: -10,48

X-ray
s NMR

z-score: -10,48

Z-score

iy
e I 1 o 1
Figura44: Validacion entre Figura46: Validacion entre
2VYA 'y 4HBP. 2VYA 'y 3PPM.

X-ray
s NMR

z-score: -10,56

X-ray
s NMR

z-score: -10,27

Z-score
Z-score

.\|'ﬁ.i "ll‘ii
. ‘ . " i : . ‘ . o. i :
° 00 N:?nober of res;!ouoes oo 1000 N:tr):ber of resied‘tjoes £ 1000
Figura45: Validacion entre Figura47: Validacion del modelo
3PPM y 4HBP. y estructuras nativas.
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4. Construccion del modelo r/h-FAAH dimérico

Debido a la naturaleza de la enzima h-FAAH, la construccién del modelo
final considera el disefio de un dimero, que es presentado en la Figura48.
En amarillo se aprecia la triada catalitica Lys142 — Ser217 — Ser241.

Figura48: Modelo computacional de r/h-FAAH de tipo dimérico.

5. Determinacion del sitio de unién de los ligandos

El sitio de union de la enzima fue definido a través de la observacion de
los ligandos co-cristalizados de los modelos seleccionados inicialmente
para el diseno de r/h-FAAH, se determinaron 19 aminoacidos que
interactuan con los inhibidores enzimaticos y se consideré la presencia
de una molécula de agua que participaria en la desacilacién del estado
de transicion tetrahédrico, involucrado en el mecanismo catalitico de la

enzima.
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La efectividad del modelo propuesto se validéo realizando un
acoplamiento molecular inducido con los inhibidores JG1 (3PPM) y 17J
(4HBP), observando que efectivamente las moléculas se posicionan en
el sitio de union y se disponen espacialmente como lo hacen en la enzima
nativa. En la Figura49, se presenta en color gris el sitio de unién de la
enzima, en colores segun los elementos quimicos la triada catalitica y la

molécula de agua; en naranjo el inhibidor JG1 y en verde el inhibidor 17J.

Figura49: Validacion del modelo de r/h-FAAH.

6. Canales de acceso de la enzima

En relacién a lo expuesto en la pagina 22, respecto a los canales de
acceso que tiene la enzima desde la membrana para facilitar el ingreso
de los ligandos endogenos, se utilizo el programa CAVER-PYMOL para

verificar que en el modelo, ésto se estuviera reproducido. Efectivamente
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en la Figura50, se puede apreciar en color celeste el canal cercano a la
membrana lipidica que tiene por funcién alinear la porcion polar de los
sustratos permitiendo la entrada al sitio activo, actuando como puerta de
acceso de los ligandos. En amarillo, se observa el canal de membrana
que contiene la porcion hidrofobica de los ligandos y conduce al sitio
activo de la enzima. En azul, se encuentra dicho sitio activo de la enzima
e inserto en él, la triada catalitica Lys142, Ser217 y Ser241. Finalmente,
en magenta, se encuentran los canales de acceso citosolico que
permitirian la salida de los grupos hidrofilos de los ligandos, posterior a
la accion enzimatica de FAAH.

Figura50: Canales de acceso en el modelo de r/h-FAAH.
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7. Acoplamiento molecular inducido de los compuestos

sintetizados

Los estudios de acoplamiento molecular inducido se realizaron mediante
el programa computacional MOLECULAR OPERATING ENVIRONMENT
(MOE). Se preparo el modelo ejecutando una minimizacion de energia
para hacer una simulacion de tipo flexible, que permite establecer sitios
de interaccion en condiciones mas similares a las presentadas
biolégicamente; ya que considera, entre otros parametros, los efectos de

las cargas parciales de los aminoacidos y del solvente.

Los compuestos sintetizados fueron sometidos a acoplamiento molecular
inducido obteniendo los resultados expuestos en la tabla 11, donde se
reportan: numero de soluciones entregadas por el programa, energia de
union del ligando con la enzima y la distancia de Ser241 y el atomo de
carbono carbonilico que seria atacado nucleofilicamente por el

aminoacido para formar el enlace covalente.
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REC-4 H p-F >10 2 | 56
REC-5 H o-NO; | 2.08+£0.08 | 3 | 47
REC-6 H m-NO, | 291+094 | 2 | 52
REC-7 H p-NO, | 236018 | 2 | 52
REC-8 ‘H 0-OMe >10 3|53
REC-9 H m-OMe | 7.73+0.89 | 2 | 55
REC-10 H p-OMe | 3.81£007 | 2 | 53
REC-11 -CHa ‘H >10 7 | 51
REC-12 -CHa o-F >10 6 | 57
REC-13 -CHa m-F >10 2 | 47
REC-14 -CHa p-F >10 6 | 55
REC-15 -CHa 0-NO; >10 9 | 43
REC-16 -CHa m-NO2 >10 5| 55
REC-17 -CHa p-NO2 >10 5 | 57
REC-18 -CHa 0-OMe >10 12 ] 6,2
REC-19 -CHa m-OMe >10 5 | 57
REC-20 -CHa p-OMe >10 3|52
REC21 | -CH:CHs H >10 1275
REC22 | -(CH2)CHs H >10 15| 7,4
REC-23 | -CH.CH(CHa), | -H >10 18] 7,7

Tabla 11: Acoplamiento molecular inducido de los compuestos REC-1 a
REC-23.

Se puede apreciar que la distancia entre Ser241 y los grupos carbonilos
de la serie REC son superiores a los 4,0 A lo que podria favorecer la
capacidad de un ataque nucleofilico por parte del aminoacido; ademas,
se observa que las moléculas ingresarian al sitio catalitico de la enzima
pero no efectuarian interacciones electrostasticas con otros aminoacidos

en el sitio de union. El motivo pudiese estar relacionado con la interaccién
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que realizan los compuestos con 1le238 impidiendo el movimiento hacia
el canal citosdlico; sin embargo, se disponen de manera similar que los

ligandos co-cristalizados y reportados previamente.

Cabe destacar, que REC-7 y REC-8 serian capaces de establecer un
enlace de hidrégeno con Phe192 en vez de una interaccién Il-stacking,
lo que favorece que el compuesto se pliegue impidiendo su entrada al
sitio de union, inactivando su accion; esto se condice con los resultados
de las pruebas bioldégicas donde ambos no tienen accion en la enzima.
Finalmente, los compuestos REC-21, REC-22 y REC-23, no podrian
ingresar al sitio catalitico por el impedimento estérico que presenta la
cadena alquilica conectada al anillo benzoimidazolico. En las siguientes
figuras, se presentan los resultados mas representativos.

Figura52: REC-2. | Figura54: REC-4.
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Figura57: REC-7. Figura60: REC-10.
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Figura61: REC-11. Figura62: REC-23.

8. Farmacoforo basado en las estructuras

Con los resultados biolégicos que se obtuvieron con las seis primeras
moléculas sintetizadas y sus respectivos ICso, se elaboraron dos
farmacéforos basados en los esqueletos estructurales a través del

programa Ligand Scout.

El primer farmacoforo, fue construido en condiciones rigidas sugiriendo
las interacciones que podrian formarse entre los ligandos y el sitio
catalitico de la enzima (Figura63), se propone el ataque nucleofilico de
Ser241 y la estabilizacion que realizaria 11€238; sin embargo, las
interacciones con Met191 y Thr488 no fueron reflejadas en el

acoplamiento molecular inducido.

El segundo farmacdéforo, fue construido en condiciones flexibles
destacando las interacciones con los aminoacidos Thr488, Val491 y
Phe192 con el anillo fenilico de la fenilpiperazina (Figura64); por otro
lado, Met191, Leu278 e 11e238 realizarian interacciones I1-stacking con

el anillo fenilo del sistema benzoimidazol. Adicionalmente, los electrones
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del grupo hidroxilo de Thr236, tendrian un efecto inductor sobre el anillo

imidazalico.

THR488A THR488A
: VAL491A

)

PHE192A ( 3

N MET191A

<N LEu278A" "

[¢) /
MET191A NV ™ )\
C% ~ , 0
N\ SER241A (. / N

ILE238A
ILE238A

THR236A THR236A

Figura63: Farmacaoforo rigido. Figura64: Farmacoforo flexible.

9. Dinamica Molecular

Por optimizacion de recursos computacionales, las dinamicas
moleculares se realizaron con el ligando JG1 y con la molécula REC-9
ya que tenia el mejor ICso de las seis elaboradas inicialmente. Los
objetivos de realizar estos estudios eran dos: primero, corroborar que
efectivamente el ligando se posicionara completamente en el sitio activo
de la enzima, lo que no se verifico del todo en los acoplamientos
moleculares inducidos y, segundo, que en condiciones bioldgicas,
incluyen: efecto solvente, movimiento de membranas, intercambio de
iones entre el espacio intra y extra celular, entre otras, el inhibidor se
quedara en el sitio de union y no se escabulliese por los canales de

membrana previamente descritos.

82



RESULTADOS Y DISCUSION

Segun lo observado en las dinamicas moleculares, los complejos son
estables en ambos casos y los dimeros de r/h-FAAH se mantienen en
todo momento en contacto con los lipidos mediante los segmentos

intramembrana, por lo que el modelo que se ha utilizado es fiable.

Para el caso de JG1 (Figura65), se observa que la molécula se posiciona
en el sitio catalitico como lo hace co-cristalizado en la enzima nativa
replicando la distancia de enlace desde Ser241 al atomo de carbono

carbonilico, favoreciendo la formacion del enlace covalente.

Por otro lado, el modo de unién covalente propuesto para REC-9, parece
ser correcto. Las trayectorias muestran que la parte del compuesto mas
cercana a la triada catalitica se mantiene muy estable durante toda la
simulacion, senial de que se establecen interacciones con el sitio de
accion; el posicionamiento del ligando permite encontrar una distancia de
enlace, entre Ser241 y el atomo de carbono carbonilico de REC-9, de 5
A en promedio. La parte mas variable, se ubica hacia el canal de entrada,
teniendo el mismo comportamiento que el ligando cristalografico; esto
valida la importancia de haber hecho la simulacion de JG1 para tener una
referencia. Con estos resultados, se puede establecer que los
compuestos se unirian de manera covalente a la enzima realizando
interacciones en el sitio catalitico con la triada catalitica y los aminoacidos

del sitio de unién de la enzima (Figura66).

Respecto a las interacciones mencionadas en el acoplamiento molecular
inducido y en el farmacoforo basado en la estructura, en la dinamica
molecular se aprecia que los aminoacidos Thr488 y Phe192 tienen la
distancia (4 A) para interactuar con el anillo fenilico de la fenilpiperazina,

situacion equivalente entre el anillo benceno del benzoimidazol y los
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aminoacidos Met191 y Leu278; por otro lado, el efecto inductor de Thr

236, también se ve reflejado.

s/

Figura65: Dinamica molecular de JG1.

Figura66: Distancia entre JG1y Ser241.
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Figura67: Dinamica molecular de REC-9.

Thr236
Leu278

11e238

Metl91

Phel92

Thr488

Figura68: Distancia entre REC-9 y Ser241.
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Disefio Racional de Ligandos: Relacion Estructura Actividad

Relacion estructura-actividad

Considerando lo expuesto tanto en los estudios farmacoldgicos como en

los de acoplamiento molecular inducido, se sugiere el siguiente

farmacoforo:

El anillo benzoimidazolico sufre un
efecto inductor por Thr236

El anillo estableceria Sus‘utuy emes ,e n el

. . . anillo imidazolico
interacciones I1-stacking con \ anulan la actividad por

Met191, 11e238 y Leu278 uan ap
impedimento estérico

El grupo carbonilo permite estabilizar el
ligando en el sitio de unién a través de

O

En cualquier posicion, la
sustitucion por -F aumenta la
actividad estableciendo
interacciones hidrofébicas

Sustituyentes en orto voluminosos
y/o que forman enlaces de
hidrégeno, disminuyen la actividad

N

R

La sustitucion en posicion meta
aumenta la actividad

El anillo estableceria interacciones I-
stacking con Phe192, Thr488 y Val491

Figura69: Relacion estructura actividad de la serie propuesta.
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Conclusiones

De la investigacion realizada y segun la hipotesis propuesta, se puede
concluir que se cumplieron los objetivos, como se desglosa a

continuacion:

1. Se realiz6 una propuesta de sintesis organica viable para los
compuestos de la serie, en tres pasos de reaccion, donde en la
segunda etapa se utilizé trifosgeno que resultd ser crucial en el
manejo de la velocidad y cinética de reaccion.

2. Se comprobd que el uso de acetonitrilo como solvente, potencia el
medio de reaccion en una sustitucion nucleofilica acilica, pudiendo

hacer acoplamientos a pesar de los impedimentos estéricos.

3. Se evalud el ICso sobre la enzima FAAH humana de 6 compuestos
iniciales, determinando que 5 de ellos poseen capacidad inhibitoria,

siendo el mas potente REC-9 con un valor de 0,57 uM.

4. Se determino el valor de ICso sobre r-FAAH de rata de la serie REC
debido al desabastecimiento de la enzima humana; sin embargo,
los valores son comparables debido a la elevada identidad que
tienen ambas especies. El compuesto con mayor actividad fue
REC-2 con un valor de 2,08 uM.

5.  Se midi6 el ICso de la serie REC en la enzima r-MAGL donde no
exhibieron accién, con esto se puede concluir que los compuestos

son selectivos por r-FAAH.
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Se confecciond un modelo computacional de la enzima r/h-FAAH, a
partir de tres modelos cristalograficos, que permitio realizar los
estudios de acoplamiento molecular inducido de los 23 compuestos
propuestos en la serie. Cabe destacar que el modelo fue validado
por diversos mecanismos Yy es capaz de representar la
conformacién que adoptan los ligandos co-cristalizados con la

enzima nativa.

Se establecid la relacion estructura-actividad de la serie REC, a
través de la correspondencia entre los estudios farmacolégicos y de

acoplamiento molecular inducido, definiendo que:

a. Sustituyentes en el anillo imidazdlico anulan la actividad
sobre la enzima.

b. En cualquier posicidon del anillo fenilo, la sustitucion con un
atomo de fluor produce un aumento en la accion inhibitoria.

c. En el anillo fenilo, la sustitucién en posicién -meta, aumenta

la actividad sobre la enzima.

Se concluye, finalmente, que el objetivo general fue logrado ya que
se consiguié evaluar la respuesta farmacologica de la serie REC,
elaborada por sintesis organica y dirigida por estudios de

acoplamiento molecular inducido.
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CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

90



CONDICIONES EXPERIMENTALES Y CARACTERIZACION
ESPECTROSCOPICA

Parte Experimental Sintética

Referente a la sintesis organica y caracterizacién espectroscépica, tanto
solventes como reactivos, fueron adquiridos en diversos laboratorios
quimicos dependiendo de su disponibilidad; entre ellos destacan:
Merck®, Sigma-Aldrich®, Ak Scientific®, J.T. Baker®. En cuanto a la
pureza, en todos los casos, el reporte del fabricante super6 el 99 %

siendo clasificados como grado PA o HPLC.

La caracterizacion de los compuestos sintetizados se realiz6 mediante
técnicas de resonancia magnética nuclear, espectroscopia infrarroja y

analisis elemental. Los equipos utilizados se especifican a continuacion:

e Espectros de resonancia magnética nuclear: espectrometro
BRUKER AVANCE-400 (400MHz). Las muestras fueron disueltas
en solventes deuterados dependiendo de la solubilidad del
producto (CDCl3 o DMSO-ds). Los desplazamientos quimicos se
estandarizaron respecto a TMS siendo expresados en ppm ().
Las constantes de acoplamiento J estan descritas en hercios (Hz).

e Espectroscopia infrarroja: espectrofotometro BRUKER VECTOR
22 (FT-MIR). Las muestras fueron preparadas en pellets de KBr o
en una pelicula liquida de NaCl. La medicion se realizd en un

rango espectral que va desde los 4000 a 400 cm™.

e Analisis elemental: detector CE INSTRUMENTS EA 1108. Los

resultados indican el % de C, Hy N presentes en la muestra.

En los casos de las moléculas sdlidas, se midié el rango de fusion en un
equipo STUART CIENTIFIC SMP3.
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Procedimiento general para Ila sintesis de 2-alquil-1H-
benzo[d]imidazoles (REA)

Se adicionan cantidades equimolares de 1,2-fenilendiamina y los
correspondientes aldehidos alifaticos a 30 mL de acetonitrilo, agitando la
mezcla a temperatura ambiente por 24 horas. Se aisla el crudo de
reaccion llevando el balén a sequedad. La purificacion se realiza
mediante columna cromatografica rellena con silice gel como fase
estacionaria y una mezcla compuesta por acetato de etilo : diclorometano

(1:1) como fase movil.

NH, o
N
. )J\ CH,CN \> ]
%
24 horas
NH» H R N
H

Figura70: Esquema general de reaccion de 2-alquil-1H-
benzo[d]imidazol.

92



CONDICIONES EXPERIMENTALES Y CARACTERIZACION
ESPECTROSCOPICA

e 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (REA-1) ''°

Se realiza la reaccion entre 1,2-fenilendiamina (1,0 gr, 9,3 mmol) y
acetaldehido (0,5 mL, 9,3 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante el

procedimiento general. Se obtiene un sélido cristalino de color blanco.

Rendimiento: 36 %. "H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 9,48 (s, ancho,
1H, Ha), 7,56 (dd, J = 5,9, 3,0 Hz, 2H, Hb), 7,22 (dd, J = 5,9, 3,0 Hz, 2H,
Hc), 2,66 (s, 3H, Hd). '3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 151,58 (C1),
138,67 (C2), 122,34 (C4), 114,58 (C3), 14,97 (C5). IR (KBr) cm™': 3448,74
(N-Ha estiramiento), 735,80 (NHa deformacion). Analisis elemental
experimental: (CsHsN2, PM: 132,17 g/mol) C: 73,10 %, H: 6,50 %, N:
22,40 %. Rango de fusién: 171 - 173 °C.
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o 2-etil-1H-benzo[d]imidazol (REA-2)

Se realiza la reaccion entre 1,2-fenilendiamina (1,0 gr, 9,3 mmol) y
propionaldehido (0,7 mL, 9,3 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante el

procedimiento general. Se obtiene un sélido cristalino de color blanco.

Rendimiento: 40 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 10,52 (s, ancho,
1H, Ha), 7,56 (dd, J = 6,1, 3,2 Hz, 2H, Hb), 7,21 (dd, J = 6,1, 3,2 Hz, 2H,
Hc), 3,02 (q, J = 7,7 Hz, 2H, Hd), 1,44 (t, J = 7,7 Hz, 3H, He). *C NMR
(400 MHz, Cloroformo-d) &: 156,90 (C1), 138,72 (C2), 122,17 (C4),
114,69 (C3), 22,74 (C5), 12,65 (C6). IR (KBr) cm™: 3423,93 (N-Ha
estiramiento), 741,16 (NHa deformacion). Analisis elemental
experimental: (CoH1oN2, PM: 146,19 g/mol) C: 74,20 %, H: 7,12 %, N:
20,52 %. Rango de fusién: 174 - 176 °C.
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e 2-propil-1H-benzo[d]imidazol (REA-3) 16

Se realiza la reaccion entre 1,2 fenilendiamina (1,0 gr, 9,3 mmol) y
butiraldehido (0,9 mL, 9,3 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante el
procedimiento general. Se obtiene un sdélido amorfo de color amarillo

palido.

Rendimiento: 50 %. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 12,20 (s, ancho,
1H, Ha), 7,46 (s, ancho, 2H, Hb), 7,10 (dd, J = 6,3, 3,1 Hz, 2H, Hc), 2,77
(qt, J = 6,6, 3,6 Hz, 2H, Hd), 1,79 (gh, J = 6,6, 3,6 Hz, 2H, He), 0,93 (qt,
J = 6,6, 3,6 Hz, 3H, Hf). '*C NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 155,09 (C1),
134,40 (C2), 121,25 (C4), 110,89 (C3), 30,55 (C5), 21,04 (C6), 13,75
(C7). IR (KBr) cm™: 3448,62 (N-Ha estiramiento), 748,91 (NHa
deformacion). Analisis elemental experimental: (C1oH12N2, PM: 160,22
g/mol) C: 75,12 %, H: 7,89 %, N: 17,98 %. Rango de fusion: 152 - 155
°C.
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e 2-(2-isobutil)-1H-benzo[d]imidazol (REA-4) 116

Se realiza la reaccion entre 1,2-fenilendiamina (1,0 gr, 9,3 mmol) e
isovaleraldehido (1,0 mL, 9,3 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante el
procedimiento general. Se obtiene un sélido cristalino de color blanco

nacar.

Rendimiento: 59 %. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 12,50 (s, ancho,
1H, Ha), 7,82 (d, ancho, J = 6,4 Hz, 2H, Hb), 7,44 (d, J = 6,3 Hz, 2H, Hc),
3,01 (d, J=7,3 Hz, 2H, Hd), 2,84 (s, ancho, 1H, He), 1,27 (d, J = 7,3 Hz,
6H, Hf). 3C NMR (400 MHz, DMSO-ds) d: 154,37 (C1), 134,22 (C2),
118,08 (C4), 110,70 (C3), 37,69 (C5), 27,69 (C6), 22,36 (C7). IR (KBr)
cm™: 3448,39 (N-Ha estiramiento), 747,46 (NHa deformacion). Analisis
elemental experimental: (C11H14N2, PM: 174,25 g/mol) C: 76,34 %, H:
8,24 %, N: 16,78 %. Rango de fusién: 189 - 192 °C.
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Procedimiento general para la sintesis de derivados de cloruros de

4-fenilpiperazinil-1-carbonilo (REB)

Se enfrian 30 mL de diclorometano en un bafo de hielo-agua. Se agrega
1 equivalente de trifosgeno, al balén de reaccion cerrado de manera
hermética, dejando enfriar nuevamente hasta alcanzar 0 °C. A esta
mezcla, se incorporan 3 equivalentes de piridina observando la aparicion
de turbiedad blanca y una nube gaseosa indicando la presencia de
fosgeno formado “in situ”. Se adicionan gota a gota las correspondientes
fenilpiperazinas y luego, de 30 minutos, la disolucion se deja reaccionar
a temperatura ambiente por dos horas. Posteriormente, se afiaden 20 mL
de acido clorhidrico 0,1 N y se realizan 3 extracciones sucesivas con 30
mL de disolucion saturada de bicarbonato de sodio. La fase organica es
secada con sulfato de sodio anhidro y el produto crudo obtenido es
purificado a través de columna cromatografica rellena con silica gel como

fase estacionaria y diclorometano como fase mdvil.

g S ke 8

| \
X
R

Figura71: Esquema general de reaccion de derivados de cloruro de 4-
fenilpiperazinil-1-carbonilo.
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e Cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo (REB-1)

Se realiza la reaccion entre 1-fenilpiperazina (1,0 mL, 6,5 mmol),
trifosgeno (653 mg, 2,2 mmol) y piridina (0,6 mL, 6,5 mmol) en 30 mL de
diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un liquido

aceitoso de color amarillo pardo.

Hd Hc Hb Ha

Rendimiento: 95 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,59 (t, J= 7,8
Hz, 2H, Hd), 7,23 (t, J= 7,8 Hz, 3H, Hc-He), 4,12 (td, J = 6,9 Hz, 4H, Ha),
3,50 (t, J = 6,9 Hz, 4H, Hb). '3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 150,57
(C4), 148,40 (C1), 129,40 (C6), 121,05 (C7), 116,94 (C5), 49,58 — 49,22
(C3), 48,61 — 46,15 (C2). IR (KBr) cm™: 2826,10 (N-H anilinico), 1727,5
(C=0). Analisis elemental experimental: (C11H13CIN2O, PM: 224,69
g/mol) C: 59,52 %, H: 6,03 %, N: 12,79 %.

98



CONDICIONES EXPERIMENTALES Y CARACTERIZACION
ESPECTROSCOPICA

e Cloruro de 4-(2-fluorofenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-2)

Se realiza la reaccion entre 1-(2-fluorofenil)piperazina (0,5 mL, 3,2
mmol), trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30
mL de diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un

liquido aceitoso de color marron claro.

Rendimiento: 94 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,38 (dd, J =
7,9, 6,3, 2H, Hd-He), 7,30 (t, J = 7,9 Hz, 1H, Hc), 7,23 (t, J= 7,9 Hz, 1H,
Hf), 4,13 (d, J = 7,8 Hz, 4H, Ha), 3,41 (s, ancho, 4H, Hb). '3C NMR (400
MHz, Cloroformo-d) &: 155,76 (d, J = 246,1 Hz, C5), 148,35 (C1), 139,11
(d, J=8,8 Hz, C4), 124,66 (d, J = 3,7 Hz, C8), 123,55 (d, J = 8,0 Hz, C7),
119,38 (d, J = 2,7 Hz, C9), 116,35 (d, J = 20,5 Hz, C6), 50,51 — 50,04
(C3), 48,79 — 46,32 (C2). IR (KBr) cm': 2815,06 (N-H anilinico), 1731,28
(C=0). Analisis elemental experimental: (C11H12CIFN2O, PM: 242,68
g/mol) C: 55,22 %, H: 5,05 %, N: 11,90 %.
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e Cloruro de 4-(3-fluorofenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-3)

Se realiza la reaccion entre 1-(3-fluorofenil)piperazina (0,5 mL, 3,2
mmol), trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30
mL de diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un

liquido aceitoso de color marron claro.

Rendimiento: 91 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,18 (m, 1H,
He), 6,62 (dd, J = 8,0, 2,5 Hz, 1H, Hf), 6,56 (dd, J = 8,0, 2,5, 1,5 Hz, 1H,
Hd), 6,52 (dt, J = 8,0, 1,7 Hz, 1H, Hc), 3,78 (d, J = 7,3 Hz, 4H, Ha), 3,18
(t, J=7,3 Hz, 4H, Hb). 3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 163,90 (d, J
= 244.,5 Hz, C6), 152,21 (d, J = 9,6 Hz, C4), 148,50 (C1), 130,55 (d, J =
9,9 Hz, C8), 111,97 (d, J = 2,6 Hz, C9), 107,31 (d, J = 21,4 Hz, C7),
103,69 (d, J = 24,9 Hz, C5), 49,05 — 48,72 (C3), 48,41 — 45,94 (C2). IR
(KBr)

cm™: 2834,59 (N-H anilinico), 1715,97 (C=0). Andlisis elemental
experimental: (C11H12CIFN20, PM: 242,68 g/mol) C: 54,92 %, H: 5,48 %,
N: 11,22 %.
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e Cloruro de 4-(4-fluorofenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-4)

Se realiza la reaccion entre 1-(4-fluorofenil)piperazina (540 mg, 3,2
mmol), trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30
mL de diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un

liquido aceitoso de color amarillo oscuro.

Hd Hc Hb Ha

Rendimiento: 93 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 6,97 (t, J = 8,7
Hz, 2H, Hd), 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hc), 3,81 (d, J = 7,7 Hz, 4H, Ha),
3,11 (d, J=7,7 Hz, 4H, Hb). 3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 157,82
(d, J=240,3 Hz, C7), 148,32 (C1), 147,22 (d, J = 2,5 Hz, C4), 118,87 (d,
J=7,7Hz, C5), 115,81 (d, J = 22,1 Hz, C6), 50,50 — 50,12 (C3), 48,61 —
46,14 (C2). IR (KBr) cm™: 2829,89 (N-H anilinico), 1698,51 (C=0).
Analisis elemental experimental: (C11H12CIFN2O, PM: 242,68 g/mol) C:
55,28 %, H: 5,45 %, N: 12,03 %.
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e Cloruro de 4-(2-nitrofenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-5)

Se realiza la reaccion entre 1-(2-nitrofenil)piperazina (0,5 mL, 3,1 mmol),
trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30 mL de
diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un liquido

aceitoso de color amarillo rojizo.

He NO, Hb Ha

3
—2 (0]
Hd N N41<
3
He Hf Hb Ha

Rendimiento: 99 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,80 (td, J = 8,0,
1,7 Hz, 1H, Hc), 7,53 (dt, J= 8,0, 1,7 Hz, 1H, He), 7,18 (d, J = 8,0 Hz, 2H
Hd - Hf), 3,83 (d, J = 6,6 Hz, 4H, Ha), 3,10 (t, J = 6,7 Hz, 4H, Hb). *C
NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 148,59 (C1), 145,30 (C4), 144,65 (C5),
133,81 (C8), 125,90 (C6), 123,81 (C7), 121,99 (C9), 52,19 — 51,62 (C3),
48,89 — 46,43 (C2). IR (KBr) cm™: 1727,06 (C=0), 1519,74 (NO).
Analisis elemental experimental: (C11H12CIN3O3, PM: 269,69 g/mol) C:
48,32 %, H: 4,32 %, N: 16,01 %.
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e Cloruro de 4-(3-nitrofenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-6)

Se realiza la reaccion entre 1-(3-nitrofenil)piperazina (0,5 mL, 3,1 mmol),
trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30 mL de
diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un liquido

aceitoso de color amarillo palido.

ON Hc Hb Ha

Rendimiento: 99 %. "H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,72 (d, J = 8,2
Hz, 1H, Hd), 7,71 (s, 1H, Hc), 7,42 (t, J = 8,2 Hz, 1H, Hf), 7,20 (dd, J =
8,2, 2,6 Hz, 1H, He), 3,86 (d, J = 7,2 Hz, 4H, Ha), 3,34 (t, J = 7,2 Hz, 4H,
Hb). 3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 151,18 (C4), 149,37 (C1),
148,51 (C6), 130,13 (C8), 121,93 (C9), 115,06 (C7), 110,58 (C5), 48,66
— 48,38 (C3), 48,22 — 45,73 (C2). IR (KBr) cm™: 1759,9 (C=0), 1517,53
(NO2). Anélisis elemental experimental: (C11H12CIN3O3, PM: 269,69
g/mol) C: 49,03 %, H: 4,58 %, N: 15,94 %.

103



CONDICIONES EXPERIMENTALES Y CARACTERIZACION
ESPECTROSCOPICA

e Cloruro de 4-(4-nitrofenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-7)

Se realiza la reaccion entre 1-(4-nitrofenil)piperazina (650 mg, 3,1 mmol),
trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30 mL de
diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un sdlido

de color amairillo intenso.

Rendimiento: 99 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,14 (d, J = 8,7
Hz, 2H, Hd), 6,83 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hc), 3,88 (d, J = 7,3 Hz, 4H, Ha),
3,51 (s, ancho, 4H, Hb). '3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 154,21
(C4), 148,62 (C1), 139,62 (C7), 126,07 (C6), 113,40 (C5), 47,83 — 46,95
(C3), 46,75 — 45,36 (C2). IR (KBr) cm™: 1738,32 (C=0), 1596,23 (NO>).
Analisis elemental experimental: (C11H12CIN3O3, PM: 269,69 g/mol) C:
50,55 %, H: 4,72 %, N: 15,81 %. Rango de fusion: 158 - 161 °C.
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e Cloruro de 4-(2-metoxifenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-8)

Se realiza la reaccion entre 1-(2-metoxifenilfenil)piperazina (577 mg, 3,0
mmol), trifosgeno (300 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30
mL de diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un

liquido aceitoso de color marron claro.

Hg

Rendimiento: 89 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,09 — 7,04 (m,
1H, Hd), 6,94 (d, J = 7,9 Hz, 2H, Hc - He), 6,90 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Hf),
3,92 (t, J = 6,8 Hz, 2H, Ha), 3,88 (s, 3H, Hg), 3,83 (t, J = 6,8 Hz, 2H, Ha),
3,11 (s, ancho, 4H, Hb). '3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 152,38
(C5), 148,54 (C1), 140,20 (C4), 124,08 (C8), 121,24 (C7), 118,75 (C6),
111,56 (C9), 55,59 (C10), 50,72 — 50,30 (C3), 49,05 — 46,59 (C2). IR
(KBr) cm™: 2830,98 (OMe), 1727,62 (C=0). Andlisis elemental
experimental: (C12H15CIN202, PM: 254,71 g/mol) C: 57,13 %, H: 5,83 %,
N: 11,02 %.
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e Cloruro de 4-(3-metoxifenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-9)

Se realiza la reaccidn entre 1-(3-metoxifenil)piperazina (0,5 mL, 3,0
mmol), trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30
mL de diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un

liquido aceitoso de color rojo claro.

Hg

Rendimiento: 86 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,20 (t, J = 8,1
Hz, 1H, He), 6,54 (dd, J = 8,1, 2,3 Hz, 1H, Hd), 6,49 (dd, J = 8,1, 2,3 Hz,
1H, Hf), 6,47 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Hc), 3,88 (t, J = 7,0 Hz, 4H, Ha), 3,80 (s,
ancho, 3H, Hg), 3,21 (t, J = 7,0 Hz, 4H, Hb). C NMR (400 MHz,
Cloroformo-d) &: 160,79 (C6), 151,93 (C4), 148,49 (C1), 130,18 (C8),
109,60 (C9), 105,78 (C7), 103,54 (C5), 55,37 (C10), 49,55 — 49,22 (C3),
48,58 — 46,12 (C2). IR (KBr) cm™: 2836,74 (OMe), 1746,05 (C=0).
Analisis elemental experimental: (C12H15CIN202, PM: 254,71 g/mol) C:
56,62 %, H: 6,94 %, N: 11,14 %.
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e Cloruro de 4-(4-metoxifenil)piperazinil-1-carbonilo (REB-10)

Se realiza la reaccion entre 1-(4-metoxifenil)piperazina (580 mg, 3,0
mmol), trifosgeno (310 mg, 1,0 mmol) y piridina (0,3 mL, 3,2 mmol) en 30
mL de diclorometano mediante el procedimiento general. Se obtiene un

liquido aceitoso de color rojo intenso.

Hd Hc Hb Ha

Rendimiento: 91 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 6,90 (d, J = 8,9
Hz, 2H, Hc), 6,86 (d, J = 8,9 Hz, 2H, Hd), 3,87 (t, J = 7,9 Hz, 2H, Ha),
3,77 (s, ancho, 5H, Ha - He), 3,08 (t, J = 7,9 Hz, 4H, Hb). '3C NMR (400
MHz, Cloroformo-d) &: 154,75 (C7), 148,36 (C1), 144,79 (C4), 119,21
(C6), 114,63 (C5), 55,59 (C8), 51,07 — 50,67 (C3), 48,79 — 46,33 (C2). IR
(KBr) cm™: 2829,70 (OMe), 1735,59 (C=0). Analisis elemental
experimental: (C12H15CIN202, PM: 254,71 g/mol) C: 55,94 %, H: 6,02 %,
N: 11,57 %.
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Procedimiento general para la sintesis de derivados de [(4-

fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-alquil-1 H-benzo[d]imidazol (REC)

A una mezcla constituida por 1 equivalente de 2-alquil-1H-
benzol[d]imidazol en 30 mL de diclorometano (R1 = H) o acetonitrilo (R1 =
metilo, etilo, propilo e isopropilo), se le afade gota a gota 3 equivalentes
de trietilamina a temperatura ambiente y se deja reaccionar por 10
minutos. Paralelamente, se disuelve 1 equivalente de los
correspondientes derivados de cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo
(REB-1 a REB-10) en 5 mL del solvente; agregandolo, transcurrido el
tiempo mencionado, a la mezcla de manera lenta y con agitacion
constante. El balon de reaccion se mantiene a reflujo durante 24 a 48
horas. Posteriormente, se realizan 3 extracciones sucesivas con 30 mL
de disolucién saturada de carbonato de sodio. La fase organica es
secada con sulfato de sodio anhidro y el crudo obtenido es purificado a
través de placa preparativa recubierta con silice gel-yeso como fase
estacionaria y diclorometano : acetato de etilo (2:1) como fase movil.

Figura72: Esquema general de reaccion de derivados de [(4-
fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-alquil-1H-benzo[d]imidazol.
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e 1-[(4-fenilpiperazinil)-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol (REC-1)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo (112
mg, 0,5 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (59 mg, 0,5 mmol) y trietilamina (0,2
mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el procedimiento
general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso de color marron
traslucido.

Hi
Hf 13

Hh » Hi

Hi

Rendimiento: 45 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,25 (s, 1H, Ha),
7,85(d, J=7,7Hz, 1H, He), 7,62 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Hb), 7,39 (p, J= 7,7
Hz, 2H, Hc - Hd), 7,31 (t, J = 8,0 Hz, 2H, Hi), 6,95 (t, J = 8,0 Hz, 3H, Hh -
Hj), 3,79 (t, J = 6,5 Hz, 4H, Hf), 3,29 (t, J = 6,5 Hz, 4H, Hg)."*C NMR (400
MHz, Cloroformo-d) &: 151,48 (C1), 150,65 (C11), 143,59 (C2), 141,93
(C8), 131,99 (C3), 129,50 (C13), 125,01 (C6), 124,13 (C5), 121,30 (C4),
120,97 (C14), 117,08 (C12), 112,69 (C7), 49,81 (C10), 46,74 (C9). IR
(KBr) cm™': 2824,27 (N-H anilinico), 1703,85 (C=0). Analisis elemental
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experimental: (C1gsH1sN4O, PM: 306,37 g/mol) C: 71,12 %, H: 5,83 %, N:
18,96 %.
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e 1-[4-(2-fluorofenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-2)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(2-fluorofenil)piperazinil-1-
carbonilo (121 mg, 0,5 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (59 mg, 0,5 mmol)y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amarillo traslucido.

12 Hh
H 13

Hk » Hi

Hj

Rendimiento: 43 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,22 (s, 1H, Ha),
7,81 (d, J=7,8Hz, 1H, He), 7,60 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Hb), 7,35 (p, J=7,8
Hz, 2H, Hc - Hd), 7,04 (dq, J = 8,3, 1,6 Hz, 2H, Hi - Hj), 6,98 (dd, J = 8,3,
1,3 Hz, 1H, Hh), 6,92 (t, J = 8,2 Hz, 1H, Hk), 3,76 (t, J = 6,5 Hz, 4H, Hf),
3,15 (t, J = 6,5 Hz, 4H, Hg). *C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 155,74
(d, J=246,1 Hz, C12), 151,28 (C1), 143,49 (C2), 141,85 (C8), 139,11 (d,
J=38,7Hz, C11), 131,86 (C3), 124,81 (C6) , 124,64 (d, J = 3,6 Hz, C15),
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123,92 (C5), 123,56 (d, J = 7,9 Hz, C14), 120,80 (C4), 119,34 (d, J= 2,6
Hz, C16), 116,34 (d, J = 20,5 Hz, C13), 112,57 (C7), 50,49 (d, J = 3,0 Hz,
C10), 46,75 (C9). IR (KBr) cm™: 2761,38 (N-H anilinico), 1693,64 (C=0).
Analisis elemental experimental: (C1sH17FN4O, PM: 324,36 g/mol) C:
65,93 %, H: 5,74 %, N: 18,22 %.
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e 1-[4-(3-fluorofenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-3)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(3-fluorofenil)piperazinil-1-
carbonilo (200 mg, 0,8 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (97 mg, 0,8 mmol) y
trietilamina (0,3 mL, 2,4 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso
de color amarillo palido.

Hf 13

Hk h Hi

Hj

Rendimiento: 52 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,23 (s, 1H, Ha),
7,83 (dd, J=8,2, 1,6 Hz, 1H, He), 7,61 (dd, J = 8,2, 1,6 Hz, 1H, Hb), 7,38
(dp, J=8,0, 1,6 Hz, 2H, Hc - Hd), 7,01 (dd, J = 8,7, 2,2 Hz, 1H, Hj), 6,96
(dd, J=8,1, 2,2 Hz, 1H, Hk), 6,92 (dd, J = 8,1, 2,2 Hz, 1H, Hi), 6,88 (d

d, J=2,2 Hz, 1H, Hh), 3,78 (t, J = 5,0 Hz, 4H, Hf), 3,19 (t, J = 5,0 Hz, 4H,
Hg). '*C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 158,01 (d, J = 240,6 Hz, C13),
151,48 (C1), 147,34 (d, J = 2,5 Hz, C11), 143,62 (C2), 141,90 (C8),
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131,95 (d, J = 2,1 Hz, C15), 124,99 (C6), 124,11 (C5), 120,98 (C3),
119,02 (d, J = 7,8 Hz, C16), 118,50 (d, J = 7,7 Hz, C14), 115,96 (d, J =
22,2 Hz, C12), 115,65 (C4), 112,65 (C7), 50,72 (C10), 46,78 (C9). IR
(KBr) cm™: 2758,71 (N-H anilinico), 1702,10 (C=0). Analisis elemental
experimental: (C1gH17FN4O, PM: 324,36 g/mol) C: 66,78 %, H: 5,92 %, N:
17,84 %.
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e 1-[4-(4-fluorofenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-4)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(4-fluorofenil)piperazinil-1-
carbonilo (120 mg, 0,5 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (59 mg, 0,5 mmol) y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén intenso.

Hi
Hf 13

Hi

Rendimiento: 48 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,23 (s, 1H, Ha),
7,83 (dd, J=7,4,1,7 Hz, 1H, He), 7,60 (dd, J= 7,4, 1,7 Hz, 1H, Hb), 7,36
(dp, J=17,4,1,7 Hz, 2H, Hc - Hd), 6,98 (d, J = 9,2 Hz, 2H, Hi), 6,89 (d, J
=9,2 Hz, 2H, Hh), 3,76 (t, J= 5,1 Hz, 4H, Hf), 3,18 (t, J= 5,1 Hz, 4H, HQ).
13C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 157,94 (d, J = 240,6 Hz, C14),
151,41 (C1), 147,30 (d, J = 2,4 Hz, (C11), 143,56 (C2), 141,89 (C8),
131,92 (C3), 124,94 (C6), 124,06 (C5), 120,91 (C4), 11895 (d, J=7,8
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Hz, C12), 115,90 (d, J = 22,3 Hz, C13), 112,63 (C7), 50,65 (C10), 46,71
(C9). IR (KBr) cm™: 2924,18 (N-H anilinico), 1695,7 (C=0). Andlisis
elemental experimental: (C1gH17FN4+O, PM: 324,36 g/mol) C: 65,41 %, H:
5,17 %, N: 17,32 %.
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e 1-[4-(2-nitrofenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-5)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(2-nitrofenil)piperazinil-1-
carbonilo (100 mg, 0,4 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (44 mg, 0,4 mmol) y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amairillo intenso.

12 Hh
H 13

Hk » Hi

Hj

Rendimiento: 60 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,21 (s, 1H, Ha),
7,78 (dt, J=7,0, 1,5 Hz, 2H, Hb-He), 7,58 (dd, J = 8,0, 1,5 Hz, 1H, Hh),
7,51 (dt, J = 8,0, 1,5 Hz, 1H, Hj), 7,35 (dp, J = 7,0, 1,5 Hz, 2H, Hc - Hd),
7,17 (dd, J = 8,0, 1,5 Hz, 1H, Hi), 7,13 (dd, J = 8,0, 1,5 Hz, 1H, Hk), 3,77
(t, J = 6,6 Hz, 4H, Hf), 3,14 (t, J = 6,6 Hz, 4H, Hg). '3C NMR (400 MHz,
Cloroformo-d) &: 151,39 (C1), 145,25 (C11), 144,56 (C12), 143,51 (C2),
141,88 (C8), 133,78 (C15), 131,80 (C3), 125,85 (C13), 124,89 (C6),
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124,00 (C5), 123,77 (C14), 121,95 (C16), 120,86 (C4), 112,60 (C7),
52,10 (C10), 46,84 (C9). IR (KBr) cm™: 1691,53 (C=0), 1520,32 (NO-).
Analisis elemental experimental: (C1sH17NsO3, PM: 351,37 g/mol) C:
62,24 %, H: 4,72 %, N: 21,17 %.
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e 1-[4-(3-nitrofenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-6)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(3-nitrofenil)piperazinil-1-
carbonilo (100 mg, 0,4 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (44 mg, 0,4 mmol) y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amairillo intenso.

Hf 13

Hk I Hi

Hj

Rendimiento: 58 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,24 (s, 1H, Ha),
7,85 (d, J=7,6 Hz, 1H, He), 7,74 (dd, J = 6,2, 2,1 Hz, 2H, Hh - Hi), 7,61
(dd, J=7,6, 1,4 Hz, 1H, Hb), 7,43 (dd, J = 6,2, 2,1 Hz, 1H, Hk), 7,38 (dp,
J=17,6,1,4Hz, 2H, Hc - Hd), 7,22 (dd, J = 6,2, 2,1 Hz, 1H, Hj), 3,82 (t, J
= 6,0 Hz, 4H, Hf), 3,40 (t, J = 6,0 Hz, 4H, Hg). *C NMR (400 MHz,
Cloroformo-d) &: 151,60 (C1), 151,30 (C11), 149,41 (C13), 143,66 (C2),
141,85 (C8), 131,88 (C3), 130,17 (C15), 125,12 (C6), 124,26 (C5),
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122,11 (C16), 121,09 (C4), 115,29 (C14), 112,63 (C7), 110,78 (C12),
48,89 (C10), 46,41 (C9). IR (KBr) cm™: 1695,12 (C=0), 1526,55 (NO).
Analisis elemental experimental: (C1sH17NsO3, PM: 351,37 g/mol) C:
61,19 %, H: 5,15 %, N: 20,83 %.

120



CONDICIONES EXPERIMENTALES Y CARACTERIZACION
ESPECTROSCOPICA

e 1-[4-(4-nitrofenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-7)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(4-nitrofenil)piperazinil-1-
carbonilo (135 mg, 0,5 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (59 mg, 0,5 mmol) y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amairillo intenso.

Hi
Hf 13

Hh " NO,

Hi

Rendimiento: 65 %. "H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,15 (s, 1H, Ha),
7,67 (d, J=9,1 Hz, 2H, Hi), 7,33 (d, J=7,5Hz, 1H, He), 7,28 (d, J= 7,5
Hz, 1H, Hb), 6,94 (p, J = 7,5 Hz, 2H, Hc - Hd), 6,61 (d, J = 9,1 Hz, 2H,
Hh), 3,31 (s, ancho, 4H, Hf), 3,25 (s, ancho, 4H, Hg). '3C NMR (400 MHz,
Cloroformo-d) &: 152,43 (C11), 148,72 (C1), 140,99 (C2), 140,89 (C14),
135,52 (C8), 130,14 (C3), 123,98 (C13), 122,53 (C6), 121,66 (C5),
118,09 (C4), 111,30 (C12), 110,91 (C7), 53,02 (C10), 43,38 (C9). IR (KBr)
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cm™: 1689,70 (C=0), 1597,77 (NO2). Andlisis elemental experimental:
(C18H17NsO3, PM: 351,37 g/mol) C: 61,87 %, H: 4,65 %, N: 19,13 %.
Rango de fusion: 132 - 133 °C.
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e 1-[4-(2-metoxifenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-8)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(2-metoxifenil)piperazinil-1-
carbonilo (150 mg, 0,6 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (79 mg, 0,6 mmol) y
trietilamina (0,3 mL, 2,1 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén palido.

12 Hh
Hf 13

Hk » Hi

Hj

Rendimiento: 42 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,23 (s, 1H, Ha),
7,82 (d, J=7,4Hz, 1H, He), 7,61 (d, J=7,4 Hz, 1H, Hb), 7,35 (t, J= 7,4
Hz, 2H, Hc - Hd), 7,04 (ddt, J= 8,3, 6,4, 2,9 Hz, 1H, Hi), 6,92 (dd, J= 6,4,
2,8 Hz, 2H, Hh - Hj), 6,88 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Hk), 3,85 (s, 3H, HI), 3,79 (t,
J = 6,6 Hz, 4H, Hf), 3,14 (t, J = 6,6 Hz, 4H, Hg). '*C NMR (400 MHz,
Cloroformo-d) &: 152,25 (C12), 151,28 (C1), 143,47 (C2), 141,88 (C8),
140,16 (C11), 131,90 (C3), 124,76 (C15), 123,91 (C6), 123,86 (C5),
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121,12 (C14), 120,78 (C4), 118,56 (C13), 112,59 (C7), 111,45 (C16),
55,46 (C17), 50,62 (C10), 46,92 (C9). IR (KBr) cm™: 2831,83 (OMe),
1692,83 (C=0). Analisis elemental experimental: (C19H20N4O2, PM:
336,40 g/mol) C: 68,34 %, H: 6,17 %, N: 17,56 %.
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e 1-[4-(3-metoxifenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-9)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(3-metoxifenil)piperazinil-1-
carbonilo (128 mg, 0,5 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (59 mg, 0,5 mmol)y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amarillo traslucido.

Hg HI
Hh 17 (
9 12
10 N 11 o
Hf 13
14
H
g 16 X
Hk > Hi
Hj

Rendimiento: 46 %."H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) d: 8,22 (s, 1H, Ha),
7,83 (dd, J=6,8, 1,5 Hz, 1H, He), 7,61 (dd, J = 6,8, 1,5 Hz, 1H, Hb), 7,37
(dp, J=6,8, 1,5 Hz, 2H, Hc - Hd), 7,20 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Hj), 6,54 (dd, J
= 8,1, 2,1 Hz, 1H, Hi), 6,49 (t, J = 2,1 Hz, 1H, Hk), 6,47 (s, ancho, 1H,
Hh), 3,78 (s, 3H, HI), 3,76 (t, J = 6,8 Hz, 4H, Hf), 3,27 (t, J = 6,8 Hz, 4H,
Hg). *C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 160,74 (C13), 151,99 (C11),
151,39 (C1), 143,56 (C2), 141,87 (C8), 131,91 (C3), 130,13 (C15),
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124,91 (C6), 124,03 (C5), 120,90 (C4), 112,63 (C7), 109,54 (C16),
105,71 (C14), 103,50 (C12), 55,31 (C17), 49,54 (C10), 46,58 (C9). IR
(KBr) cm™: 2849,49 (OMe), 1692,95 (C=0). Analisis elemental
experimental: (C19H20N4O2, PM: 336,40 g/mol) C: 67,53 %, H: 5,84 %, N:
17,19 %.
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e 1-[4-(4-metoxifenil)piperazinil-1-carbonil]-1H-benzo[d]imidazol
(REC-10)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(4-metoxifenil)piperazinil-1-
carbonilo (128 mg, 0,5 mmol), 1H-benzo[d]imidazol (59 mg, 0,5 mmol) y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de diclorometano mediante el
procedimiento general durante 24 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén oscuro.

Hi
Hf 13

15

Hi

Rendimiento: 48 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,23 (s, 1H,
8,23), 7,84 (d, J=7,7 Hz, 1H, He), 7,62 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Hb), 7,38 (dp,
J=7,7,1,2Hz, 2H, Hc - Hd), 6,92 (d, J = 9,1 Hz, 2H, Hh), 6,86 (d, J=9,1
Hz, 2H, Hi), 3,78 (s, ancho, 7H, Hf - Hj), 3,16 (t, J = 6,4 Hz, 4H, Hg). "*C
NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 154,90 (C14), 151,48 (C1), 144,91
(C11), 143,66 (C2), 141,93 (C8), 131,99 (C3), 124,94 (C6), 124,06 (CH5),
120,98 (C4), 119,31 (C13), 114,74 (C12), 112,68 (C7), 55,68 (C15),
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51,22 (C10), 46,90 (C9). IR (KBr) cm™: 2835,70 (OMe), 1701,70 (C=0).
Analisis elemental experimental: (C19H20N4O2, PM: 336,40 g/mol) C:
67,89 %, H: 5,34 %, N: 16,28 %.
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e 1-[(4-fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-metil-1H-benzo[d]imidazol
(REC-11)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo (225
mg, 1,0 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (132 mg, 1,0 mmol) y
trietilamina (0,4 mL, 3,0 mmol) en 30 mL de acetonitriio mediante el
procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amarillo traslucido.

Hi
Hf 13

Hh™ "2 Hj

Hi

Rendimiento: 45 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,74 - 7,71 (m,
1H, He), 7,36 - 7,25 (m, 5H, Hb - Hc - Hd - Hi), 6,93 (d, J = 7,8 Hz, 3H,
Hh - Hj), 3,70 (s, ancho, 4H, Hf), 3,28 (td, J = 5,0 Hz, 4H, Hg), 2,69 (s,
3H, Ha). *C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 151,63 (C2), 151,43 (C1),
150,64 (C11), 142,39 C8), 133,14 (C3), 129,49 (C13), 123,75 (C6),
123,54 (C5), 121,27 (C4), 119,84 (C14), 117,05 (C12), 110,65 (C7),
49,98 (C10), 46,20 (C9), 15,08 (C15). IR (KBr) cm™: 2822,68 (N-H
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anilinico), 1695,62 (C=0). Analisis elemental experimental: (C19H20N4O,
PM: 320,40 g/mol) C: 71,64 %, H: 6,48 %, N: 17,69 %.
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o 1-[4-(2-fluorofenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzo[d]imidazol (REC-12)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(2-fluorofenil)piperazinil-1-
carbonilo (243 mg, 1,0 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (132 mg, 1,0
mmol) y trietilamina (0,4 mL, 3,0 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén claro.

Hh
Hf 13

Hk » Hi

Hj

Rendimiento: 47 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,67 (dd, J =
6,3, 3,3 Hz, 1H, He), 7,29 (dt, J = 6,3, 3,3 Hz, 1H, Hb), 7,24 (dd, J = 6,0,
3,3 Hz, 2H, Hc - Hd), 7,02 (dq, J = 7,8, 2,2 Hz, 2H, Hi - Hj), 6,95 (t, J =
7,8 Hz, 1H, Hh), 6,89 (t, J = 7,8 Hz, 1H, Hk), 3,77 - 3,61 (m, 4H, Hf), 3,13
(t, J=5,3 Hz, 4H, Hg), 2,65 (s, 3H, Ha). *C NMR (400 MHz, Cloroformo-
d) &: 155,85 (d, J = 246,2 Hz, C12), 151,62 (C2), 151,39 (C1), 142,35
(C8), 139,13 (d, J = 8,7 Hz, C11), 133,11 (C3), 124,72 (d, J = 3,7 Hz,
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C15), 123,76 (C6), 123,70 (d, J= 2,7 Hz, C14), 123,49 (C5), 119,77 (C4),
119,42 (d, J = 2,5 Hz, C16), 116,47 (d, J = 20,5 Hz, C13), 110,62 (C7),
50,82 (d, J = 3,0 Hz, C10), 46,56 (C9), 15,02 (C17). IR (KBr) cm™:
2828,91 (N-H anilinico), 1689,85 (C=0). Analisis elemental experimental:
(C19H19FN4O, PM: 338,39 g/mol) C: 67,49 %, H: 5,58 %, N: 16,12 %.
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o 1-[4-(3-fluorofenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzol[d]imidazol (REC-13)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(3-fluorofenil)piperazinil-1-
carbonilo (97 mg, 0,4 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (53 mg, 0,4
mmol) y trietilamina (0,2 mL, 1,2 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color blanco traslucido.

Hf 13

Hk h Hi

Hj

Rendimiento: 44 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,67 (d, J = 8,0
Hz, 1H, He), 7,29 - 7,25 (m, 1H, Hb), 7,25 - 7,21 (m, 2H, Hc - Hd), 7,17
(g, J=9,5 Hz, 1H, Hj), 6,62 (dd, J = 9,5, 2,0 Hz, 1H, Hk), 6,55 (dt, J = 9,5,
2,0 Hz, 2H, Hh - Hj), 3,63 (s, ancho, 4H, Hf), 3,23 (d, J = 5,1 Hz, 4H, Hg),
2,64 (s, 3H, Ha). 3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 163,88 (d, J =
244 5 Hz, C13), 152,22 (d, J = 9,6 Hz, C11), 151,64 (C2), 151,45 (C1),
142,42 (C8), 133,08 (C3), 130,56 (d, J = 9,8 Hz, C15), 123,77 (C6),
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123,57 (C5), 119,87 (C4), 112,05 (d, J = 2,5 Hz, C16), 110,60 (C7),
107,46 (d, J = 21,3 Hz, C14), 103,79 (d, J = 25,0 Hz, C12), 49,38 (C10),
45,96 (C9), 15,08 (C17). IR (KBr) cm™: 2830,74 (N-H anilinico), 1693,95
(C=0). Analisis elemental experimental: (C19H19FN4O, PM: 338,39 g/mol)
C: 68,27 %, H: 5,83 %, N: 17,04 %.
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o 1-[4-(4-fluorofenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzo[d]imidazol (REC-14)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(4-fluorofenil)piperazinil-1-
carbonilo (243 mg, 1,0 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (132 mg, 1,0
mmol) y trietilamina (0,4 mL, 3,0 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén oscuro.

Hi
Hf 13

12

Hi

Rendimiento: 48 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,67 (d, J=7,8
Hz, 1H, He), 7,27 (d, J=7,8 Hz, 1H, Hb), 7,24 (t, J = 4,0 Hz, 2H, Hc - Hd),
6,93 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Hi), 6,83 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Hh), 3,66 (s, ancho,
4H, Hf), 3,09 (s, ancho, 4H, Hg), 2,64 (s, 3H, Ha). "*C NMR (400 MHz,
Cloroformo-d) &: 157,90 (d, J = 240,6 Hz, C14), 151,57 (C2), 151,31 (C1),
147,20 (d, J = 2,4 Hz, C11), 142,30 (C8), 133,04 (C3), 123,68 (C6),
123,46 (C5), 119,73 (C4), 118,90 (d, J = 7,8 Hz, C12), 115,86 (d, J = 22,3
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Hz, C13), 110,56 (C7), 50,80 (C10), 46,15 (C9), 14,97 (C15). IR (KBr) cm"
. 2830,44 (N-H anilinico), 1697,42 (C=0). Analisis elemental
experimental: (C19H19FN4O, PM: 338,39 g/mol) C: 67,74 %, H: 5,85 %, N:
16,87 %.
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e 1-[4-(2-nitrofenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzol[d]imidazol (REC-15)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(2-nitrofenil)piperazinil-1-
carbonilo (270 mg, 1,0 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (132 mg, 1,0
mmol) y trietilamina (0,4 mL, 3,0 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amairillo intenso.

Hh
Hf 13

Hk » Hi

Hj

Rendimiento: 53 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,82 (d, J = 8,0
Hz, 1H, He), 7,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Hb), 7,55 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Hh),
7,36 - 7,27 (m, 3H, Hc - Hd - Hj), 7,19 (dt, J = 7,8, 2,8 Hz, 2H, Hk - Hi),
3,75 (s, ancho, 4H, Hf), 3,14 (d, J = 5,0 Hz, 4H, Hg), 2,71 (s, 3H, Ha). '3C
NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 151,61 (C2), 151,53 (C1), 145,27 (C11),
144,72 (C12), 142,43 (C8), 133,82 (C15), 133,08 (C3), 125,95 (C13),
123,94 (C6), 123,76 (C14), 123,53 (C5), 122,01 (C16), 119,84 (C4),
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110,65 (C7), 52,44 (C10), 46,97 (C9), 15,10 (C17). IR (Pel Liq) cm™:
1694,98 (C=0), 1520,28 (NO2). Analisis elemental experimental:
(C19H19N503, PM: 365,39 g/mol) C: 63,04 %, H: 5,73 %, N: 18,82 %.
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e 1-[4-(3-nitrofenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzol[d]imidazol (REC-16)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(3-nitrofenil)piperazinil-1-
carbonilo (80 mg, 0,3 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (40 mg, 0,3
mmol) y trietilamina (0,1 mL, 0,9 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color amairillo intenso.

NO,
Hf 13

16 i
Hk I Hi

Hj

Rendimiento: 55 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,72 (dt, J=9,6,
7,6, 1,5 Hz, 3H, He - Hh - Hi), 7,42 (d, J = 9,6 Hz, 1H, Hb), 7,31 (t, J =
8,1 Hz, 2H, Hc - Hd), 7,29 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Hk), 7,19 (dd, J=7,6, 1,6
Hz, 1H, Hj), 3,74 (s, ancho, 4H, Hf), 3,35 (s, ancho, 4H, Hg), 2,69 (s, 3H,
Ha). *C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 151,66 (C2), 151,55 (C1),
151,24 (C11), 149,38 (C13), 142,47 (C8), 133,04 (C3), 130,15 (C15),
123,83 (C6), 123,64 (C5), 122,17 (C16), 119,96 (C4), 115,31 (C14),
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110,78 (C12), 110,56 (C7), 49,10 (C10), 45,86 (C9), 15,15 (C17). IR (KBr)
cm™: 1695,80 (C=0), 1535,93 (NOy). Andlisis elemental experimental:
(C19H19N503, PM: 365,39 g/mol) C: 62,58 %, H: 5,02 %, N: 19,54 %.
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e 1-[4-(4-nitrofenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzo[d]imidazol (REC-17)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(4-nitrofenil)piperazinil-1-
carbonilo (80 mg, 0,3 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (40 mg, 0,3
mmol) y trietilamina (0,1 mL, 0,9 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso
de color amarillo opaco.

Hi
Hf 13

12
Hh " NO,

Hi

Rendimiento: 54 %. '"H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 8,13 (d, J=9,0
Hz, 2H, Hi), 7,72 (d, J = 5,6 Hz, 1H, He), 7,30 (s, ancho, 3H, Hb - Hc -
Hd), 6,84 (d, J = 9,0 Hz, 2H, Hh), 3,72 (s, ancho, 4H, Hf), 3,50 (d, J = 5,2
Hz, 4H, Hg), 2,69 (s, 3H, Ha). '3C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &:
154,32 (C11), 151,68 (C2), 151,59 (C1), 142,43 (C8), 139,84 (C14),
132,96 (C3), 126,03 (C13), 123,91 (C6), 123,74 (C5), 120,00 (C4),
113,75 (C12), 110,56 (C7), 47,49 (C10), 45,55 (C9), 15,16 (C15). IR (KBr)
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cm™: 1696,35 (C=0), 1597,46 (NO2). Andlisis elemental experimental:
(C19H19N503, PM: 365,39 g/mol) C: 63,32 %, H: 5,78 %, N: 18,71 %.
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o 1-[4-(2-metoxifenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzol[d]imidazol (REC-18)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(2-metoxifenil)piperazinil-1-
carbonilo (76 mg, 0,3 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (40 mg, 0,3
mmol) y trietilamina (0,1 mL, 0,9 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén claro.
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Rendimiento: 46 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,73 (dd, J =
6,0, 0,8 Hz, 1H, He), 7,37 (dd, J = 6,0, 0,8 Hz, 1H, Hb), 7,30 (dq, J = 6,0,
0,8 Hz, 2H, Hc - Hd), 7,13 - 6,99 (m, 1H, Hi), 6,96 (d, J = 7,8, 1H, Hh),
6,93-6,90 (m, 2H, Hj - Hk), 3,87 (s, 3H, HI), 3,74 (s, ancho, 4H, Hf), 3,15
(s, ancho, 4H, Hg), 2,72 (s, 3H, Ha). '*C NMR (400 MHz, Cloroformo-d)
0: 152,29 (C12), 151,51 (C2), 151,34 (C1), 142,39 (C8), 140,16 (C11),
133,17 (C3), 123,97 (C15), 123,58 (C6), 123,33 (C5), 121,15 (C14),
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119,70 (C4), 118,55 (C13), 111,51 (C16), 110,62 (C7), 55,50 (C17),
50,87 (C10), 46,46 (C9), 14,99 (C18). IR (KBr) cm: 2802,04 (OMe),
1689,89 (C=0). Analisis elemental experimental: (C20H22N4O2, PM:
350,42 g/mol) C: 68,92 %, H: 6,81 %, N: 16,44 %.
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e 1-[4-(3-metoxifenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzol[d]imidazol (REC-19)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(3-metoxifenil)piperazinil-1-
carbonilo (76 mg, 0,3 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (40 mg, 0,3
mmol) y trietilamina (0,1 mL, 0,9 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén traslucido.

Hk N Hi

Hj

Rendimiento: 44 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,72 (dd, J =
5,7, 3,7 Hz, 1H, He), 7,32 (dd, J = 5,7, 3,7 Hz, 1H, Hb), 7,29 (t, J = 5,7
Hz, 2H, Hc - Hd), 7,20 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Hj), 6,53 (dd, J = 8,1, 1,7 Hz,
1H, Hi), 6,49 (dd, J = 8,1, 1,7 Hz, 1H, Hk), 6,46 (s, 1H, Hh), 3,79 (s, 3H,
HI), 3,71 (s, ancho, 4H, Hf), 3,26 (td, J = 4,9 Hz, 4H, Hg), 2,69 (s, 3H, Ha).
13C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 160,82 (C13), 152,01 (C11), 151,66
(C2), 151,46 (C1), 142,45 (C8), 133,15 (C3), 130,22 (C15), 123,75 (C6),
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123,54 (C5), 119,86 (C4), 110,64 (C7), 109,64 (C16), 105,83 (C14),
103,62 (C12), 55,38 (C17), 49,87 (C10), 46,22 (C9), 15,09 (C18). IR (KBr)
cm™': 2832,98 (OMe), 1697,40 (C=0). Analisis elemental experimental:
(C20H22N402, PM: 350,42 g/mol) C: 69,32 %, H: 6,94 %, N: 15,21 %.
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o 1-[4-(4-metoxifenil)piperazinil-1-carbonil]-2-metil-1H-
benzol[d]imidazol (REC-20)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-(4-metoxifenil)piperazinil-1-
carbonilo (76 mg, 0,3 mmol), 2-metil-1H-benzo[d]imidazol (40 mg, 0,3
mmol) y trietilamina (0,1 mL, 0,9 mmol) en 30 mL de acetonitrilo mediante
el procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén oscuro.

10 1 Hi

Hf 13

Hi

Rendimiento: 45 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,72 (dd, J =
8,2, 2,0 Hz, 1H, He), 7,37 - 7,27 (m, 3H, Hb - Hc - Hd), 6,91 (d, J = 3,0
Hz, 2H, Hh), 6,84 (d, J = 3,0 Hz, 2H, Hi), 3,77 (s, 3H, Hj), 3,69 (s, ancho,
4H, Hf), 3,12 (td, J = 4,8 Hz, 4H, Hg), 2,69 (s, 3H, Ha). '3C NMR (400
MHz, Cloroformo-d) &: 154,90 (C14), 151,65 (C2), 151,44 (C1), 144,88
(C11), 142,44 (C8), 133,19 (C3), 123,73 (C6), 123,51 (C5), 119,83 (C4),
119,27 (C13), 114,76 (C12), 110,67 (C7), 55,69 (C15), 51,41 (C10),
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46,39 (C9), 15,08 (C16). IR (KBr) cm™': 2818,84 (OMe), 1697,32 (C=0).
Analisis elemental experimental: (C20H22N4O2, PM: 350,42 g/mol) C:
68,69 %, H: 6,31 %, N: 15,76 %.
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o 1-[(4-fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-etil-1H-benzo[d]imidazol (REC-
21)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo (112
mg, 0,5 mmol), 2-etil-1H-benzo[d]imidazol (73 mg, 0,5 mmol) vy
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de acetonitriio mediante el
procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso
de color blanco opaco.

Hi
Hf 13

Hh™ "2 Hj

Hi

Rendimiento: 52 %. "H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,75 (d, J = 7,2
Hz, 1H, He), 7,34 - 7,28 (m, 5H, Hb - Hc - Hd - Hi), 6,93 (t, J= 7,7 Hz, 3H,
Hh - Hj), 3,67 (s, ancho, 4H, Hf), 3,27 (id, J = 5,1 Hz, 4H, Hg), 3,05 (q, J
= 7,5 Hz, 2H, Ha), 1,44 (t, J = 7,5 Hz, 3H, Hk). '3C NMR (400 MHz,
Cloroformo-d) &: 156,49 (C2), 151,42 (C1), 150,65 (C11), 142,36 (C8),
133,10 (C3), 129,49 (C13), 123,72 (C6), 123,44 (C5), 121,26 (C4),
120,00 (C14), 117,04 (C12), 110,55 (C7), 49,94 (C10), 46,94 (C9), 22,10
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(C15), 12,17 (C16). IR (KBr) cm™: 2821,06 (N-H anilinico), 1697,11
(C=0). Analisis elemental experimental: (C20H22N4O, PM: 334,42 g/mol)
C:72,43 %, H: 6,15 %, N: 16,91 %.
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e 1-[(4-fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-propil-1H-benzo[d]imidazol
(REC-22)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo (112
mg, 0,5 mmol), 2-propil-1H-benzo[d]imidazol (80 mg, 0,5 mmol) vy
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de acetonitriio mediante el
procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén opaco.

Hb

HI

N 7
2

Hk
16
1
15
Ha
8 N Hf
9
10
10 N
Hg
Hh

V4

Hg
Hh

7
)
He
0] N
9

Hf

Hi

13 Hj

Hi

Rendimiento: 50 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,74 (dd, J =
7,0, 2,7 Hz, 1H, He), 7,32 - 7,27 (m, 5H, Hb - Hc - Hd - Hi), 6,92 (t, J =
7,4 Hz, 3H, Hh, Hj), 3,67 (s, ancho, 4H, Hf), 3,27 (td, J = 4,8 Hz, 4H, Hg),
2,99 (t, J=7,5Hz, 2H, Ha), 1,88 (h, J =7,5 Hz, 2H, Hk), 1,02 (t, J=7,5
Hz, 3H, HI). *C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 164,52 (C2), 163,82
(C1),151,36 (C11), 151,27 (C8), 129,46 (C3), 129,29 (C13), 129,24 (C4),
120,40 (C5 - C6), 120,17 (C14), 116,59 (C12), 116,41 (C7), 49,39 (C10),

151



CONDICIONES EXPERIMENTALES Y CARACTERIZACION
ESPECTROSCOPICA

46,92 (C9), 41,90 (C15), 29,38 (C16), 13,33 (C17). IR (Pel Lig) cm™:
2821,69 (N-H anilinico), 1696,05 (C=0). Analisis elemental experimental:
(C21H24N4O, PM: 348,45 g/mol) C: 73,09 %, H: 6,43 %, N: 16,32 %.
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e 1-[(4-fenilpiperazinil)-1-carbonil]-2-(2-isobutil)-1H-
benzol[d]imidazol (REC-23)

Se realiza la reaccion entre cloruro de 4-fenilpiperazinil-1-carbonilo (112
mg, 0,5 mmol), 2-(2-isobutil)-1H-benzo[d]imidazol (87 mg, 0,5 mmol) y
trietilamina (0,2 mL, 1,5 mmol) en 30 mL de acetonitriio mediante el
procedimiento general durante 48 horas. Se obtiene un liquido aceitoso

de color marrén oscuro.

Hb
Hc N 17
N
2

HI
17 Hk
16
15
Ha
N Hf
9
10
10 N
Hg
Hh

Hd
1
He )\ Hg
(0] N Hh
9 12
Hf

Rendimiento: 48 %. 'H NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 7,75 (dd, J =
6,9, 2,2 Hz, 1H, He), 7,33 - 7,25 (m, 5H, Hb, Hc, Hd, Hi), 6,93 (t, J=7,5
Hz, 3H, Hh - Hj), 3,73 (s, ancho, 4H, Hf), 3,23 (d, J = 4,8 Hz, 4H, Hg),
2,91 (d, J=4,8 Hz, 2H, Ha), 2,25 (hept, J = 5,9 Hz, 1H, Hk), 1,01 (d, J =
5,9 Hz, 6H, HI). *C NMR (400 MHz, Cloroformo-d) &: 154,73 (C2), 151,38
(C1), 150,59 (C11), 142,35 (C8), 132,97 (C3), 129,45 (C13), 123,63 (C6),
123,39 (C5), 121,20 (C4), 119,97 (C14), 116,97 (C12), 110,55 (C7),

Hi

12 .
13 Hj

Hi
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49,83 (C10), 46,27 (C9), 37,42 (C15), 28,25 (C16), 22,68 (C17). IR (Pel
Lig) cm™: 2919,50 (N-H anilinico), 1695,66 (C=0). Analisis elemental
experimental: (C22H26N4O, PM: 362,48 g/mol) C: 73,58 %, H: 7,32 %, N:
15,94 %.
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