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ABREVIATURAS.

3D QSAR = Relaciones cuantitativas de estructura-actividad en tres dimensiones (de
sus siglas en inglés Quantitative structure-activity relationship)

2D QSAR = Relaciones cuantitativas de estructura-actividad en dos dimensiones
CoMFA = Anadlisis comparativo de campos moleculares (de sus siglas en inglés
Comparative Molecular Field Analysis).

CoMSIA = Analisis Comparativo de indices de Similitud Molecular (de sus siglas en
inglés, Comparative Molecular Similarity Index Analysis).

B-ARs = receptores (3 adrenérgicos.

B-ARK= [ kinasas para los receptores beta adrenérgicos

cGMP = Guanosin monofosfato ciclico.

cAMP = Adenosin monofosfato ciclico.

PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa (de sus siglas en inglés Polymerase
chain reaction).

mRNA = Acido ribonucleico mensajero.

OAB = Sindrome de vejiga hiperactiva (de sus siglas en inglés ovearctive bladder).

PLS = minimos cuadrados parciales (del inglés partial least squares)



RESUMEN.

Actualmente el receptor beta-3 adrenérgico humano es un target farmacolégico de gran
interés dada su amplia distribucion tisular y su capacidad para modular una gran cantidad
de procesos fisiolégicos, lo que lo hace un atractivo blanco para el disefio de compuestos
que puedan ser utiles en el tratamiento de la obesidad, diabetes, colon irritable, cancer y
depresion, entre otras patologias. Solamente existe un farmaco aprobado para el
tratamiento de la vejiga hiperactiva que actia en este receptor. Por ello los esfuerzos de
esta tesis se enfocaron en la generaciéon de un modelo farmacoférico mediante la técnica
3D-QSAR que nos entregd valiosa informacion para el disefio de compuestos con
potencial actividad beta-3 adrenérgica, que luego fueron sintetizados y purificados en
nuestro laboratorio. Este trabajo es el primer estudio computacional y de sintesis de
heterociclos bioactivos llevado a cabo en nuestro instituto, y representa el esfuerzo de

mas de 1 afio de trabajo enmarcado en el proyecto FONDECYT de Inicio N°11130701.



ABSTRACT.

Nowadays the beta-3 adrenergic receptor is an interesting pharmacological target due its
extensive tisular distribution and its capacity to modulate a wide range of physiological
processes. This receptor is involved in a series of pathological conditions like obesity, type
Il diabetes, irritable bowel syndrome, cancer and depression among others. Mirabegron
has been the only drug approved in recent years for the treatment of overactive bladder. In
view of this scenario, the efforts of the present work have been focused in the developed
of a 3D-QSAR model that allow for the design of new promising compounds, which were
synthesized in our laboratory. This thesis is the first computational and synthetic work
carried out in the Institute of Chemistry, and is the result of one year of hard work,
financially supported by FONDECYT grant N° 11130701.



1. INTRODUCCION.

Actualmente se reconocen tres tipos de receptores -Adrenérgicos (B-ARs). Los primeros
en ser clasificados fueron los receptores B4 y B, en el afio 1967 de acuerdo a los
diferentes efectos fisioldgicos que producian sus ligandos [1]. EI receptor B4 se
encuentra distribuido en el corazén (mayoritariamente), el tejido adiposo, y los rifiones.
Mientras que el receptor B, se encuentra distribuido en los pulmones (principalmente),
corazén, tejido adiposo, vejiga y utero [2] .El descubrimiento de estos dos tipos de
receptores llevé al desarrollo de drogas selectivas para el tratamiento de la hipertension y
el asma. El hallazgo de la existencia del receptor 33 se llevd a cabo durante la década de
1980 observandose su presencia en varias especies, incluyendo humanos, ratas, y
ganado [3, 4]. Recientes reportes indican que los receptores [; estan expresados en el
corazoén [5], tejido adiposo [6], vesicula biliar, tracto gastrointestinal [7], préstata, vejiga
urinaria [8], cerebro [9, 10] y también en el miometrio [11], modulando diferentes
funciones fisiologicas. La amplia distribucién del receptor B; en el cuerpo humano ha
hecho de éste un interesante y novedoso blanco para el desarrollo de drogas,
enfocandose los esfuerzos en el descubrimiento de nuevos agonistas selectivos del
receptor Bs. Algunas de las patologias que se pueden tratar mediante la modulacion de
este receptor son la obesidad, diabetes tipo Il [12], caquexia, sindrome metabdlico, fallas
cardiacas, ansiedad y desoérdenes depresivos, trabajo de parto prematuro, vejiga

hiperactiva [13] y como paliativo en la terapia del cancer de colon [14, 15].

1.1 Caracteristicas estructurales del receptor 3;-adrenérgico

Al igual que los receptores 31y B2, el receptor B3 pertenece a la familia de los receptores
acoplados a proteina G (GPCR) que se caracterizan por tener siete dominios
transmembrana, con tres bucles intracelulares y tres extracelulares (Fig. 1.1). Las
propiedades generales de los tres subtipos de receptores se muestran en la tabla 1.1. El
receptor B3 esta constituido por 408 amino acidos. La region N-terminal de estos
receptores es extracelular y esta glicosilada (el nitrdgeno del amino acido se
encuentra enlazado a un polisacarido), mientras que el extremo C-terminal es intracelular
y en el caso del receptor B; no posee ningun sitio que pueda ser fosforilado por una
enzima kinasa tipo A (PKA) o receptores kinasa beta (3-ARK), sitio que si esta presente

en los receptores 1y B2. Los dominios de transmembrana TM3, TM4, TM5 y TM6 son
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esenciales para la union con el ligando (Fig.1.2), mientras que los dominios TM2 y TM7
estan involucrados en la activacion de la proteina G [4]. El puente de disulfuro entre
Cys110 en el segundo bucle y Cys189 en el tercer bucle extracelular es esencial para la
unioén del ligando y la actividad del receptor. El residuo de Cys361 en el cuarto dominio
intracelular esta palmitoilado, es decir, se encuentra unido covalentemente a un acido
palmitico. La palmitoilacion ha mostrado mediar la estimulacion de la adenilil ciclasa
cuando se encuentra un agonista unido al receptor, posiblemente promoviendo la
insercién de varios residuos adyacentes en la membrana y asi formando un bucle
intracelular adicional resultando en una conformacién activa para el acoplamiento de
proteina G [16].

. o Ala-(N)-terminal
Sitios de N-glucosilacion

\“ —— \ Puente de disulfuro
v - D\\,ﬂ"-*"“ _~(Cys 110-Cys 189)

Sitio de palmitolacion
- -(Cys 360)
Sin sitios de fosforilacion
_ presentes para PKA 'y
" B-ARK en la proteina

Intracelular

Ser-(C)-terminal

Figura 1.1 Estructura primaria del receptor ;. Los residuos en circulos son comunes para

los tres subtipos de receptores B adrenérgico.
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Tabla 1.1 Propiedades de los tres subtipos de receptores 3 (Datos de Perrone et al. [17])

B1-AR B2-AR B3-AR
Amino acidos, n 477 413 408
Intrones, n - - 2
Fosforilaciéon por PKA y B- Si Si No
ARK
Agonista endégeno Noradrenalina Adrenalina Noradrenalina
Antagonista selectivo CGP 20712A, atenolol,
metoprolol
Proteina G Gs Gs Gs, Gi
Efector Adenilil ciclasa Adenilil ciclasa Adenilil ciclasa, NO
sintasa

Distribucion tisular

Corazon
(principalmente), tejido
adiposo, rifiones.

Pulmones

(principalmente), corazon,

tejido adiposo, vejiga,
utero

Tejido adiposo,

corazon, vejiga,

intestino, utero,
pancreas y cerebro

Figura 1.2 Sitios de unidn de los ligandos del receptor Bs-adrenérgico. Se muestra una

molécula de noradrenalina rodeada por varios de los amino acidos involucrados en la

union del agonista.
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1.2 Importancia terapéutica del receptor Bs;-adrenérgico

El receptor B; se encuentra ampliamente distribuido en el cuerpo humano
abarcando diferentes tejidos y regulando diversas funciones fisioldgicas, lo que lo hace un
atractivo blanco para desarrollar drogas con el fin de generar nuevos tratamientos para las
patologias que afectan estos o6rganos. A continuacion se describen brevemente las
funciones fisioldgicas que cumple este receptor en los tejidos mencionados en la
tabla 1.2.

Tabla 1.2. Tejidos humanos que expresan el 3;-AR.

Tejido adiposo blanco Cerebro
Tejido adiposo marrén Vesicula biliar
Corazon Prostata
Colon Intestino delgado
Vejiga urinaria Estomago
Uréteres Miometrio
Musculo esquelético Cuerpos cavernosos del pene

Receptores ; del miocardio.

En los miocitos auriculares la activacion de los B3-ARs conduce a la fosforilacion de los
canales de calcio junto con el aumento del flujo de calcio a través de la membrana [18].
Estudios recientes han mostrado que los receptores (; tienen una accion ionotrépica
negativa en los ventriculos, accion mediada por la activacién de las proteinas Gi. Los
receptores B3 del musculo ventricular humano estimularon la produccion de NO (6xido
nitrico) mediante la activacién de la NO sintasa endotelial, la cual fue descubierta en los
miocitos ventriculares. De este modo, NO produce un aumento de guanosina monofosfato
ciclico (cGMP) con la consecuente inhibicion de la fosfodiesterasa 3 y/o activacion de la
fosfodiesterasa 2, la cual puede disminuir la fuerza contractil del miocardio. En el
ventriculo humano, en el caso de la insuficiencia cardiaca, se produjo un aumento de 2 a

3 veces en la cantidad normal de receptores 35 [19].
Receptores B; de los vasos sanguineos.

Receptores B3 fueron encontrados en anillos arteriales pulmonares aislados de
caninos bajo condiciones isométricas in vitro y su estimulacién indujo una vasodilatacion

dependiente de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) [20]. La presencia de receptores [3;
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en musculo periférico microvascular fue estudiada en perros mediante mediciones del
flujo sanguineo cutaneo y cambios en la temperatura de la piel. Su estimulacién indujo
vasodilatacion en esta zona [21]. En monos rhesus anestesiados, se observé también un
efecto vasodilatador en los territorios cutaneos y grasos y condujo a una baja en la
presion sanguinea y a un incremento en la frecuencia cardiaca [22].

En humanos, los receptores B; fueron encontrados empleando analisis de reacciéon en
cadena de polimerasa de transcripcion reversa y Western Blotting, en el endotelio de la
arteria mamaria interna produciendo vasodilatacion inducida por NO, lo que sugiere una
posible implicacion practica en cirugia de bypass de arteria coronaria [23].

También fueron encontrados en arterias coronarias humanas empleando reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) de transcripcion reversa e inmunotincion, hallandose que
mediaban la vasodilatacion adrenérgica por dos mecanismos: incremento en la sintesis de

NO e hiperpolarizacién celular (a través de canales de potasio activados por calcio) [24].

Receptores f3; cerebrales.

La presencia de adrenoreceptores (B; en diferentes regiones del cerebro de rata fue
demostrada empleando PCR de transcripcion reversa. Los niveles de mRNA (acido
ribonucleico mensajero) para B; fueron mayores en el hipocampo, corteza y cuerpo
estriado y bajos en el hipotalamo, tronco cerebral y cerebelo [9]. La administracién
intracerebroventricular de un agonista 33 a una rata condujo a la activacién de las areas
hipotalamicas que son responsables de la regulacion central del apetito a través de un
efecto mediado por receptores 3; [25]. Se encontré ademas que en nifios muy pequefios

las cantidades en el cerebro de mRNA para [3; era cien veces mayor que en adultos [10].

Receptores B; en el tracto gastrointestinal.

Mediante el uso de agonistas B; selectivos los receptores 3; fueron estudiados en el tracto
intestinal, los cuales pueden jugar un papel en la modulacion de la movilidad
gastrointestinal [26]. Los receptores ; produjeron una ralentizacion en el vaciado gastrico
y en el transito intestinal. En conejillos de india la estimulacion de B3;-ARs indujo relajacion
dependiente de cAMP en el fundus del estdmago y una relajacion independiente de cAMP

en el duodeno [27].
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En ratas, los receptores B; tienen un rol inhibitorio en el control de la secrecion acida
inducida por estimulos indirectos (pentagastrina, deoxiglucosa) [28].
Los receptores B4, Boy Bz son detectables en el colon humano y la estimulacion de cada

tipo por agonistas indujo relajacion de la musculatura longitudinal del colon [29].

Receptores B; del aparato urinario.

La estimulacién de los receptores B; indujo relajacion del musculo detrusor vesical
(musculo de la pared) [30].

Los receptores 33 ubicados en el musculo liso de los uréteres junto con los otros subtipos
de receptores B-adrenérgicos produjeron relajacion uretral inducida por estimulaciéon

adrenérgica [31].

Receptores B; del aparato genital.

Receptores del tipo B3 estan presentes en el cuerpo cavernoso del pene, en las células de
musculo liso, segun lo indicado por los analisis de inmunohistoquimica y Western Blot.
Después de la activacion de estos receptores por el ligando BRL 37344, se produjo una
relajacion vascular dependiente de cGMP pero independiente de NO [32].

Empleando ensayos de radioligandos, analisis de RT-PCR y Western blotting se encontro
que en el miometrio humano estan presentes los receptores B, y Bs. Ambos fueron
identificados en el tejido miometrial tanto de embarazadas como de no embarazadas. En
ambos casos el B3;-AR era el mayoritario [33]. La expresion de (3;-AR y la reactividad
inmune del receptor fueron mayores en el miometrio de las mujeres embarazadas. La
inhibicion de contracciones espontaneas producida por un agonista 33, SR 59119A, fue
significativamente mayor en las embarazadas, en comparacién con el miometrio de no

embarazadas [11].

15



Receptores B3 adrenérgicos del aparato respiratorio.

En conejos, la existencia de los B3-ARs se demostro en el epitelio nasal y estos receptores
estaban implicados en el control del movimiento del agua y sal a través del epitelio [34].
Los receptores ;3 también se encuentran en el musculo liso bronquial de los perros y su
estimulacién induce bronquiodilatacién dependiente de cAMP [35].

La presencia de receptores Bz funcionales en los musculos bronquiales parece ser
dependiente de la especie. De modo que después de administrar agonistas especificos de
receptores (3; se produjo relajacion bronquial en perros pero no en humanos, conejillos de

indias u ovejas [36].

Receptores B3 del musculo esquelético.

Los receptores Bzmedian la inhibicion de protedlisis dependiente de calcio, participando
en el efecto antiproteolitico de las catecolaminas en los musculos esqueléticos privados
de nutrientes [37]. La captura de glucosa en musculo esquelético, directamente
estimulada por agonistas de B3-ARs, pareciera no estar involucrada en la estimulacion

directa de adenilil ciclasa [38].

Receptores B; en el tejido adiposo blanco.

La estimulacién de los receptores Bs-Adrenérgicos mediante agonistas especificos
constituye un aspecto central en la lipdlisis en el tejido adiposo blanco y la consecuente
liberacién de acidos grasos en la sangre. Este efecto es de corta duracion, no se extiende
por mas de 24 horas. Los acidos grasos libres son la principal fuente para mantener la
termogénesis (proceso de produccion de calor en el organismo) en el tejido adiposo
marron [39].

El tratamiento crénico con agonistas B3 en roedores obesos insulinoresistentes condujo a
una baja en el peso producto de la reduccién del tejido adiposo. Un hecho interesante es
que este efecto soélo se aprecié en animales obesos y no en los normales [40].

Los efectos metabdlicos se pueden considerar como los efectos mas interesantes

producidos por la estimulacién de los adrenoreceptores (3;. Las perspectivas terapéuticas
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incluyen el empleo de agonistas ;3 como droga contra la diabetes y la obesidad. Una lista

de las potenciales indicaciones terapéuticas se da a continuacion en la tabla 1.3.

Tabla 1.3 Posible uso clinico de los ligandos de Bs-ARs [41].

Localizacion

Potencial indicacion

Tipo de droga

Tejido adiposo

Diabetes tipo 2, caquexia, sindrome
metabdlico, obesidad

Agonista, antagonista, agonista
inverso

Corazon

Enfermedades cardiacas

Agonista, antagonista, agonista
inverso

Cerebro (hipocampo,
hipotalamo, amigdala y
corteza cerebral)

Desérdenes de ansiedad y depresivos

Agonista (amibegron,
descontinuado después de fase lll)

Miometrio

Trabajo de parto prematuro

Agonista

Vejiga urinaria

Vejiga hiperactiva

Agonista (mirabegron, aprobado
2012; solabegron, fase Il)

Intestino

Modulacién de la movilidad colonica,
Sindrome irritable de Bowel (IBS),
cancer de colon

Agonista (solabegron, fase Il, IBS),
antagonista, agonista inverso

Vasos sanguineos (endotelio)

Hipertensién, bypass coronario

Agonista

Higado y circulacién portal

Hipertension portal

Agonista

1.3 Ligandos afines al receptor ;-adrenérgico.

A pesar de la similitud que existe entre los subtipos de receptores B-adrenérgicos, existe

evidencia de que los ligandos se unen de manera diferente al $3-AR respecto a como lo

hacen con los B4- y B.-ARs. Cierto numero de ligandos que se comportan como

antagonistas en B4 y B, son agonistas parciales o totales en ;. Adicionalmente se ha

desarrollado un numero de ligandos que muestran alta selectividad por el receptor 33, lo

que demuestra que existen diferencias explotables entre estos subtipos de receptores

[40], los cuales presentas diferentes caracteristicas y actividades particulares, segun sean

agonistas, antagonistas o agonistas inversos. Estos tipos se definen a continuacion.
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1.3.1 Agonistas 3; adrenérgicos.

Desde su descubrimiento, el receptor B3 atrajo el interés de la empresa farmacéutica ya
que parecia jugar un papel en la regulacion del balance energético y homeostasis de la
glucosa, expresandose tanto en el tejido adiposo blanco humano como en el marrén. En
adipocitos de roedores los receptores B; tienen ese papel fisiolégico establecido. Los
agonistas B; sirven de tratamiento crénico en animales obesos y diabéticos, y hay
reportes que reducen la adiposidad y mejoran la diabetes tipo Il [42]. Los efectos de
agonistas ;3 observado en roedores llevé al desarrollo del compuesto para el tratamiento
de la obesidad y la diabetes tipo Il en humanos, pero los estudios clinicos no fueron
satisfactorios debido a la mala actividad y selectividad de estos compuestos en el
humano. Los agonistas 33 adrenérgicos mas conocidos de primera y segunda generacion

se reportan en la tabla 1.3.1.

18



OH H

N
C ~0" N COOH

G BRL 37344

N

H (’/Y\-“

N OH
o)

N

I

1
CGPI21T7A

OH y

'\l/\(:["x COO™Na"
0 COO™Na'

CL 316, 243

Primera generacion de agonistas

OH g O
Ne~y COOH
A’
al

Solabegron (GW-427.353)

OH

M\/m Q.0

2 S

N NS 0
N L
N=N

OH y
Q/k/\ C(D,ov(‘oom
l

Amibegron (SR 58611A)

OH y

©)\/\\/\©\Ujf>~ NH,
H

L-770. 644 YM 178
OH H OH H
N N
O;(:,\/ \/\©\0 R) H
.4?(‘001{ o7&y COOH
SP-1f SP-1h
. 4 OH ,\! 0 O\,('?’OE‘ OH Q
C “)SOIH.\D)V. \%\ S, - Y\O
p CHE
e (3 AP I
CH;O NHSO,Me
BMS-201620 BMS-196085

Segunda generacion de agonistas

Figura 1.3.1 Estructuras de Agonistas Bs-AR.

En adultos jévenes sanos, los ; juegan un papel de menor importancia en el control de la
lipolisis y nutricion del flujo de sangre en el tejido adiposo abdominal subcutaneo humano
[45]. Mientras que en el adipocito blanco adulto, fue detectada una baja expresion de [3;-
AR [46].Los resultados de estudios recientes confirman que el efecto antidiabético de los
agonistas 3 CL316,243 y SR58611(Figura 1.3.1) se debe a la relacion mecanicista entre
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el receptor de acidos grasos libres (GPR40) y la sefalizacion adrenérgica en los tejidos

adiposos y pancreaticos de las células-f8 [12].

La presencia de 3-AR en el cerebro aun es aun tema de debate [47], pero experimentos
usando PCR con transcripcién inversa abogan por la presencia de ARNm B3;-AR en
discretas regiones del cerebro humano y rata, incluido el hipocampo, hipotalamo, la
amigdala y la corteza cerebral [10, 48]. Estas regiones del cerebro participan en el control
de las emociones y son consideradas como el objetivo principal de los tratamientos
actuales de la depresion [49]. ElI amibegron (SR58611A, figura 1.3.1), un selectivo
agonista B3-AR activo por via oral y cerebro-penetrante, ha demostrado amplia utilidad por
sus efectos de tipo ansioliticos y antidepresivo en una amplia variedad de modelos de
roedores comparables con la eficacia de los efectos de un antidepresivo clasico como la
Fluoxetina. El amibegron parece carecer de efectos secundarios importantes tales como
la taquicardia o alteracion de la actividad motora [50]. La fase Ill de ensayos clinicos sobre
SR58611A para el tratamiento de la ansiedad y la depresion han sido terminada y se

espera la informacién de la fase IV.

Dado a la presencia predominante de adrenorreceptores ;3 en el miometrio de mujeres
embarazadas y no embarazadas. Donde el acoplamiento a la proteina Gi reduce la
contracciones y por consiguiente inhibe la adenilato ciclasa/ AMPc. En este ambito los
agonistas B3 pueden tener un considerable uso farmacolégico en el manejo clinico del
trabajo de parto prematuro por ejemplo BRL3744 (Figura 1.3.1), un agonista 3 induce la
relajacion de las contracciones del miometrio humano con una potencia similar a la
ritodrina (un agonista 3,-AR) [51].

La contraccion fisiolégica de la vejiga urinaria es en su mayoria mediada por los
receptores muscarinicos, principalmente por subtipos Ms;. La relajacion de la vejiga,
requerida para el almacenamiento de la orina, es predominante, si no exclusivamente,
mediada por receptores B3 adrenérgico. Una estimulacion excesiva de la contraccion o
una reduccién de la relajacion del musculo liso detrusor durante la fase de
almacenamiento de la orina puede traducirse en sindrome de vejiga hiperactiva (OAB, de
sus siglas en inglés ovearctive bladder), el que es caracterizado por frecuencia urinaria,
nocturia e incontinencia de urgencia. Dado a la sobreexpresiéon de (;-AR en la vejiga

humana se sugiere que los agonistas de este receptor podrian ser eficaces en el
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tratamiento de OAB. Diferentes estudios han sido encaminados a demostrar la
participacion de B3;-AR en la frecuencia urinaria y en la identificacion de agentes
relajantes potentes del musculo detrusor humano como alternativa al tratamiento clasico
con antagonistas de los receptores muscarinicos dotado de pobres indices terapéuticos.
De hecho, los agonistas B;-AR solabegron e YM178 (Figura 1.3.1) estan actualmente en

la fase | y Il de ensayos clinicos para el tratamiento de OAB [52].

Los B3-AR modulan la motilidad del colon. Las contracciones espontaneas se reducen e
inhiben, por agonistas B3;-AR como SR58611A o CGP12177A [53] (Figura 1.3.1)
respectivamente. El efecto relajante de los agonistas ;3 adrenérgicos en el musculo liso
intestinal explica el aumento de “cumplimiento” (es decir, la capacidad del intestino para
relajarse tras la aplicacion de un estimulo de distension), y puede llegar a ser un enfoque
util en el tratamiento de algunos trastornos intestinales funcionales (por ejemplo, la

dispepsia funcional), donde disminuye la acomodacion gastrica [54].
1.3.2 Antagonistas y agonistas inversos 8; adrenérticos.

A diferencia del receptor B4 [55, 56] y el Bo, [57] son pocos los agonistas inversos B3

adrenérgicos que se han reportado [58, 59].

Nuevos datos sugieren que algunos antagonistas 3-AR clasicos, se comportan bien como
agonistas parciales, antagonistas neutros o agonistas inversos en sistemas de células que
expresa el tipo nativo o un mutante humano. Por ejemplo, el metoprolol un antagonista 34
selectivo con significativa actividad agonista inversa, ha demostrado ser seguro en el
tratamiento de pacientes con insuficiencia cardiaca. Desafortunadamente, los estudios
clinicos hasta la fecha con agonistas inversos del 3, y B3 aun no estan disponibles. En la
figura 1.3.2 se muestran agonistas inversos beta-3 adrenérgicos conocidos y en la figura

1.3.3 la estructura de antagonistas beta-3 adrenérgicos selectivos.
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Figura 1.3.2 Agonistas inversos ; adrenérgicos. °La estimulacién de la adenilato ciclasa
presenta un porcentaje de estimulacion maximo alcanzado por isoproterenol (130 mM).
Las actividades de los agonistas inversos se calcularon como el porcentaje de reduccién
de la actividad de la adenilato ciclasa [58]. "IA es el valor maximo esperado de la curva de
concentracién-respuesta, expresada como porcentaje de la respuesta maxima para (R)-(-
)-isoproterenol (10 M) [59].
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Figura 1.3.3 Antagonistas selectivos 3; adrenérgicos. Dentro de los posibles usos de los
antagonistas (;-AR resalta el ser utiles en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca

avanzada.

Salmaterol (Figura 1.3.2) es un farmaco agonista $,-AR de accién prolongada que esta
actualmente pre descrito para el tratamiento del asma y obstruccion pulmonar crénica. Es
dotado también de actividad agonista inversa tanto para B1 y Bs (IA = -33% a -13%
respectivamente) [58]. Se encontré que ICI 118551(Figura 1.3.2) es un agonista inverso
para los tres subtipos (IA = -22% para B1-AR, -32% para B-AR, y -30% para B3-AR).
Propranolol es un 8 bloqueador no selectivo que se usa principalmente en el tratamiento
de la hipertension. Fue el primer 3 bloqueador desarrollado. En ciertas investigaciones
[58] se encontré que era un agonista inverso para los tres sub tipos de B-AR (IA = -35%
para B+-AR, -35% para B»>-AR, y -4% para B3-AR), mientras que el ligando CGP20712
(Figura 1.3.2) es altamente selectivo como agonista inverso y ademas es un potente

antagonista B.

La mayoria de los ligandos (;-AR reportados hasta el momento, comparten una estructura
general bastante similar, en el que tres porciones moleculares pueden ser identificadas:

un fragmento a la izquierda (LHS, del inglés Left Hand Side), un conector (LK, del inglés
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linker), y un fragmento a la derecha (RHS, del inglés Right Hand Side). LHS es
tipicamente un fragmento ariletanolamina o ariloxipropanolamina [59, 60], LK tiene
diversas estructuras que incluyen restos tanto conectores aromaticos y alifaticos [17],
RHS suele contener funciones polares y/o ionizables incluyendo ureas, acilamidas,

sulfonamidas y grupos sulfénico, fosfonico y carboxilicos [61, 62].

El receptor B3 exhibe un grado diferente de estereoselectividad para varios ligandos B-
ARs tales como la isopronalina y la noradrenalina [63]. Ademas, en distintas especies
como humano, rata y ratén, el grado del efecto $;-ARs varia entre las especies. En el
receptor B3 humano, en particular, los ligandos tienden a mostrar mayores afinidades e

indices mas altos que en los receptores enantioselectivos de ratéon o rata [63].

Hasta ahora, varios estudios tratan la relacion que existe entre los requerimientos
estereoquimicos y la actividad agonista B; adrenérgica usando compuestos épticamente
activos, lo que demuestra que la actividad hacia el receptor es mayor cuando el centro
estereogénico que lleva el grupo hidroxilo en LHS tiene configuracion absoluta R en la
serie de ariletanolaminas, y configuracién S en la serie de ariloxipropanolaminas (Figura
1.3.3). Ademas varias investigaciones han evaluado y sintetizando nuevos grupos de
compuestos épticamente activos con centros estereogénicos adicionales, situados casi
exclusivamente en los atomos de carbono adyacentes al nitrdgeno aminico con respecto
a LHS y LK [64-70]. Dichos compuestos resultaron ser agonistas completos o parciales o

bien antagonistas (3; adrenérgicos.

A continuacién se explicaran cuales son los requisitos estructurales necesarios para que
un compuesto posea afinidad beta adrenérgica y que se deben tener en consideracion en

el disefio de cualquier compuesto que se espere presente selectividad por el receptor 35,

24



1.4 Relaciones estructura-actividad para ligandos f3; adrenérgicos.

Los estudios de relaciones estructura-actividad (SAR, de sus siglas en inglés structure-

activity relationship) se han llevado a cabo con numerosos ligandos de la familia de

receptores (-adrenérgicos para comprender que partes de la molécula constituyen un

componente esencial para la actividad biolégica y selectividad por uno u otro subtipo de

receptor. Respecto a los componentes estructurales de los ligandos afines al receptor

beta-3 se deben tener las siguientes consideraciones:

El grupo alcohol: el enantionmero (R) de la molécula de noradrenalina es mas activo
que el enantiomero (S), lo que implica que el alcohol secundario esta involucrado en
un puente de hidrogeno estereoespecifico. Los compuestos que carecen del grupo
hidroxilo (p. ej. dopamina) muestran una afinidad reducida, validando el hecho que el
grupo hidroxilo es importante pero no esencial.

La amina esta normalmente protonada a pH fisiolégico. Esto es importante, ya que al
reemplazar el nitrdgeno por carbono ocurre una gran baja en la actividad. La actividad
también se ve afectada por el numero de sustituyentes sobre el nitrégeno. Las aminas
primarias y secundarias tienen una buena actividad adrenérgica, mientras que las
aminas terciarias o las sales de amonio cuaternario no la tienen. Sélo existen pocos
ejemplos de ligandos (B3 que poseen muy buena actividad y son aminas terciarias en
donde el atomo de nitrégeno es parte de un anillo de piperazina y la parte
ariletanolamina es reemplazada por un nucleo arioxipropanolamina [17].

Los sustituyentes sobre el benceno son importantes. Los hidroxilos pueden ser
reemplazados por otros sustituyentes capaces de interactuar por puente de hidrégeno
con el sitio de unién. Sin embargo, el hidroxilo en posicién meta en el fenol puede ser
reemplazado por Cl o hidrégeno.

Sustituyente alquilo en el nitrégeno: se descubrié que la adrenalina tiene la misma
potencia para ambos tipos de adrenoreceptores (a y B), mientras que la noradrenalina
tiene mayor potencia en receptores a que B. Esto indica que el sustituyente N-alquil
juega un papel en la selectividad de receptor. Incrementar el tamafio del sustituyente
N-alquil disminuye la potencia en a-ARs pero la incrementa para (3-ARs. La presencia
de un sustituyente N-alquil voluminoso es beneficioso para la actividad ;3 adrenérgica.

Estos resultados indican que el receptor B; debe tener un bolsillo hidrofébico mas
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grande que los receptores 1 y B2, en el cual puede caber un grupo
alquilo/arilo/alquilarilo voluminoso. Ademas, la actividad (; adrenérgica sigue siendo
apreciable cuando el grupo R (o Ar) lleva una funcién polar o ionizable, entre las que
se incluyen ureas, sulfonamidas, acilamidas, y grupos sulfénicos, fosfénicos y acidos
carboxilicos [61, 62, 71-73].

En la figura 1.4 se presenta un resumen de los relaciones y variaciones estructurales

mas importantes a tener en cuenta para la unién de un ligando a los receptores [3;.

Involucrado en un
puente de H con el
sitio de union del

Uno o dos sustituyentes alquilos
Anillo aromatico involucrado

en interacciones de Van der . selectividad por 3-ARs. Mientras mas
Waals. receptor. grande el sustituyente mayor es la
selectividad por f,-AR. Los grupos R
Puede ser modificado por otro deben ser grandes para tener selectividad
grupo que haga puente de por B,-AR y poseer funciones polares y/o
:{ldrcigeno’ o reemplazado por ionizables incluyendo ureas, acilamidas,
» Cl. \ Fr sulfonamidas y grupos sulfonicos,
Involucrado en puentes de HO fosfonicos y carboxilicos.

B-receptores. HO

Involucrado en enlace iénico con
Para

- > NHR
H con el sitio de union del e
receptor, especialmente a \\‘\ selectividad por 3,-AR.

el sitio de unién del receptor.

Enantiomero (R) mas activo que (S) en
las series ariletanolamina, Vice versa en
las series ariloxipropanolamina.

Sustitucién disminuye la actividad.

Figura 1.4 Relaciones estructura-actividad mas importantes para la unién al receptor

Ba.
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1.5 Relaciones estructura-actividad cuantitativas (QSAR) tridimensionales.

El desarrollo racional de un ligando con determinada afinidad por un sitio de union se
puede abordar mediante técnicas computacionales y estadisticas que relacionen la
actividad bioldgica de una molécula con sus caracteristicas estructurales mediante lo que
se conoce como estudios de relaciones estructura-actividad cuantitativos (QSAR, del
inglés Quantitative Structure-Activity Relationship). Existen estudios bidimensionales
(QSAR 2D) y estudios con técnicas tridimensionales (QSAR 3D). Dentro de las técnicas
tridimensionales podemos encontrar dos tipos: CoMFA y CoMSIA, las que se detallan a

continuacion.

1.6 Analisis comparativo de campos moleculares, COMFA (de sus siglas en inglés

Comparative Molecular Field Analysis).

En el método de QSAR 3D las propiedades tridimensionales de la molécula son
consideradas como un todo en lugar de tomar en cuenta las propiedades locales. En esta
técnica se asume que las caracteristicas mas importantes de una molécula son su
tamano, forma y sus propiedades electronicas (campos estéricos y electrostaticos).

Existen diversas aproximaciones a la técnica 3D QSAR, pero el método que ha captado
mayor interés fue desarrollado por la compafia Tripos y se le conoce como CoMFA (de
sus siglas en inglés Comparative Molecular Field Analysis), el cual se basa en el supuesto
de que las interacciones entre la droga y el receptor son de tipo no covalentes y que los
cambios en la actividad bioldgica estan correlacionados con cambios en los campos

estéricos y/o electrostaticos de la droga [74].

Definiendo el campo estérico y electrostatico.

Para poder definir los campos estéricos y electrostaticos, una molécula se construye
utilizando software de modelacion molecular. Si se tienen diversas conformaciones
estables para una molécula, entonces la conformacion activa debe ser identificada y la
energia minimizada. Luego se identifica el farmacéforo (Figura 1.6.1), que corresponde al
conjunto de rasgos estéricos y electronicos incluyendo la disposicion espacial de ciertos

atomos que son necesarios para asegurar las optimas interacciones intermoleculares con
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un blanco bioldgico especifico y asi gatillar o bloquear, segun sea el caso, la respuesta

biolégica [75].

RA

RA

HBA : -
\ re48 @
3618 4467

HBA

8.826 484 9.118

(a)

Figura 1.6.1 (a) Representacion de un farmacoforo con sus propiedades quimicas y
distancias entre sus diferentes regiones. HBA, aceptor de puente de hidrogeno; RA, anillo
aromatico; HY, zona hidrofébica; ZB enlace de cinc. (b) Una molécula solapada con el

farmacodforo.

El siguiente paso es colocar el farmacoforo en un enrejado virtual (Fig. 1.6.2). La posicion
del farmacoforo se mantiene constante y actia como un punto de referencia cuando se
posicionan diferentes moléculas en el enrejado. Por cada molécula que se estudie, su
conformacion activa y su farmacoéforo son identificados y luego la molécula es colocada
en el enrejado de tal manera que su farmacoforo calce con el farmacéforo de referencia.
Para obtener los mejores resultados al superponer todas las moléculas en estudio sus

farmacoforos respectivos deben calzar lo mejor posible con el de referencia (Fig. 1.6.3).
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Puntos del
enrejado virtual

Figura 1.6.2 Representacién del farmacéforo (poliedro de puntos rojos) colocado al

interior del enrejado virtual. Cada vértice representa un punto en el espacio.

Figura 1.6.3 Ejemplo de una serie de analogos en estudio alineados todos respecto a un

farmacoforo de referencia.

Una vez que se ha colocado una molécula en el enrejado, se mide el campo estérico y
electrostatico alrededor de ella. Esta medida se realiza posicionando un atomo sonda

como un protén o un carbocation con hibridacion sp® en cada uno de los puntos del
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enrejado virtual. En lo que concierne al campo estérico, este aumentara a medida que el
atomo sonda se acerca a la molécula. Por otra parte, en lo que respecta al campo
electrostatico, habra una atraccion entre la carga positiva del carbocatién y las regiones
ricas en electrones de la molécula, y habra repulsion entre el carbocation y las regiones
deficientes en electrones de la molécula. El valor de los campos estéricos y electrostaticos
en cada punto del enrejado son tabulados, y esto se repite para cada molécula en estudio.
Un valor en particular de la energia estérica se elige para definir la forma de la molécula, y
los puntos del enrejado que tengan ese valor de energia se conectan por lineas de
contorno para definir el campo estérico. Para medir el campo electrostatico se lleva a
cabo un proceso similar. Las regiones ricas y pobres son definidas para cada molécula

por lineas de contorno apropiadas.

Relacionando la forma de la molécula y la distribucion electronica con la actividad

biolégica.

En QSAR 3D, las variables para cada molécula son las interacciones estéricas y
electrénicas calculadas en miles de puntos del enrejado virtual. Si se tuvieran 100
moléculas en estudio, el numero de variables sobrepasa en gran manera el niumero de
estructuras, por lo que no es posible relacionarlas con la actividad biolégica por medio del
andlisis de regresion lineal estandar. Se debe seguir un procedimiento estadistico
diferente, que se denomina minimos cuadrados parciales o PLS (del inglés partial least
squares). Es un proceso estadistico computacional, el cual es repetido iterativamente para
intentar encontrar la mejor ecuacién que relacione la actividad biolégica con las diversas
variables. Como parte de este proceso el nimero de variables se reduce a medida que se
filtran aquellas que claramente no estan relacionadas con la actividad bioldgica.

Una caracteristica importante de este analisis es que una estructura es deliberadamente
dejada fuera (método LOO, del inglés Leave-One-Out) mientras que con el resto de las
moléculas se formula una regresion parcial. Cuando una ecuacién ha sido definida, ésta
es probada con la estructura que fue previamente excluida. A esto se le llama validacién
cruzada, y permite evaluar cuan bien la férmula predice la actividad biolégica para la
molécula que fue excluida [76]. Los resultados son empleados en una nueva ronda de
calculos, pero esta vez se incluye en los calculos la estructura que fue retirada y una

estructura distinta se excluye. Esto conduce a una nueva féormula mejorada la cual es
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nuevamente probada con el compuesto dejado fuera. Este proceso continua hasta que la
validacién cruzada se ha llevado a cabo contra todas las estructuras.

Al término del proceso se obtiene la ecuacién éptima. El poder de prediccion de la
ecuacion final esta cuantificado por el coeficiente de correlacién de validacién cruzada r?,
que usualmente se escribe como g° En contraste con el QSAR normal (bidimensional)
donde r? debe ser mayor que 0.8, los valores de g?> mayores que 0.5 son considerados
significativos. Es mas util mostrar una representacion grafica que muestre cuales regiones
alrededor de la molécula son importantes para la actividad bioldégica por motivos estéricos
o electronicos. De esta manera, un mapa estérico muestra una serie de contornos
coloreados indicando las interacciones estéricas benéficas y perjudiciales alrededor de

una molécula representativa del conjunto de moléculas probadas. Un mapa similar de

contornos se crea para ilustrar las interacciones electrostaticas benéficas y perjudiciales
(Fig. 1.6.4).

Figura 1.6.4 Se muestran dos mapas de contornos para una misma molécula donde se
sefala mediante color verde los sitios donde un sustituyente voluminoso mejoraria la
actividad biologica, y en amarillo donde un sustituyente voluminoso perjudica la actividad
biolégica. El color rojo indica que un sustituyente con potencial electrostatico negativo
incrementa la actividad bioldgica, mientras que en las zonas azules un sustituyente con

potencial electrostatico positivo beneficiaria la actividad.
Ventajas de CoMFA (QSAR 3D) por encima del QSAR tradicional (QSAR 2D).
La técnica de QSAR tradicional presenta los siguientes problemas:

e Solo se pueden estudiar moléculas con estructuras similares.
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La validez de los descriptores numéricos esta en tela de juicio debido a que estos
descriptores se obtienen midiendo velocidades de reaccién y constantes de
equilibrio en reacciones modelo y luego son tabuladas. Sin embargo, separar una
propiedad de otra no es siempre posible en mediciones experimentales. Por
ejemplo, la medicion del factor estérico de Taft no es puramente una medida del
factor estérico porque las velocidades de reaccion empleadas para definirlo son

también afectadas por factores electronicos.
Los descriptores tabulados podrian no incluir datos para sustituyentes inusuales.

Se requiere sintetizar un rango de moléculas donde se varian los sustituyentes

para probar una propiedad en particular.

Las ecuaciones de QSAR tradicional no sugieren directamente que nuevos

compuestos sintetizar.

Los problemas anteriores se evitan realizando estudios 3D-QSAR como CoMFA, que

ademas posee las siguientes ventajas:

Las interacciones favorables y desfavorables son representadas graficamente por
contornos tridimensionales alrededor de una molécula representativa. Una imagen

es mucho mas facil de interpretar que una férmula matematica.

En QSAR 3D las propiedades de las moléculas son calculadas individualmente por
un programa. No existe dependencia de factores experimentales o tabulados. No
hay necesidad de restringir el estudio s6lo a moléculas de estructura similar.
Mientras uno esté seguro de que todos los compuestos en estudio compartan el
mismo farmacéforo e interaccionan del mismo modo con la diana biolégica,

pueden ser analizados en un estudio de QSAR 3D.

La representacion grafica de las interacciones benéficas y perjudiciales permiten
disenar nuevas estructuras. Como ejemplo, si un mapa de contorno muestra un
efecto estérico favorable en una ubicacion particular, esto implica que el sitio de
unién de la droga tiene espacio para extender mas la molécula en esa ubicacion.

Esto puede conducir a interacciones mas favorables entre la droga y su receptor.
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e Tanto el QSAR tradicional como el 3D pueden ser empleados sin la necesidad de

conocer la estructura de la diana biologica.
Problemas potenciales del QSAR 3D.

Hay que tener en cuenta ciertas consideraciones al momento de realizar un QSAR 3D

para evitar equivocaciones. Algunas de estas son:

e Se debe procurar que cada molécula este en su conformaciéon activa cuando se
procede al alineamiento.
e Cada molécula debe estar debidamente alineada con respecto a las otras, de

manera tal que sus farmacéforos coincidan.

Es posible conocer la conformacion activa en estructuras rigidas como los esteroides,
pero es mas dificil con moléculas flexibles que tienen la capacidad de rotar sus enlaces.
Por lo que resulta de utilidad tener un analogo cuya conformacion esté restringida y sea
biolégicamente activo para que actue como guia para la probable conformacion activa.
Entonces se pueden construir en el computador moléculas mas flexibles con la
conformacion que calce lo mas posible con la del analogo mas rigido. Si la estructura del
sitio de unién se conoce, esto puede ser util para decidir la conformacién activa probable
para las moléculas y como deben ser alineadas previo al estudio QSAR 3D.

Se debe asegurar que todos los compuestos en estudio interactien con la diana
farmacologica de manera similar. Por ejemplo, un estudio de todos los posibles
inhibidores de la acetilcolinesterasa esta condenado al fracaso. La gran diversidad de
estructuras involucradas hace imposible alinearlas para generar un farmacdéforo
tridimensional. Ademas, los diferentes inhibidores no interaccionan con la enzima del
mismo modo. Estudios cristalograficos de rayos X de complejos enzima-inhibidor
muestran que los inhibidores tacrina, edrofonio, y decametonio tienen todos diferentes

orientaciones al unirse al sitio activo.
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1.7 Analisis Comparativo de indices de Similitud Molecular, CoMSIA (de sus siglas

en inglés, Comparative Molecular Similarity Index Analysis).

El otro método empleado en la técnica de QSAR 3D es el CoMSIA. En el método de
CoMFA tradicional se emplean unicamente potenciales de Lennard-Jones y Coulomb.
Hay evidencia de que estos potenciales sélo describen las contribuciones energéticas a la
constante de unién ligando-receptor [77]. Las influencias entropicas no son consideradas
en el CoMFA. Por tanto, de manera que sea posible incluir las contribuciones entrépicas,
se requiere algun tipo de campo que considere las contribuciones hidrofébicas a la

actividad.

Los campos usados habitualmente en CoMFA presentan algunos problemas adicionales.
Por ejemplo, el potencial de Lennard-Jones es extremadamente alto en la superficie de
las moléculas. Como consecuencia, la energia potencial expresada en los puntos de
enrejado en las proximidades a la superficie cambia dramaticamente. De este modo, tan
s6lo pequefios desplazamientos de las moléculas o cambios conformacionales minimos
pueden resultar en fuertes variaciones de estos descriptores.

Adicionalmente, los potenciales de Lennard-Jones y Coulomb presentan singularidades
en las posiciones atémicas. Para evitar valores energéticos inaceptablemente grandes,
los calculos de los potenciales estdn normalmente restringidos a las regiones exteriores
de la molécula, y se hace necesario definir algunos valores de corte energético arbitrarios.
Estos valores de corte y otros parametros arbitrarios pueden llevar a la pérdida de
informacion sobre un determinado campo.

Para superar los problemas mencionados anteriormente surge el método CoMSIA.
Usando una sonda comun, se calculan los indices de similitudes para cada una de las
moléculas alineadas en los puntos del enrejado espaciados regularmente. En principio,
cualquier propiedad fisicoquimica puede ser considerada en esta aproximacién para
calcular un “campo” de indices de similitudes. Sin embargo, normalmente se emplean sélo
propiedades estéricas, electrostaticas e hidrofobicas [78]. Los indices obtenidos son
evaluados en un analisis de PLS segun el protocolo usual del método CoMFA [79],

obteniendo finalmente graficos de contornos analogos a los de CoMFA.
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1.8 Estudios de QSAR 3D para ligandos 3;-AR.

A continuacién se presentan un estudio relevante de 3D QSAR de ligandos del receptor
Bs-adrenérgico en los que se puede apreciar el uso de los métodos CoMFA/CoMSIA. El
trabajo fue publicado en el afio 2010. La importancia de este estudio es que permitio
esclarecer las grandes diferencias en cuanto a los requisitos de volumen vy

electronegativadad necesarios para conseguir selectividad B; adrenérgica.

1.8.1 Estudio comparativo 3D QSAR en agonistas de receptores adrenérgicos f4,

BZ! BS-

Este estudio fue llevado a cabo por P. Senthil Kumar y Prasad V. Bharatam y publicado

en la revista Medicinal Chemistry Research [80].

Se realizé6 un CoMFA a una serie de 27 derivados de triptamina con actividad biolégica
(ECs0, concentracion a la cual se obtiene la mitad de la respuesta maxima del compuesto)
reportada en los receptores B4, B2y B3 [67, 71, 81-83]. Los compuestos fueron divididos en
training set (compuestos con los que se desarrolla el modelo) y test set (compuestos con
los que se somete a prueba el modelo). Las actividades biolégicas son reportadas con
valores de EC5, que van desde 0.13 a 1700, 5.2 a 330, y 0.062 a 220 nM para los
receptores B4, B2 Y B3, respectivamente. Las actividades bioldgicas en el training set
fueron convertidas a valores de pECsy, que son los logaritmos negativos de la

concentracién molar, y fueron usados como variable dependiente en el estudio CoMFA.

Los mapas de contornos estéricos obtenidos en este estudio se muestran en la figura
1.8.1. Se aprecian claras diferencias en los requerimientos espaciales de volumen
necesarios para conseguir afinidad por un tipo de receptor beta adrenérgico. La diferencia
clave es que el receptor beta 3 presenta mayor libertad para la insercién de grupos
voluminosos en la zona izquierda (LHS) y una menor restriccién para el incremento de
volumen en la zona derecha (RHS) de los mismos, lo que se aprecia por la menor

restriccion impuesta (poliedro amarillo de menor tamafio) en el mapa ¢ de la figura 1.8.1.
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Figura 1.8.1 Graficos de contorno estéricos de CoMFA de los derivados basados en

triptamina del training set generados para los modelos B4 (a), B2(b) , B3 (c).

Por otra parte los mapas de contornos electrostaticos (Figura 1.8.2) dan cuenta de una
preferencia de sustituyentes electropositivos en LHS, mientras que solo un pequefio
poliedro azul en RHS da lugar a una exploracion mas exhaustiva de los requerimientos

electronicos necesarios en esa region.
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Figura 1.8.2 Graficos de contorno electrostaticos de CoMFA de los derivados basados en

triptamina del training set generados para los modelos B4 (a), B2(b) , B3 (c).

A continuacién se resume en el esquema 1.8.3 las relaciones estructura actividad (SAR)
derivadas de este estudio para tener en cuenta en el disefio y sintesis de ligandos

selectivos por el receptor beta-3.
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Incrementar el volumen aumenta Incrementar el volumen aumenta

la selectividad por el receptor B, la selectividad por el receptor f,.
Disminuir el volumen aumenta la Disminuir el volumen aumenta la
selectividad por B, y B, selectividad por B, y B,.

\ H
’
~N
RHS

Incrementar el cardcter
electropositivo del
sustituyente aumenta la
selectividad B,

Incrementar el caracter
electronegativo favorece la
selectividad por 3 .

Disminuir el caracter
electronegativo aumenta la
selectividad por B, y B,.

Esquema 1.8.3 Resumen de relaciones estructura actividad (SAR). LHS= lado izquierdo

de la molécula; RHS= lado derecho de la molécula.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1 Hipotesis:

1. Dada la amplia variedad de compuestos de estructura heterociclica con afinidad por el
receptor beta-3 adrenérgico, postulamos que es posible hallar una correlacion entre los
potenciales estérico, electrostatico, hidrofébico, donor y aceptor de puente de hidrégeno y
la potencia beta-3 adrenérgica de las moléculas. Dado que el receptor beta-3 posee un
bolsillo hidrofébico adicional respecto los receptores beta-1 y beta-2, la actividad de los

ligandos dependera mayormente de sus propiedades estéricas e hidrofdbicas.

2. Teniendo en consideracién, la escasa cantidad de benzimidazoles reportados con
afinidad beta-3, nos interesamos en la sintesis de derivados de esta estructura en base al
disefio basado en la informacion propuesta por nuestro modelo y los reportes previos de
literatura ya comentados; y postulamos que es posible obtener moléculas de estructura N-
(benzoimidazo-2-alquil)-feniletanolamina, mediante reacciones clasicas de ciclacién

intramolecular a partir de ortofenilendiamina y derivados electrofilicos varios.
2.2 Objetivos
1. Bioinformaticos:

Llevar a cabo un modelo 3D-QSAR que permita proponer racionalmente la sintesis de

nuevos derivados afines al receptor beta-3 adrenérgico con estructura de benzimidazol.
2. Sintéticos:

Llevar a cabo la sintesis de una serie de nuevos compuestos de estructura general N-

(benzoimidazo-2-alquil)-feniletanolamina
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3 MATERIALES Y METODOS.

3.1 Generacion de los modelos 3D-QSAR CoMFA y CoMSIA.

Para los estudios CoMFA y CoMSIA se trabajo con un extenso set de 47 estructuras

obtenidas de la literatura [84-86] (tabla 3.1). Los valores de actividad biolégica se

encuentran reportados como EC50 y fueron transformados a escala logaritmica. Los

valores de pECs, se distribuyen de manera gaussiana a lo largo de mas de 4 unidades

logaritmicas. Un 20% de los compuestos fue separado como set de prueba (test set) y

con el 80% restante se construyeron los modelos (training set). Esto permitié la validacion

de las ecuaciones obtenidas mediante el calculo del coeficiente de validacidon cruzada

predictivo para el test set (rzpred).

Tabla 3.1. Estructura de los compuestos estudiados y su valor de actividad

biologica.?
ID Estructura pECs
0.0
JBCR®!
N
QSAR 1 NN 8.301
HO
0-a-NH F
o
0.0
JHCRCY
QSAR 2 N N 8.221
HO
-.NH
O_IS:O
0.0
IVeh %
N NN
QSAR_3 N N oon | 8045
HO
-.NH
O_/S._O
0.0
S
OH 4 N 0 F
N\/Q @ M
QSAR _4 N N 4.568
HO
0:-a-NH F
7o
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QSAR_5 7.366
NH
(0] /S'O
0.0
OH | \/OIS\@ oo
N W
QSAR_6 N uk[j 7.508
HO
-o-NH
O_IS:O
0.0
N NJLN
QSAR_7 N""NZ 7.958
H(;):S-.NH COOH
/O
OH (0]
o\)\,H N
QSAR _8 @ V\[j\ Q 7.327
N
HO H
OH (0]
0 _X_N WL
QSAR_9 ®! OO, 7.522
N
HO H
OH
o\)\,H NN ,
QSAR_10 @ V\[j\ /Q N 7.045
N
HO H
OH (0]
o\)\,H N~
QSAR_11 @ V\© NTNC 7.443
N
HO H
OH 4
o _XUN N
QSAR_12 \ V\QNQ 6.537
H,N N H
onH H
N N/
QSAR_13 V@N 5.991
Cl H
OH o 0
O\/k,N\/\@ OH /
QSAR_14 @ N 7.301
HO
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o]
I

H YT
O\A/N\/\Q ONN/
QSAR_15 HOQ N é 7.387
F
OH 4 0 H
O\/k,N\/\@ ONN/
QSAR_16 C N f 7.522
HO H F
F
OH 4 ﬁ )
O\A,N\/\@ O N
QSAR_17 @ N é 6.602
HO H o
cl
B i
o) N
N /7
asar_18| (S L O 7.431
HO H F
5 i
o) N p
N™N
QSAR_19 @ V\QNQ 7.494
HO H F F
5 i
o) N p
N"'N
QSAR 20 @ V\QNQ 7.638
HO H F
F
OH o)
o\)\,H N H
ACEeA
QSAR 21 @ N /d 6.698
HO H
NH
O:?:o
OH 0
O\A,HV\@ OM H
QSAR_22 HO@ N 9.000
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QSAR 23 8.301
O'SN‘H
520 F
I OH ﬂ H
QSAR_24 @OJ\/NV\@NO NO 7.096
HO H
o\/o':,H NﬁN H
QSAR_25 QP V\(j\N \/\_é 7.180
HO HN H
6]
HN O
QSAR_26 o Lng% F 6.725
N—\/%F
c
H
QSAR_27 O o OH 6.537
LK—NH
A
HN 0
QSAR 28 O o _gf 6.496
NILCN
'\,\__
H
QSAR_29 O o OH 6.177
LK—NH O
g
H
O o OH
QSAR_30 %NH_CN%'O 7.318
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o OH
QSAR_31 \#K—NI'\LCN_QS“.O 6.420
B
O o OH
QSAR_32 \’K-Nnd_c 0 7.154
— N-X
NH
@COOH
KD
QSAR_33 O O\d({f 6.060
O
90
OH N’ 0
QSAR_34 /@0\/'\/"‘\/0 @NJLNH 6.899
o Y
Qé"o
OH N°
/@O H\/(\/ @
(0]
QSAR 35| HO N 7.537
2}
F
0.0
.S
OH 4 N 0
QSAR_36 @ F | 9.000
HO .0
HN-g"-
o F:
Q~S.p
o XN
QSAR_37 % @ 0 8.301
HO HN
HN NH
(0]
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0 N
QSAR 38 @ @ 0 7.236
HO HN—‘(U
Q~S._O
OH | N'
O\A/N\/Q
QsAR 39| [T) @ 0 7.309
HO HN J
NH
Q-S,_O
OH N’
o)
QSAR_40 o s 6.869
Qé"o
OH N’
/@0 H\/(\/ @
o)
QSAR_41 o el 7.221
OS-_O
OH N’
0\/'\/H\/Q @
oy 2
QSAR_42 HO AN 7.698
//S
Q-S._o
OH N’
o)
QSAR 43 HO HN_Z(NH 7.585
\ N
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Qé-_o
F o _XCUN @
T 0
QSAR_44 HO A 7.346
F
F
C..0
HiC (0] N
o oy
HO HN—4/
QSAR 45 NH 6.514
O..S-'O
OH N’
O\/k/H\/Q @
(0]
% HN-4(
QSAR _46 HN 3 NH 7.259
Qé-_o
OH N°
o S O @
_Z(O
HN
QSAR 47 H;N T{QH o 8.000
6]
°p =-log

3.1.1 Generacion de los conférmeros y alineamiento molecular
Los calculos CoMFA y CoMSIA se llevaron a cabo en el software SYBYL X-1.2 [87],
instalado en un PC con procesador Intel core i7 y sistema operativo Windows 10. Para
obtener los mejores conformeros de cada compuesto, cada molécula se sometid a un
estudio preliminar de optimizacion de geometria molecular usando el campo de fuerza
implementado en Sybyl a 1000 iteraciones [88]. El criterio de convergencia para el

gradiente de energia se ajusté a 0.005Kcal/molA, asignando cargas de Gasteiger-Hiickel
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a cada atomo[89]. Posterior a esto se ejecutaron 10 ciclos de dinamica de templado
simulado, calentando las estructuras a 1000 K por 1000 fs seguidos de un enfriamiento a
50 K por 1000 fs. Por cada compuesto fueron seleccionados 10 conférmeros de minima
energia, construyendo con ellos un modelo 3D-QSAR preliminar. A partir de esta
exploracién los conférmeros que presentaron el minimo valor residual fueron escogidos
para la construccién de los modelos finales. El alineamiento de las moléculas se llevo a
cabo en una base de datos mol2 utilizando el maximo comun de subestructuras bajo el

protocolo de alineamiento rigido Distill (sin incluir tipos de enlaces o anillos).

3.1.2 Calculo de potenciales en COMFA y CoMSIA
Para derivar los descriptores de potenciales en CoMFA y CoMSIA el training set de
compuestos alineados fue centrado en un enrejado virtual con una separacion de grilla de
2A en las direcciones x, y y z del plano cartesiano. Las energias de campo electrostatico y
estérico para CoMFA se calcularon usando como sonda un atomo de carbono sp3 con un
radio de Van der Waals de 1.52 A y carga +1.0. Los valores de corte energético para
ambos potenciales se dejaron por defecto en 30.0 Kcal/mol. Para el calculo de los
potenciales CoMSIA estérico, electrostatico, hidrofobico, donor y aceptor de puente de
hidrégeno, se utilizaron los valores por defecto (sonda con carga +1.0, radio 1A,

hidrofobicidad +1.0, capacidad donante y aceptora de puente de hidrégeno +1.0[78]).

3.1.3 Analisis de la regresion de los minimos cuadrados parciales.
Una regresion de minimos cuadrados parciales (analisis PLS, de sus siglas en inglés
Partial Least Square) permitié construir la correlacion lineal entre los descriptores CoMFA
y CoMSIA (variables independientes) y la actividad biologicas de los compuestos
(variables dependientes)[90]. Para generar los modelos se empleé el método de “dejar
uno afuera” (LOO, de sus siglas en inglés leave-one-out) y el algoritmo SAMPLS [91], a
partir de lo cual se obtiene el numero éptimo de componentes (N), el error estandar de la
prediccién (SEP), y el coeficiente de validacion cruzada (q?), el cual se utiliz6 como criterio

de seleccién de los mejores modelos CoMFA y CoMSIA.
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3.1.4 Validacion externa de los mejores modelos CoMFA y CoMSIA.
La robustez del poder predictivo de ambos modelos fue evaluada mediante calculo del
coeficiente de validacion cruzada predictivo (rzpred) para el test set de datos [92, 93]. rzpred

se define de acuerdo a la ecuacién 1 como sigue:

2 _q_ Zisai—x)?

Threa = 1 ST )2 (Ec. 1)

Donde y;es el valor de la actividad biologica predicha para molécula en el test set, x;es la
actividad biolégica experimental para molécula del test set, y X es la actividad biologia

experimental promedio de cada compuesto en el training test.

3.2 Sintesis de los compuestos con cadena de estructura general benzoimidazo-

2-alquil-etanolamina.

La sintesis de los compuestos fue realizada en el laboratorio de Quimica Medicinal de la

facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso Chile.

Los reactivos con calidad PA, solventes con calidad HPLC fueron adquiridos desde
Sigma-Aldrich® y Merck®.

La estructura principal se obtuvo mediante el método de Philips [94].Todas las reacciones
fueron seguidas por cromatografia en capa fina en papel de aluminio 60 Fas, (Merck)
utilizando como referencia los reactivos de partida correspondientes. Una vez sintetizados
los compuestos, se purificaron mediante cromatografia en capa preparativa, para lo cual

se utiliz6 silica gel 60 PF,s4(Merck).

La caracterizacion fisicoquimica de los compuestos se llevé a cabo mediante técnicas de
resonancia 1D (*H, *C) en un equipo Bruker AM-400, los compuestos que se encontraban
en su forma de base libre fueron disueltos en dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6), por
otra parte aquellas muestras que se encontraban en forma de clorhidrato se disolvieron en
agua deuterada (D,0). El punto de fusion de los productos se midié con un aparato Stuart
Scientific SMP3 reportandose como valores no corregidos. Por otro lado los espectros de

infrarrojo se midieron en un equipo Bruker Vector 22 usando discos de KBr.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Estudios de relacion estructura-actividad cuantitativos tridimensionales (3D-
QSAR) CoMFA y CoMSIA de una serie de derivados ariletanolamina con

potencia beta-3 adrenérgica.

Con el fin de obtener utiles relaciones de estructura-actividad que permitiesen el disefio
racional de los ligandos abordados en este trabajo efectuamos una extensa busqueda de
modelos 3D-QSAR con buenas valores estadisticos y alta capacidad predictiva. La
busqueda secuencial de las mejores combinaciones de campo en CoMFA y CoMSIA se
muestra en la Tabla 4.1.1 Se creo el maximo total de 34 modelos posibles (3 para CoOMFA
y 31 para CoMSIA). En el caso de CoMFA el mejor modelo obtenido fue el que solo
presenta la contribucion del campo estérico (modelo no. 1). El modelo 1 presenta un valor
de g2 mayor que el minimo recomendado de 0.5, tiene un bajo numero de componentes,
una baja desviacién estandar y ajuste perfecto en cuanto r’. El valor de la F de Fisher
esta dentro de los mas altos por lo que la probabilidad que los resultados sean por azar es

despreciable.

Por otra parte en el caso de CoMSIA solo un modelo presenté un g?> mayor a 0.5 (modelo
4), el cual de forma correlativa a CoMFA es el que solo contiene la contribucion del campo
estérico. Estos resultados son concordantes con el hecho que en el receptor beta-3
adrenérgico las propiedades estéricas y/o hidrofébicas son claves para una buena

afinidad al receptor.

Dentro de los peores modelos se encuentran los que solo contienen los potenciales
electrostaticos, hidrofébicos y donor, siendo este ultimo el peor de todos. Otros modelos
con una mala capacidad predictiva interna son el modelo que combina los potenciales
electrostatico y donor, y electrostatico-hidrofébico-donor. A pesar que el valor de r* en
muchos casos es cercano a 1.0, no obstante el bajo valor de g% hace que no merezcan

confiabilidad, por lo que estos mapas no se analizaran.
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Tabla 4.1.1 Busqueda paso a paso de las mejores correlaciones de campos en los

estudios CoMFA y CoMSIA ®

Modelo Combinaciones q2 N SEP SEE r F Contribuciones
No. de Campos S E H D A
1 CoMFA-S 0.598 6 0.591 0.016 1.000 15805.61 1
2 CoMFA-E 0.179 2 0.792 0.332 0.855 97.52 1
3 CoMFA-SE 0.505 2 0.615 0.193 0.951 322.9 0.569 0.431
4 CoMSIA-S 0.547 2 0.588 0.3032 0.88 120.87 1
5 CoMSIA-E 0.188 3 0.8 0.13 0.979 489.35 1
6 CoMSIA-H 0.196 7 0.851 0.003 1.000 517179.74 1
7 CoMSIA-D -0.139 3 0.947 0.129 0.979 494.87 1
8 CoMSIA-A 0.376 5 0.724 0.164 0.968 181.92 1
9 CoMSIA-SE 0.434 2 0.657 0.232 0.929 217.26 0.52 0.48
10 CoMSIA-SEH 0.393 2 0.681 0.175 0.96 397.18 0.354 0.327 0.319
11 CoMSIA-SEHD 0.348 3 0.7417 0.059 0.996 2428.81 0.264 0.257 0.255 0.224
12 CoMSIA-SEHA 0.392 3 0.687 0.088 0.990 1071.489 0.254 0.252 0.25 0.244
13 CoMSIA-SED 0.359 3 0.711 0.084 0.991 1172.043 0.348 0.351 0.301
14 CoMSIA-SEA 0.415 3 0.679 0.118 0.982 596.222 0.337 0.343 0.32
15 CoMSIA-SEDA 0.369 3 0.705 0.090 0.99 1023.485 0.259 0.259 0.232 0.25
16 CoMSIA-SH 048 4 0.65 0.038 0.998 4303.64 0.487 0.513
17 CoMSIA-SD 0.435 2 0.657 0.221 0.936 242.465 0.556 0.444
18 CoMSIA-SA 0.494 3 0.631 0.146 0.973 385.54 0.511 0.489
19 CoMSIA-SHD 0.406 3 0.684 0.061 0.995 2212.127 0.353 0.346 0.301
20 CoMSIA-SHA 0.454 3 0.656 0.094 0.989 937.041 0.337 0.338 0.325
21 CoMSIA-SDA 041 3 0.682 0.107 0.986 726.732 0.347 0.317 0.336
22 CoMSIA-SHDA 0.397 3 0.689 0.077 0.992 1399.286 0.26 0.255 0.231 0.254
23 CoMSIA-EH 0.222 3 0.783 0.061 0.995 2278.254 0.505 0.495
24 CoMSIA-ED 0.08 3 0.851 0.087 0.99 1096.345 0.547 0.453
25 CoMSIA-EA 0.298 4 0.756 0.097 0.988 659.663 0.522 0.478
26 CoMSIA-EHD 0.17 3 0.809 0.047 0.997 3727.877 0.354 0.349 0.298
27 CoMSIA-EHA 0.288 4 0.761 0.047 0.997 2835.773 0.337 0.338 0.324
28 CoMSIA-EDA 0.245 4 0.783 0.051 0.997 2377.975 0.346 0.32 0.334
29 CoMSIA-EHDA 0.253 5 0.792 0.014 1 25877.074 0.256 0.254 0.235 0.255
30 CoMSIA-HD 0.149 6 0.86 0.004 1 244538.44 0.54 0.46
31 CoMSIA-HA 0.333 3 0.725 0.101 0.987 820.165 0.51 0.49
32 CoMSIA-HDA 0.271 5 0.783 0.018 1 152514 0.342 0.315 0.344
33 CoMSIA-DA 0.255 5 0.791 0.036 0.998 3860.73 0.494 0.506
34 CoMSIA-ALL 0.358 3 0.711 0.071 0.994 1639.16 0.208 0.204 0.201 0.184 0.203

2 ¢, coeficiente de validacion cruzada. N, niumero éptimo de componentes. SEP, error estandar de la prediccion. SEE, error

estandar de la estimacion de r*. r*, coeficiente de regresion de Pearson. F, valor F de Fisher. S, E, H, D y A son las

contribuciones tanto por uno de los potenciales estérico, electrostatico, hidrofébico, donor y aceptor de puente de hidrogeno

respectivamente.
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Tabla 4.1.2. Potencia experimental versus potencia predicha por los mejores modelos

CoMFA y CoMSIA y sus respectivos valores residuales.?

CoMFA-S CoMSIA-S
Molécula pEC,, (M) pEso (M) Residual pEso (M) Residual
experimenta predicho predicho

1 8.3010 8.2670 0.03 8.3780 -0.08

2 8.2210 8.2220 0.00 8.1060 0.12

3 8.0450 8.0370 0.01 7.6830 0.36

4 4.5680 4.5770 -0.01 5.0950 -0.53

5 7.3660 7.3610 0.01 7.2240 0.14

6 7.5080 7.5100 0.00 7.5350 -0.03

7 7.9580 7.9640 -0.01 8.03%90 -0.08

8 7.3270 7.3440 -0.02 7.4710 -0.14
St 7.5220 7.4840 0.04 7.5680 -0.05
10 7.0450 7.0490 0.00 7.2030 -0.16
11 7.4430 7.4740 -0.03 6.9440 0.50
12 6.5370 6.5330 0.00 6.5010 0.04
13 5.9910 6.0010 -0.01 5.9230 0.07
14 7.3010 7.3000 0.00 6.9910 0.31
15t 7.3870 7.3670 0.02 7.3690 0.02
16t 7.5220 7.5200 0.00 7.5300 -0.01
17 6.6020 6.6080 -0.01 6.6790 -0.08
18 7.4310 7.4430 -0.01 7.4330 0.00
19 7.4940 7.4910 0.00 8.1820 -0.69
20t 7.6380 7.7600 -0.12 7.6130 0.02
21 6.6980 6.7110 -0.01 6.7430 -0.05
22 9.0000 9.0230 -0.02 8.7020 0.30
23 8.3010 8.3020 0.00 8.4140 -0.11
24 7.0960 7.0890 0.01 7.7030 -0.61
25t 7.1800 7.0130 0.17 7.0240 0.16
26t 6.7250 6.8700 -0.15 6.7630 -0.04
27t 6.5370 6.5100 0.03 6.5090 0.03
28 6.4960 6.4660 0.03 6.6530 -0.16
29 6.1770 6.2040 -0.03 6.8530 -0.68
30t 7.3180 7.1820 0.14 7.2560 0.06
31 6.4200 6.4350 -0.02 6.4360 -0.02
32 7.1540 7.1620 -0.01 7.1380 0.02
33 6.0600 6.0390 0.02 5.9440 0.12
34 6.8990 6.9050 -0.01 7.0480 -0.15
35 7.5370 7.5420 -0.01 7.3480 0.19
36 9.0000 9.0110 -0.01 8.8130 0.19
37t 8.3010 7.9200 0.38 8.1130 0.19
38 7.2360 7.2300 0.01 6.8120 0.42
39 7.3090 7.2840 0.03 7.5520 -0.24
40 6.8690 6.8540 0.02 6.3840 0.49
41 7.2210 7.2090 0.01 6.9860 0.24
42 7.6980 7.6990 0.00 7.8220 -0.12
43 7.5850 7.5680 0.02 7.5610 0.02
a4 7.3460 7.3360 0.01 7.0790 0.27
45t 6.5140 6.6060 -0.09 6.5130 0.00
46 7.2590 7.2530 0.01 7.1200 0.14
47t 8.0000 7.7320 0.27 7.6980 0.30

? Los compuestos aqui reportados como 1 a 47 corresponden a las estructuras ID QSAR_1 a QSAR_47 de la Tabla 4.1.1. ,

compuesto test set.
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Con los mejores modelos obtenidos (CoMFA-S y CoMSIA-S, Modelos no. 1 y 4
respectivamente), se procedid a calcular las actividades biolégicas para los 47
compuestos estudiados, incluyendo el 20% de compuestos test set (Tabla 4.1.1). Como
se aprecia en la tabla 4.1.2, los mejores residuales fueron para los compuestos del
modelo CoMFA, no obstante en ambos modelos no se reporta la presencia de valores
atipicos (outliers), lo que es una prueba de la buena capacidad predictiva de los modelos

dentro de los rangos de actividad estudiados.

La grafica de potencia experimental versus predicha se muestra a continuacion en la

figura 4.1.
A CoMFA B CoMSIA
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Figura 4.1.1. Graficas de Potencia real versus predicha para A. el modelo CoMFA-S y B.
el modelo CoMSIA-S.

En la Figura 4.1.1 vemos que la potencia de los compuestos abarca un rango de mas de 4
unidades logaritmicas y presenta una distribucion gaussiana de los valores con una
tendencia sobre la recta Y=X, lo que avala la robustez estadistica de ambos modelos. En
el caso de CoMFA, los menores valores residuales tanto para el training como test set de

valores hace que este modelo tienda mas a la idealidad que el CoMSIA.
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La validacion de los modelos se estimdé mediante el calculo de r2pre, valores que

reportamos en la tabla 4.1.3.
Tabla 4.1.3. Valores de rzpred para los mejores modelos.

Modelo Combinaciones PRESS SSD SSD-PRESS rzp,ed

No. de Campo
1 COMFA-S 0.3103 3.3466 3.0363 0.9073
4 COMSIA-S 0.1601 3.3466 3.1865 0.9522

En la Tabla 4.1.3 se puede ver que ambos modelos presentan altos valores de rzpred, lo
que permite extrapolar la informaciéon que proveen ambos estudios al disefio de nuevos
compuestos y a la prediccion de actividad de compuestos nuevos. El valor PRESS (suma
de los cuadrados de los residuales) es pequefio en ambos casos y el valor de SSD es de
3.3466 (suma de los cuadrados de la diferencia entre la actividad de los compuestos test
y la media de la actividad en el grupo training), al menos 10 veces mayor que PRESS, por

lo que se puede garantizar buenas predicciones en el amplio rango de valores estudiados.

Para obtener utiles relaciones estructura actividad se analizaron los mapas de contorno

de los mejores modelos, los que se reportan a continuacion en la figura 4.1.2.

En los mapas de contornos estéricos (figura 4.1.2 A, B y D) el color verde significa que el
incremento de volumen en dichas posiciones es favorable para la actividad, mientras que
las los contornos amarillos sugieren que el uso de sustituyentes pequefios es lo favorable.
En el mapa de contorno electrostatico (Figura 4.1.2 C), el color rojo significa que el uso de
sustituyentes electronegativos es favorable, mientras que el color azul sugiere el uso de
sustituyentes electropositivos. En general se aprecia una buena correlacion de los mapas
estéricos de CoMFA y CoMSIA, apreciandose un contorno verde entorno el grupo
sulfonamida del benceno del lado izquierdo (LHS) en el nucleo ariloxipropanolamina. Por
otra parte un gran poliedro verde rodea la zona derecha (RHS) terminal de los
compuestos. Esto concede gran libertad para la exploracidon de otros grupos voluminosos,

como ciclos, cadenas ramificadas y atomos de gran tamafrio.
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Por otra parte el mapa de potencial electrostatico (figura 4.1.2 C) muestra dos contornos
azules en torno el benceno de LHS por lo que sustituir este anillo con grupos
electroatractores seria beneficiosos. La presencia de varios pequenos poliedros rojos

hacia el lado derecho de la estructura es menos concluyente.

Teniendo en consideracion la escasa cantidad de compuestos afines al receptor beta-3
adrenérgico que contengan el nucleo benzimidazdlico, y dado que este fragmento
satisface los requerimientos de la informacién provista por los estudios QSAR en cuanto a
que presenta un volumen adecuado y la posibilidad de funcionalizarlo con sustituyentes
de variada naturaleza electronica, nos enfocamos en la sintesis de una serie de
benzimidazoles acoplados al sistema farmacoférico feniletanolamina como se describe en

la seccion siguiente.

Figura 4.1.2. Mapas de contonorno estéricos y electrostaticos de los modelos no.1
CoMFA-S (A), no. 3 CoMFA-SE (B y C), y no. 4 CoMSIA-S (D), en torno al compuesto
mas activo de la serie (QSAR_36)
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En base a estos resultados y las consideraciones de estructura-actividad previamente
discutidas proponemos la siguiente estructura general de compuestos objetivos con

potencial actividad beta-3 adrenérgica (Figura 4.1.3).

OH

H
N N X
~N
CH— || Ry
e
/
Ry

Figura 4.1.3. Estructura general de los compuestos objetivos.

Como primer objetivo de nuestro grupo de investigacion, nos centramos en este trabajo
en modificar el largo “n” de la cadena conectora, con el fin de evaluar la distancia 6ptima
para obtener la mejor potencia y selectividad beta-3, asi como probar en R, sustituyentes
donores y atractores de electrones. En futuros trabajos de tesis, manteniendo constante el

largo del conector “n”, se llevara a cabo la sintesis de derivados con distintos

sustituyentes en Ry y Ro.
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4.2 Estudio de la obtenciéon del benzimidazol mediante la proteccion de la

amina con t-butiloxicarbonilo.

Con miras a obtener los compuestos propuestos se ensayaron varias rutas de sintesis, las

que se detallan a continuacion.

En una primera instancia la sintesis del compuesto se realizd cuatro etapas. En la primera
etapa se protegié el aminoacido utilizando como grupo protector el t-butiloxicarbonilo
(BOC), el cual se adiciona a la amina como grupo protector, para ello, el aminoacido se
hace reaccionar con di-tert-butil dicarbonato (BOC,0). Los productos de esta reaccion son
el aminoacido unido al t-butiloxicarbonilo, 2-metilpropan-2-ol (terbutanol) y didéxido de
carbono como lo muestra el esquema 4.2.1. El diéxido de carbono asi generado se pierde
como gas, lo cual de acuerdo el principio de Le Chatelier, desplaza el equilibrio a la
formacion de mas producto. Por otra parte el 2-metilpropan-2-ol es un producto
indeseable, dado que contamina el producto final dandole una consistencia oleaosa. Para
eliminar los restos de 2-metilpropan-2-ol se realizan enjuagues con hexano hasta que el

producto sea completamente sélido.

Posteriormente, en una segunda etapa, se adiciona por goteo cloruro de tionilo (SOCI,)
con el objetivo de activar el aminoacido protegido como lo muestra el esquema 4.2.1

gracias a la formacion de un cloruro de acido.

En una tercera etapa, se adiciona la o-fenilendiamina al aminoacido protegido y activado,

lo que genera como intermediario la amida respectiva (esquema 4.2.2).

En una cuarta y ultima etapa, se genera la ciclacion del producto intermediario, para este

fin se lleva a cabo la reaccion de Philips (esquema 4.2.3).
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Esquema 4.2.1 Mecanismo de proteccion del aminoacido mediante la adicion de di-tert-

butil dicarbonato.
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La primera etapa de la proteccion con BOC (esquema 4.2.1) transcurre a través de un

ataque nucleofilico del grupo amino hacia el carbonilo del dicarbonato. El colapso del

intermediario tetraédrico da origen a la amina protegida y a un terbutil carbonato acido

que se descompone en CO, y terbutanol, siendo la liberacion de este gas la fuerza

propulsora principal de la reaccién. Por otra parte, la presencia de terbutanol requiere una

purificacion rigurosa del crudo de reaccion, logrando eliminar el terbutanol a través de

evaporacion a presiéon reducida.

0 l )
o)I\'N'—,,(HZC))I\@éS/ No 4 Cr
> | HI

o o)
HCl () + HT%J\(CHz)n—"l‘ )I\o><

N—0

A "

(o} 1

0 )
SO, @+ ¢l )I\(CHZ),, —T)J\o
H

Esquema 4.2.2 Mecanismo de reaccién de la activacion del aminoacido ya protegido con

BOC.
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Para transformar el acido carboxilico en un electréfilo activado se utiliza a continuacion
clruro de tionilo (esquema 4.2.2). La primera etapa en la transformacion del acido
carboxilico a cloruro de acido es el ataque nucleofilico del OH del acido al azufre oxofilico
del SOCI,. El reordenamiento y liberacion de CI lleva a la generacién y pérdida de HCI
gaseoso. Posteriormente el reordenamiento intramoleular del intermediario azufrado
genera el cloruro de acido por transposicion del CI al carbonilo con la consecuente

liberacion de SO..

o]

R NH2 gok )k ) R NH
* cl (CHo)r—N ¢} IZ ? i
X & e
S B S G €N N

H

NHz R NH,
(] o o o
€]
N (CHp)y—N o] _
CN (CH—N o)
J| J| +Cl'— H/ \H J|

Esquema 4.2.3 Mecanismo de reaccion de la formacion del intermediario amida mediante

la adicion de derivados benceno-1,2-diamina al aminoacido ya protegido y activado.

La formacion de la amida intermediaria se lleva a cabo en un disolvente polar aprético
como tetrahidrofurano anhidro y corresponde a una reaccion de sustituciéon nucleofilica de
carbonilo. En la primera fase (esquema 4.2.3), un nitrégeno de la o-fenilendiamina ataca
nucleofilicamente al cloruro de acido dando origen a un intermediario tetrahédrico, que
luego colapsa para liberar cloruro con la consecuente pérdida de HCI. Para no reducir el
poder nucleofilico por los equilibrios de protonacion entre el nitrégeno libre del
intermediario y el acido generado, se puede adicionar una base no nucleofilica al medio
de reaccion como K,COj o trietilamina (TEA), lo que mejora los rendimientos, disminuye el

tiempo de reaccion y permite obtener productos mas limpios.
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Esquema 4.2.4 Mecanismo de ciclacion (procedimiento de Philips).

Finalmente luego de aislar y purificar el intermediario amida, éste se somete a una
reaccion de ciclacién intramolecular en presencia de acido acético glacial como disolvente
y catalizador (esquema 4.2.4). El grupo amida se activa por la presencia de acido y la
elevada temperatura del medio de reaccién. La cercania del amino libre de la o-

fenilendimaina y el grupo carbonilo de la amina (y, por ende, baja entropia del sistema)
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permite el ataque intramolecular que genera un intermediario tetraédrico no aislable de
tipo carbinolamina, el cual luego de la subsecuente deshidratacion y aromatizacién
permite obtener los benzimidazoles objetivo. La posterior desproteccion del grupo amino

alifatico se realiza con acido trifluoroacético a temperatura ambiente.

4.3 Estudio de obtencion de los 2-aminoalquilbenzimidazoles mediante

ciclacion directa con acido polifosférico.

Teniendo en consideracion la extensa secuencia anteriormente descrita para la sintesis
de los benzimidazoles, se ensayaron diversos métodos alternativos de ciclacion directa en

presencia de acido polifosférico (Tabla 4.3.1)

El Esquema 4.3.1 muestra la obtencion del derivado c:

H
NH» o i N\n/\/NHz
+ —)]\/\+ EE—
@ , 0 NH3 @ O

NH NH;

a b [

Esquema 4.3.1. Sintesis del derivado 3-amino-N-(2-aminofenil)propanamida (c). i

condiciones de reaccion.

Se ensayaron 3 condiciones de reaccion y los rendimientos obtenidos se muestran en la
Tabla 4.3.1.
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Tabla 4.3.1.

Condiciones de reaccion (i) Tiempo (h) Rendimiento (%)

H,0, CH;0H, HCI 4M, Reflujo 6 0
12 0

24 <10

48 <10
CH30H, HCI 4M, Reflujo 6 0
12 0

24 <10

48 <10

Acido Polifosférico 200 °C 6 <10
12 15

24 15

Como se aprecia en la Tabla 4.3.1, el uso de HCI 4M o acido polifosférico a diversos

tiempos no permitié un rendimiento satisfactorio de la reaccion. Esto, se debe a la gran

cantidad de energia que requiere el sistema para lograr acoplar un mal nucledfilo (o-

fenilendiamina) a un pobre electréfilo (el acido carboxilico), lo que ademas se ve

empeorado por los equilibrios acidos base indeseable.

El espectro de Resonancia magnética nuclear de protones (RMN-H') para la amida

obtenida se muestra en la Figura 4.3.1.
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Figura 4.3.1. Espectro de RMN-H' para el compuesto 1.

En el espectro se aprecia el patron aromatico de 4 senales entre 7,2 y 7,6 ppm. Por otra
parte en 3,7 y 4,6 ppm hay dos tripletes correspondientes a la cadena etilamina,
mientras que en 1,2 y 1,8 aparecen las sefales para los hidrogenos de los grupos amino

alifatico y aromatico respectivamente (este ultimo solapado con la sefial del agua).

Sin embargo, es bien sabido el poder del acido polifosférico como agente de ciclacion
intramolecular. Bajo este enfoque, se realizaron intentos de ciclacion don este acido
para conseguir la sintesis en un paso del derivado 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-

il)etanamina (d)

En el Esquema 4.3.2 se muestra la obtencién del derivado d.

63



H N

N NH, . \
Ol Cpy
ARTRY

d

NH2 —H20
Cc

Esquema 4.3.2. Sintesis del derivado 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etanamina (2). i- Acido

Polifosférico, 250°C, 48 h.

La obtencién del derivado d se logré gracias a la ciclacion intramolecular de la amida ¢
en acido polifosférico bajo condiciones elevadas de temperatura. Los rendimientos no
superaron el 15%, lo que en parte puede deberse a la descomposicidon térmica de los

compuestos.

A continuacién se muestra el espectro de RMN-H1 obtenido para el compuesto 2:
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Figura 4.3.2. Espectro de RMN-H" para el compuesto de partida d.
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La simplificacion del patron aromatico de 4 a 2 senales debido a la simetria y tautomeria
del sistema benzimidazol corrobora la obtencién del producto d. Se aprecia también el
desplazamiento a campo alto en 3.0 y 3.1 para los grupos metilenos de la cadena

alquilica, lo que comprueba la desaparicion del grupo carbonilo.

Los ensayos fueron realizados siguiendo condiciones reportadas en la literatura[95-97].
Otras modificaciones experimentales como el cambio del acido inorganico, tiempos de
reaccion mas extensos, o uso de codisolventes no llevaron a una mejora de los

rendimientos.

Con el fin de mejorar los rendimientos y generar el derivado d en una cantidad
apreciable para la siguiente fase de sintesis del proyecto, se realizaron calculos
computacionales que muestran una fuerte interaccion intramolecular en el sistema
zwitterionico de la beta-alanina (compuesto b, Esquema 4.3.1), lo que seria una de las

causas de la dificultad encontrada en la ciclacion intramolecular.

4.4 Estudio de la obtencién de benzoimidazo-2-alquil-etanolamina mediante
el procedimiento de Phillips y obtencion de la serie N-(benzoimidazo-2-

alquil)-feniletanolamina por adicion de 2-feniloxirano.

El problema de los rendimientos anteriormente discutidos, se solucion gracias a la
aplicacion de la reaccion de Phillips. La sintesis de la serie benzoimidazo-2-alquil-
etanolamina se llevé a cabo en dos etapas. La primera etapa consiste en la reaccion entre
benceno-1,2-diamina y el aminoacido respectivo en acido clorhidrico 5.5 M a reflujo

durante 70 h de reaccién (esquema 4.4.1).

Luego, en una segunda etapa se adicioné 2-feniloxirano con el objetivo de obtener los
productos finales N-(benzoimidazo-2-alquil)-feniletanolamina como se muestra en el

esquema 4.4.1.
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Esquema 4.4.1 Mecanismo de ciclacion mediante el procedimiento de Philips.
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La reaccién de Phillips (esquema 4.4.1) se vale del principio que las constantes de
equilibrio cambian en funcion de la temperatura del sistema estudiado de acuerdo a la
ecuacion de Arrhenius. A elevadas temperaturas los equilibrios acido base pierden
importancia para dar lugar al ataque nucleofilico del grupo amino sobre el carbonilo
activado del acido carboxilico, lo que genera la amida intermediaria que posteriormente
sufre el ataque intramolecular del segundo grupo amino de la o-fenilendiamina, ciclandose
gracias a la deshidratacion del intermediario carbinolamina, actuando como fuerza motriz

de la reaccion la aromatizacion final del sistema benzimidazdlico.

Dentro de los inconvenientes de esta reaccion se halld el hecho del tiempo excesivamente
extenso para la obtencion de los derivados (70 h), los rendimientos no superiores al 80%,
y la descomposicion que se observd en algunos derivados de ortofenilendiamina
halogenados, por el efecto térmico. No obstante lo anterior, el hecho de ser un método
economico y que permite en una sola etapa generar los derivados de partida, justifica con
creces su utilizacién en esta investigacion. En futuros trabajos de tesis se evaluara el uso

de esta reaccién bajo irradiacién de microondas.
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Esquema 4.4.2 Mecanismo de reaccién de 2-feniloxirano y benzoimidazo-2-alkil-

etanoamina.

Finalmente la obtencion de los derivados quirales N-(benzoimidazo-2-alquil)-
feniletanolamina se consiguid gracias a la reaccion entre (R)-2-feniloxirano
comercialmente disponible y la serie de benzoimidazo-2-alkil-etanoaminas (esquema
4.4.2). EI mecanismo de la reaccidon transcurre a través del ataque nuclecfilico de la
amina alquilica sobre el carbono asimétrico del feniloxirano, lo que genera la apertura del
epoéxido con retencion de la configuracion absoluta en el carbono quiral. Se estudiaron

distintos disolventes y tiempos de reaccion, encontrandose que los disolventes polares
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aproticos como THF y acetonitrilo presentaron los mejores rendimientos, lo que se explica
dado el caracter SN, de esta reaccion. La apertura del epdxido a través del carbono quiral
no fue observada.

Por otra parte, el seguimiento cromatografico de la reaccion siempre mostraba una
mancha adicional al producto en muy baja cantidad, lo que eventualmente puede
corresponder al producto formado por el ataque nuclofilico de wun nitrégeno

benzimidazélico hacia el epéxido.
La presencia persistente de restos de epodxido (liquido) al final de las reacciones,

demandé un extenso trabajo de purificacion por enjuagues con hexano y cromatografia en
capa preparativa.
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5. CONCLUSIONES.

El presente trabajo ha permitido mostrar la utilidad de los estudios 3D-QSAR para obtener
informacion util en el disefio de nuevos derivados bioactivos, lo que se materializé en la
sintesis, purificacion y caracterizacion de una serie de compuestos de estructura general
N-(benzoimidazo-2-alquil)-feniletanolamina con potencial actividad beta 3 adrenérgica.
Los estudios 3D-QSAR dan cuenta que en la zona derecha de los derivados (RHS) es
altamente favorable el incremento de volumen, lo que permite la exploracion de grupos
heterociclicos como el anillo de benizimdazol. La hipdtesis se confirmé en cuanto a que la
actividad biolégica de la serie estudiada depende fundamentalmente del aporte estérico, y
en menor medida del potencial electrostatico, pero no de las propiedades hidrofébicas.
Los valores de g? obtenidos fueron mayores a 0.5 y los valores de rzpred mayores a 0.9, por
lo que los modelos son altamente confiables.

Por otra parte la sintesis de un sistema novedoso que incluye el anillo benzimidazol y el
fragmento feniletanolamina fue posible gracias al uso de la reaccion de Phillips en la
primera etapa. Este procedimiento resultdé satisfactorio, no obstante los rendimientos de
reaccion asi como el tiempo de reaccién extremadamente largo, sera tema de estudio en
la tesis siguiente, donde esperamos que el empleo de irradiacion en microondas mejore

significativamente estos parametros.
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2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucion de 10,8 g (0,1 mol) de o-fenilendiamina y 13,4 g (0,15 moles) de B-alanina
en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacién y reflujo por 72 horas. El
avance de la reaccion se siguié mediante cromatografia de placa fina durante el primer
dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de reaccién se traté con
carbén activo dos veces y se filtrd al vacio con papel filtro. Se obtuvo un sélido cristalino
de color blanco, 18,3468 g, con 75,8% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, un gramo de 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-etan-1-
amina dihidrocloruro se disolvio en la minima cantidad de agua y se llevdo a pH 10
utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones con
acetato de etilo (50 ml cada una), se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se seco
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 0,4125 g de 2-(1H-

benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base libre.

%Rendimiento = 75.8%.Pto. fus. = 256.0. "H NMR (400 MHz, D,0) & 7.58 (dd, J = 6.2, 3.2
Hz, 2H), 7.42 (dd, J = 6.2, 3.2 Hz, 2H), 3.61 — 3.38 (m, 4H)."*C NMR (101 MHz, D,0O) &
148.34, 130.49, 126.38, 113.74, 36.51, 24.41. Anal. Elem. C, 67.06; H, 6.88; N, 26.07. IR,
3381.
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(1R)-2-{[2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil]Jamino}-1-feniletanol.

Una solucién de 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base libre

OH

(0,41259) y 2-feniloxirano (0,3074 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagod tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purifico por
cromatografia preparativa utilizando como fase maévil acetato de etilo: etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccién) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color blanco, 0,2314g con 32% de rendimiento.

% Rendimiento= 32%. Pto. Fus=230.1 '"H NMR (400 MHz, D,O) & 7.64 (dd, J = 6.2, 3.1
Hz, 2H), 7.44 (dd, J = 6.2, 3.1 Hz, 2H), 7.39 — 7.29 (m, 5H), 5.00 (dd, J = 8.9, 3.9 Hz, 1H),
3.64 — 3.51 (m, J = 6.0 Hz, 4H), 3.40 — 3.27 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, D,O) 5 148.69,
139.27, 132.02, 129.06, 128.92, 125.99, 125.79, 114.02, 68.84, 53.26, 44.36, 23.57. Anal.
Elem. C, 72.57; H, 6.81; N, 14.94; O, 5.69. IR, 3422.
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3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucion de 10,8 g (0,1 mol) de o-fenilendiamina y 15,47 g (0,15 moles) de acido 4-
aminobutandico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y reflujo por
72 horas. El avance de la reaccion se siguié mediante cromatografia de placa fina durante
el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de reaccién se
traté con carbon activo dos veces y se filtré al vacio con papel filtro. Se obtuvo un sdlido
de color rosado claro, 15,5412 g, con 56,6 % de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, un gramo de 3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-
amina dihidrocloruro se disolvid en la minima cantidad de agua y se llevé a pH 10
utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones con
acetato de etilo (50 ml cada una), se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se secé
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 0,5668 g de 3-(1H-

benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de base libre.

% Rendimiento= 56.6%. Pto. Fus= 259.1 'H NMR (400 MHz, D,O) & 7.65 (dd, J = 6.1, 3.2
Hz, 2H), 7.48 (dd, J = 6.1, 3.2 Hz, 2H), 3.29 — 3.19 (t, J= 7.96 Hz, 2H), 3.14 — 3.03 (t, J=
7.85 Hz ,2H), 2.28 — 2.16 (m, 4H). *C NMR (101 MHz, D,O) & 151.4, 138.9, 123.0, 115.2,
41.6, 31.4, 26.3. Anal. Elem. C, 68.54; H, 7.48; N, 23.98. IR. 2976.
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(R)-2-((3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)propil)amino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucion de 3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de base libre
(0,5668 g) y 2-feniloxirano (0,3886 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagod tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purific6 por
cromatografia preparativa utilizando como fase mdévil acetato de etilo: etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccion) y se secod con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color rosado palido, 0,3495 g con 36,6% de rendimiento.

% Rendimiento= 36,6%. Pto. Fus.= 91,0. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 7.49 — 7.40 (m,
4H), 7.36 — 7.25 (m, 1H), 7.10 (dd, J = 5.9, 2.9 Hz, 4H), 3.21 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.12 (dd, J
= 12.9, 6.6 Hz, 1H), 2.89 — 2.75 (m, 4H), 2.51 (s, 2H).”*C NMR (101 MHz, DMSO) &
169.61, 166.66, 155.56, 155.12, 129.27, 126.38, 124.68, 121.50, 50.42, 38.66, 31.14,
23.08, 18.66. Anal. Elem. C, 73.19; H, 7.17; N, 14.23; O, 5.42. IR, 3058.
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4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucion de 10,8 g (0,1 mol) de o-fenilendiamina y 17,57 g (0,15 moles) de acido 5-
aminopentanoico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y reflujo
por 72 horas. El avance de la reaccion se sigui6 mediante cromatografia de placa fina
durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratd con carboén activo dos veces vy se filtré al vacio con papel filtro. Se obtuvo
un solido de color rosado claro, 16,439 g, con 57,9% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, un gramo de 4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-
amina dihidrocloruro se disolvio en la minima cantidad de agua y se llevdo a pH 10
utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones con
acetato de etilo (50 ml cada una), se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se seco
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 0,3936 g de 4-(1H-

benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina en su forma de base libre.

% Rendimiento= 57,9. Pto. Fus.= 268.1. 1H NMR (400 MHz, D20) 6 7.71 — 7.66 (m, 2H),
7.53 —7.48 (m, 2H), 2.98 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.31 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.56 — 1.15 (m, 2H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 151.14, 138.9, 123.0, 115.2, 42.0, 32.3, 28.0, 28.9. Anal.
Elem. C, 69.81; H, 7.99; N, 22.20. IR. 3296.
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(R)-2-((4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)butil)amino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucion de 4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina en su forma de base libre
(0,3936 g) y 2-feniloxirano (0,25 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagod tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purific6 por
cromatografia preparativa utilizando como fase moévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccion) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color rosado claro, 0,0352 g con 5,5% de rendimiento.

% Rendimiento = 5,5%. Pto. Fus=268,1. '"H NMR (400 MHz, D20) & 7.62 (dd, J = 6.8, 4.2
Hz, 2H), 7.46 (dd, J = 6.8, 4.2 Hz, 2H), 7.42 — 7.22 (m, 5H), 4.96 (dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 1H),
3.23 (t, J = 10.8 Hz, 2H), 3.16 — 2.99 (m, 2H), 2.92 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.51 — 1.36 (m, 2H),
1.35 — 1.25 (m, 2H). ®*C NMR (101 MHz, DMSO) & 151.4, 138.9, 137.7, 128.9, 127.6,
127.1, 123.0, 115.2, 69.4, 53.7, 50.2, 30.1, 28.9, 28.3. Anal. Elem. C, 73.76; H, 7.49; N,
13.58; 0, 5.17. IR, 3494.
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5-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)pentan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucién de 10,8 g (0,1 mol) de o-fenilendiamina y 19,677 g (0,15 moles) de acido 6-
aminohexanoico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacién y reflujo por
72 horas. El avance de la reaccion se siguido mediante cromatografia de placa fina durante
el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de reaccién se
tratd con carbdn activo dos veces y se filtré al vacio con papel filtro. Se obtuvo un sdlido
de color rosado claro, 10,5102 g, con 34,6% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, un gramo de 5-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)pentan-1-
amina dihidrocloruro se disolvid en la minima cantidad de agua y se llevéo a pH 10
utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones con
acetato de etilo (50 ml cada una), se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se seco
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 0,7151 g de 5-(1H-

benzo[d]imidazol-2-il)pentan-1-amina en su forma de base libre.

% Rendimiento= 34,6%. Pto.Fus= 247,0. 1H NMR (400 MHz, D20) & 7.60 (dd, J = 6.1, 3.1
Hz, 2H), 7.43 (dd, J = 6.1, 3.1 Hz, 2H), 3.09 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.90 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
1.91 — 1.77 (m, 2H), 1.66 — 1.60 (m, 2H), 1.45 — 1.36 (m, 2H). °C NMR (101 MHz, DMSO)
5 151.4, 138.9, 123.0, 115.2, 42.0, 32.7, 29.2, 26.3, 22.2. Anal. Elem. C, 70.90; H, 8.43; N,
20.67. IR. 3219.
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(R)-2-((5-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)pentil)amino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucién de 5-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)pentan-1-amina en su forma de base libre
(0,7151 g) y 2-feniloxirano (0,4226 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacioén y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuago tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purific6 por
cromatografia preparativa utilizando como fase moévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccion) y se secod con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color rosado claro, 0,6732 g con 59,2% de rendimiento.

% Rendimiento= 59,2%. Pto. Fus= 138,1. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.22 (s, 1H),
7.49 — 7.16 (m, 9H), 5.11 (s, 1H), 4.60 (dd, J = 7.7, 4.9 Hz, 1H), 3.52 — 3.19 (m, 2H), 2.84
— 2.65 (m, 2H), 2.62 — 2.54 (m, 2H), 1.85 — 1.55 (m, 2H), 1.48 — 1.12 (m, 4H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) & 169.24, 164.84, 161.40, 160.71, 149.16, 146.11, 137.61, 132.82,
130.97, 127.91, 127.64, 125.64, 121.12, 110.77, 77.67, 77.67, 77.34, 39.92, 39.92, 39.29,
39.08. Anal. Elem. C, 74.27; H, 7.79; N, 12.99; O, 4.95. IR. 3422,
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2-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucion de 7,13 g (0,05 moles) de 4-clorobenceno-1,2-diamina y 8,9 g (0,1 mol) de
acido 3-aminopropanoico en &cido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratdé con carbén activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un sdlido cristalino blanco, 1,2516 g, con 7,8% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, 500 mg de 2-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-
1-amina dihidrocloruro se disolvid en la minima cantidad de agua y se llevéo a pH 10
utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones con
acetato de etilo (50 ml cada una), se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se secé
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 0,3763 g de 2-(6-cloro-

1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base libre.

% Rendimiento= 7,8%. Pto. Fus= 264.1. '"H NMR (400 MHz, D20) &6 7.70 (s, 1H), 7.62 (d,
J = 8.8 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.56 (dq, J = 11.9, 5.9 Hz, 4H). "*C NMR (101
MHz, D20) & 149.68, 131.49, 131.43, 129.56, 126.80, 115.01, 113.74, 36.39, 24.49.
Anal.Elem. C, 55.25; H, 5.15; CI, 18.12; N, 21.48. IR. 3221.
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(R)-2-((2-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil)Jamino)-1-feniletan-1-ol.

Una soluciéon de 2-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base
libre (0,3763 g) y 2-feniloxirano (0,23 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo
en agitaciéon y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccién se siguid
mediante el uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el
crudo de reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagé tres veces con hexano
(30 ml cada enjuague) y se disolvié en la minima cantidad de etanol. Se purificd por
cromatografia preparativa utilizando como fase mévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccién) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color café claro, 0,2064 g con 34% de rendimiento.

% Rendimiento= 34,0%. Pto. Fus. = 120.0. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.67 (s, 1H),
8.12 (s, 2H), 7.55 — 7.42 (m, J = 8.2 Hz, 2H), 7.39 — 7.26 (m, 2H), 7.25 — 7.20 (m, 1H),
7.13 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 5.67 — 5.38 (m, 2H), 4.79 — 4.66 (m, 2H), 2.08 (d, J = 3.7 Hz, 1H),
1.80 (s, 3H). C NMR (101 MHz, DMSO) & 169.01, 143.14, 142.65, 128.58, 128.45,
128.36, 127.93, 127.39, 126.37, 125.91, 124.66, 121.83, 121.67, 37.76, 29.88, 29.42,
23.06. Anal. Elem. C, 64.66; H, 5.75; Cl, 11.23; N, 13.31; O, 5.07. IR. 3422.
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3-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucién de 7,13 g (0,05 moles) de 4-clorobenceno-1,2-diamina y 10,31 g (0,1 mol)
de acido 4-aminobutanoico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratdé con carbén activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un aceite de color café, 10,0327 g, con 57,5% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, toda la masa de 3-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-
il)propan-1-amina dihidrocloruro (10,0327 g) se disolvié en la minima cantidad de agua y
se llevo a pH 10 utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5
extracciones con acetato de etilo (50 ml cada una), se desecho la fase acuosa. La fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 6,38

g de 3-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de base libre.

Porcentaje de rendimiento = = 57.5%. Pto. Fus = 110.1. '"H NMR (400 MHz, DMSO) &
7.68 (s, 1H), 7.48 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.23 (dd, J = 7.5, 1.4 Hz, 2H), 6.76 (s, 2H), 2.68 (t, J
=7.7 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 1.94 (dq, J = 16.1, 7.9 Hz, 2H). "*C NMR (101 MHz,
DMSO) & 151.4, 140.3, 137.0, 129.2, 124.1, 116.6, 115.8, 41.6, 31.4, 26.3. Anal. ELem. C,
57.28; H, 5.77; Cl, 16.91; N, 20.04. IR. 3367.
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(R)-2-((3-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propil)Jamino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucion de 3-(6-cloro-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de base
libre (1 g) y 2-feniloxirano (0,57 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuago tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purifico por
cromatografia preparativa utilizando como fase mévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccién) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color mostaza claro, 0,1694 g con 10,8% de rendimiento.

% Rendimiento= 10,8%. Pto. Fus= 86,0. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.40 (s, 1H), 7.55
—7.49 (m, 1H), 7.48 — 7.43 (m, 1H), 7.38 — 7.27 (m, 5H), 7.13 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 4.95 (t, J
= 6.7 Hz, 2H), 3.48 — 3.22 (m, 2H), 2.92 — 2.83 (m, Hz, 2H), 2.70 — 2.62 (m, 2H), 1.92 (dd,
J = 12,6, 6.4 Hz, 2H). ®C NMR (101 MHz, DMSO) & 158.01, 145.66, 142.95, 142.33,
128.62, 128.42, 127.87, 127.71, 127.29, 126.37, 126.34, 125.85, 121.70, 57.65, 47.93,
31.15, 27.29, 24.07.Anal. Elem. C, 65.55; H, 6.11; Cl, 10.75; N, 12.74; O, 4.85. IR. 3483.
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2-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucién de 9,35 g (0,05 moles) de 4-bromobenceno-1,2-diamina y 8,9 g (0,1 mol) de
acido 3-aminopropanoico en &cido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratdé con carbén activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un sdlido cristalino blanco, 0,9669 g, con 5,3% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, 0,5 g de 2-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-
1-amina dihidrocloruro se disolvié en la minima cantidad de agua y se llevé a pH 10
utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones con
acetato de etilo (50 ml cada una), se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se secé
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 0,4215 g de 2-(6-

bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base libre.

% Rendimiento= 5,3%. Pto. Fus= 276,1. '"H NMR (400 MHz, D20) 6 7.86 —7.82 (m, J =
1.7 Hz, 1H), 7.59 — 7.51 (m, J = 7.5 Hz, 2H), 3.55 — 3.46 (m, 4H). *C NMR (101 MHz,
D20) & 149.62, 132.02, 130.13, 129.45, 118.79, 116.81, 115.29, 36.40, 24.51. Anal. Elem.
C, 45.02; H, 4.20; Br, 33.28; N, 17.50. IR. 3369.
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(R)-2-((2-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil)Jamino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucién de 2-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base
libre (0,4215 g) y 2-feniloxirano (0,21 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo
en agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguio
mediante el uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el
crudo de reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagé tres veces con hexano
(30 ml cada enjuague) y se disolvié en la minima cantidad de etanol. Se purificd por
cromatografia preparativa utilizando como fase mévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccién) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color café claro, 0,1346 g con 21,3% de rendimiento.

% Rendimiento = 21,3%. Pto.Fus= 153,1. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.68 (s, 1H),
7.77 — 7.59 (m, 7H), 7.40 — 7.19 (m, 1H), 5.65 — 5.21 (m, 2H), 4.68 (dd, J = 38.2, 32.2 Hz,
2H), 2.86 — 2.66 (M, 2H), 2.14 — 2.07 (m, 2H), 1.99 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) &
128.91, 128.80, 128.60, 128.40, 128.19, 128.02, 127.87, 127.40, 126.89, 126.63, 126.55,
126.47, 126.40, 40.39, 40.18, 39.97, 39.77. Anal. Elem. C, 56.68; H, 5.04; Br, 22.18; N,
11.66; O, 4.44. IR. 3515.
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3-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucion de 9,35 g (0,05 moles) de 4-bromobenceno-1,2-diamina y 10,3 g (0,1 mol)
de acido 4-aminobutanoico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratd con carbdn activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un sdlido de color café, 11,145 g, con 56,7% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, toda la masa de 3-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-
il)propan-1-amina dihidrocloruro se disolvié en la minima cantidad de agua y se llevo a pH
10 utilizando una solucién saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones
con acetato de etilo (50 ml cada una), se deseché la fase acuosa. La fase organica se
seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 5,714 g de 3-(6-

bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de base libre.

% Rendimiento = 56,7%. Pto. Fus. 109.1. "H NMR (400 MHz, DMSO) & 7.84 (s, 1H), 7.44
—7.35(m, 2H), 6.76 (s, 2H), 2.68 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 1.94 (dq, J =
16.1, 7.9 Hz, 2H), 1.17 — 1.14 (m, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO) 5 151.4. 137.9, 141.1,
126.2, 118.7, 117.5, 117.4, 41.6, 31.4, 26.3. Anal. Elem. C, 47.26; H, 4.76; Br, 31.44; N,
16.54. IR. 2287.
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(R)-2-((3-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propil)amino)-1-feniletan-1-ol.

Una soluciéon de 3-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de
base libre (1 g) y 2-feniloxirano (0,47 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo
en agitaciéon y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccién se siguid
mediante el uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el
crudo de reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagé tres veces con hexano
(30 ml cada enjuague) y se disolvié en la minima cantidad de etanol. Se purificd por
cromatografia preparativa utilizando como fase mévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccién) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un solido de color café oscuro, 0,3831 g con 26,1% de rendimiento.

% Rendimiento = 26,1%. Pto. Fus= 111,0. "H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.71 (d, J = 18.7
Hz, 2H), 8.08 (s, J = 26.1 Hz, 1H), 7.63 (t, J = 17.5 Hz, 2H), 7.40 — 7.34 (m, 2H), 7.31 —
7.21 (m, 4H), 5.85 — 5.76 (m, J = 4.5 Hz, 1H), 4.90 (s, 2H), 3.09 (dd, J = 12.7, 6.5 Hz, 2H),
2.51 (s, J = 9.4 Hz, 2H), 1.81 (s, 4H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 206.98, 169.66,
128.61, 128.06, 127.60, 127.49, 126.77, 126.41, 124.70, 123.46, 120.37, 113.51, 60.21,
45.97, 27.88, 23.07, 19.01. Anal. Elem. C, 57.76; H, 5.39; Br, 21.35; N, 11.23; O, 4.27. IR,
3460.

86



o
NH, H
- o \©i ~ \©:/>_\_ b
2 n —_—
NH, N NH,

2-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucién de 15,9 g (0,1 moles) de 4-metilbenceno-1,2-diamina y 13,4 g (0,15 mol) de
acido 3-aminopropanoico en &cido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratd con carbdn activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un solido cristalino blanco, 4,27 g, con 14,6% de rendimiento.

Para generar la base libre respectiva, un gramo de 2-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-
il)etan-1-amina dihidrocloruro se disolvio en la minima cantidad de agua y se llevd a pH 10
utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones con
acetato de etilo (50 ml cada una), se desech¢ la fase acuosa. La fase organica se secé
con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 0,7151 g de 2-(6-metil-

1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base libre.

% Rendimiento= 14,6%. Pto. Fus =269,1. "H NMR (400 MHz, D20) 5 7.53 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 7.46 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 4.69 (s, 3H), 3.59 — 3.54 (m, 2H), 3.50 (s, 2H).
3C NMR (101 MHz, D20) & 147.74, 137.31, 130.84, 128.59, 127.86, 113.20, 113.12,
36.52, 24.35, 20.67.Anal. Elem. C, 68.54; H, 7.48; N, 23.98. IR. 3255.
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(R)-2-((2-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etil)amino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucién de 2-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base
libre (1 g) y 2-feniloxirano (0,68 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagod tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purific6 por
cromatografia preparativa utilizando como fase mévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccién) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color blanco invierno, 0,3153 g con 18,8% de rendimiento.

% Rendimiento = 18,8%. Pto Fus= 141.1. "H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.13 (d, J = 31.7
Hz, 1H), 7.36 — 7.27 (m, 5H), 7.25 — 7.17 (m, 2H), 7.02 — 6.89 (m, 1H), 5.44 — 5.29 (m,
1H), 4.71 — 4.60 (m, 2H), 3.48 — 3.40 (m, 2H), 3.02 — 2.88 (m, 3H), 2.44 — 2.35 (m, 2H).
3C NMR (101 MHz, DMSO) & 144.41, 128.62, 128.58, 128.36, 127.89, 127.27, 127.19 ,
126.53, 126.56, 126.53, 126.47, 126.45, 126.37, 122.93, 71.42, 55.38, 31.15, 22.19,
21.57. Anal. Elem. C, 73.19; H, 7.17; N, 14.23; O, 5.42. IR. 3490.
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3-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucién de 12,2 g (0,1 moles) de 4-metilbenceno-1,2-diamina y 15,5 g (0,15 mol) de
acido 4-aminobutanoico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratdé con carbén activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un aceite de color café oscuro.

Para generar la base libre respectiva, toda la masa de 3-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-
il)propan-1-amina dihidrocloruro se disolvié en la minima cantidad de agua y se llevo a pH
10 utilizando una solucién saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones
con acetato de etilo (50 ml cada una), se deseché la fase acuosa. La fase organica se
seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 6,3029 g de 3-(6-
metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de base libre, con un 22,8%

de rendimiento.

% Rendimiento = 22.8%. Pto. fus = 111.0 ."H NMR (400 MHz, D20) & 7.52 — 7.47 (m, 2H),
7.08 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 2.68 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.60 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 2.40 — 2.33 (m,
3H), 1.94 (p, J = 7.9 Hz, 2H) 1.16 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, D20) & 160.49, 137.28,
135.73, 132.18, 124.20, 117.55, 113.76, 41.09, 27.62, 26.37, 21.20. Anal. Elem. C, 69.81;
H, 7.99; N, 22.20. IR. 3203.
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(R)-2-((3-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propil)amino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucion de 3-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina en su forma de base
libre (2 g) y 2-feniloxirano (1,27 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuago tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purific6 por
cromatografia preparativa utilizando como fase moévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccion) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un solido de color café claro, 0,8625 g con 26,4% de rendimiento.

% Rendimiento = 26,4%. Pto. Fus. = 180. 'H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.03 (s, 1H), 8.32
(s, 2H), 7.95 (s, 2H), 7.40 — 7.12 (m, 2H), 6.92 (s, 2H), 3.37 (s, 2H), 3.12 (dd, J = 12.9, 6.6
Hz, 2H), 2.78 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.51 (s, 2H), 2.10 — 2.06 (m, J = 4.2 Hz, 2H). *C NMR
(101 MHz, DMSO) & 169.60, 154.64, 123.43, 122.91, 123.03, 118.55, 118.31, 118.05,
113.67, 113.32, 111.16, 110.56, 110.11, 39.36, 38.68, 28.03, 26.56, 23.08, 21.69. Anal.
Elem. C, 73.76; H, 7.49; N, 13.58; O, 5.17. IR. 3347.

90



o NH, N
/\/\)]\ _na,
H,N OH + / % 2HCI
N
NH,
NH,

4-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucién de 12,2 g (0,1 moles) de 4-metilbenceno-1,2-diamina 'y 17,6 g (0,15 mol) de
acido 5-aminopentanoico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacién y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié6 mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratd con carbdn activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un aceite de color café oscuro.

Para generar la base libre respectiva, toda la masa de 4-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-
il)butan-1-amina dihidrocloruro se disolvié en la minima cantidad de agua y se llevo a pH
10 utilizando una solucién saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron 5 extracciones
con acetato de etilo (50 ml cada una), se deseché la fase acuosa. La fase organica se
seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 12,2931 de 4-(6-
metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina en su forma de base libre, con un 41,3% de

rendimiento.

% Rendimiento = 41.3%. Pto. Fus = 105.0. "H NMR (400 MHz, D20) & 7.51 (s, 1H), 7.48
(d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.08 (s, 2H), 6.73 (s, 2H), 2.68 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.61 (t, J = 8.0 Hz,
2H), 2.37 (s, 3H), 1.71 (dq, J = 15.7, 8.0 Hz, 2H), 1.56 (dq, J = 16.5, 8.1 Hz, 2H), 1.14 (s,
2H). 3C NMR (101 MHz, D20) & 160.49, 137.29, 135.73, 132.18, 124.21, 117.56, 113.76,
41.23, 31.86, 30.65, 22.16, 21.21. Anal. Elem. C, 70.90; H, 8.43; N, 20.67. IR. 3216.
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(R)-2-((4-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)butil)amino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucion de 4-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina en su forma de base
libre (1g) y 2-feniloxirano (0,59 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuagod tres veces con hexano (30 ml
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purific6 por
cromatografia preparativa utilizando como fase moévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccion) y se secod con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color café claro, 0,3043 g con 19% de rendimiento.

% Rendimiento= 19,0%. Pto. Fus = 161. '"H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.00 (s, 1H), 8.32
(s, 2H), 7.82 (s, 2H), 7.43 — 7.12 (m, 2H), 6.92 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.35 (s, 2H), 3.06 (dd, J
=12.9, 6.7 Hz, 3H), 2.77 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 2.51 (s, 2H), 1.73 (dd, J = 15.3, 7.6 Hz, 3H),
1.49 — 1.39 (m, 2H). ®*C NMR (101 MHz, DMSO) & 169.39, 154.32, 152.94, 151.66,
142.38, 135.27, 130.32, 122.78, 118.34, 117.95, 111.34, 111.06, 110.62, 40.61, 38.65,
29.24, 28.63, 25.51, 23.07, 21.38.Anal. Elem. C, 74.27; H, 7.79; N, 12.99; O, 4.95. IR.
3320.
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5-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2il)pentan-1-amina dihidrocloruro.

Una solucién de 12,2 g (0,1 moles) de 4-metilbenceno-1,2-diamina y 19,7 g (0,15 mol) de
acido 6-aminohexanoico en acido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en agitacion y
reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién se siguié mediante cromatografia de placa
fina durante el primer dia cada 2 horas y los dias posteriores cada 12 horas. El crudo de
reaccion se tratdé con carbén activo (dos veces) y se filtré al vacio con papel filtro. Se
obtuvo un aceite de color café oscuro.

Para generar la base libre respectiva, toda la masa de 5-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-
2il)pentan-1-amina dihidrocloruro se disolvié en la minima cantidad de agua y se llevé a
pH 10 utilizando una solucion saturada de hidréxido de sodio. Se realizaron 5
extracciones con acetato de etilo (50 ml cada una), se desecho la fase acuosa. La fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad, obteniendo 18,7
g de 5-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2il)pentan-1-amina en su forma de base libre, con un

58,6% de rendimiento.

% Rendimiento = 58,6%. Pto. Fus = 98.1. 1H NMR (400 MHz, D20) 6 7.52 - 7.46 (m, J =
12.0 Hz, 2H), 7.10 — 7.05 (m, 2H), 6.73 (s, 1H), 2.68 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.60 (t, J = 8.1 Hz,
2H), 2.37 (s, 3H), 1.71 (p, J = 8.0 Hz, 2H), 1.56 (p, J = 7.8 Hz, 2H), 1.33 (p, J = 8.2 Hz,
2H), 1.12 (s, 2H). 13C NMR (101 MHz, D20) & 160.49, 137.29, 135.73, 132.18, 124.21,
117.56, 113.76, 41.23, 32.42, 30.65, 27.07, 23.36, 21.21. Anal. Elem. C, 71.85; H, 8.81; N,
19.34. IR. 3223.
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(R)-2-((5-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2il)pentil)Jamino)-1-feniletan-1-ol.

Una solucién de 5-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2il)pentan-1-amina en su forma de base
libre (1g) y 2-feniloxirano (0,55 g, 1 equivalente) en acetonitrilo (50ml) se mantuvo en
agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de la reaccion se siguié mediante el
uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45 y 60 minutos, evaporando el crudo de
reaccion hasta sequedad. El sélido resultante se enjuago tres veces con hexano (30 mi
cada enjuague) y se disolvi6 en la minima cantidad de etanol. Se purifico por
cromatografia preparativa utilizando como fase mévil acetato de etilo:etanol = 5:1. Se
obtuvo el producto de la silica extrayendo tres veces con acetona (100 ml cada
extraccién) y se secd con cloruro de calcio. El disolvente se evaporo a sequedad

obteniéndose un sélido de color café claro, 0,3229 g con 20,8% de rendimiento.

% Rendimiento = 20,8%. Pto. Fus= 116. 1H NMR (400 MHz, CDCI3) & 7.45 — 7.29 (m,
5H), 7.23 (s, 3H), 3.92 (dd, J = 11.9, 8.3 Hz, 3H), 3.83 — 3.68 (m, 2H), 3.68 — 3.50 (m, 2H),
2.80 — 2.56 (m, 3H), 2.53 — 2.30 (m, 2H), 1.72 — 1.38 (m, 3H), 1.23 (s, 2H). 13C NMR (101
MHz, CDCI3) 5 134.72, 128.82, 128.76, 128.66, 128.46, 127.97, 127.68, 127.55, 127.45,
127.29, 126.12, 125.87, 124.89, 77.35, 77.03, 76.71, 67.93, 64.42, 50.34, 32.26, 27.29.
Anal. Elem. C, 74.74; H, 8.06; N, 12.45; O, 4.74. IR. 3422.
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(¢4.J=5929Hz 2H). 321 (. J= 66 Hz 1K), 3 12(dd. J= 129, 6 6Fz, 1H) 289-275 @@, J=7.5

H 1H. 2516 16) s
N,
NN AN Y

T
| h

!\./l F(ﬁ)
(R)-2-((3-(1H-benzo[d]imidazol -2-il )propil )Jamino)-1-feniletan-1-ol 3.12

A(m)|[B(cd) [i(j C{m)
7.44 7.10 3.21 2.82 || 251

e

G(m)
7.30

8E+07

H6E+07

HE+07

F2E+07

F-2E+07

G Recabarren-R4BL
~3E+08
A(m)|{G(m) B(dd)
744 7.30 710 o606
“ ~1E+08
—o
T T T T T T T
7.6 75 74 73 72 71 70
f1 (ppm)
L_.,\ A . A o~ \A\Q-lu
T T T T T T T T v T T v T T T T
80 75 7.0 6.5 60 55 50 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5
f1 (ppm)
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G.Recabarren-R4BL ;
ECNMR (101 MHz DMSO) & 18961 (3). 16666(s). 155.56 (s). 155.12(s). 12927 - 127.61 (=m).
12638-126.30(z). 12468 124.59(x). 12150 (3). 5042(3). 38 66(5). 31.14(5). 2308 (3). 1866 (s).
18
N, e
¢ v/
P L N N N
Py = R
s \‘/l
(R)-2-((3-(1H-benzo [d]imidazol -2-il) propil)amino)-1-feniletan-1-ol 36407
H(m)
12464
B(s) l D(s) ‘ F(m) M| [2E07
166.66 15556 128.44 18.66
P(s) C(s)l E(s) 1) () }t«ﬂ )
169.61 155.12 121.50| 5042 .661131.14 | | 23.08 E+07
L] » =ut —_— ¥ L =
G(m)
126.34
~2E+07
+F1E+07
+SE+06
T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 %0 70 60 50 40 30 20
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8

&

Jame Mella
Jame Mdla
NS
D20
'HNMR(400MHz D:0) 6 771 766 (m 3H), 753 - 748 é, 3H) 288(.J=63 Hz 31, 231(L.J
=72Hz 3(H). 156- 1 15(= 236D
N
R
LA
1 ]
"_“M'l:
4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina dihidrodoruro
F(m)
7.50
A(m) E(«) Eﬂ E Pﬁ
7.68 298 2431
H R Mells = = 4 K
Jame Mella
NS
Do
A(m) F(m) P
768 7.50

25

20

15

-5

8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0



T

RERE

H6E+07

F4E+07

-2E+07

~-2E+07

f1 (ppm)

T e HNMR(0OME: DO T8 (¢4 J=75, 53 B IH), 746(¢4,J= 60,31 K. T, 7.42- T (m
o 3H), 406(¢d. J= 85,42 Hz, IH), 323(t.J = 108 Hz 1H), 316-2900(m, 1H), 202 (¢ J=75 E,
o 1H), 151 136(a. 1), 135- 125 (a0 1)
E(m) G(m) I(m)
737 308 131
8(&) _ B FORE )
746 am 4.96 3.23|[ 292 144
d=l ' N =] /‘\ i
A(dd) '\ _ / 20 ] II
7.62 1p=—1s u
\NM"'\',/”\’3/''\NH/’\Z/'\’/Y
22 " ‘
OH
(R)-2-((4-(1H-ben2o [d]imidazol -2-il)butil)Jamino)-1-feniletan-1-ol
._.._______~J U A ,./\_ﬂ A
LT
8za
85 8.0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
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7
£f

'HNNIJLAWMHZ D0)5760(¢4.J=6031 He IH). 748(¢d. J=6L3 1K IH) 300 ¢ J=76
Hz, 1H).2 90(t.J=74Hz 1H). 191 - 177 (= 1H) 166 - 180 . IH). 1.45- 136(z. 1H).

7\
N/

—n
3

)
\NH""\ AN N AN
" 2 T4 2

5-(1H-benzo[d]imidazol - 2-l)pentan-1-amina dihidrodoruro

B (¢d) lD(t)l G(m)
743 2.90 163

A E(:) E(m| [F(m)
760 309 1.84 139
HH [ —H

8

g

8

110




Jaime Mella HNMR(400MHz DMSO) 5 1222 65, 1), 7.49- 7.16(=. 15H). 5.11 (s, 1K), 4 60(¢d. J=7.7.49
R6 BL Hz 1H),352-319(x SH). 284-265 (m SH). 22 - 254 o, 3H) 185~ 155(, 5. 148-1.12
DMSO @. 5
(r—tp J
LN, |
Iy PN
II/'\,]/’\,/,'?“-_Q/"\”/"\_,/"\g/
s\ /u ’(l Jr
(R)-2-((5-(1H -bmzo[d]inidazol-ul)pmﬁ)amino)-l-failetai-E 1

D(s) G(m) I(m)
511 287 1.29
A(s) B(m) C(dd) E(m) || F(m) H(m)
12.2 7 4560 3.4 || 275 170
 S— - o - —_——
Espectros Karen totales 600
Jame Mella T
R6 BL . +~500
DMSO g 4
~400
m) -300
+200
~100
A -0
8:0 7:8 ;'f(w’s'4 7:2 7'0
A
™
88=
=R

r~rrrrr sr&s- - ’TrrTrrrserrrrrrrrrrrrrrrrTrTrrTrTrrrrrrrrUrrrrrrrrrrrrrrrrrTrro T T
130 125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.(}1(6.5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
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G.Recabarren-N3Q

'HNMR(400MHz D.0) 6 770 (s, IH). 782(4. J=88 Hz 1H), 746(d. J=88Hz. 1H). 356 (¢g. J=
119,598 6H) .
a : NH J—NH; L
:\‘"/ \‘I/’/—u/ - a 1E+08
. 7
N N f /‘ F1EH08 | 1Er08
2-(6-coro- 1H-benzo[d]imidazol -2-il )etan- 1-amina dihidrodoruro ~
~9E+07
+SEH07
J -8E+07
- +0
T — T T ~7E+07
37 36 3.5 34 33
| f1 (ppm)
Dfiéa) H6E+07
56
+SE+07
+4E+07
-3E+07
~2E+07
k F1E+07

N o

888 s

sa= < ~1E+07

T T v T T v T T T v T L T T Al T T T v T
85 8.0 75 7.0 6.5 60 5.5 5.0 45 4.0 35 30 25 20 1.5 1.0
f1 (ppm)
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G.Recabarren-N3Q

HCNMR (101 MEz D:0) 5 4968 (5), 13149(s). 131.43(s). 12956 (s). 126 80(s). 11501 s 11374
(). 3635(s). 4. 5(s).

NN T
[

NN

2-(6-cloro- 1H-benzo [d]imidazol-2-il)etan-1-amina dihidrodoruro

H() 1(s)
3839 2449
4 [

T T T

T

T

T

T

T Y

' LIRS B B SN A SN A BN B
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 S0

f1 (ppm)
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G.Recabarren-R3Q
'HNMR(400MHz DMSO) 5 1267(s. 1H). 8.12(s. 1H). 755- 742(2. J=82Hz 11H). 7.39- 726
(=,21H) 725 - 720(2. 4. 7.13(t. J=7.7Hz 6H), 5.67 - 538 (m. ZH) 4 - 466 &@. 3H). 2.08(¢.
J=37Hz 1H). 180(s.4H).
a .// lo—n N,
22 \ -
=13 n I "
NN NS, Y,
. A l
OH

(R)-2-((2-(6-dloro-1H-benzo[d]imidazol-2-l)etl)aminc)-1-feniletan-1-ol

7.8

As)
1267
— W
G Recabarren-R3Q
C(m)
7.49
]
7.6 7.5
]

ﬂ
80

Ll

T T T T v

T v T v T v T v T T T T
130 125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0
f1 (ppm)

LS S B S S S B S S S S S S
65 60 55 50 45 40 35 30

T

20

T

15 1.0

114
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G.Recabarren-R3Q

BCNAR (101 MHz, DMSO) 5 170 - 16201 (), 14318- 143 14(z) 14265 141.30(z), 12858
(s). 128.45(s). 12836 - 12831 (z). 12793 (s), 127.39(s). 126.37(s). 12598 - 125,61 (). 1466 —
124 50 (). 12183 - 12176 (=), 12173 - 2167 (). 37.76- 37.56(=). 2088 - DR (). 0.42—

231(=). 3.06(6). )
a ’/ \\"\N ./=\¢
*N=d W Il
2013
M NN,
‘e

(R)-2-((2-(6-doro-1H-benzo[d]imidazol -2-l)etl)aminc)- 1-feniletan- 1-ol

Recabarren-R3Q
s -2E+07

F2E+07

F1E+07

{

130 128 126 124 122 120
f1 (ppm)

-1E+06

~-2E+06
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g8 3 ® 2535 iz gl
TTT T e w WEV ¥
" | /._.,\
NN —k
: \
3 -
3-(6-dloro- 1H-benzo[d]imidazol -2-il)propan-1-amina dihidrodoruro
-0.04
-0.03
-0.02
+0.01
-0.00
78 76 74 72 70 68 66
f1 (ppm)
LA
T T v T v T T T T v T v T T T T v T T T T T
85 8.0 75 7.0 65 60 5.5 5.0 40 35 3.0 2.5 20 15 10 0.5

+0.085

+0.080

+0.075

+0.070

+0.065

+0.060

+0.055

+0.050

+0.045

+0.040

+0.035

+0.030

+0.025

+0.020

+0.015

+0.010

+0.005

+0.000

+-0.005
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G.Recabarren-R4Q

H NMR(400MHz DMSO) 5 1240 (5. 1H). 7.55- 7.49(x. J= 79 Hz 2H), 748-7.43(m. J=84 Hz

SHz

[— ). 738-727(x 16, 713(¢. J=7.1 Hz. ZH) 495 ¢. J=67 Hz 1H), 348-322(m J=§
// 1H).2902-28(n J=76Hz £).20-2Q(= 5H. 192(¢d.J=12.6 64Hz. 5H)
oH N s
: ! NH e ¥ — =
il/ \i/ Nz, N, \::H
’\ /l
. / I{
(R)-Z-((3-(6-doro-lH-benzo[d]imidazol-z-i)propi)amino)-hférll'etm-l-ol . 1% //
E(d)
713
C(m) H(m)
7.46 2.87
A(s) B (m) sl [im) b
1240 752 455 335 | |2 1.2
— T et =1 [ mz] =}
G Recabarren-R4Qd D(m)
C(m) 11!
—|-746 | — —— =  L4E+08
B(m D(m) E(d) -3E+08
7.52 7.2 713
— i ~2E+08
~1E+08
-0
T §| = L 'l T :|
76 75 74 73 72 71
f1 (ppm)
P i — |77
2EER 8 8 RS
A ] - ~N o~
T T T T v T v T v T T T T T T T v LS v T v T v T T T T T T v T v T v T
125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 7'°f1( pgzr) 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 O
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~SE+07
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G.Recabarren-R4Q
5CNAMR (101 MHz, DMSO) 5 15801 - 157.03 (m), 145,66 144.61 (z), 14265 (s). 142.54- 14233 L3E+07
(@), 128 @(s). 12842 ), 127.87- 127.81 (@) 12771 (s), 127.32- 12729 (). 126.37(s). 12634 5,
12580~ 125.85(=) 12170~ 121.66(=). 57.65 () 47.93 (). 3115(s), 27.29- 25.94(=). 2407 (5)

F3E+07

7N\
o I AR

F2E+07
! ~ n 137—13

,"/\l/-\:/gﬂ,:/ LN\ F2E+07

t L]

N A F2E+07

(R)-2-((3-(6-doro-1H-benzo[d]imidazol -2l )propil)Jamino)-1-feniletan-1-ol L-2E+07

F2E+07

H1E+07

FE+07

F1E+07

170 160 150 140 130 120 110 100
f1 (ppm)
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Espectros Karen totales
Jame Mella . - - -
N3E Corhidrato HNMR(400 MHz D:0) 6 786 - 78 &@.J=1.7Hz. 1K) 7.5 - 751 (@.J=7.5Hz. 2H) 355- 346
D20 (=. 6D
B~ -NH —NH:
Ny R e
I =
™~ /’\N/
. 2 - —_—
2-(6-brom o- 1H-benzo[d]imidazol -2-il)etan- 1-amina dihidrodoruro
Espectros Karen totales
Jaime Mella ~1000
N38 Corhidrato | p (¢
D020 r.és
——
~500
Espectros Karen totales B(m)
Jame Mela 755
N3Br Corhidrato e ~300
D20 ——
-0
~200 =
1.2 11 1.0 0.9 0.8
~100 f1 (ppm)
" <—lo
~
762 760 7.58 756 754 752 750
f1 (ppm)
J L
T oA Ll o
8 = B 3
- -~ ] -
T v T T T v T T T v T v T T v T LS T T
85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 4.5 35 3.0 25 20 1.5 1.0
f1 (ppm)
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G.Recabarren-N38&

SCNMR(101MHz D:0) § 149.82(s). 13202 (s). 130.13(s). 12945 ). 118 (s). 11681 - 11677

@), 115.29(s). 36.90(5). 2451 ()

Br. 9. —
‘3\T|/ \i/gﬂ‘ /“ NH2
—10
/1 1
7\5/3\"
2

2-(6-bromo-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina dihidrocloruro

F-SEH7

T
120

v T
110 100

120



G.Recabarren-R3BM

TH NAR (400 Mz, DNISO) 5 1268 (s, 1H), 7.77- 759 (. 7H), 740 719 (m, 5TH), 565 - 521 (=,
8H), 468 (44, J=382 32 2Fk, 7H), 285- 2 65(z. 16, 214-207(=, ). 1 99(s.3H).

:

P11

:

-—
/7 N\ .
Br—13 4 N f
= \_/ N | |'
n=—13 "
\NH’ NN /2\./1\./1' |
e 3 l
o J /
b { /'
(R)-2-{(2-(6-bromo - 1H-benzo[d] imidazol -2-l)etil)amino)-1-feniletan-1-ol S ot
C(m) H(m)
731 209
A(s) B(m) D(m)| |E(dd) F(m}| (G(s)
12,68 771 547 | | 468 272|199
i =0 | ] —_ — HH
G.Recabarren-R3BM -8E+06
AtS -6E+06
12.68
— -4E+06
M.zm
2 [0
128 127 126 125
1 (ppm) \Uu
U
. & i | = N T [
= 8 R ® ] & 88
s |8 ] = ~ so
Al T v T Ll T . T Al T v T T T v T T T v T L T A T T T v T T T A T L
130 125 120 115 1.0 105 100 95 90 85 80 75 ﬁ7(.gpm) 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
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+0.070

+0.065

+0.060

+0.055

+0.050

+0.045

+0.040

+-0.035

+0.025

+0.020

+0.015

+0.010

+0.005

+0.000

+-0.005

L g f533 2z
1 ¥ I NP Y
N '\./5‘“ *H NMR (500 MHz Chioroform) 5 7.84 (s, 1H). 7 44— 735 (. 2H). §76(s. 1H). 28 ¢ J=77Hz
I | /—~= 2H).259(t J=81Hz. 7). 1 84(dg. J = 161, 79Hz 2H). 117 - 114 (= )
NN \.._.,
z \
NH,
3
3-(6-bromo-1H-benzo [d]imidazol-2-il)propan-1-amina dihidrodoruro
A@)| |B(m) q(s) F(dq) Gfm)
7.84 740 4% - aE 004 1.94 15
H o g - i~ HH
2 22
| ! 003
-0.02
001
-0.00
78 76 74 72 70 68
1 (ppm)
L 1 Jill L
T T v T v T T T T T v T T T T T
7.5 7.0 65 60 55 5.0 4.5 4.0 35 30 25 2.0 1.5

122



G.Recabarren-R4Br
HNMR @00MHz DMSO) 6 1271 (¢,J= 18 7Hz, IH) 808 (. J=261Hz, 1H). 78 (t J=175 Kz,
TH), 7.40-7.34(m. 40, 731-721(=m 5H). 585- 576 (m.J= 45Hz 1H). 490 (s, IH) 309 @4, J= L6E+07
127,65 Hz 3).251(s.J = 94 Hz 7H). 181 (s.3H).
e -6E+07
r4\=%
ik NN/ = 6E+07
\i=,
NH ¢ e /)
r/'\l/:\:/n ‘:'/ 5\“/ '\NH
f | - / -SE+07
/ N f / /
(R)-2-((3-(6-brom o- 1H-benzo [d]imidazol -2-il ) propil) amino)-1-feniletan-1-ol H4E+07
H4E+07
A@) 8(s)|[c F(m) 34| [He)] | [1hs)]
7.63 5.80 309 | | 251 81 |[4E+07
=] 4 H B
726 ~3E+07
-2E+07
-2E+07
2E+07
HE+07
U
M A 1o
" Tk e T T
g g 8RS 8 g - SE+06
v T T v T T v T T v T T v T T v T T T T v T T v T T T T T T v
125 120 115 110 105 100 95 90 85 &0 7&( m7§o 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
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G.Recabarren-N3DAT

HNMR(400 MG D:0) 5 753 (@, J=84 Hz 1H). 7.46(s, 1H). 733(4.J=8 SHz. IH) 465(s. ).

3.5-354(x IH).350(s. 1K)

'\./ \N \"—NH-.
2 2z
2-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan- 1-amina dihidrodoruro |

F(s)

3.50
4.69 356
- -

m ﬂ ~SE+07
3 [0

nlr—

7.60 7.0 7.40 7.30
f1 (ppm) J
.
- 5

l.ﬂ\{
1B
o7+

"
8
s

oA

:

:

:

-SE+07

™7 T T T T T T

T T T T T T T T T AN S S S S S S S S S S B S S S S S m
86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 6.0 5.&(55 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26
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G Recabarren-N3DAT

H6E+07

HE+07

+2E+07

H-2E+07

30 NMR(101 MHz D.0) & 147 74(s). 13731 (s) 13084(s). 128.59(s). 127.86 (s). 113.20(s). 11312
(s). 3652(s), 2435 () 2067(s).
H’S\./’\/TH
I ==
9\./3\':// \—NH:
12
2-(6-metil-1H-benzo[d]imidazo|-2-l)etan- 1-amina dihidrocoruro
T T v T T T v T T T T v T T T T T LS v T T T T T v LS T T v T T
145 135 115 105 95 9 8 8 75 70 65 60 55 S0 45 40 35 30 X 20 15 10
f1 (ppm)
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G Recabarren-R3DAT F3E+08
*HNMR @00MHz DMSO) § 1213 (¢, J=31.7He, IH), 736-727(=. 180} 725- 717 . 5.
702- 650 f. J= S0H:z, TH) 544 - 529(m, 7H). 4.71 - 4.80 (= TH), 3433 40(= 2H). 302- 188 L 3E+08
(&) 244-235 . )
sgir -3E+08
/ (
'-sc—'i/ --\N ‘/’\'
=\ > I I 2E+08
= |"2 AL 2 1\ T l ]
NN IN TN Y,
e t‘H l : ‘ |'( p ‘/ 2
- OH I /S / /1 serce
(R)-2-((2-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol - 2-il )etil)amino)-1-feniletan-1-ol
-2E+08
C(m) -2E+08
7.2
A(d) 8(m) E(m) F(m)] G(g) H(m) l(m)| HE+08
1213 730 5.3 4.66 3 293 | | 2.41
— Recabarren-R3DAT = Lo L) la ml H
n D(m) F1E+08
-3E+06 695
HE+08
2E+06
-SE+07
-1E+06
H6E+07
1 -
5 0 4E+07
12.25 12,15 12,05
f1 (ppm) U F2E+07
S, VY | N J N VW) Y
Lo R T b in '_r: m Ly
8 382 52 § 2 & mw
T T v T v T LS T T v T v T T LS T T v T v T T T T v T T T
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 &5 60 55 50 45 40 35 30 25 20
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=z £ = gega¥ys gE2 38
e I CEEEE R 2 o
\/ | I NV N Y Y
H0.11
HEN, N N
[ | i\ 0.10
'\./’\24 _,\
+0.0%
NH; -0.09
3-(6-metil-1H-benzo[d]imidazol -2-il )propan- 1-amina dihidrocdoruro
+0.08
T Ll T Ll Ll L] Ll o -°t°7
2.6 24 22
f1 (ppm)
A(m)| [B(d)| |C(3) F(p) G(s)|  0.08
7.49 7.08 | |6.73 1.94 116
— = I H
005 +0.05
~0.04
~0.04
~0.03
002 H0.03
M -0.01 002
+0.00
e T T T T T ~0.01
725 74 73 72 71 70 69 68 67
f1 (ppm)
! \ —10.00
~0.01
T T LS T T T T T T T [ 4 T LS T
7.5 70 65 6.0 5.5 5.0 4.5 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 (ppm)
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G.Recabarren-R4DAT
*HNMR (400 MHz DNSO) 6§ 1203 (. 1H), 8325, 1K), 795 (5. 1H). 740 - 712 ez, ) 692(s. -1E+08
1H),337(s. 1H). 312 ¢, J=129, 66 Hz 7). 2 78(t.J=7.6Hz. 2H). 251 . 1H). 210- 206 (= J
=42H: 1H)  1Ev08
7\
OH N FTS -1E+08
v W =
-\ 2 ;{H‘ *© w7
]l/ \]/ N, oE N NE [ 1£vo
!\‘/l
H9E+07
(R)-2-((3-(6-m etil-1H-benzo[d]imidazol -2-il)propil )Jamino)-1-feniletan-1-ol
-SE+07
E(m) Gfdd) ] | 1( L
728 Ju z;ﬂ 7E07
A(s] D(s F(s t J
ufo)s 6.(92) 3.(3; ng @ 6E+07
N—] L S | =) H L
-SE+07
~4E+07
-3E+07
-2E+07
J -1E+07
___A L\J {NJ L0
H-1E+07

T T rrv,..  rr . regJ1rr{..-r,evzekere vt rr——7%

T v v T T T T v v T T T v
125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 7.& ( n:n) 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
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4 % 9 % % 2 8 8 5 % 8 % 3 gy 3 8 §
L. .2 .°.?.°?.2?.9?.?.2?.2.2.°.9?.92.9. .1
et 9%t
P
gt 9%t
1 —
aw_:HNV
Ok e
o
5
5
B
o2
3.5
- T
" § §8388358
| ) _ ©
e m v
=1
1 2 a
Zo Nz, &
\ K] a
Y — .@ ~
..\\ //. g — T
\_/ & n8
8 2 =
b3 £ X
m —
% 2
£
© @
L
ot wo—
[l sz — L
Wi~ L —
[slse

T T T T
4.0 35 3.0 25 2.0 15 10 05

f1 (ppm)

45
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*H NMR (400 MHz DMSO) 5 1200(s. 16, 8.32(s. 1K), 782(s. 1H). 743 - 712 . 3H) 692(d. J=
8. 1Hz 1H), 335 (s, . 306(dd.J =129, §7Hz 3H). 277(t.J="75 Hz. 3. 2 51 (s, 1K), 1 3(&4.
J=153,76 Hz 3H), 149- 139(z 3H).
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(R)-2-((4-(6-m etil-1H-benzo[d]imidazol -2l )bu til )amino)-1-feniletan-1-ol
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