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RESUMEN

En el presente trabajo reportamos la sintesis de nuevos derivados heteociclicos
con potencial afinidad beta-3 adrenérgica humana. Los compuestos fueron
disefiados en base a nuestros estudios previos de modelacion computacional y
fueron sintetizados por medio de reacciones clasicas de condensacion
obteniendo asi benzimidazoles intermediarios los cuales se hicieron reaccionar
con R-Oxido de estireno para generar los productos finales.

El compuesto de mayor lipofilia fue evaluado en estudios de termogénesis en
ratas, hallandose resultados estadisticamente significativos de quema de grasa
visceral.

Finalmente proponemos en base a calculos computaciones posibles puntos de
modificacién estructural con miras a sintetizar futuros compuestos promisorio






l. INTRODUCCION

Los receptores adrenérgicos son parte de la familia de receptores acoplados a
proteina G (GPCR), estos poseen siete dominios transmembrana (7TMD), los
cuales son activados por doscatecolaminas enddgenas:la adrenalinay la

noradrenalina(Figura 1).

OH |, OH
H N HO NH
0] ~CH, 2
HO HO
Figura 1: Diferentes catecolaminas: Adrenalina (izquierda), Noradrenalina
(derecha)

En 1948 Ahlquist logré clasificar los adrenoreceptoresfarmacolégicamente

utilizando aminas sintéticas, como la isoprenalina(Figura 2),en dos subtipos

OH
Ho:©/wa/
HO

Figura 2.Isoprenalina

principales: a'y Bl.

Los receptores a-adrenérgicos (a-AR) medianprincipalmente funciones
excitatorias. Fueron diferenciados en a; y a, Por otra parte, los receptores [3-
adrenérgicos (B-AR) median la funcién inhibitoria y una Unica funcion
excitatoria, la funcion cardiaca. LosB-AR fueron clasificados a mediados de
1967 por Lands, conociéndose los B1-ARs, los cuales predominan en el tejido
del corazén y los B2-ARs, se encuentran distribuidos principalmente en los
pulmones donde ayudan a la relajacion de la musculatura lisa bronquialz.

El descubrimiento de receptores B:-ARy B»-AR hacontribuido al disefio de

farmacos selectivos para el tratamiento del asma y la hipertension. Arch, J. R.



. . ;. 3
S. et al. (1980) descubrieron un nuevo subtipo de receptor B-adrenérgico”,
llamado B3-AR el que fue encontrado en varias especies como bovinos, ratas y
ratones e incluido el hombre. Este se expresa en varios tejidos como el

corazon, el tejido adiposo, la vejigay el colon”.

Debido a su alta distribucion, el Bs3-AR ha sido un blanco de estudio para el
tratamiento de varias patologias como la obesidad, la diabetes tipo Il, caquexia,
vejiga hiperactiva (OAB), ansiedad y desordenes depresivos; impulsado al
disefio de varios farmacos agonistas (B3-AR para diversos tratamientos de
enfermedades. En casos de obesidad,los agonistas B3-AR producen pérdida de
peso en animales obesos sin disminuir la ingesta de alimentos®,ademéas en
modelos de roedores con diabetes tipo 2 han ejercidos potentes efectos
antidiabéticosﬁ, en casos cronicos han reducido la hiperglucemia,
hiperinsulinemia e hiperlipidemia’. En el cerebro de roedores, el agonista B3-AR
SR58611A, Amigebron (figura 3) muestra un perfil antidepresivo®, sin efectos
secundarios como la taquicardia o alteracién de la actividad locomotor®, sin
embargo, en Julio del 2008, fue descontinuado su uso en Chile, Australia y en
Sudafrica cuando estaba en estudios clinicos de fase lll, debido a sus efectos

adversos, entre ellos el trastorno de ansiedad generalizado.

OH H (0]
Cl N, (0]
\O/k/ 'faO@/ \)J\o/\

Figura 3:Amibegron

Para la obtencion de agonistas y antagonistas farmacol6gicamente activos, se
han llevado muchos esfuerzos sintéticos, siendo el Mirabebron(YM-
18)(figurad), el unico farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento de la

vejiga hiperactiva (OAB).
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Figura 4: Mirabegron

En agosto de 2015, la FDA plante6 precauciones con su uso, debido a los
casos reportados con angioedema en las vias respiratorias superiores, incluso
después de la administracion de la primera dosis. De igual forma, la Agencia
Reguladora de Medicamentos y Productos Sanitarios (MHRA) del Reino Unido
en octubre de 2015 alert6 el riesgo de hipertensibn grave y eventos
cerebrovasculares y cardiacos asociados. Lo que ha planteado dudas sobre la
continuidad futura de Mirabegron en el mercado.

A principios de este afio una nueva molécula fue reportada por Merck, el

Vibegron (figura 5),un potente y selectivo agonista B5-AR humano®.

OH

ZT

\\'Il:;

(@)
> @)
P
Zz 7

Figura 5: Vibegron

Estas evidencias, hacen esencial la elaboracion de modelos de relacion
estructura-actividad que puedan proporcionar informacion util para el disefio de
nuevos compuestos con afinidad y selectividad para el B3-AR, asimismo, que

provoquen menos efectos secundarios.
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1. Caracteristicas del receptor B3-AR

El receptor B3-AR pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina G
(GPCR) estos poseen siete dominios transmembrana (7TMD), esta compuesto
por 408 aminoacidos y el gen que lo codifica en humanos se encuentra en el
cromosoma 8pl2-pl1.2.Fue clonado por Emorine L. y sus colaboradores en
1989°; desde entonces el gen ha sido clonado en ratas, ratones, bovinos,
monos, perros®ovejas y cabras’. En la figura 6, se puede observar que la
region N-terminal de estos receptores es extracelular y esté glicosilada, lo que
significa que el nitrdgeno del aminoacido se encuentra enlazado a un
polisacéarido, mientras que el extremo C-terminal es intracelular y en el caso del
receptor B3 no posee ningun sitio que pueda ser fosforilado por una enzima
kinasa tipo A (PKA) o receptores kinasa beta (B-ARK), sitio que se encuentra en
los receptores B1 Y Ba.

Los dominios de transmembrana TM3, TM4, TM5 y TM6 son esenciales para la
unién del ligando, mientras que los dominios TM2 y TM7 estan involucrados en
la activacion de la proteina G 8. El puente de disulfuro entre Cys110 en el
segundo bucle y Cys189 en el tercer bucle extracelular es esencial para la
union del ligando y la actividad del receptor. El residuo de Cys361 en el cuarto
dominio intracelular est4d palmitoilado, es decir, se encuentra unido
covalentemente a un acido palmitico. La palmitoilacion ha mostrado mediar la
estimulacion de la adenilato 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 conformacion activa para el acoplamiento de proteina G°.En la figura 6, se
indica el sitio de la mutacién natural de Trp a Arg en la posicion 64. Este
polimorfismo ha sido ampliamente estudiado por su impacto en el desarrollo de

la obesidad, diabetes tipo 2 y trastornos relacionados.
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Poliformismo
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COOH

Figura 6:Modelo de la estructura primaria del receptor (3s.

2. Alcances terapéuticos del receptor B3-adrenérgico

Debido a la alta distribucibnen nuestro organismoy a la regulacion de varias
funciones fisiolégicasque cumplen los B3-ARsen diferentes tejidos, ha sido de
gran importancia el disefio de nuevos farmacos para el tratamiento de
patologias que afectan a distintos tejidos (figura 7), siendo el tejido adiposo

donde se expresa mayoritariamente.
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Sistema Nervioso
-Cerebro

Sistema Cardiovascular
-corazén

-Tejido adiposo Sistema Digestivo
__-Colén -Intestino Delgado
-Visicula biliar -Estémago

-Tracto intestinal

Sistema Muscular
-Musculo esquelético

i Sistema urinario

-y B .
Sistema Reproductivo 1“& "N ANiteres

-Préstata -Miometrio \

Figura 7: Distribucion de los receptores B3-ARen diferentes tejidos.

2.1 Receptores Bzen el cerebro

En un principio los estudios clasicos no detectaron la presencia de (3-ARs en el
cerebro, luego con el uso de la técnica de RT-PCR se detectd la existencia de
Bs-AR en ARNmM en regiones discretas del cerebro humano y de rata,
incluyendo zonas como el hipocampo, la amigdala, la corteza cerebral y el
hipotalamo °®| dichas zonas estan involucradas en el pensamiento humano y

el posible desarrollo de episodios depresivos del trastorno bipolar.

Debido a que la depresion y la ansiedad han sido uno de los trastornos mas
prevalente en la poblacion mundial segun la organizacibn mundial de la
salud(OMS), es de suma importancia el desarrollo de alternativas de farmacos
agonistas a 3 que no presenten efectos secundarios, tal como es el caso de
SR58611A (Amibegron), cuyo perfil farmacologico demostré que el agonista no
indujo la sedacién, miorelajacién, alteracion de suefio/vigilia o deterioro de la

memoria, en comparacién con el diazepam, un ansiolitico clasico®.
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2.2 Receptores 33 en el miocardio

En los miocitos auriculares humanos, la activacion de los Bs-ARs produce la
fosforilacién de los canales de calcio de tipo L y el aumento del flujo de calcio a
través de la membrana®. Los receptores Bs tienen una accién ionotrépica
negativa en los musculos ventriculares humanos, la cual esta mediada por la
activacion de las proteinas inhibitorias Gi**. La estimulacion de dichas proteinas
no parecia causar la inhibicion de la adenilato ciclasa sino una activacion de la
via del oxido nitrico (NO), mediante la activacion de la NO sintasa endotelial
(eNOS). De este modo, NO produce un aumento de guanosina monofosfato
ciclica intracelular (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, estimulada a través de la via de AMPc. (Figura 8). En el
ventriculo humano, en caso de insuficiencia cardiaca, se produjo un aumento

de 2 a 3 veces en la cantidad normal de receptores B3

Bs-AR

Gio  eNOS
No ¥ | e
F 8%
GTP GMPc

-\ Ca2+

ﬁ B Canal de Ca**

de tipo-L

Figura 8:Via de sefalizacion de B3-AR en cardiomiocitos.33-AR: Bs-
adrenoceptor; Ca**: calcio; cGMP: guanosina monofosfato ciclico; eNOS: 6xido
nitrico sintasa endotelial; Gij: proteina Gio; GTP: trifosfato de guanosina; GC:
guanilil ciclasa; NO: oxido nitrico; +: Estimulacion; -: inhibicion.
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2.3 Receptores B3 en los vasos sanguineos

En diferentes modelos experimentalesse confirmé la presencia de $3-AR en el
sistema vascular, este es un mediador importante de la vasodilatacién, debido a
gue su estimulacidn conduce a una relajacion del muasculo liso vascular,
controlando asf la distribucion del flujo sanguineo en diferentes érganos *°. En
caninos, se estudi6 la accion de agonistas B3-AR en anillos arteriales
pulmonares aislados en condiciones isométricas in vitro, en el cual se produjo
una vasodilatacion dependiente de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) *°,
también se estudio su accion en el musculo periférico microvascular mediante la
medicion de flujo sanguineo cutdneo y la temperatura de la piel , donde la
estimulacién produjo vasodilatacién en esa zona'’. En monos Rhesus
anestesiados produjo vasodilatacién periférica, taquicardia, hipotensién y
dependiendo de la dosis de agonista B3-AR utilizada se produjo lipolisis.

En humanos, se identificaron mediante técnicas de RT-PCR y Western Blot, en
el endotelio de la arteria mamaria interna y en arterias coronarias en
dondemediaban la vasodilatacion por incremento de la sintesis de NO, la
vasoditalaciéon es inducida por el incremento de la sintesis de NO e
hiperpolarizacion celular, a través de canales de potasio activados por el
cambio de la concentracion de calcio *8.

Debido a que la vasodilatacién es muy importante para mantener el equilibrio en
el organismo, el deterioro de esta funcién fisiolégica enlos seres humanos
podria contribuir al desarrollo clinico de hipertension o enfermedades
cardiovasculares que se desarrollan en personas de edad avanza
frecuentemente. Lépez, C. O. A et al. (2016) plantean que losBs-AR que
dependen de la relajacion de los vasos sanguineos, se ven afectados en
animales de mayor edad y sugieren que el mecanismo causante es la
activacion de la proteina G, produciendo una reduccion en la produccion de
cAMP ' Si se logran comprender las causas de la disminucién relacionada con

la edad en la sefalizacion-vasodilatacion que median los B3-AR,se podria
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identificar una nueva diana para el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares.

2.4 Receptores B3 en el tracto gastrointestinal

Utilizando agonistas 3 selectivos se estudiaron en el tracto intestinal los B3-AR,
los cuales pueden jugar un papel en la modulacion de la movilidad
gastrointestinal *°. Los receptores B3 produjeron una ralentizacién en el vaciado
gastrico y en el transito intestinal.En conejillos de india la estimulacién de B3-
ARs indujo relajacion dependiente de cAMP en el fundus del estbmago yuna
relajacién independiente de cAMP en el duodeno 2.

En ratas, los receptores B3 tienen un rol inhibitorio en el control de la secrecion
acida inducida porestimulos indirectos (pentagastrina, deoxiglucosa) .

Los receptores Bi1, B2yBsson detectables en el colon humano y la estimulacién
de cada tipo poragonistas indujo relajacién de la musculatura longitudinal del

colon?,

2.5 Receptores B3 en el musculo esquelético

Los receptores Bsmedian la inhibicion de protedlisis dependiente de calcio,
participando en el efecto antiproteolitico de las catecolaminas en los musculos
esqueléticos privados de nutrientes’. La captura de glucosa en musculo
esquelético, directamente estimulada por agonistas de (3-ARs, pareciera no

estar involucrada en la estimulacion directa de adenilil ciclasa 2.
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2.6 Receptores B3 en el sistema respiratorio

En conejos, la existencia de los B3-ARs se demostrd en el epitelio nasal y estos
receptores estaban implicados en el control del movimiento del agua y sal a
través del epitelio #°. Los receptores B; también se encuentran en el misculo
liso bronquial de los perros y su estimulacion induce bronquiodilatacion
dependiente de cAMP %,

La presencia de receptores B3 funcionales en los masculos bronquiales parece
ser dependiente de la especie. De modo que después de administrar agonistas
especificos de receptores B3 se produjo relajacion bronquial en perros pero no

en humanos, conejillos de indias u ovejas .

2.7 Receptores B3 en el sistema reproductivo.

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

Empleando ensayos de radioligandos, andlisis de RT-PCR yWestern blotting se
encontré que enel miometrio humano estan presentes los receptores B,y Bs.
Ambos fueron identificados en el tejidomiometrial tanto de embarazadas como
de no embarazadas. En ambos casos el Bs-AR era el mayoritario %. La
expresion de B3-AR y la reactividad inmune del receptor fueron mayores en
elmiometrio de las mujeres embarazadas. La inhibicion de contracciones
espontaneas producida por un agonista B3, SR 59119A, fue significativamente
mayor en las embarazadas, en comparacion conelmiometrio de no

embarazadas *°.
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2.8 Receptores B3 en el tejido adiposo

Los B3-AR presentes en el tejido adiposo han sido descritos en diferentes
modelos de experimentacion. Su estimulacion mediante agonistas especificos
constituye un aspecto central en la lipolisis en el tejido adiposo blanco y la
consecuente liberacion 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 en el tejido adiposo marrén 3.

El tratamiento crénico con agonistas 3 en roedores obesos insulinoresistentes
condujo a una baja en el peso producto de la reduccion del tejido adiposo. Un
hecho interesante es que este efecto s6lo se aprecié en animales obesos y no
en los normales *.

Los efectos metabdlicos se pueden considerar como los efectos mas
interesantes producidos porla estimulaciéndelosadrenoreceptoresf3s.
Lasperspectivasterapéuticasincluyenelempleodeagonistasfs como droga contra
la diabetes y la obesidad.

La relacion que existe entre el poliformismo del gen Trp64Arg en (B3-AR con la
obesidad y los niveles de lipidos en la sangre fue estudiada en una poblacién
en el norte de China el 2015 por Lui. J y sus colaboradores en el cual se
concluyé que el polimorfismo en el gen Trp64Arg ADRB3 puede estar asociada
con los niveles de lipidos en la sangre de los pacientes chinos con
hipertension. Los pacientes hipertensos con el genotipo Trp64Trp pueden ser

responsables de la dislipidemia®.
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3. Ligandos afines al receptor Bs-adrenérgico.

A pesar de la similitud que existe entre los subtipos de receptores [-
adrenérgicos, existe evidencia de que los ligandos se unen de manera diferente
al Bs-AR respecto a como lo hacen con los B;- y B2.-ARs. Cierto nimero de
ligandos se comportan como antagonistas en 31 y B2 son agonistas parciales o
totales en B3. Adicionalmente se ha desarrollado un nimero de ligandos que
muestran alta selectividad por el receptor B3, o que demuestra que existen
diferencias explotables entre estos subtipos de receptores®®, los cuales
presentas diferentes caracteristicas y actividades particulares, segin sean
agonistas, antagonistas 0 agonistas inversos. Estos tipos se definen a

continuacion.

3.1 Agonistas B3 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 B3 tienen ese papel fisioldgico establecido. Los agonistas B3 sirven
de tratamiento cronico en animales obesos y diabéticos, y hay reportes que
reducen la adiposidad y mejoran la diabetes tipo 11*°. Los efectos de agonistas
B3 observado en roedores llevo 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 B3 adrenérgicos mas conocidos de

primera y segunda generacion (figura 9).
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FIGURA 9:Estructuras de Agonistas 33-AR de primera y segunda generacion.
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En adultos jovenes sanos, los B3 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®®. Mientras que en el adipocito blanco adulto,
fue detectada una baja expresion de Bs-AR* .Los resultados de estudios
recientes confirman que el efecto antidiabético de los agonistas 33 CL316,243 y
SR58611(Figura 9) se debe a la relacibn mecanicista entre el receptor de
acidos grasos libres (GPR40) y la sefalizacion adrenérgica en los tejidos

adiposos y pancreaticos de las células-p2.

3.2 Antagonistas y agonistas inversos Bzadrenérgicos.

A diferencia del receptor B; y el B2, son pocos los agonistas inversos B3
adrenérgicos que se han reportado®. Nuevos datos sugieren que algunos
antagonistas B-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
B1 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 B2 y Bz aun no estan disponibles. En la figura 10 se muestran
agonistas inversos beta-3 adrenérgicos conocidos y en la figura 11 la estructura
de antagonistas beta-3 adrenérgicos selectivos.
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FIGURA 10: Agonistas inversos 83 adrenérgicos.*la estimulacién de la adenilato
ciclasa presenta un porcentaje de estimulacibn 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 *. Bia es
el valor maximo esperado de la curva de concentracion-respuesta, expresada

como porcentaje de la respuesta maxima para (R)-(-)-isoproterenol (10 M)

23



OH oH
' o NN
N
@l/ HO™ X O/

‘HCI
DPJ 904
SR 59230 A

H
N\//O
FH H //S
oy ST

L-748,328 R: SO, NH,
L-748,337 R:CH,NHCOCH,

Figura 11: Antagonistas selectivos 33 adrenérgicos.
Dentro de los posibles usos de los antagonistas B3-AR resalta el ser utiles en el

tratamiento de la insuficiencia cardiaca avanzada.

El Salmaterol (Figura 11) es un farmaco agonista $,-AR de accion prolongada
que esta actualmente pre descrito para el tratamiento del asma y obstruccién
pulmonar crénica. Este farmaco presente una actividad agonista inversa tanto
para 1y Bs (IA = -33% a -13% respectivamente) ¢ qué significan esos valores?
Quizas no es tan necesario ponerlos. Se encontr6 que ICI 118551es un
agonista inverso para los tres subtipos (IA = -22% para B1-AR, -32% para B.-
AR, y -30% para B3-AR). Propranolol es un 3 bloqueador no selectivo que se
usa principalmente en el tratamiento de la hipertension. Fue el primer B
bloqueador desarrollado. Se encontré que era un agonista inverso para los tres
sub tipos de B-AR (IA = -35% para B;-AR, -35% para B2-AR, y -4% para 3-AR),
mientras que el ligando GGP20712 (Figura 9) es altamente selectivo como

agonista inverso y ademas es un potente antagonista B,
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La mayoria de los ligandos B3-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 linker), y un fragmento a la derecha (RHS, del
inglés Right Hand Side). LHS es tipicamente un fragmento ariletanolamina o
ariloxipropanolamina®. LK tiene diversas estructuras que incluyen restos tanto
conectores aromaticos y alifaticos**, RHS suele contener funciones polares y/o
ionizables incluyendo ureas, acilamidas, sulfonamidas y grupos sulfénico,

fosfonico y carboxilicos °.

Varios estudios tratan la relacion que existe entre los requerimientos
estereoquimicos y la actividad agonista B3 adrenérgica usando compuestos
Opticamente 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 configuracion S en la
serie de ariloxipropanolaminas (Figura 12). Ademas varias investigaciones han
evaluado y sintetizando nuevos grupos de compuestos Opticamente activos con
centros estereogénicos adicionales, situados casi exclusivamente en los &tomos
de carbono adyacentes al nitrgeno aminico con respecto a LHS y LK. Dichos
compuestos resultaron ser agonistas completos o parciales o bien antagonistas

B3 adrenérgicos™®.

Segun los estudios realizados en el laboratorio con el grupo de investigacion de
relacion estructura-actividad (SAR) para la obtencién de compuestos activos
con actividad B3 se presenta un resumen en la figura 12 de los relaciones y
variaciones estructurales mas importantes a tener en cuenta para launion de un

ligandoa losreceptoresf3s.
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Figura 12: Relaciones estructura-actividad mas importantes para la union al
receptor Bs.

4. Métodos de sintesis de Heterociclos de tipo Benzimidazoles.

El potencial farmacolégico del sistema benzimidazdlico ha impulsado el
desarrollo de estrategias sintéticas para obtener nuevos derivados mas
potentes y especificos.

Teniendo en consideracién que los compuestos que en esta tesis se proponen
son de tipo benzimidazol, a continuacién, resumiremos los principales métodos

de sintesis de este importante nicleo heterociclico.

26



4.1 Sintesis clasica de benzimidazoles.

Las estrategias convencionales consideran al benzimidazol como un derivado
de la o-fenilendiamina. Numerosas variantes se han desarrollado para esta
estrategia dependiendo de la naturaleza de sus precursores, siendo los mas

importantes®:

a) Formacion desde o-nitroarilaminas aciladas.

b) Formacién desde o-fenilendiamina y acidos carboxilicos, anhidridos de
acido, ésteres o amidas.

c) Formacion desde o-fenilendiaminas y nitrilos.

d) Formacion desde o-fenilendiaminas y ésteres iminicos o tioésteres.

e) Formacion desde o-fenilendiamina y aldehidos.

a) Formacion desde o-nitroarilaminas aciladas

Este procedimiento se basa en la reduccion del grupo nitro en posicién orto al
grupo acilamino para transformarlo en una amina, y promover asi el ataque
nucleofilico al carbonilo del grupo acilo. De esta forma mediante la variacion de
la porcion o-Nitro-N-acilarilamina, se puede obtener una gran variedad de
benzimidazoles. Como agentes reductores se ha utilizado cloruro estafioso y

acido clorhidrico (Figura 13).

R

| :

N\H/R' N\H/R N/
©i o) —>an|2 0 > />_R'

NO, HCI NH, N

Figura 13: Obtencién de benzimidazoles a partir de o-nitroarilaminas aciladas.
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b) Formacion desde o-fenilendiamina, acidos carboxilicos, anhidridos de
acido, ésteres y/o amidas.
Este método involucra el reflujp de una mezcla equimolar de una o-
fenilendiamina con acidos carboxilicos, anhidridos de acido o amidas en acido
clorhidrico diluido. En general los sistemas que en R2 presentan grupos

alifaticos, tiene mejor rendimiento que los sistemas aroméaticos (Figura 14).

NH, H
N Q Calor N
—> R2
NH, R4 R, HCI1 N/:

R, = OH, OR, NHR, OCOR
R2 = (CHZ)H’ fenil.

Figura 14: Obtencién de benzimidazoles a partir de o-fenilendiamina, &cidos
carboxilicos, anhidridos de acido, ésteres y/o amidas.

c) Formacion desde o-fenilendiaminas y nitrilos.

El calentamiento del monoclorhidrato de o-fenilendiamina con un nitrilo alifatico
0 aromatico a 200°C lleva a la formacién de benzimidazoles sustituidos en
posicion 2. La presencia de acido (como clorhidrato) es fundamental para que la

reaccion se lleve a cabo (Figura 15).

NH,CI

—_—

H

N
+ RN CAlor />7R + NH,CI
NH, N

Figura 15:0btencién de benzimidazoles a partir de o-fenilendiamina y nitrilos.
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d) Formacion desde o-fenilendiaminas y ésteres iminicos o tioésteres.

La mezcla de o-fenilendiamina sustituida y un éster iminico o un tioéster iminico
en medio alcohdlico con dos equivalentes de &cido lleva a la obtencion de
benzimidazoles sustituidos en posicionesl y 3con formacion de la sal de
amonio y del respectivoalcohol o tioalcohol. Se ha visto que la adicidbn de mas
de dos equivalentes de acido reduce considerablemente el rendimiento (Figura
16).

R
NHR, Tz N/
X R H'
+ \”/ 3 />—R3 +HXR, + NH,*
—_—
NH, N N
X=0,8

Figura 16:0btencion de benzimidazoles a partir de o-fenilendiamina y ésteres
iminicos o tioésteres.

e) Formacion desde o-fenilendiaminay aldehidos.

Los aldehidos reaccionan con o-fenilendiaminas o derivados para formar
benzimidazoles 2-sustituidos o benzimidazoles 1,2-disustituidos (Figura 17). Las
condiciones oxidantes que requieren estas reacciones provienen del oxigeno
del aire 0 mas convenientemente de un agente oxidante adicionado al medio de

reaccion.

NH, H
N Q Calor N
_— / R,
NH, R “H  CH;CN N>

R, = Alquil o aril

Figura 17: Obtencion de benzimidazoles a partir de o-fenilendiamina y
aldehidos.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis.

Basados en un calculo predictivo previamente realizado por nuestro grupo de
investigacion mediante 3D-QSAR, postulamos queel acomplamiento del
heterociclo benzimidazol a un fragmento de feniletanolamina, genera
compuestos con actividad beta 3 adrenérgica, que puede medirse mediante

experimentos de quema de grasa en ratas.

2.2 Objetivos

2.2.1 Sintéticos:

- Sintetizar mediante reacciones clasicas de condensacion (Philips) 2-
alquilbenzimidazoles
- Acoplar el fragmento benzimidazolico a 6xido de estireno para obtener los

productos finales benzoimidazo-alquieletanolamina.

2.2.2 Biologicos:

- Evaluar el efecto termogénico de los compuestos sintetizados en

experimentos en rata.

2.2.3. Computacional:

- Realizar un célculo abinitio de reactividad que permita proponer una futura

expansion de la serie de compuestos a sintetizar.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y métodos quimicos

Reactivos: Todos losreactivos y solventes utilizados de calidad PA fueron
adquiridos desde Sigma-Aldrich® y/o Merck®. Los solventes adquiridos en grado
técnico fueron purificados por destilacion fraccionada y luego secados con
sulfato de sodio anhidro para su uso en cromatografia en capa fina, en placas
preparativas y en columna.

Punto de fusiéon (p.f.): Se determind el punto de fusién de los productos
utilizando el aparato Stuart Scientific SMP3, se reportaron sus valores no
corregidos.

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (*H y **C RMN): Se registraron
en un espectrofotémetro Bruker®Avance 400. Los espectros fueron llevados a
cabo en diferentes solventes como: cloroformo deuterado (CDCI3) al 99,8%,
dimetilsulféxido deuterado(DMSO-d6) al 99,9%y agua deuterada (D,O) al
99,9%.

Cromatografia en capa fina: Se realizaron en cromatofolios de silica gel de
Merck® 60Fzs4. Se eluyeron con mezclas de acetato de etilo/Etanol en
proporciones adecuadas a cada muestra. Los cromatogramas se revelaron con
luz ultra violeta (Lampara UV (254nm y 365nm) Vilber Lourmat).

Cromatografia en placa preparativa: Se utilizé silica gel Merck® 60PFs4 con
yeso para la preparacién de las placas, luego se secaron a temperatura
ambiente. Se eluyeron en con mezclas de acetato de etilo/Etanol en
proporciones adecuadas a cada muestra y se revelaron con luz ultra violeta
(Lampara UV (254nm y 365nm) Vilber Lourmat). Para identificar cada
compuesto. Posteriormente se realizaron lavados con acetona Merck® PA, y
separd por filtracion al vacio en embudo buchner y matraz kitazato utilizando
Celite®. Todos los productos fueron concentrados bajo presion reducida a 50°C
en un rotavapor Heidolph®.

Cromatografia en columna: Se realizaron con silica gel Merck® 60G (0,032-
0,063 nm). Los eluyentes fueron mezclas de diclorometano, acetato de etilo y
etanol en gradientes de polaridad Todos los productos fueron concentrados
bajo presién reducida a 50°C en un rotavapor Heidolph®.
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3.2 Materiales y métodos bioldgicos

Para la evaluacion bioldgica de los productos sintetizados se llevaron a cabo los
siguientes pasos en el laboratorio de Fisiologia en la Facultad de ciencias de la
universidad de Valparaiso.

3.2.1 Disefio Experimental en ratas:

Para el presente trabajo se utilizaron 10 ratas macho de la cepa Spragre
Dawley obtenidas del bioterio de la Facultad de Ciencias, Universidad de
Valparaiso. Todos los animales se alojaron en una habitacion de temperatura
controlada (21 £ 2°C) bajo un ciclo de luz de 12 horas con las luces encendidas
a las 08:00 horas, con comida y agua ad libitum. Las ratas fueron alimentadas
con comida estandar de control (n = 10, dieta estandar contiene 13 % Kcal de
grasa, Champion SA, Nutricion Animal, Santiago, Chile) durante todo el estudio.
Las ratas se dividieron en dos grupos, uno inyectado con 10 miligramos por
kilogramo de peso, por via subcutanea, del compuesto R4DAT y el otro grupo
fue inyectado solamente con el vehiculo (suero fisiolégico). Las ratas fueron
pesadas todos los dias durante el tratamiento. Después de 10 dias de
tratamiento, las ratas fueron dejadas en ayunas a las 10:00 horas y sometidas a
eutanasia a partir de las 16:00 horas. La glicemia se midi6 al momento de la
eutanasia con cintas reactivas Accucheck performa. Se recolecto y peso la
grasa parda o Brown adipose tissue (BAT), la grasa visceral o Visceral adipose

tissue (VAT) y la grasa subcutanea.

3.2.2. Homogenizacioén de tejido adiposo marrén:

El objetivo de la homogenizacién del tejido es romper la membrana plasmética y
conseguir que las proteinas y el material intracelular este expuesto en una fase
liquida. Dependiendo de la naturaleza del material biolégico a homogenizar y el
objetivo del experimento se debe elegir la técnica, en este caso se utilizé el
mecanismo de fuerzas de cizalladura producidas por liquido con el dispersor

como homogeneizador. Es importante tomar en cuenta que el material biolégico
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es termolabil y degradable por las propias proteasas de degradacion
intracelular. Por lo tanto, es indispensable en el protocolo la presencia de
aditivos en el medio de homogenizacion para preservar las propiedades
funcionales y estructurales de la fraccion de interés, controlar la temperatura y
el tiempo en cada etapa. Para este experimento las muestras de tejido adiposo
marrdon fueron almacenadas a -80°C, de las cuales se pesaron 30 mg de
muestra por cada rata (n=10) aproximadamente y se le afiadid una solucion
compuesta por 1,47 ml de buffer de lisis RIPA (Radioimmunoprecipitation assay
buffer) mas 30 uL de inhibidor de proteasa. Posteriormente se homogenizé el
tejido y luego se centrifugd a 1000G durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga
marca Thermo Scientific modelo Legend Micro 17 y se utilizd el sobrenadante

para el posterior andlisis de los niveles de las proteinas.

3.2.3 Cuantificacion de proteinas:

Se utiliz6 el método de Bradford*’para determinar la concentracién de
proteinas. El procedimiento se basa en la formacion de un complejo entre el
colorante Comassie Blue G-250 y la proteina en solucion. EI complejo proteina-
colorante provoca un cambio en el maximo de absorcidn del colorante (465-595
nm). De hecho, la cantidad de absorcion es proporcional a la proteina presente.
El rango de concentracion linear va desde 0.1 a 1.4 mg/ml de proteina
utilizando albimina de suero bovino (BSA) como proteina estandar. El reactivo
de Bradford es compatible con agentes reductores (utilizados para estabilizar
proteinas en solucion) como ventaja ante otros procedimientos similares que no
son compatibles (Lowry y BCA). EIl reactivo de Bradford es compatible
Unicamente con bajas concentraciones de detergentes. Las ventajas que ofrece
es que el reactivo esta listo para su uso (no requiere de mezcla o diluciones),
con una incubacién rapida de cinco minutos se puede proceder a la lectura de
la placa, la presencia de azucares y sustancias reductoras no interfiere con este

reactivo, entre otros.
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IV. DESARROLLO EXPERIEMTAL

4. 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.

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

o N
/\)I\ "
HCl1
—_—
el Mo C( N/>_\_NH * 2Ha
2
NH,

Una solucién 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 agitacion y reflujo
por 72 horas. El avance de la reaccién se sigui® 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 carbon activo dos veces y se filtré 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 disolvié en la minima cantidad de agua y se llevd
a pH 10 utilizando una solucién saturada de hidroxido de sodio. Se realizaron
10 extracciones con acetato de etilo (50 ml cada una), se desechd la fase
acuosa. La fase organica se sec6 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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Sintesis de (1R)-2-{[2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etillamino}-1-feniletanol.

OH

Una solucién de 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina en su forma de base
libre (0,4125q) 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 siguid mediante el uso de cromatografia en placa fina a 15, 30, 45y
60 minutos, evaporando el crudo de reaccidn hasta sequedad. El sélido
resultante se enjuagod tres veces con hexano (30 ml cada enjuague) y se
disolvié en la minima cantidad de diclorometano. Se purificé por cromatografia
de columna utilizando como fase movil mezclas de diclorometano, acetato de
etilo y etanol en polaridades crecientes. El disolvente se evaporo a sequedad

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

% Rendimiento= 32%. Pto. Fus=230.1 *H NMR (400 MHz, D,0) d 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) & 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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Sintesis de 3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)propan-1-amina dihidrocloruro.

0 N
NH,
H,N HCI p
OH —>
+ N
NH,

Una solucion de 10,8 g (0,1 mol) de o-fenilendiamina y 15,47 g (0,15 moles) 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 reaccion se siguid 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 carbdn activo dos
veces Yy se filtr6 al vacio con papel filtro. Se obtuvo un sdélido 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-aminadihidrocloruro se disolvié en la minima cantidad de agua y se
llevo a pH 10 utilizando una solucién saturada de hidréxido de sodio. Se
realizaron 10 extracciones con acetato de etilo (50 ml cada una), se desechd la
fase acuosa. La fase organica se sec6 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,0) & 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,0) &
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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Sintesis de (R)-2-((3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)propil)amino)-1-feniletan-1-ol.

NH, 2\ OH HN
H
\ NM
AN CH;CN N
+ —_
N
H

Una solucién 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 reaccién se siguid6 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
disolvié en la minima cantidad de diclorometano.Se purificO por cromatografia
de columna utilizando como fase movil mezclas de diclorometano, acetato de
etilo y etanol en polaridades crecientes. El disolvente se evaporo a sequedad
obteniéndose un solido de color rosado pélido, 0,3495 g con 36,6% de

rendimiento.

% Rendimiento= 36,6%. Pto. Fus.= 91,0. *H NMR (400 MHz, DMSO) 6 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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Sintesis de 4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)butan-1-amina dihidrocloruro.

H

o NH, N
/\/\)I\ HCl
—_—

HoN OH + / * ZHC

N
NH,
NH,

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 reaccién 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 tratdé con carbén activo dos
veces y se filtr6 al vacio con papel filtro. Se obtuvo un sélido 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-aminadihidrocloruro se disolvié en la minima cantidad de agua y se
llevé a pH 10 utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se
realizaron 10 extracciones con acetato de etilo (50 ml cada una), se desecho la
fase acuosa. La fase organica se sec6 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) 5 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). *C 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.

38



Sintesis de 5-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)pentan-1-amina dihidrocloruro.

o NH,
H,N HCI N
' J\/\/\/NH »
OH 2
NH, u

Una solucion de 10,8 g (0,1 mol) de o-fenilendiamina y 19,677 g (0,15 moles) de
acido 6-aminohexanoico en &cido clorhidrico (100 ml, 5,5 M) se mantuvo en
agitacion y reflujo por 72 horas. El avance de la reaccién 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 tratdé con carbén activo dos
veces y se filtr6 al vacio con papel filtro. Se obtuvo un sélido 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-aminadihidrocloruro se disolvidé en la minima cantidad de agua y se
llevé a pH 10 utilizando una solucion saturada de hidroxido de sodio. Se
realizaron 10 extracciones con acetato de etilo (50 ml cada una), se desechd 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) 5151.4, 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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Sintesis de (R)-2-((5-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)pentil)amino)-1-feniletan-1-ol.

O OH HN
| H\/\/\/l\
| N X
)\/\/\/NHZ CHeN "
N * —_—

Una solucion 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 agitacion y reflujo por un periodo de 1 hora. El avance de
la reaccién se siguid6 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
disolvié en la minima cantidad de diclorometano. Se purificO por cromatografia
de columna utilizando como fase moévil mezclas de diclorometano, acetato de
etilo y etanol en polaridades crecientes. El disolvente se evaporo a sequedad
obteniéndose un solido 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) 5169.24, 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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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Parte Quimica:

Se logré llevar a cabo la sintesis de cuatro compuesto con cadena de estructura
general benzoimidazo-2-alquil-etanolamina que presentan la estructura que se

muestra en la figura 18 , en el cual se modificé el largo de la cadena “n”.

OH

N N
~er— | R,
NN
/
R4

Figura 18: Estructura general de los compuestos sintetizados

Para la obtencién de los derivados 2-alquilaminobenzimidazol de partida se
empled el procedimiento de Phillips (figura 19), el cual se sustenta del principio
en 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 &cido-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.

La sintesis de la serie de 2-alquilaminobenzimidazoles se llevé a cabo entre la
reaccion de ortofenilendiamina y aminoacidos varios (especificados en la parte
experimental del presente trabajo) en acido clorhidrico 5.5 M, en agitacion y
reflujo durante 72 horas de reaccion. El crudo obtenido se tratd con carbdn
activo dos veces y se filtr6 al vacio con papel filtro. Para generar las bases

libres respectivas, el crudo filtrado se disolvié en una minima cantidad de agua
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y se llevd a ph 10 utilizando una solucion saturada de hidréxido de sodio.
Posteriormente, se realizaron 10 extracciones con acetato de etilo (50 ml cada
una), se desecho la fase acuosa y la fase organica se sec6 con sulfato de sodio
anhidro y se evaporo a sequedad.

Dentro de los inconvenientes de esta reaccién se hallé el hecho del tiempo
excesivamente extenso para la obtencién de los derivados (72 h), los
rendimientos no superiores al 80%, y la descomposicion que se observo en
algunos derivados de ortofenilendiamina por el efecto térmico. No obstante, lo
anterior, el hecho de ser un método econémico y que permite en una sola etapa
generar los derivados de partida, justifica con creces su utilizacion en esta
investigacion. En futuros trabajos de tesis se evaluara el uso de esta reaccion

bajo irradiacion de microondas.
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FIGURA 19:Mecanismo de ciclacion mediante el procedlmlento de Phillips
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En la figura 20 se muestra el espectro de proton en agua deuterada para el

compuesto de

partida de2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etan-1-amina

com

0

clorhidrato, con un conector entre el benzimidazol y el grupo amino de 2

carbonos. Se puede apreciar el patron aromatico del nucleo benzimidazol entre

7.4-7.6 ppm, que corresponden respectivamente a los protones de las

posiciones 3-y 6-, y 1- y 2-. En el centro de la figura se muestra una ampliacién

de la zona aromatica que muestra la naturaleza de doble doblete de cada seiial.

Por otra parte en 3.5 ppm se aprecia un multiplete que integra para los 4

protones alquilicos.
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Sintesis de derivados N-(benzoimidazo-2-alquil)-feniletanolamina

Finalmente, la obtencién 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-alquil-etanoaminas
(figura 21). El mecanismo de la reaccion transcurre a través del ataque
nucleofilico de la amina alquilica sobre el carbono metilico del feniloxirano, lo
que genera la apertura del epoxido con retencion de la configuracion absoluta
en el carbono quiral. Se estudiaron distintos disolventes y tiempos de reaccion,
encontrandose que los disolventes polares apréticos como THF y acetonitrilo
presentaron los mejores rendimientos, lo que se explica dado el caracter SN, de
esta reaccion. La apertura del epoxido a través del carbono quiral no fue
observada.

El procedimiento general de la reaccién entre (R)-2-feniloxirano y la serie de
benzoimidazo-2-alquil-etanoaminas se llevo a cabo en 50 ml de acetonitrilo y se
mantuvo en agitacion y reflujo durante 1 hora. El avance de la reacciéon se
sigui6 mediante cromatografia de capa fina a los 15, 30, 45 y 60 minutos,
evaporando el crudo de la reaccién hasta sequedad. El sélido resultante se
enjuago tres veces con hexano (30 ml cada enjuague) y se disolvié en una
minima cantidad de diclorometano y fueron purificados por cromatografia de
columna con gradiente de polaridad.

Con respecto al 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 un
nitrégeno benzimidazélico hacia el epoxido.

La presencia persistente de restos de epoxido (liquido) al final de las
reacciones, demandd un extenso trabajo de purificacion por enjuagues con

hexano y cromatografia en columna y capa preparativa.
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Figura 21:Mecanismo de reaccion de 2-feniloxirano y benzoimidazo-2-alkil-
etanoamina.

En la Figura 22 se muestra el espectro de proton en agua deuterada para el
compuesto final (1R)-2-{[2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etillamino}-1-feniletanol
como clorhidrato, con un conector entre el benzimidazol y el grupo amino de 2
carbonos. Se puede apreciar el paton aromatico del nucleo benzimidazol entre
7.4-7.6 ppm que corresponden respectivamente a los protones de las
posiciones 3y 6,y 1y 2 del benzoimidazol y un nuevo mulptiplete en 7.3 ppm al
cual corresponden respectivamente a los 5 protones aromaticos perteneciente
al fragmento fenil-etanol-amina formado. Cabe destacar la importancia de la
nueva sefial en 5 ppm correspondiente al proton del carbono vecino al hidroxilo
del fragmento feniletanolamina, la cual permite confirmar el ataque nucleofilico

del benzimidazol de partida al carbono asimétrico del feniloxirano. Por otra parte
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en 3.6 ppm se aprecia un multiplete que integra para los 4 protones alquilicos y
en 3.3 los protones del carbono vecino al grupo amino del fragmento

feniletanolamina.
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Figura 22: Espectro de RMN de protén (H') de (1R)-2-{[2-(1H-benzo[d]imidazol-
2-il)etillamino}-1-feniletanol. En el centro de la figura se muestra una ampliacion
de la zona aromatica que muestra la naturaleza de doble doblete de cada sefial
y el multiplete correspondiente al fenilo del fragmento fenil-etanol-amina.
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5.2. Evaluacién Biolbgica

Uno de los compuestos sintetizados (que abreviaremos como R4-DAT) fue
empleado en una serie de ensayos biologicos con el fin de evaluar el perfil
agonista B3-AR del compuesto. Los experimentos realizados en ratas y los

resultados obtenidos se discuten a continuacion.

5.2.1 Peso corporal de los animales sometidos a la evaluacion
farmacoldgica.

Respecto al peso corporal graso de los animales que estaban suplementados
con una dieta estandar, se observa que los animales inyectados con el farmaco
control (R4-DAT) tuvieron pérdida de peso estadisticamente significativa de la
grasa correspondiente al tejido adiposo visceral respecto al grupo control
(p<0.0075) mediante analisis estadistico ANOVA de dos factores (Grafico 1).
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Gréfico 1:Relacion entre pesos obtenidos de masa grasa visceral expresada en
miligramos correspondiente a ambos grupos de estudio suplementada con dieta
estandar y dieta alta en grasas e inyectadas con el vehiculo y R4DAT.
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En cuanto a los resultados obtenidos del peso corporal graso de los animales
suplementado con una dieta alta en grasas, se observa que los animales
inyectados con el farmaco control (R4-DAT) generan un leve incremento del
tejido adiposo visceral con respecto al grupo control inyectado con el vehiculo y

la dieta alta en grasas (Grafico 1).

Con respecto a los resultados recopilados, se observa que en lacomposicion de
masa grasa periovarica de las ratas hembra no hay diferencia estadisticamente
significativa entre los animales suplementados con ambas dietas y el farmaco a
evaluar, pero se observa una leve disminucion de la grasa en el grupo control

de la dieta alta en grasa mas el farmaco (Grafico 2).
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Gréfico 2: Relacion entre pesos obtenidos de masa grasa periovarica
expresada en miligramos correspondiente a ambos grupos de estudio
suplementados con dieta estandar y dieta alta en grasas e inyectadas con el
vehiculo y R4DAT.
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En cuanto al disefio experimental de dos grupos controles con dietas distintas,
se observa que el grupo control suplementado con el farmaco mas la dieta alta
en grasas genera inconsistencias como modelo experimental, dado que este
grupo control incrementa su peso y su glicemia plasmatica. Este aspecto
podria sugerir que probablemente la alta cantidad de &acidos grasos ingeridos
por la dieta no son transportados directa y selectivamente al tejido adiposo
marrén como se esperaba, mas bien, son almacenados en el tejido adiposo
blanco como futura fuente de sustrato energético.Se plantea para futuras
investigaciones generar un grupo de ratas control obesas que sean alimentadas
con la dieta alta en grasas propuesta durante un mes y posterior a ello, la
evaluacion farmacolégica. Por otro lado, el modelo experimental con ratas
control con dieta estandar mas el farmaco, demostr6 una baja de peso
significativa en el tejido adiposo visceral (Gréfico 2) y tejido adiposo marrdn, en
concordancia con lo expuesto en el marco tedrico del presente trabajo, se ha
observado que el farmaco en estudio puede modular el efecto termogénico en

ratas mediante el agonismo del receptor B3-AR.
Con respecto a la glicemia, se evidencia una disminucién en la concentracion

de glucosa plasmaética del grupo de estudio que fue suplementada con la dieta

estandar mas el farmaco R4DAT.
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Grafico 3: Relacion entre glicemia expresada en miligramos/decilitros y ambos
grupos de estudio, suplementada con dieta estandar y dieta alta en grasas e
inyectadas con el vehiculo y R4DAT.

La disminucion de la glicemia en las ratas sometidas a la evaluacion evidencia
un potencial efecto antidiabético del farmaco en estudio, considerando que las
células beta pancreaticas no expresan Bs-AR *?, no se puede atribuir este efecto
a un aumento de la secrecion de insulina, por lo tanto, postulamos dos posibles
mecanismos. Primero, al aumentar la tasa metabdlica por induccion de la
termogénesis mediada porfs-AR, aumenta la liberacion de triacilgliceroles en
tejido adiposo marrén y blanco®, generando un aumento de &cidos grasos
plasméticos y, en consecuencia, desencadena una hiperinsulinemia, esta
respuesta fisioldgica genera hipoglicemia, lo cual da un sélido argumento con
respecto a lo observado en la experimentacién. En segundo lugar, la obesidad
como tal es una patologia que cursa con un proceso denominado resistencia a
la insulina, por lo tanto, como consecuencia al agonismo [3-AR, provoca un
aumento de la tasa metabdlica, la termogénesis y disminucién del tejido graso
marrén y blanco, se genera una hiperplasia de las células adiposas marron

debido a un aumento de mitocondrias, lo cual gatilla una sensibilizacion a la
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insulina por parte de las estas células, como también las del tejido musculo
esquelético®®. Por lo tanto, la reduccién de glicemia plasmatica inducida por Bs-
AR se relacionaria como un efecto concomitante a la pérdida de peso, el cual
es similar al efecto sensibilizador de insulina generado por agonistas del

receptor PPAR-y*%,

52



5.3 Calculos computacionales

Se realizaron célculos abinitio de reactividad utilizando el software Gaussian
O9para proponer una futura expansion de la serie de los compuestos
sintetizados (R3, R4, R5, y R6).

Segun los calculos de Mulliken realizados para el compuesto R3 se obtuvo la
distribucion electronica en base a la electronegatividad, la que se observa en la
figura 23, en donde los atomos de nitrégeno del benzimidazol se encuentran en
rojo, de igual forma que el de la cadena alquilica, y representan laszonas con
mayor electronegatividad a partir de lo cual no se puede obtener un resultado

concreto en cuanto reactividad quimica.

Zonas mas electronegativas

Figura 23: Distribucién electrénica en base a la electronegatividad obtenida del
calculo de Mulliken.
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A continuacién se realizd un célculo de Fukui para complementar el célculo de
Mulliken. Este muestra las zonas de mayor nucleofilia en color morado y las
zonas de electrofilia en color calipso en torno al compuesto (Figura 24). Se
observa que las zonas de mayor nucleofilia se encuentran en el benzimidazol,
por lo cual se sugiere alquilar en esta zona (nitrégeno) los compuestos a
sintetizar.

Zonas de mayor nucleofilia

Figura 24: Distribucién electrénica obtenida del calculo de Fukui
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VI.

1.

CONCLUSIONES

En este trabajo se logré la sintesis deuna serie de compuestos de
estructura general N-(benzoimidazo-2-alquil)-feniletanolamina  con
potencial actividad beta 3 adrenérgica los cuales fueron disefiados
mediante céalculos computacionales 3D-QSAR, los que se realizaron en
estudios anteriores.

Se llevo a cabo la evaluacion bioldgica del compuesto R4-DAT en el
laboratorio de Fisiologia Celular de la Universidad de Valparaiso, en
donde se demuestra la pérdida de peso y disminucién de la glicemia
plasmatica en ratas, por lo que se postula a esta molécula como un
potencial farmaco con actividad beta 3 adrenérgica.

Se realizé un célculo ab initio que predice una mejor alquilacién en la
zona del benzimidazol para R3, con el fin de proponer una nueva serie
de moléculas con actividad beta-3 adrenérgica. Esto ultimo se plantea

como una proyeccioén del trabajo realizado.
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