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Resumen

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso central (SNC), cuando la actividad del GABA esté alterada y su concentracion
disminuye, se pierde el balance, aumenta de manera sustancial el proceso excitatorio y
sobreviene una crisis convulsiva.

Grupo
amino

—3 Acido

H2N OH carboxilico

La molécula de GABA no puede cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) debido a su
bajo grado de lipofilicidad, por lo que la administracién directa de GABA, no puede
considerarse un tratamiento farmacoldgico efectivo para combatir los trastornos asociados
a la deficiencia de este neurotransmisor. Una estrategia para incrementar los niveles de
GABA en el SNC es inhibir la actividad catalitica de la enzima GABA-aminotransferasa
(GABA-AT) enzima que se encarga de degradar dicho neurotransmisor. Una alternativa
comun en el disefio de farmacos, se basa en hacer modificaciones a la estructura quimica
de una molécula con actividad biolégica ya conocida, conservando intacto el grupo
farmacoforo.

Dentro del grupo de investigacion, se ha observado que englobar el &tomo de nitrégeno
dentro de un sistema heterociclico confiere ciertas caracteristicas a la molécula como
inhibidor de la enzima GABA-aminotransferasa. Particularmente, en este proyecto se ha
abordado la sintesis de compuestos de mayor lipofilia capaces de atravesar la BHE, donde
una de las estrategias también ha sido incrementar dicha lipofilia con la introduccion del
grupo p-ClI-CsHa en posicién 3, en analogia al farmaco baclofen.

En este trabajo, se presenta el disefio y sintesis de nuevos analogos de GABA f3-
substituidos conteniendo sistemas de 1,2,3-triazol 1,4- y 1,5-disubstituidos en su estructura.
Los anillos de triazol son considerados “estructuras privilegiadas” en quimica medicinal por
su potencial farmacoldgico en diversas dianas terapéuticas. Estos nucleos se sintetizaron
a partir de una reaccién de cicloadicion 1,3-dipolar alquino-azida catalizada por metales
como el cobre (CUAAC) y rutenio (RUAAC). El uso de estos catalizadores confiere un alto
grado de regioselectividad a la reaccion de cicloadicion, el cobre para la formacion exclusiva
de los triazoles 1,4-disubstituidos y el rutenio para los isémeros 1,5-disubstituidos.
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Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que estos dos métodos de sintesis
son muy versatiles en la formacién de 1,2,3-triazoles disubstituidos. Aparte de controlar de
manera efectiva la regioselectividad de la reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar, las
condiciones de reaccion utilizadas demuestran que la cicloadicién es muy eficiente tanto
con alquinos alifaticos como aromaticos, procediendo en ambos casos con muy buenos
rendimientos. Ademas, un cambio en la estrategia de sintesis en la parte final del proyecto
permitié establecer una nueva ruta de sintesis, en la cual los analogos se obtienen de
manera enantioselectiva. Adicionalmente, esta ruta de sintesis permite asignar la
estereoquimica de los analogos obtenidos previamente por correlacion quimica.

" . il
2 \/\)LOH H2N OH _>. o
R

GABA Baclofen "RuAAC" Ry 2

R1= Ar, R,=H, 1,4-disubstituido
Rq= H, R,= Ar, 1,5-disubstituido

Todos los compuestos sintetizados incluyendo precursores, aductos y productos finales,
fueron caracterizados espectroscopica y espectrométricamente. Con las técnicas de
difracciéon de rayos X y RMN de 3C logramos diferenciar los triazoles 1,4 y 1,5-
disubstituidos. Al final se obtuvieron 22 nuevos analogos de GABA con potencial como
inhibidores de la enzima GABA-AT vy, por la particularidad del heterociclo emergido en su
estructura, la posibilidad de ser moléculas activas sobre distintos blancos bioldgicos.
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Abstract

y-Aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory neurotransmitter of the central
nervous system (CNS), when GABA activity is altered and its concentration decreases, the
balance is lost, the excitatory process increases substantially and a seizure occurs.

The GABA molecule cannot cross the blood-brain barrier (BBB) due to its low degree
of lipophilicity, so the direct administration of GABA cannot be considered an effective
pharmacological treatment to combat disorders associated with the deficiency of this
neurotransmitter. One strategy to increase GABA levels in the CNS is to inhibit the catalytic
activity of the GABA-aminotransferase (GABA-AT) enzyme that is responsible for degrading
said neurotransmitter. A common alternative in drug design is based on making
modifications to the chemical structure of a molecule with known biological activity, keeping
the pharmacophore group intact.

Within the research group, it has been observed that the inclusion of the nitrogen
atom within a heterocyclic system confers certain characteristics to the molecule as an
inhibitor of the GABA-aminotransferase enzyme. Particularly in this project, the synthesis of
compounds with greater lipophilicity capable of crossing the BBB has been addressed,
where one of the strategies has also been to increase said lipophilicity with the introduction
of the p-CI-CgHa4 group in position B, in analogy to the drug baclofen.

This work presents the design and synthesis of new B-substituted GABA analogues
containing 1,2,3-triazole 1,4- and 1,5-disubstituted systems in their structure. Triazole rings
are considered "privileged structures” in medicinal chemistry due to their pharmacological
potential in various therapeutic targets. This core were synthesized from a 1,3-dipolar
alkyne-azide cycloaddition reaction catalyzed by metals such as copper (CUAAC) and
ruthenium (RUAAC). The use of these catalysts confers a high degree of regioselectivity to
the cycloaddition reaction, copper for the exclusive formation of 1,4-disubstituted triazoles
and ruthenium for 1,5-disubstituted isomers.

The results obtained in this work showed that these two synthesis methods are very
versatile in the formation of 1,2,3-disubstituted triazoles. In addition to effectively controlling
the regioselectivity of the 1,3-dipolar cycloaddition reaction, the reaction conditions used
show that cycloaddition is very effective with both aliphatic and aromatic alkynes, proceeding
in both cases with very good yields. Furthermore, a change in the synthesis strategy in the
final part of the project made it possible to establish a new synthesis route in which
analogues are obtained enantioselectively. Furthermore, this synthesis route allows
assigning the stereochemistry of the analogues previously obtained by chemical correlation.
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All synthesized compounds, including precursors, adducts, and end products, were
characterized spectroscopically and spectrometrically. With X-ray diffraction and **C NMR
techniques, we were able to differentiate 1,4 and 1,5-disubstituted triazoles. A total of 22
new GABA analogues were obtained with promising potential as inhibitors of the GABA-AT
enzyme and, due to the particularity of the heterocycle emerged in its structure, the
possibility of being active molecules on different biological targets.
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Introduccion

1. Introduccién

En los Ultimos afos, las enfermedades neurodegenerativas se han convertido en un
problema de salud mundial que, a conciencia debe ser abordado sin demora debido al
impacto humano, social y econémico (OMS, 2013). El impacto fisico, psiquico y emocional,
asi como en su esperanza, calidad de vida y desarrollo personal y profesional, que tienen
este tipo de trastornos para los enfermos que la padecen y sus familias, es demasiado
grande.

De entre las principales enfermedades neurodegenerativas, tres de ellas, el Alzheimer,
el Parkinson y la Esclerosis Mdltiple son la gran mayoria de los casos detectados en el
mundo, particularmente las dos primeras relacionadas con la edad. Segun la OMS, en el
afio 2005 el porcentaje de muertes a nivel mundial por Alzheimer fue de 0.73%, para 2015
0.81% y se prevé que para el afio 2030 sea de 0.92%, en el caso de la enfermedad de
Parkinson, los promedios en porcentaje para los mismos afios son de 0.18, 0.20 y 0.23%,
claramente un notable incremento con el paso de los afios, un escenario en el que la
incidencia y prevalencia de estas enfermedades tiende a descontrolarse principalmente en
los paises con ingresos medios y bajos (OMS, 2006).

En el afio 2010 se calcula que habia en el mundo 35,6 millones de personas afectadas
por Alzheimer, y se estima que en 20 afios la cifra supere los 65 millones. Asi mismo, el
costo total a nivel mundial para esta enfermedad fue de 604.000 millones de ddlares; en
2013 los paises del G8 acordaron aunar esfuerzos para tratar de curarla antes de 2025 o
al menos encontrar un medicamento eficaz para frenar su avance,* algo similar ocurre para
el Parkinson.

Por otro lado, la epilepsia es un problema de salud publica que puede afectar a personas
de todas las edades. En el mundo existen aproximadamente 50 millones de personas con
epilepsia, lo que la convierte en uno de los trastornos neurol6gicos mas comunes. El 80%
vive en paises en vias de desarrollo (de ingresos bajos y medianos), por lo que no recibe
el tratamiento que necesita, se estima que el 70% de las personas con epilepsia podrian
vivir sin convulsiones si se diagnosticaran y trataran adecuadamente (OMS 2020). En
México, se reportd una prevalencia de la enfermedad de 1.5 por cada 100 000 habitantes,
alrededor de dos millones de personas la padecen actualmente.?

Se encuentra bien documentado que el tratamiento inicial es con farmacos
antiepilépticos. No existe un farmaco antiepiléptico ideal, ya que todos tienen efectos
secundarios.® En la actualidad se cuenta con mas de 25 medicamentos para el control de
las crisis sin embargo, cerca del 25-35% de los pacientes no responde al tratamiento. En
general, los farmacos antiepilépticos se dividen en:
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e De corto espectro. Utilizados para crisis focales: carbamazepina, eslicarbazepina,
gabapentina, locosamida, oxcarbazepina, fenobarbital, fenitoina, pregabalina,
tiagabina, vigabatrina.

e De amplio espectro. Empleados para crisis de inicio focal e inicio generalizado:
brivaracetam, clobazam, felbamato, lamotrigina, levetiracetam, perampanel,
rufinamida, topiramato, valproato y zonisamida.

Cabe destacar que gabapentina, pregabalina, tiagabina y vigabatrina son analogos de
GABA y actian sobre los receptores y enzimas inhibitorias del neurotransmisor, valproato
a pesar de no tener similitud estructural tiene accion indirecta sobre el GABA. El GABAYy el
glutamato estan relacionados directamente con las crisis convulsivas de la enfermedad.*
Los unicos dos farmacos usados para tratar este padecimiento y que tiene en comun el
mecanismo de accion sobre la inhibicion de la enzima GABA-aminotransferasa son los
siguientes:

El acido valproico es un antiepiléptico eficaz y de amplio espectro, con varios
mecanismos de accion. Es un inhibidor de la semialdehido succinico deshidrogenasa y de
la GABA transaminasa, enzimas relacionadas con la degradacion del GABA, manteniendo
asi altos niveles del neurotransmisor.®

La vigabatrina, inhibe el metabolismo enzimético de GABA uniéndose irreversiblemente
a la GABA transaminasa. Se trata de un inhibidor suicida, que ha demostrado eficacia en
crisis parciales con o sin generalizacion secundaria. Su mayor limitacién es su potencial de
producir alteraciéon del campo visual en tratamientos crénicos.®

El presente proyecto pretende llevar a cabo la sintesis de moléculas analogas al GABA,
con modificaciones estructurales del grupo amino en posicion y y que forman parte de un
sistema heterociclo de 1,2,3-triazol 1,4 y 1,5-disubstituido (Figura 1) y la presencia de un
sustituyente en posicién B con respecto al grupo carbonilo para incorporar caracter lipofilico
y con ello facilitar la permeacién en las membranas del SNC (Sistema Nervioso Central),
como inhibidores de la enzima GABA-aminotransferasa, esto con la finalidad de encontrar
nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de trastornos neurol6gicos,
particularmente las crisis convulsivas a causa de la epilepsia.

Cl Cl
N _N
N="1 N="\1

\/\)]\ 0 \/\)J\ o
N$N\1 NzN\1
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Triazoles 1,4-disubstituidos Triazoles 1,5-disubstituidos

Figura 1. Anédlogos de GABA con estructura de 1,2,3-triazol 1,4 y 1,5-disubstituidos.
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2. Antecedentes.

2.1 Importancia del GABA en el sistema nervioso central.

El &cido y-aminobutirico (GABA 1) (Figura 2), es el principal neurotransmisor inhibitorio
del SNC de mamiferos, fue identificado como componente quimico peculiar del encéfalo en
1950, pero no se identificd de inmediato su capacidad y potencia como depresor del SNC.’
Estructuralmente es un aminoacido compuesto de cuatro atomos de carbonos, una
molécula flexible con mdltiples conformaciones en solucién® y zwiterionica a pH fisiolégico,®
siendo altamente soluble en agua.

(0]
HZN\/\)J\OH
1

Figura 2. Acido y-aminobutirico (GABA).

El GABA se encuentra ampliamente extendido por todo el SNC, si bien de forma
irregular desde la corteza hasta la medula espinal. Podria decirse, dada la amplia
distribucion del sistema GABA, que cualquier funcién del SNC: sensitivomotriz, memoria,
atencion o emocion esta sometida a la actividad equilibradora y ajustable del sistema
GABA. Su deficiencia conlleva el descontrol del sistema, teniendo en las convulsiones su
maxima expresion, mientras que su activacion generalizada determina la depresion,
también generalizada, con suefio y coma. Por el contrario, la modulacién del sistema GABA
en estructuras y sistemas concretos constituye la base farmacoldgica para un indudable
beneficio terapéutico.®

2.1.1 Sintesis y metabolismo de GABA.

GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central de
mamiferos, y el L-glutamato el neurotransmisor excitarorio.!! La despolarizaciéon de las
neuronas presinapticas estimulan la salida y transporte al espacio sinaptico del GABA por
varios transportadores (GAT-1, GAT-2, GAT-3)*? para la neurotransmisién (Figura 3). Una
vez en el espacio sinaptico, GABA puede unirse a uno o dos receptores principales (GABAx
y GABAg) sobre la neurona postsinaptica. La union alostérica de GABA a los receptores
GABA. causan la apertura de un canal central de ion cloruro, el cual establece una
hiperpolarizacion de la membrana neuronal, resultando en una reduccion de la excitabilidad
celular e inhibicién neuronal.*® Los receptores GABAg son metabotrdpicos; su activacion
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resulta por un acoplamiento a la proteina G mediada por la apertura de un canal de potasio,
de lo que resulta una hiperpolarizacién y una inhibicion neuronal similar a los receptores de
GABA,.*

Presynaptic Terminal

L-Glutamate ‘\Glutaminasa
GAD L-Glutamine e = GABA

GABA

L-Glutamine
Glutamine
Synthetase
. L-Glutamate
[ ] ® GABA—.AT\
e & GAT
. o o PN w a-Ketoglutarate
kK ® o @ G
GABA;, AU )| ossa L Z00L
GABA,

Glial Cell
{Astrocyte)

Postsynaptic Neuron
Figura 3. Sinapsis GABAérgica. Catabolismo de GABA.

El papel funcional del GABA es eminentemente inhibidor. Su accion puede tener lugar
en multiples sitios de la neurona, de acuerdo con el tipo de sinapsis que se establezca. La
actividad funcional del sistema GABAérgico es enormemente amplia, interviene en el
control del movimiento, el control inhibidor generalizado evita o reprime la hiperactividad
focal; de ahi su papel en la patogenia y control de las epilepsias.*®

Después de su accion inhibitoria, la accion de GABA es terminada por su recaptura
a las neuronas presinapticas o a las células gliales via transportadores de GABA. En las
células gliales, GABA es producido a partir del L-glutamato en las neuronas por la accién de
la enzima &cido glutdmico descarboxilasa (GAD). El GAD existe en dos isoformas, GADes y
GADg los cuales tienen diferentes pesos moleculares, propiedades cataliticas y cinéticas y
localizaciéon subcelular’®'’. La degradacion de GABA requiere de la enzima GABA-
transaminasa (GABA-AT) para transformar el GABA en semialdehido succinico (SSA) por
un proceso de transaminacion que requiere la simultanea conversion de la coenzima
piridoxal 5" -fosfato (PLP) a piridoxamina 5"-fosfato (PMP). El semialdehido succinico SSA
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es subsecuentemente oxidado por la enzima semialdehido succinico deshidrogenasa
(SSDH) a succinato, un constituyente del ciclo de Krebs (Esquema 1).18 La otra parte de la
reaccion involucra la regeneracion de la coenzima PLP por la conversion catalizada por
GABA-AT del a-cetoglutarato a L-glutamato. Por accion de la glutamina sintetasa se
convierte a L-glutamina que se transporta a las neuronas presinapticas, donde se convierte
de nuevo en L-glutamato por la glutaminasa.

Células GABAergicas Células gliales
) H ©

H coo Glutamato 0
@A\ . @ o GABA-AT (€] SSDH
H2N>\/\C009 desc:[t;:xﬂagg H3N/\/\COO 7T> o)\/\coo 7T> o)\/\cooe

. GABA Semialdehido f
L-Glutamato PLP PMP succinlco NADP+ NADPH Succinato
Glutaminasa
© S}
(€] H coo

H coo . BAS coo

PN NH Glutamina >\/\ © .
H3NW 2 Sintetasa HzN Ccoo 0)\/\0009 Ciclo de Krebs

o L-Glutamato

L-Glutamina

0 CHO o HN
o p OH op
0/6\0 | B O/E\O N OH
€] P> @O _
N N
PLP PMP

Esquema 1. Ruta de sintesis y metabolismo de GABA.

2.2 Importancia de la enzima GABA-Aminotransferasa (GABA-AT) en el sistema
nervioso central.

Las enzimas son agentes que aceleran la velocidad de una reaccién quimica sin ser
consumidas. En general, las enzimas catalizan las reacciones proporcionando
interacciones, catalisis acido/base, con grupos nucleofilicos y cofactores. Muchas enzimas
requieren substancias adicionales llamadas cofactores para que la reaccién tome lugar. Los
cofactores generalmente son iones metalicos 0 moléculas organicas pequefias llamadas
coenzimas. La mayoria de las coenzimas estan unidas por enlaces idnicos y otras
interacciones no-covalentes, pero algunos estan unidos covalentemente y se llaman grupos
prostéticos.®

Las aminotransferasas (Ats) son enzimas esenciales que catalizan dos reacciones de
transaminacion acopladas entre un aminoacido y un a-cetoacido, éstas juegan un rol
importante en el metabolismo del nitrégeno en las células. Todas las Ats requieren del PLP
como un cofactor que esta unido a un residuo béasico de lisina en el sitio catalitico formando,
una base de Schiff, para convertir un aminocido en el compuesto carbonilico
correspondiente con la conversion simultanea del PLP a PMP.%°
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GABA-AT es una enzima de la gran familia de aminotransferasas dependiente de PLP?
que cataliza mecanismos similares en diferentes sustratos, en el que el PLP se convierte
en PMP, y el PMP se convierte de nuevo en PLP. Las aminotransferasas en general son
ejemplos clasicos de enzimas que proceden por un mecanismo Bi-Bi Ping Pong.?? Bi-Bi
significa que dos substratos estan involucrados (en este caso de GABA-AT, GABA y a-
cetoglutarato), los cuales son convertidos en dos productos (semialdehido succinico y L-
glutamato respectivamente), y Ping Pong se refiere a un mecanismo en el cual la enzima
reacciona con un substrato (GABA) para formar un producto (semialdehido succinico),
dando una enzima modificada como intermedio (en este caso, la forma PLP), que luego
reacciona con el segundo sustrato (a-cetoglutarato) para formar el segundo producto (y L-
glutamato), regenerando asi la enzima activa original (la forma PLP).

La GABA-AT se encuentra en muchos 6érganos, incluyendo el cerebro, el higado los
rifones y el pancreas; es una enzima mitocondrial presente también en las células gliales
y las neuronas presinapticas de los mamiferos;? cataliza la descomposicién metabdlica del
neurotransmisor GABA a semialdehido succinico con conversion concomitante de a-
cetoglutarato a L-glutamato.?* La haloenzima activa es un homodimero que contiene 1 mol
de piridoxal 5"-fosfato (PLP) como cofactor por subunidad.? Cada subunidad contiene 472
residuos de aminoacidos y tienen un peso molecular de 56 kDa por monémero. Los dos
mondmeros estan entrelazados con el cofactor PLP (Figura 4), en la enzima cerebral del
cerdo el PLP esta vinculado a Lys329 a través de su grupo g-amino formando asi una base
de Schiff.®

Figura 4. Estructura cristalina del dimero de GABA-AT de higado de cerdo (PDB 10HV).

Las numerosas interacciones del PLP con los residuos del sitio activo se muestran
en la figura 5. El grupo fosfato del cofactor se mantiene firme por numerosos enlaces de
hidrégeno con Gly136, Serl37 y Thr353, esta region del sitio activo es conocida como
“unién de fosfatasa”.?” Asp298 estabiliza el nitrégeno de la piridina y este anillo se intercala
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entre Val300 y Phe189 en una interaccion de apilamiento 1r-11. La aldimina del PLP formada
con GABA se mantiene en su lugar debido a una interaccion electrostatica entre el grupo
carboxilo del GABA y la Arg192. Lys329 que forma la base de Schiff con el PLP del GABA-
AT es la base que extrae el protén del Y-metileno del GABA.%

Ser137A (o
Gl
. n301A
.Io R
07 \Gly136A H N o
| HR Lys329
R “Heel % ll”q HOH
‘--_‘_o | ~ J/
. - \P/C_) O,’
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R\ ,H /, + .~
N ,/’ N
R _~__0O. / :
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o) >
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o)
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Figura 5. Sitio activo de GABA-AT. Residuos que interactian con PLP. Lineas verdes
muestran las interacciones hidrofébicas, lineas punteadas indican los puentes de
hidrégeno. Las letras A y B indican las dos subunidades de GABA-AT.

En 1999, la estructura cristalina de rayos X de la GABA-AT de higado de cerdo fue
reportada con una resolucion de 3.0 A por el grupo de Schirmer en Basel.?® cinco afios
después, el grupo de Silverman report6 la estructura cristalina con 2.3 A de resolucion.*

La funcion normal del sistema nervioso central requiere de niveles balanceados de los
neurotransmisores inhibitorios y excitatorios; una reduccion en el nivel de GABA ha sido
implicada en sintomas asociados con la epilepsia,3 sugiriendo que la modulacién de los
niveles deficientes de GABA en el SNC pueden producir un efecto anticonvulsivo. Bajos
niveles de GABA estan vinculados no solo con la epilepsia si no también con muchos otros
desérdenes neurolégicos, incluyendo la enfermedad de Parkinson,® la enfermedad de
Alzheimer,?? la enfermedad de Huntington®* y la adiccién a la cocaina.*® El aumento de los
niveles de GABA ha demostrado ser efectivo para detener las convulsiones recurrentes en
el tratamiento de la epilepsia.*® Sin embargo, GABA no cruza la barrera hematoencefalica
(BHE); por lo tanto un aumento en los niveles cerebrales de GABA no puede lograrse
mediante la administracién intravenosa de este.®” Para aumentar los niveles de GABA en
el cerebro, uno podria acelerar la actividad de GAD, enzima que produce GABA, inhibir la
actividad de GABA-AT, la enzima que degrada el GABA; o inhibir la recaptacién de GABA
al bloguear la accion de los transportadores de GABA.
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2.3 Inhibidores de GABA-AT.

Existen varias estrategias para aumentar los niveles de GABA en el cerebro, los
inactivadores basados en mecanismos (MBI por sus siglas en ingles) de GABA-AT son
atractivos debido a su inactivacion Unica y su exitoso avance en etapas preclinicas.? Son
compuestos no reactivos cuya estructura esta relacionada con la del sustrato (o producto)
de la enzima objetivo e inicialmente actia como un sustrato alternativo. Sin embargo,
durante el mecanismo catalitico normal, el compuesto se convierte en una molécula que
provoca la inhibicién irreversible de la enzima antes de que salga del sitio activo.®

La busqueda de compuestos antiepilépticos con mayor selectividad y baja toxicidad
continlia siendo un area de investigacion importante en quimica medicinal.®® La enzima
GABA-Aminotransferasa (GABA-AT) es una enzima dependiente del fosfato de piridoxal
(PLP) que cataliza la degradacion del &cido Y-aminobutirico (GABA). La inactivacion de
GABA-AT ha demostrado ser un tratamiento importante para la epilepsia.*

Un mecanismo basado en un compuesto inactivador no reactivo que inicialmente actia
Como un sustrato para la enzima objetivo y que se convierte en una especie que provoca la
inactivacion de la enzima, generalmente por covalencia, podria aumentar los niveles de
GABA durante un periodo prolongado de tiempo.** El disefio de este tipo de inhibidores
requiere conocimiento del mecanismo de la enzima objetivo, entonces la quimica catalitica
puede ser utilizada en la activacion del inactivador; el mecanismo de la primera mitad de la
reaccion “Ping Pong” catalizada por GABA-AT se muestra en el esquema 2.

yia
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I¥5329 Hﬁ,/&/\coo_
HN y
- OH _
>0 PO \_OH H,N">"coo 2-0,HPO | D S
3 | GABA >
i N~ CH
CH3 H 3 .
NH;
2 3
- OH
H 2-0;HPO | X
N + _ N
%_E H MR "co0 D N” cH;
_ | on HN coo o
Z0;HPO | - . OH 2 PMP
{1~ >cH “0sHPO B o
3 +
H N” CH;3 HJ\/\COO_
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Esquema 2. Reaccion catalitica de GABA-AT.

Incubacion de GABA con GABA-AT lleva a la conversiéon de lisina-PLP aldimina 2,
a GABA-PLP aldimina 3. La abstraccion del Y-protén por Lys329 y la tautomerizacion lleva
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a PMP aldimina 4, la hidrdlisis catalizada por la enzima de este intermediario lleva a la
obtencién del semialdehido succinico y PMP.42

Actualmente la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(FDA por sus siglas en inglés), solo tiene aprobado desde el 2009 a un inactivador de
GABA-AT que es el farmaco (S)-vigabatrina 5 (Figura 6), que fue desarrollado por primera
vez por Lippert et al** y se usa para el tratamiento de la epilepsia.** Sin embargo una dosis
alta de vigabatrina (1-3 g) debe tomarse diariamente®® y por consiguiente hay muchos
efectos secundarios graves que surgen de su uso, incluyendo psicosis*® y pérdida de visién
permanente como resultado de dafio de la capa de fibra nerviosa retiniana.*’ Por lo tanto la
demanda para una alternativa a la vigabatrina en el tratamiento de la epilepsia es urgente.

Vigabatrina (comercializada como Sabril) es un MBI de GABA-AT, exhibe actividad
anticonvulsiva, se utiliza para tratar espasmos infantiles y como terapia complementaria
para las convulsiones parciales.*®

o

H,N
2 OH

=
5

Figura 6. (S)-Vigabatrina (Sabril, FDA, 2009).

Estudios mecanisticos realizados por Nanavati y Silverman*® (Esquema 3)
demostraron que vigabatrina inactiva GABA-AT via dos mecanismos, una reaccion de
adiciéon de Michael y una reaccién de enamina en una proporcién de 70:30. En la adicién
de Michael (a), vigabatrina actla como substrato GABA y se somete a la formacion de la
aldimina con PLP, desprotonacién y tautomerizacion a un aceptor de Michael 6, el cual se
somete a una adicion de Michael por Lys329, el residuo de lisina al que se une el PLP de
la enzima nativa®® dando, después de la protonacion el aducto covalente 7. La enzima
cataliza la hidrélisis de 6 para dar la cetona a,B-insaturada 8, que puede ser una posible
causa de los efectos secundarios del medicamento. En el mecanismo via enamina (b), un
intermediario de enamina 9, formado por tautomerizacion a través del alqueno, ataca el PLP
unido a la enzima para inactivar GABA-AT 10, también mediante formacion de un aducto
covalente. La hidrélisis de 9 da un electréfilo débil, que es poco probable que siga adelante
en reacciones en el sitio activo.*
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Esquema 3. Mecanismo de inactivacion de GABA-AT por vigabatrina.
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Con la finalidad de inhibir una de las dos posibles tautomerizaciones y mejorar la
otra, Silverman y colaboradores®® reportaron la sintesis de una serie de analogos de
vigabatrina conformacionalmente rigidos (Figura 7, 11-14) que demostraron ser excelentes
miméticos de GABA durante los estudios del receptor GABAx,*?> ademas se evalud su
actividad frente a la GABA-AT. Todos los analogos mostraron ser inhibidores competitivos

y algunos buenos sustratos para GABA-AT.

HaN, HoN HoN,
SRV e
(1R, 4S)-(+)11 (1S, 4R)-(-)11 (4R)-(-)12
H,N, H,N
Q—cozH @cozﬂ
(d, )13 (d, 1) (+)-14

Figura 7. Analogos de ciclopentano de GABA.

H,N

UCOzH

(45)-(+)12

Tres afios mas tarde el mismo Silverman disefié una nueva serie de analogos de
vigabatrina (Figura 8, 15-18) que solo funcionaran a través de un mecanismo de
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inactivacion; un modelo molecular de vigabatrina unida a GABA-AT indicé que evitar la
rotacion del grupo vinilo debia evitar la via de adicién de Michael®® por lo que se debia
proporcionar rigidez al doble enlace.

H,N" i “/CO,H  H,N” i “'CO,H

(d, -15 (d, 1)-16
HoNY : H,N”7 :
CO,H CO,H
(d, )17 (d, 1)-18

Figura 8. Analogos de ciclohexano de GABA.

El compuesto 15 inactiva la enzima GABA-AT por un solo mecanismo, 17 también
inactivé la GABA-AT, en los dos casos esta se dio en el sitio activo; mientras que 16 y 18
fueron inhibidores competitivos reversibles de la enzima, esto por la orientacion del protén
que necesita ser removido por la base en el sitio activo (Lys329).>

La sintesis y evaluacién de 11, dio pauta para estudios teéricos de modelado
computacional por sus resultados interesantes, en los cuales se observa cémo el enlace
doble endociclico no estd en una orientacion correcta, por lo que un compuesto con ese
mismo enlace, pero exociclico fue disefiado como una mejor opcién. EI compuesto 19
inactivé la GABA-AT hasta que se agregd 2-mercaptoetanol, en presencia de este, el
reactivo nucleofilico es atrapado dando la inactivacion de la enzima. A pesar de ello se
disefo y sintetizé un andlogo més reactivo disubstituido con flior (Esquema 4).

H2N“b"'COOH
19 F
o o (o} F A
N N N
\ F \ F \ A 4]
o CMB Z SMB 7z 4 HoN 'COOH
20 F 21 F 22 23

Reactivos y condiciones: (a) CF,HPO(OEt),, t-BuLi, 68%; (b) CAN, 68%; (c) 4N HCI, 72%.

Esquema 4. Aminoacido 19 vy sintesis de analogo 23 difluorosubstituido
conformacionalmente restringido.
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El compuesto 23 fue un potente inactivador de GABA-AT en presencia de 2-
mercaptoetanol, cuando la concentracion de 23 fue comparable con la de la enzima el valor
de kinac/Ki fue mas de 186 veces mayor que el de (S)-vigabatrina.®® En la actualidad este
compuesto es conocido como CPP-115, la FDA lo designé como farmaco huérfano para
tratar espasmos infantiles y recientemente el farmaco terminé estudios de fase clinica 1.°

Analogos de GABA conformacionalmente restringidos son de considerable interés
en quimica medicinal.>® Los sustituyentes de fllor y fluoroalquilo tienen un importante efecto
electrénico sobre los grupos vecinos en una molécula,®” por lo tanto la introduccién de uno
0 mas grupos que contienen flior en la molécula alteran sus propiedades fisicas, asi como
su actividad biolégica.>® En su continuo trabajo por la basqueda de nuevos analogos de 23,
Silverman y colaboradores® disefiaron y sintetizaron seis nuevos compuestos fluorados
conformacionalmente restringidos y se evaluaron como inactivadores de GABA-AT (Figura
9). De las dos series de compuestos, 27 fue mejor inactivador de GABA-AT que el farmaco
vigabatrina, pero no tan eficiente como 23, de hecho, ninguno de estos lo fue. Las moléculas
24-26 se disefiaron como inhibidores reversibles.

F F1C F3CF,C
H2N“'b"’COOH H2N“'b"’COOH HzN“‘b"’COOH
24 25 26

CF, H CF3
H——<\ F3C"<\ F3C \<Z
HaN'"\_~""/COOH  HpN““"\_~"'COOH  H,N""\_~"/COOH
27 28 29

Figura 9. Inhibidores e inactivadores de GABA-AT fluorados conformacionalmente
restringidos.

La lipofilia es un factor importante que influye en la capacidad de un compuesto para
penetrar BHE. Por lo tanto, Silverman y colaboradores® disefiaron una serie de inhibidores
potenciales de GABA-AT reemplazando el grupo carboxilo por bioisésteros lipofilicos
particularmente el anillo de tetrazol (Figura 10, 30-32), ademas de conservar analogia
estructural con el farmaco vigabatrina. El tetrazol, particularmente el contenido en el
compuesto 30 demostrd tener un potencial inhibitorio de la enzima relacionado con la
estructura de vigabatrina dependiente del tiempo y muy similar al farmaco, ademas de ser
mas lipofilico. Este resultado representd una pauta para el disefio de analogos de GABA
con estructura de triazol como inhibidores de GABA-AT.
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’\’/N‘N N-N, TN‘N
H,N N HoN | N H,N N
= H N pZ E:Hs
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30 31 32

Figura 10. Disefio de inhibidores de GABA-AT con reemplazo bioisostérico.

El disefio, sintesis y evaluacion de nuevos inhibidores e inactivadores de la GABA-
AT puede conducir al descubrimiento de nuevas terapias relacionadas con GABA. Una serie
de amino&cidos aromaticos (Figura 11, 33-39) fue sintetizado y evaluado como inhibidores
de la enzima, ese fue el trabajo que desarrollé6 Silverman y colaboradores® en 2008,
particularmente en este trabajo se utilizé el modelado por computadora para observar el
comportamiento de la enzima frente a los diversos compuestos.

Los resultados sugirieron que el andamio de anillo aromético en el disefio de nuevos
analogos de GABA podria ser Util en la sintesis de posibles inactivadores de GABA-AT
habiendo aumento de lipofilia.

CO,H
[ COzH (©\/ 2 /©\ /©\/002H
H,N CO,H  CIHH,N

NH, HCI NH, HCI
33 34 35 36
CIH HZN—f CO,H  CIHH HZN—f i—COZH H,N  CO,H

37 38 39

Figura 11. Aminoacidos como inhibidores y sustratos de GABA-AT.

Con base en todos los resultados anteriores, sobre todo los relacionados a los
analogos de ciclopentilo y ciclohexilo de GABA, Silverman y colaboradores®? disefiaron y
sintetizaron una serie de analogos heteroaromaticos de cinco miembros con relacion muy
estrecha a los compuestos 33 y 37 como sustratos e inhibidores de GABA-AT, ya que a la
conclusion que habian llegado, después de los estudios anteriores y evaluaciones, fue que
la identificacién de sustratos es imprescindible para el desarrollo de nuevos inactivadores.
Todos los compuestos (Figura 12, 40-42), fueron inhibidores competitivos asi que tienen
afinidad al sitio de union muy similar. Fue el primer acercamiento en el estudio de analogos
de GABA heterociclicos como inhibidores de GABA-AT.
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uhve * 4

CO,H | COH  H,N a.X=0

|/ 2 HZN\L% 2 b.X=S
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Figura 12. Serie de anélogos heteroaromaticos.

Una serie de anélogos conformacionalmente restringidos basados en el anillo de
tetrahidrotiofeno, los cuales tienen un grupo saliente colocado en una posicion que facilita
un mecanismo de apertura de anillo y por consiguiente la inactivacion de la GABA-AT fue
lo que en 2015 Silverman y colaboradores® disefiaron, sintetizaron y evaluaron ademas de
llevar a cabo diversos estudios mecanisticos (Esquema 5).
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Esquema 5. Sintesis de andlogos conformacionalmente restringidos de tetrahidrotiofeno
de GABA.

Los resultados preliminares in vitro mostraron como 51 fue ocho veces mas eficiente
como inactivador que la propia vigabatrina, mientras que 52 fue similar a vigabatrina; los
estudios revelaron que el &tomo de azufre juega un papel fundamental en el aducto que se
forma en el sitio activo de GABA-AT inactivandola. Otro resultado interesante fue que estos
compuestos inactivan la enzima por un nuevo mecanismo, ya que no se unen
covalentemente, sino que tiene interacciones de puente de hidrégeno con Arg192, de tipo
11-11 con Phe189 y un S---O=C con Glu270 en el sitio activo y estas hacen que la enzima se
inactive.

Ademaés de la relacién que existe entre la inhibicion de la GABA-AT con la reduccién
de convulsiones en trastornos como la epilepsia, también los niveles elevados de GABA
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que resultan de la propia inhibicién se ha encontrado que antagoniza la rapida liberacién de
dopamina que ocurre como respuesta neuroquimica a substancias de abuso. En 1998 fue
desarrollada una estrategia novedosa para tratar la adiccion a la cocaina basandose en la
inhibicion de la enzima GABA-aminotransferasa,® Silverman y colaboradores® llevaron a
cabo un estudio exhaustivo donde el compuesto conocido como CPP-115 fue probado y
resultd ser también efectivo para tratar la adiccion, particularmente de cocaina, en la cual
resulté ser 300 veces mas potente que vigabatrina para reducir la liberacién de dopamina.
En un principio, este compuesto fue disefiado para inactivar GABA-AT por un mecanismo
via adicion Michael; sin embargo, cuando la estructura cristalina fue reportada se descubrio
que la enzima se inactiva por CPP-115 formando una interaccion no covalente, esto es
mediante interacciones electrostaticas.®* Para minimizar efectos de movimiento del grupo
difluorometilenil y asi promover la formaciébn de enlaces covalentes, Silverman vy
colaboradores®® propusieron en un nuevo trabajo llevar a cabo ésto incorporando un enlace
doble en la estructura de CPP-115 y asi minimizar la flexibilidad del anillo; fue como se
disefi6 el nuevo inactivador 55 (Figura 13).

F
FN 0
+ - -
HaN o

55

Figura 13. Estructura del acido (S)-3-amino-4-(difluorometilenil) ciclopent-1-eno-1-
carboxilico.

Estudios de dinamica molecular se utilizaron para predecir que la incorporacion de
un enlace doble en el anillo generaria la posible modificacién covalente. El acoplamiento
molecular mostré que efectivamente la diferencia en la distancia fue significativa para la
interaccion con el residuo Lys329. Las pruebas in vitro sobre GABA-AT mostraron que 55
fue 9.8 veces mas eficiente que CPP-115, también mostro potencial terapéutico en el
tratamiento para la adiccién, lograron la obtencién de la estructura cristalina con GABA-AT
y el resultado muestra la unién covalente predicha con anterioridad en estudios in silico.
Uno de los grandes hallazgos con el compuesto 55 es que tuvo una notable inhibicion sobre
la enzima OAT (Ornitin-Amino-Transferasa), esto relacionado con la inhibicién en el
crecimiento del carcinoma hepatocelular.®® Los estudios in vivo mostraron que 55 fue
superior a CPP-115 y vigabatrina en la supresion de la liberacion de dopamina en adiccion
de nicotina y cocaina.

El disefio de farmacos mediante el uso de la biologia estructural sigue siendo uno
de los enfoques mas légicos y estéticamente agradables para el descubrimiento de
farmacos, el conocimiento de las capacidades de union de los residuos del sitio activo a
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grupos especificos en el agonista 0 antagonista, conduce a propuestas de sintesis de
compuestos con alta probabilidad de tener actividad biolégica.®” Por ejemplo el
acoplamiento molecular es una de las técnicas claves de la quimica computacional que se
aplican, modelando estructuras de complejos ligando-proteina in silico para el
descubrimiento de nuevas moléculas activas.®® Todo lo anterior lo aplic6 Bansal y
colaboradores® en uno de sus trabajos en 2013, donde uno de sus objetivos fue aplicar las
técnicas computacionales en la blusqueda de posibles inhibidores de GABA-AT, disefiando
y sintetizando una serie de anélogos de GABA con un enlace imina y una variedad de
substituyentes de tipo alquilo, aril aldehidos y cetonas (Figura 14). El docking se emple6
para encontrar compuestos exitosos y clasificar los ligandos.

Figura 14. Disefio de analogos de GABA, aplicado en el trabajo de Bansal.

Los resultados de evaluacién biolégica estuvieron de acuerdo con los de
acoplamiento molecular, particularmente los compuestos con los grupos -NH; y -CO;H
libres son los méas potentes, la formacién de la imina con el grupo -NH; libre reduce la
potencia; por lo que las hidrazonas acidas de GABA fueron un grupo interesante de estudio.
El 4-amino-N"-[(12)-1-(2-bromofenil) etilideno]butanehidrazida (Figura 15, 56), fue
identificado como el mejor y potente inhibidor de GABA-AT con una concentracion
inhibitoria (ICso) de 0.073 uM.
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Figura 15. Hidrazona acida de GABA 56.

Basado en el mecanismo de accién propuesto para los inhibidores de GABA-AT,
Conti y colaboradores™ disefiaron algunos inhibidores potenciales 57 y 58, estas moléculas
se caracterizan por contener una estructura biciclica, donde uno de los anillos incluye al
esqueleto de GABA y el otro una 3-Br-isoxazolina, la cual es capaz de sufrir un ataque
nucleofilico por el residuo de Lys329 en el sitio activo de la enzima. En el esquema 6 se
observa claramente cédmo el grupo amino forma un aducto de imina con el PLP y el nlcleo
de la 3-Br-isoxazolina esta listo para la sustitucion nucleofilica por el grupo amino de la
Lys329. Es asi como (-)-57, (+)-57, (-)-58 y (+)-58 se probaron in vitro como inhibidores de
GABA-AT y ademés se analizaron por medio de estudios de docking. Sélo el compuesto
(+)-57 fue dependiente de tiempo y concentracién e inhibié GABA-AT, pero menos efectivo
que CPP-115 y vigabatrina.

Lys329
1 COOH
o,6a_le o COOH
e NH,
LyS329MTM‘ N3 " A 5 )n
N\ 3a Ey
/@ |T|e Br NH2 N\
20,0, _A_ O = = “o Hy
o (+)-57 2-0,P0O NG
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H N
0, COOH/ H
N .
Lys329,
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2.
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N
H

Esquema 6. Mecanismo de reaccién propuesto para la inactivacion de GABA-AT por (+)-
57.

No solo analogos del neurotransmisor GABA han mostrado actividad anticonvulsiva,
diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de sintetizar y evaluar compuestos
con diversidad molecular en su estructura como inhibidores de la GABA-AT. Las amidas
por ejemplo son una clase de compuestos que presentan una amplia gama de aplicaciones
biolégicas, entre ellas exhibiendo actividad anticonvulsiva.”! Entre esos grupos se
encuentra el de Shakya y colaboradores? que en 2016 sintetizaron moléculas con
benzofurano junto a aminas sustituidas a través de enlace de acetamida (Figura 16) y
evaluaron sus propiedades antiepilépticas, neurotdxicas y su relacién con una posible union
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a la GABA-AT, ademas la serie de compuestos se analiz6 por modelado molecular. La
mayoria de los compuestos demostré actividad anticonvulsiva.

59a-1 X = H, 60a-l X = CI

R = (59a)-piperidina, (60a)-2-metilpiperidina, (b)-4-metilpiperidina,
(c)-2,6-dimetilpiperdina, (d)-4-etilpiperazina, (e)-4-(2-furanoil)piperazina,
(f)-4-(2-fluorofenil)piperazina, (g)-4-(2-piridil)piperazina, (h)-ciclohexil(metil)amina,
(

i)-morfolina, (j)-diciclohexilamina, (k)-dipropilamina, (l)-4-metilpiperazina.

~ =

Figura 16. Serie de derivados de benzofurano con actividad anticonvulsiva.

El grupo de Siddiqui’ llevé a cabo un extenso trabajo en la blsqueda de nuevos
compuestos anticonvulsivos estructuralmente diferentes al neurotransmisor; para ello
realizé el disefio, sintesis y evaluacion de una serie de dihidropirimidinas como inhibidores
de GABA-AT (Figura 17). Las pirimidinas tienen una notable importancia farmacéutica
debido a su diversidad en actividad, particularmente como anticonvulsivos.’* En este trabajo
se llevé a cabo la evaluacién anticonvulsiva in vivo mediante el uso de modelos de epilepsia
como el electrochoque y subcutaneo con pentilentetrazol (PTZ) en animales. Los estudios
de acoplamiento molecular se utilizaron para predecir las interacciones en el sitio activo de
GABA-AT y para confirmar la inhibicion con estudios in vitro sobre la enzima en tejido
cerebral. Realmente el trabajo que hizo este grupo de investigacién en cuanto al disefio
racional de compuestos es verdaderamente importante, ya que se considero la estructura
general de varios compuestos anticonvulsivos reportados y de farmacos a la venta.”

HO

61a 61b

Figura 17. Nuevos compuestos anticonvulsivos que contienen un nicleo de pirimidina.

18



Antecedentes

Los resultados que arroj6 este estudio fueron altamente promisorios, ya que la
mayoria de las moléculas se identificaron como agentes anticonvulsivos activos,
particularmente los compuestos 61a y 61b podrian usarse como platillas para el disefio de
futuros farmacos anticonvulsivos.

Este mismo grupo de investigacion reporté una nueva serie de dihidropirimidinas
derivadas de carbotioamida como agentes anticonvulsivos. Basados en el reporte previo,
se llevo a cabo un disefio racional similar, con modificaciones estructurales relacionadas
con fa&rmacos anticonvulsivos, en este caso se enfocaron también en la conservacién del
farmacéforo en las nuevas moléculas. El rango de distancia entre los elementos
farmacoféricos, de los farmacos utilizados como moléculas objetivo para la nueva serie, se
muestra en la figura 18.

D

2.4-65A

Figura 18. Rangos de distancia entre elementos farmacofdricos.

Los compuestos, ademas de ser disefiados, se sintetizaron y probaron en los
mismos modelos de epilepsia; el compuesto 62, del cual se muestra su sintesis en el
esquema 7, resulté ser el mas potente, exhibiendo una actividad inhibitoria significativa en
el ensayo in vitro con la GABA-AT, de hecho, fue superior al del estandar utilizado, que fue
vigabatrina. Los estudios de modelado molecular confirmaron el mecanismo de union de
este tipo de moléculas con la GABA-AT.”®

S

o o) )l\
0y - U
HO

—d,

NH, N=C=S
7 =
H,C H,C

Reactivos y condiciones: (a) acetofenona, EtOH, NaOH, 2 h, 0-5°C; (b) tiourea, EtOH, KOH, reflujo, 18-20 h; (c) CS,, NH,OH, PbNO3, 10 min;
(d) EtOH, K,CO3, reflujo, 18-12 h.

OH

Esquema 7. Sintesis de la dihidropirimidina derivado de carbotioamida 62.

Siguiendo con el estudio de nuevos inhibidores de GABA-AT con diferencia
estructural, Gilani y colaboradores’” reportaron una serie de novedosos derivados de
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benzotiazol que contienen en su esqueleto tiazolidinonas y azetidinonas, resaltando los
compuestos heterociclicos que contienen nitrdgeno y sus innumerables potenciales
farmacologicos. Existen muchos reportes en la literatura de anélogos de benzotiazol con
actividad neuroprotectora,”® al igual que las tiazolidinonas y azetidinonas como una
importante clase de compuestos heterociclicos con propiedades inclusive anticonvulsivas,”®
por lo que los autores, al disefiar moléculas con los tres grupos conectados a través de un
enlace amida, predecian la efectividad de sus compuestos. Los compuestos se evaluaron
como antiepilépticos dando excelentes resultados en modelos in vivo, principalmente tres
compuestos 63a, 63b y 64a tuvieron actividad prometedora, esto podria deberse a la
presencia de sustituyentes electroatractores (Figura 19). Los estudios in vitro e in silico
atribuyen el aumento de la concentracién de GABA a la inhibicién de la enzima GABA-AT.

N N N
Lo - L
cl s NH o cI S NH o cl S )—NH
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Cl NO, ¢l cl

63a 63b 64a
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Figura 19. Derivados de benzotiazol conteniendo analogos de tiazolidinona y azetidinona
conectados a través de un enlace de urea.

Dentro del grupo de investigacion del Doctor Mario Fernandez Zertuche, la sintesis de
analogos de GABA como inhibidores de la GABA-AT ha generado resultados interesantes;
estructuralmente los compuestos conservan el esqueleto del neurotransmisor. Un punto
importante derivado de estos estudios, es que se ha observado que englobar el atomo de
nitrdgeno de GABA dentro de un sistema heterociclico, confiere ciertas caracteristicas a la
molécula como inhibidor de la enzima, ademas, incorporar grupos aromaticos en la posicion
B con respecto al carbonilo de acido carboxilico, todavia potencia mas la actividad y confiere
caracter lipofilico, caracteristicas necesarias para este tipo de moléculas.

Como un primer acercamiento Fernandez y colaboradores® reportaron la sintesis,
evaluacion in vitro e in silico de siete analogos de GABA como inhibidores de la GABA-AT,
estos conservan el esqueleto de GABA como ya se habia mencionado y algunos de ellos
sustituidos en B con grupos isobutilo o p-Cl-fenilo en analogia a los farmacos (S)-
pregabalina o (R)-baclofen, esto para promover el caracter lipofilico de los compuestos.®*
Los sistemas heterociclicos que engloban el &tomo de nitrégeno corresponden a pirrolidina,
indolina e imidazol, estos se convierten en aminas terciarias con mayor basicidad, lo cual
favorece la transferencia del proton del &cido carboxilico al &tomo de nitrégeno para generar
especies zwitterionicas que facilitan la interaccion con la enzima GABA-AT. Las
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modificaciones estructurales que se llevaron a cabo condujeron a resultados de actividad
inhibitoria de dos compuestos, 65 y 66, que tuvieron un 35 y 32% de inhibicién en una
prueba preliminar sobre la GABA-AT de Pseudomona fluorescens, donde a la par se evalu6
la actividad de los controles vigabatrina (43%) y valproato de sodio (23%) (Figura 20). Este
trabajo se complementé con estudios computacionales de similitud molecular®? y de
acoplamiento molecular, este ultimo tanto con la enzima GABA-AT de Pseudomona
fluorescens®® y con un modelado homdélogo de la enzima de humano. Particularmente, 66
mostro una fuerte interaccion con ambas enzimas.

cl
o)
Ch 0
OH N
OH
65 66

Figura 20. Analogos heterociclicos de GABA.

Con la finalidad de encontrar inhibidores mas potentes, un nuevo reporte del grupo
de investigacién present6 la sintesis de una nueva serie de analogos de GABA con
variacion en el sistema heterociclico, particularmente el que se encuentra en la posicion Y,
con tiazolidinas, metil piperidinas, morfolina y tiomorfolina, de igual forma se determiné el
potencial inhibitorio sobre la GABA-AT de Pseudomona fluorescens, ademas se llevaron a
cabo estudios in vivo induciendo convulsiones con PTZ. Un estudio de relacion estructura-
actividad cuantitativo (QSAR), acompafiado de acoplamiento molecular, dieron soporte a
los resultados obtenidos. Particularmente los anillos de tiazolidina se utilizaron para evaluar
el efecto de un segundo heteroatomo en el anillo de cinco miembros con respecto al trabajo
anterior, la expansion del anillo a seis miembros con piperidinas y los sistemas morfolina y
tiomorfolina para evaluar el efecto de heteroatomos en anillos mas grandes. Este tipo de
analogos de GABA, a diferencia de los que tienen el grupo amino primario, no reaccionan
con el cofactor PLP de la enzima, mas bien, la inclusién de sistemas heterociciclos convierte
a las aminas en terciarias, con mayor basicidad, esto, como ya se menciond anteriormente,
genera especies zwitteridnicas que pueden facilitar interacciones no covalentes con GABA-
AT. El compuesto 71 derivado de piperidina, al ser evaluado in vitro, tuvo un porcentaje de
inhibicion de 73% sobre la enzima. En cuanto a los estudios in vivo, mostré un efecto
neuroprotector a una dosis de 0.50 mmol/kg. La sintesis de 71 se muestra en el esquema
8.84
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Esquema 8. Sintesis del andlogo de GABA derivado de piperidina 71.

El compuesto 71 mostré una fuerte interaccion con ambas enzimas (Pseudomona
fluorescens y modelo de humano) en las cuales se llevé a cabo el docking, todo esto
concordd con los resultados del modelo QSAR, el cual indico que los ligandos voluminosos
tienden a ser mejores inhibidores, especialmente aquellos con 4&tomos de azufre en su
estructura.

A principios del 2020, Fernandez y colaboradores®® presentaron un estudio en el
cual se sintetizaron doce nuevos analogos de GABA como inhibidores de GABA-AT, donde
se reemplazaron los sistemas heterociclicos de pirrolidina y piperidina, que habian
mostrado efectividad en trabajos anteriores, por 1,2,3-triazoles; esto considerando que se
tratan de estructuras privilegiadas y de un acceso sintético relativamente facil mediante la
guimica click.2® En este trabajo también se considerd el caracter lipofilico afiadiendo B-
substituyentes, los analogos también incluyen un segundo substituyente en el anillo de
triazol (aromatico, heteroaromatico, alquilo y ciclopropilo) para evaluar el efecto de este en
la actividad inhibitoria. Este es el primer trabajo donde se reportaron analogos de GABA
con triazoles en su estructura, aunque este tipo de heterociclos tiene un rango de actividad
terapéutica incluso como estimulantes del SNC, sedantes y ansioliticos.®’

La construccién de los anillos de 1,2,3-triazol 1,4-disubstituido, se logré utilizando la
reaccién de cicloadicion alquino-azida catalizada por cobre (CUAAC por sus siglas en
inglés),®® donde el Cu dirige la regioselectividad de la reaccién para dar como Unico
producto el regioisémero 1,4-disubstituido, mas adelante abordaremos este tema con
mayor profundidad. El ensayo de inhibicion enzimatica arrojé que el compuesto triazdlico
82 mostro un 59% de inhibicion, mayor que los controles positivos utilizados (vigabatrina y
valproato de sodio) en el esquema 9 se muestra la sintesis de dicho compuesto.

cl
\/\)CJ,\ i
s O
_ OEt N N\/\)J\OB (p-CICgH,),CuMgBr N 0 1. LiOH, CH30H ;¢ N o)
=y — 12 — PAN - > PAN
s/ N N

= N N
Cul, DIPEA = éter, 0°C _ OEt 2. HCI1M _ OH
3-etiniltiofeno CH.Cl N 82a — —
S, 82b ) 82

Esquema 9. Sintesis del analogo de GABA triazoélico 82.

En este trabajo también se realizaron estudios computacionales, el modelo QSAR
correlacioné con los resultados in vitro, las propiedades electrénicas y particularmente los
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descriptores relacionados con los sustituyentes del anillo de triazol, ademéas que los
analogos voluminosos y con presencia de azufre son mejores inhibidores;®* el docking
confirmo la importancia del anillo mediante las interacciones importantes entre el ligando y
la enzima, los puentes de hidrégeno hacen que se adopte una conformacién estable.

2.4 Farmacos con estructura de triazol en el sistema nervioso central.

Los compuestos heterociclicos de triazol han ganado especial atencion debido a su
aplicacion potencial como agentes medicinales, agroquimicos, ligandos supramoleculares
catalizadores biomiméticos entre otros.?° Este tipo de estructuras, puede unirse faciimente
a una variedad de enzimas y receptores a través de interacciones débiles como enlaces de
coordinacién, puentes de hidrégeno, interacciones ion-dipolo, -1, hidrofébicas y fuerzas
de van der Waals; mostrando asi un amplio espectro de actividades biol6gicas.*®

El nacleo de triazol se ha incorporado a una variedad de candidatos a farmacos
interesantes que incluyen antiinflamatorios, estimulantes del SNC, sedantes, ansioliticos
antimicrobianos y antifingicos; ademdas, se encuentra en una amplia gama de
medicamentos como antimicrobianos, analgésicos, antiinflamatorios, anticonvulsivos,
antineoplasico, antivirales antiparasitarios etc.

En los ultimos afos, se ha prestado atencion en desarrollar compuestos derivados de
triazol como farmacos anticonvulsivos, debido a sus buenas actividades y baja toxicidad
(Figura 21). Los triazoles 84a y 84b mostraron actividad anticonvulsiva comparable con los
farmacos estandar fenitoina, etosuximida y fenobarbital. Ademas, dieron un perfil de
seguridad significativo, adecuada absorcion por via oral y con menos efectos neurotéxicos
tanto oral como intravenosa.®? El triazol 85 mostré mayor potencia anticonvulsiva que la
propia carbamazepina como farmaco de referencia,® el triazol substituido con oxadiazol 86,
exhibié considerable actividad en los modelos de PTZ, MES (maximal electroshock seizure
por sus siglas en inglés) y efecto neuroprotector en ratas; el estudio mostr6 también que
este tipo de triazoles actuaban como compuestos potenciadores del GABA,** pudiéndose
desarrollar como medicamentos selectivos del mismo. La evaluacion anticonvulsiva de
triazoles substituidos con indol, mostré6 que el compuesto 87a fue mas potente que la
carbamazepina, mientras que los compuestos 87b-d tiene perfiles de toxicidad mas bajos
que la fenitoina.%
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Figura 21. Moléculas derivadas de triazol con propiedades anticonvulsivas.

Enfermedades neuropaticas como el Alzheimer, la enfermedad de Parkinson,
esquizofrenia, demencia, ansiedad, depresion, etc., han propiciado el desarrollo de
moléculas nuevas, en las cuales el nulcleo de triazol ha demostrado tener actividad en
contra de estas enfermedades (Figura 22).% Varios reportes en la literatura muestran como
los triazoles tienen potencial actividad para tratar Alzheimer, por ejemplo los derivados de
purinas, como es el caso de la molécula 88.°” También se ha observado que derivados de
berberina que contiene ndcleos de 1,2,3-triazol, son inhibidores de la acetilcolinesterasa,
los compuestos 89a y 89b, en estudios de acoplamiento molecular, mostraron la
contribucién que tiene el nicleo de triazol interactuando con el sitio catalitico de la enzima.®®
Estos se consideraron potenciales candidatos para tratar Alzheimer. La inhibicion de
agregados téxicos en algunos péptidos son clave para tratar Alzheimer, una serie de
difeniltriazoles mostraron excelentes afinidades de unién a los agregados; 90a y 90b son
agentes dirigidos a las placas amiloides en el cerebro.®® El ferroceno 91 Ginico antagonista
de los receptores de dopamina D3 y D4 es un potencial agente antineuropético.'®

89a, R = N(i-Pr), 90a,R=H

88 89b, R = (CHa)3CHs 90b, R = CH,

Figura 22. 1,2,3-triazoles anti-Alzheimer y antineuropéticas.

El anillo de 1,2,3-triazol es un farmacéforo importante entre los heterociclos que
contienen nitrégeno.'! Jiang y colaboradores'® llevaron a cabo la sintesis de una serie de
derivados de 1,2,3-triazol, los cuales se evaluaron por su potencial anti-Alzheimer, ademas
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de actividad inhibitoria y neuroprotectora selectiva de la AChE (acetilcolinesterasa) y su
citotoxicidad en células sanas. Para predecir su capacidad para penetrar la BHE, se calculé
el ClogP (coeficiente de particion) y TPSA (area de superficie polar topolégica). De todos
los derivados, el compuesto 92 tuvo la inhibicion més fuerte de AChE, alta selectividad y
buen efecto neuroprotector, no mostré citotoxicidad y, junto con las propiedades
fisicoguimicas y de acoplamiento molecular, puede considerarse como un farmaco
potencial con doble accién. Los hibridos de tacrina-cumarina unidos a heterociclos de 1,2,3-
triazol mostraron una notable actividad inhibitoria de AChE, particularmente los compuestos
93ay 93b al utilizar la prueba de Morris Water Maze, mostraron una mejora de la memoria;
estos resultados dan la pauta para que en un futuro sean potenciales farmacos para el
tratamiento del Alzheimer.'% (Figura 23).

92 93a,n=1,R= E|H

93b,n=3,R =

Figura 23. Compuestos inhibidores de AChE para el tratamiento contra el Alzheimer.

La neuroproteccion es uno de los aspectos mas desafiantes en la investigacion
médica actual para el desarrollo de tratamientos de trastornos neurolégicos. La sintesis de
agentes de este tipo, basados en hibridos unidos a 1,2,3-triazoles, cdmo un area muy activa
de investigacion en los Ultimos afios.'* El 1,2,3-triazol 94, analogo de longanlactona,
demostr6 actividad neurotréfica contra células de neuroblastoma de ratén en comparaciéon
con el dimetilsulfoxido (DMSO0).1% Giraudo y colaboradores!® reportaron que derivados
sustituidos con hidroxilo (-OH) en el nacleo de 1,2,3-triazol, son biomiméticos prometedores
de los inhibidores de GABA, el compuesto 95 mostré el valor de Ki mas alto, el acoplamiento
molecular mostré que el triazol hace que 95 adopte una posicion vinculante (Figura 24).
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94 95

Figura 24. 1,2,3-triazoles como agentes neuroprotectores.

2.5 Sintesis de 1,2,3-triazoles

Los triazoles son compuestos organicos heterociclicos que contienen un anillo de cinco
miembros con tres &tomos de nitrogeno y dos de carbono. Existen dos formas isoméricas
de triazoles 1,2,3-triazol y 1,2,4-triazol.'%” Generalmente los 1,2,3-triazoles se subdividen
en tres clases principales: monociclicos, benzotriazoles y sales de triazolio. Son
notablemente estables frente a hidrdélisis, condiciones oxidativas/reductoras y degradacion
enzimatica.'® Los triazoles se pueden utilizar como enlazador y mostrar efectos
bioisostéricos sobre el enlace peptidico, anillo aromatico, enlaces dobles y un anillo de
imidazol. Caracteristicas como la formacién de puentes de hidrogeno, interacciones dipolo-
dipolo y apilamiento 1, han aumentado su importancia en el campo de la quimica médica,
ya que se unen con la diana biolégica con alta afinidad debido a su solubilidad mejorada.
Los 1,2,3-triazoles son similares a los enlaces amida en términos de distancia (Figura 25).1%°

3.9A 5.1A
‘0 R, HoN F N=n™,
: N \,«/u |
H,N \
2 \!)L”*COOH SN N e
R COOH

Figura 25. 1,2,3-triazol como bioiséstero de enlace amida.

De los tres atomos de nitrdgeno, uno es de tipo pirrol y los otros dos son de tipo
piridina. Todos los atomos tienen hibridaciéon sp? y los 6 electrones 1 disponibles estan
deslocalizados alrededor del anillo, lo que es responsable de su caracter aromatico.°
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Dimroth y Fester!'! inicialmente prepararon 1H-1,2,3-triazol calentando una solucién
alcohdlica de 4cido hidrazéico con acetileno a 100°C por 70 h. El compuesto también se
obtuvo por reaccién de NaNs con acetileno en solucion acida.

_ =N H,SO, _
HC=CH + HN3 ——> NH <<——— HC=CH + NaNj;
. ~/
Acetileno . ACId’O. 1H-1,2,3-triazol Azida de sodio
hidrazéico

Esquema 10. Sintesis de 1H-1,2,3-triazoles.

El 3-(nitrofenil) acrilato de etilo reacciona con azida s6dica en DMF o DMSO a 25°C
durante 2 h para dar 4-(p-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-5-carboxilato de etilo con rendimientos
del 41%.112

NO,
O,N
H +  NaN, DMSO
| 25°C N
I \
EtOOC~ "COOEt N\N COOEt
H

Esquema 11. Cicloadicion de azida a alquenos activados.

1,3-dicetonas y B-cetoésteres reaccionan con azidas organicas para producir 1,2,3-
triazoles N-sustituidos con buenos rendimientos.'*

(o) o COR,
O O N
N, N, /"
R)J\/U\R + RN, Base _ Rz)i\\,ﬂ —> Rj \f;l —>N\XR
1 2 = - N 2
°© R1':LR 0 R1N\R R

Esquema 12. Sintesis de 1,2,3-triazoles a partir de compuestos dicarbonilicos.

Los derivados de acetonitrilo que reaccionan con azidas organicas, en presencia de
una base, originan 1,2,3-triazoles sustituidos en la posicién 1.4

R4

R r, N \N NH2

5 R, N\\N R, N\\N N {
Ri<_CN + RN; —Dbase , I — MN|—s N
@A\_N\ HN \ |
R

Esquema 13. Sintesis de 1,2,3-triazoles a partir de derivados de acetonitrilo.
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Las a-hidroxiiminohidrazonas, oxidadas con tetraacetato de plomo en acido acético,
produjeron 1-(aroilloxi)-4,5-dimetil-1H-1,2,3-triazoles con rendimientos moderados.*®

H.C H,C
HsCo _N. ¥N=N
SN N)J\Ar Pb(OAc), I N—COAr > / N
H DCM, 0°C H.e” N+ H3C N’N
H3C \'}l 3 \c)_ |
on OCOAr

Esquema 14. Sintesis de 1,2,3-triazoles a partir de a-hidroxiiminohidrazonas.

Las bis(hidrazonas) derivadas de 1,2-dicetonas e hidrazinas son oxidadas por MnO,
a 1H-1,2,3-triazol-1-aminas.'®

Ar
Ar__N
"™N#"°NH, MnO, o HgO Z‘N
x. _NH N’N
N~ 2 |
NH,

Esquema 15. Sintesis de 1,2,3-triazoles a partir de bis(hidrazonas).

Una de las formas Utiles de sintetizar 1,2,3-triazoles es mediante la transformacién
del anillo de 1,2,3-tiadiazoles funcionalizados. La isomerizacion catalizada por bases de
derivados de 1,2,3-tiadiazol-5-amina, proporcion6é 1H-1,2,3-triazol-5-tioles con buenos
rendimientos.?’

N N
Jz N 220 l\il—\>’\SR
S T = N
ROOCN 115 min, -CO,
Ry Ri

Esquema 16. Reacciones de transformacién del anillo.

2.5.1 1,2,3-Triazoles 1,4-Disubstituidos (CUAAC).

En 2001, Kolb, Finn y Sharpless definieron el término de “Quimica Click” como la
union de dos bloques de construccion molecular de manera facil, selectiva y con un alto
rendimiento, en condiciones suaves, tolerantes al agua y con muy poca formacion de
subproductos.!8

La reaccion térmica de alquinos terminales o internos con azidas orgénicas
(Esquema 17) ha sido estudiada por mas de un siglo, siendo Huisgen y colaboradores, en
las décadas de 1950 y 1970, quienes la introdujeron a la familia de las cicloadiciones 1,3-
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dipolar.'’® En ausencia del catalizador metdlico de transiciéon, el proceso es no-
regioselectivo y generalmente bastante lento, dando resultado una mezcla de productos
regioisoméricos de 1,2,3-triazol cuando un alquino esta sustituido asimétricamente.?%121 | a
reaccion es muy exotérmica, su barrera de activacion alta da como resultado velocidades
de reaccion extremadamente bajas incluso a temperatura elevada.

N ,\II;N

N$
>100° I >R >R
R—N; + R,———R, LY _N ® + N 2
Horas-dias R4 = R; =
R, R3

Esquema 17. Cicloadicion 1,3-dipolar de alquinos y azidas.

Aunque diferentes reacciones quimicas se pueden considerar del tipo “Click”, la
cicloadicion alquino-azida catalizada por cobre (CUAAC), se considera generalmente como
el ejemplo de excelencia de este tipo de quimica. La reaccion catalizada por cobre se
reporté6 de manera simultdnea e independiente por los grupos de investigacion de Meldal
en Dinamarca y Fokin y Sharpless en Estados Unidos, donde se reportdé que el uso de
cantidades cataliticas de cobre (I) conduce a cicloadiciones de alquinos y azidas altamente
eficientes y regioselectivas a temperatura ambiente en medio organico o acuoso.'??

La velocidad de reacciéon aumenta hasta 107 veces,'?® y ademas da lugar a una
absoluta regioselectividad con la formacién exclusiva del isémero 1,4 (Esquema 18).

N=N

@ 1), t. a. I R
Ri—N-N=N + R;———H Cu(. t.a > /N\/gi 2
©) minutos-horas R

H

Esquema 18. Cicloadicion 1,3-dipolar de azidas y alquinos catalizada por Cu(l).

El grupo de Meldal descubrio los beneficios al emplear Cul y N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) para la sintesis de 1,2,3-triazoles en distintos disolventes, utilizando alquinos
inmovilizados en una fase sélida. A esta contribucion, le siguié inmediatamente otra de
Sharpless y Fokin, describiendo el uso de sulfato de cobre pentahidratado y ascorbato
sédico en agua para llevar a cabo la cicloadicion entre alquinos terminales no activados y
azidas de alquilo/arilo. La posibilidad de poder llevar a cabo la reacciébn en agua, le
proporciond un mayor valor afiadido a la misma, la reaccién procede en muchos disolventes
proticos y aproticos, incluida el agua, y no se ve afectado por la mayoria de los grupos
funcionales orgénicos e inorganicos, eliminando la necesidad de un grupo protector
(Esquema 19).1%
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NﬁN R1_N—N(£)N CUSO4.5H20 NﬁN
rll\/ngz <Cul, DIPEA © Ascorbato sédicg. ﬁ\/ngz
R1/ THF R,———H t-BuOH:H,0 R1/
H (6 similar) H

Esquema 19. Condiciones experimentales tipicas para la cicloadicién de azidas y alquinos
catalizada por Cu(l) en funcion del disolvente utilizado.

Antes de explicar las posibles vias mecanisticas del proceso CuAAC, seria
importante explicar la reactividad de las azidas organicas y los acetiluros de cobre (I). Con
la excepcion de la descomposicion térmica y fotoquimica, la reactividad de las azidas
organicas es dominado por reacciones con nucledfilos en el atomo terminal de nitrégeno.
La quimica de coordinacién sigue la misma tendencia y la azida se comporta como un
donante a través de su atomo de nitrégeno 1.1%° La historia de los acetiluros de cobre (1) se
remonta a su descubrimiento en 1869, cuando se observo la dimerizacion oxidativa del
fenilacetiluro de cobre; las principales complicaciones son la tendencia de las especies de
cobre para formar complejos polinucleares!?® y la gran facilidad de intercambio de ligandos
en el centro de cobre.

El mecanismo de la CUAAC se ha investigado mediante estudios cinéticos y calculos
DFT.*27 El ciclo catalitico que se propone para esta reaccion, se basa en la insercion de
Cu(l) en alquinos terminales, se estim6 que la coordinacién de alquinos reducia su pKa en
9.8, permitiendo asi la desprotonacion del acetileno en sistemas acuosos sin la adicion de
una base.!?® De este modo, se ha propuesto la formacion del complejo acetiluro de cobre
96 como inicio del proceso (Esquema 20). El calculo DFT confirmo que un segundo atomo
de Cul interactu6 con el complejo acetiluro de cobre; después, el desplazamiento de un
ligando por parte de la azida, genera un complejo acetiluro de cobre-azida como la especie
97. La complejacién de la azida activa, promueve el atague nucleofilico del nitrégeno N3
sobre el carbono C4 del acetiluro, generando asi el metalociclo 98. De esta forma, la azida
queda posicionada favorablemente para la contracciébn transanular subsiguiente,
generando el metaliciclo triazol-cobre 99, el cual evoluciona por un proceso acido-base con
moléculas de disolvente, liberando el producto y el catalizador para iniciar un nuevo ciclo.?
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N’/ \N/Rz
R, H
H+
+——H
[CuLxX*
H+
N7 N-Re
99 :_:
R, Cul, R—==—CuL,
96 -
i N
N* 2
N R _NT
)N\/E L NﬁN}N/RZ
R1 - LUuL /
98 R,———=CulL,
97

Esquema 20. Ciclo catalitico propuesto para la reaccion CUAAC basado en célculos DFT.

Estudios cinéticos ponen de manifiesto que el proceso obedece a una catalisis de
segundo orden en el cobre. El papel del segundo atomo de cobre no esta inequivocamente
establecido; éste podria actuar activando la funcién azida, o bien, en una posterior
complejacion del acetiluro de cobre 96, lo que aumentaria sustancialmente la reactividad
hacia la cicloadicién, debido a la disminucién de la densidad de carga en el acetileno y
orientando adecuadamente al sustrato.**°

2.5.2 1,2,3-Triazoles 1,5-Disubstituidos (RUAAC).

El éxito de la CuAAC necesitaba un acceso rapido a los regioisdmeros
complementarios, los 1,2,3-triazoles 1,5-disubstituidos.'®' Aunque se podian sintetizar a
través de la reaccion de acetiluros de bromomagnesio con azidas organicas,**? este método
carece de alcance molecular, es decir no es aplicable con los distintos grupos funcionales.
Los triazoles 1,5-disubstituidos pueden obtenerse mediante el uso de un catalizador de
rutenio y la “fusién” de alquinos y azidas organicas. La reciente adicién a la familia de las
cicloadiciones cataliticas de alquino-azida, es el proceso catalizado por rutenio (RUAAC), el
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cual, proporciona facil acceso a los regioisémeros 1,5. En contraste con las reacciones
promovidas por el cobre, los alquinos internos también participan en la RUAAC, ampliando
asi, el alcance de este proceso de cicloadicion.!3?

Inicialmente, se investigd la reaccion haciendo reaccionar bencil azida con
fenilacetileno en presencia de varios complejos de rutenio, la proporcion de las materias
primas (1:1.5 equiv, respectivamente) en benceno a 80°C durante 4 h en presencia de 5%
mol de un complejo de rutenio. La mezcla de reaccion se analizé mediante RMN de 'H y
los resultados se muestran en el esquema 21, donde se observa la formacién de los 1,2,3-
triazoles, ademas de la actividad catalitica y la regioselectividad.

©/\N3
_N :
[Ru N\ N . Nc"‘N
©/ ©)§/

100a 100b
Ru(OAc),(PPh;), - 100%
CpRuCI(PPhj3), 85% 15%
Cp*RuCI(PPh;), 100% -
Cp*RuCI(NBD) 100% -

Esquema 21. Cicloadicién catalizada por Ru de bencil azida y fenilacetileno.

El complejo Cp*RuCI(PPhs), 101 (Figura 26) efectu6 la formacion de sélo el
regioisémero 100a con conversién completa.t3

?

W RU
cr / “pph,
P

Ph;

101

Figura 26. Cloruro de pentametilciclopentadienilbis(trifenilfosfina) de rutenio(ll).

Se puede atribuir propiedades cataliticas Unicas a este tipo de complejos por la
presencia del ligando Cp*, que es rico en electrones, y esto hace que estabilice los estados
de oxidacion formales mas altos del centro metalico. [Cp*RuCl]ls, Cp*RuCl(PPhs),,
Cp*RuCI(COD) y Cp*RuCI(NBD) fueron catalizadores selectivos que producen el triazol 1,5-
disubstituido con excelentes rendimientos. Muchos estudios describen que las
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bis(trifenilfosfinas) son mejores catalizadores debido a su facil disponibilidad y estabilidad
sintética, este complejo se puede obtener mediante el tratamiento del precursor [Cp*RuCl]4
con un exceso de PPh; respectivamente.*®

Las cicloadiciones prosiguen bien en una variedad de disolventes organicos
aproticos, incluidos el tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, tolueno, benceno, dimetilformamida y
1,2-dicloetano. Realizando la reaccion en disolventes proticos (CH3zOH, i-PrOH), resulté en
rendimientos reducidos y causoé la formacion de subproductos. Las cicloadiciones con
Cp*RuClI(PPhs), pueden llevarse a cabo a temperaturas que oscilan entre la ambiente y los
110°C. La reaccién no parece ser muy sensible a la atmdsfera de oxigeno.*

Las reacciones catalizadas con rutenio exhiben buen alcance con respecto a ambos
reactivos, logrando un amplia gama de azidas y alquinos para utilizar en la catalisis. Las
demandas estéricas del sustituyente de la azida afectan significativamente el resultado, por
tanto, las reacciones que implican azidas primarias fueron mas eficientes y las
cicloadiciones de azidas secundarias a menudo tomaron mas tiempo, resultando en
rendimientos ligeramente bajos, mientras que las terciarias en la mayoria de los casos no
funcionaron. Por otro lado, la catalisis no es muy sensible a los sustituyentes en el alquino,
los alquinos ricos en electrones son més reactivos y la formacion del triazol sustituido con
un grupo donante también es mas favorable.*¥’

La participacion de alquinos, tanto terminales como internos, en la catalisis sugiere
gue los acetiluros de rutenio no estan involucrados en el ciclo catalitico,'*® en el ciclo
catalitico propuesto, los ligandos estan desplazados y los grupos azida y alquino estan
coordinados al catalizador de rutenio 102. Después de este paso, el atomo de nitrégeno
terminal del grupo azida, ataca al alquino y un intermediario llamado “rutenaciclo” 103 se
forma. Esto se lleva a cabo mediante un acoplamiento oxidativo y es el que controla la
regioselectividad del proceso global. El nuevo enlace C-N se forma entre el carbono mas
electronegativo y menos exigente estericamente del alquino y el nitrégeno terminal de la
azida. En el paso subsecuente, el grupo alquino se separa del metal y se une al atomo de
nitrogeno para formar el anillo de triazol; en el dltimo paso, el triazol se separa del
catalizador y este es regenerado, este proceso es conocido como eliminacién reductiva.
Este mecanismo ha sido estudiado mediante calculos DFT (Esquema 22).'%°
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Esquema 22. Intermediarios propuestos en el ciclo catalitico de la reaccion RUACC.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general.

v' Llevar a cabo el disefio y sintesis de compuestos heterociclicos de 1,2,3-triazol 1,4
(131-138) y 1,5-disubstituidos (146-154, 163-167), con analogia estructural al
neurotransmisor GABA 1, como inhibidores de la enzima GABA-aminotransferasa
(GABA-AT), utilizando catalizadores de cobre y rutenio.

N: O
RiI—\_N
R
o 131-134 R, = Ar, R, = H
— 146-152 R, =H, R, = Ar
H,N 1 » R2
2 \/\)J\OH (——— cl
l N=
Farmacoéforo - r‘.‘ 0
RITN\\_N
OH
R2

135-138 R, = Ar, R, = H
153-154, 163-167 R,= H, R,= Ar

3.2 Objetivos especificos.

v/ Disefiar una nueva serie de analogos de GABA con estructura de triazol 1,4-y 1,5-
disubstuituido, con base en los resultados obtenidos de los estudios
computacionales, QSAR y acoplamiento molecular (docking) de compuestos
sintetizados y evaluados anteriormente.

v' Sintesis de los alquinos terminales (110-111) haciendo uso de la reaccion de Corey
Fuchs, a partir de los aldehidos correspondientes.
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o
H e ——
p— o] = H H,CO — H
R
110 111

R = Cl, OCHj

v Sintesis de los triazoles 1,4-disubstituidos (118-121) y los sistemas a,B-insaturados
triazolicos (122-125), a partir de la azida 115 y 117 y los alquinos terminales
sintetizados y obtenidos comercialmente mediante la reaccion de cicloadicion 1,3-
dipolar catalizada por cobre (CUAAC).

o o

N_1 N_1
K INTZ 3 .12
N N N N
\/\)J\OCH3 \/\)J\OCHZCH:;

R R
R = CgH,4 4-CF3, 118 R = CgHy 4-CF3, 122
R = CgH4 4-OCHs;, 118 R = CgH4 4-OCH3, 123
R = CGH4 4-C|, 120 R = C6H4 4-C|, 124
R = Si(CH3)3, 121 R = Si(CH3)3, 125

v Sintesis de los triazoles 1,5-disubstituidos (143a-f) y los sistemas a,B-insaturados
triazolicos (144a-g), a partir de la azida 115 y 117 y los alquinos terminales
sintetizados y obtenidos comercialmente mediante la reaccion de cicloadicion 1,3-
dipolar catalizada por rutenio (RUAAC).

(0] 0]

2
N_1 N 1
3 72 3 7N
N N 4
\/\)J\OCHs N N\/\)J\OCHZCH3

R R
R = C3Hs, 143a, R = C,H,S, 143b R = CgHs, 144a, R = C4Hs, 144b,
R = C3H7, 1430, R = C6H4 4-CF3, 143d R = C4H3S, 144c, R = CgH7, 144d,

R = C6H4 4-OCH3, 143e, R = C6H4 4-C|, 143f R = C6H4 4-CF3, 1449, R = CBH4 4-OCH3, 144f,
R = CgH, 4-Cl, 144g

v' Sintesis de los precursores (127-130) y (145a-b) B-substituidos en su forma
racémica, mediante la reaccion de adicion conjugada 1,4 de cupratos de p-Cl-fenilo.
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ci cl
2 2
N_ 1 o N_ 1 o
3 N; N ochcH; N \<N OCH,CH
— 2 3 — 2 3
4 4 5
R R
R = CgHy 4-CF, 127, R = CgHs 145a,
R = CgHy 4-OCH3, 128, R = C3Hs 145b,

R = CgHy 4-Cl, 129,
R = Si(CHj3)3, 130

v" Resolucién quimica de analogos racémicos activos 80 y 82, utilizando el auxiliar
quiral “SuperQuats” 142.

cl j\ cl cl
HN” Yo
3 Lon
o) Ph CH o) Z 0
N 3 N N :
N* \NM 142 N” N N” "N A
. OH ————> OH \/\)J\OH

= CgHs, 80 R = CgHs, 80 R
= C4H38, 82 R = C4H38, 82 R

v" Obtencién de los precursores restantes (162a-€), a partir de un cambio de estrategia
en la sintesis, que involucra la aplicacién de una nueva serie de reacciones.

R = C4H;S, 162a
R = CzH,, 162b

R = CgH4 4-CF3, 162¢
R = CgH4 4-OCHj3, 162d
R = CgH, 4-Cl, 162e

v" Asignacion de la estereoquimica de los analogos activos 80 y 82 por correlacion
guimica con los compuestos 170a y 170b, previamente reportados en la literatura,
mediante la nueva ruta de sintesis descrita en el punto anterior.
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cl cl
0wk .
H% HN . . o L Y o
/@ '}:/N ®~""OH ry__\/N\/(-S)\)J\OH
ol R R
R = CgHs, (R)-80 R = CgHs, (S)-80

cl
170a 170b
R = C4H3S, (R)-80 R = C4H,S, (S)-82

v" Prediccion de propiedades moleculares, fisicoquimicas y de actividad biolégica de
los nuevos analogos triazélicos de GABA, utilizando programas disponibles en linea.
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4. Resultados y discusion

4.1 Estudios computacionales de 1,2,3-triazoles 1,4-disubstituidos analogos de
GABA como inhibidores de GABA-AT: QSAR y acoplamiento molecular
(docking).

A partir de trabajos previos llevados a cabo en los estudios de maestria, donde se realizé
la sintesis de 12 nuevos andlogos de GABA con estructura de 1,2,3-triazol 1,4-
disubstituidos (Figura 27) y su evaluacion in vitro como inhibidores de la enzima GABA-AT
de Pseudomonas fluorescens, los resultados mostraron dos compuestos con importante
actividad: la molécula 80 con un 43% y 82 con 59% de inhibicién sobre dicha enzima.

ST T

W I, ~
<X_/ S/j_/ 78 79
3. o | O,
& PO TIGS O W LS O W
AN E e P :

Figura 27. Triazoles 1,4-disubstituidos como inhibidores de la enzima GABA-AT.

Con estos resultados se decidi6 realizar un estudio tedrico-computacional para
respaldar los datos experimentales, donde se planteé analizar las estructuras desde un
perfil energético, cuantico y de acoplamiento molecular entre los compuestos y la enzima.

En primer lugar, todas y cada una de las estructuras de los analogos de GABA se
construyeron y optimizaron en su forma neutra y aniénica. Los compuestos racémicos en
su forma (R) y (S); el programa que se utiliz6 fue Spartan 08. Todas las estructuras estaban
en un minimo en la superficie de energia potencial, ya que todas las frecuencias
vibracionales fueron positivas. Todas las moléculas presentaban forma molecular plana, el
anillo de triazol favorece esta forma, que se ve reforzada con sustituyentes como fenilo o

39



Resultados y discusién

tiofenilo, en la figura 28 se muestra el caso de los dos enantiomeros 80 y 82 en su forma
neutra que particularmente tienen esos sustituyentes.

(@) \ \I‘}_((b)y{ X

S|

() (\.ﬁ\&/\)} {(d)

Figura 28. Analisis de geometrias optimizadas de (a) (R)-80, (b) (S)-80, (c) (R)-82y (d) (S)-
82 en forma neutra.

La incorporacién de los sustituyentes i-Bu y p-Cl-fenilo confiere una estructura mas
extendida y rigida a estos analogos, particularmente el grupo p-Cl-fenilo. Estos hechos son
mas evidentes cuando las moléculas estan en su forma anionica (Figura 29).

Figura 29. Analisis de geometrias optimizadas de (a) (R)-80, (b) (S)-80, (c) (R)-82y (d) (S)-
82 en forma anidnica.

Las superficies de potencial electrostatico molecular de -15 kcal/mol y los mapas de
potencial electrostatico molecular (MPE) mostraron el perfil electrostatico de los analogos
de GABA. La forma plana del triazol y los sustituyentes aromaticos aumentan la
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deslocalizacion de electrones en estas moléculas. Se puede observar que los analogos de
GABA con mayor inhibicion sobre GABA-AT de Pseudomonas fluorescens 80 y 82 poseen
mas distribucion electrénica sobre sus sustituyentes de anillo de triazol (Figura 30).

(©) (d)

Figura 30. Iso-superficies de potencial electrostatico a -15 kcal/mol (malla color azul) de
analogos de GABA (a) (R)-80, (b) (S)-80, (c) (R)-82y (d) (S)-82.

A partir de estos datos, podemos observar las regiones donde los analogos de GABA
interactuaran con especies cargadas positivamente en la cavidad enzimatica con un valor
energético de -15 kcal/mol, es decir, el mayor grado de inhibicion mostrado por los
compuestos 80y 82 podria atribuirse al hecho de que la densidad sobre los anillos de triazol
sustituidos con fenilo o tiofenilo permiten una mejor interaccién con la enzima.

Los mapas MPE indican las regiones mas propensas a un ataque electrofilico (de color
amarillo a rojo) y los de un ataque nucleofilico (color azul). Las regiones con mas densidad
electrénica se encuentran en los atomos de nitrégeno del anillo de triazol, el grupo
carboxilato y el atomo de cloro, correlacionados con las distribuciones electronicas
moleculares previas. Todos los analogos de GABA poseen so6lo una region de valor MPE
positivo, debido al &tomo de hidrogeno del acido carboxilico. Ademas, las regiones que son
adecuadas para interacciones hidréfobas (color verde) ubicados sobre los sustituyentes i-
Bu y n-propilo, son mostrados en la figura 31.
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(R)-82 (S)-82 (R)-83 (S)-83
Figura 31. MPE de analogos de GABA. Los colores azul, rojo y verde indican zonas MPE
positivas, negativas y neutrales, respectivamente.

4.1.1 Analisis QSAR (estudio de relacion estructura-actividad cuantitativa).

Los algoritmos genéticos llevados a cabo para la elecciéon del mejor modelo matematico
se realizaron en el programa MobyDigs, estos incluyen las formas enantioméricas (R) y (S)
de todos los compuestos en forma neutra y anionica. La seleccion de los modelos
matematicos finales se dio en funcion de la coherencia de todos los parametros estadisticos
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(ver detalles computacionales en la seccién experimental). EI mejor modelo matematico
generado contiene los compuestos en forma aniénica y aquellos con estereoquimica (R),
los descriptores moleculares que se consideraron para este modelo QSAR fueron los de
tipo electrénico y se obtuvieron a través del programa Dragon, este hecho encajé bien con
la distribucion electronica sobre los sustituyentes en el anillo de triazol mencionados en la
figura 30, indicando una vez mas que la densidad electronica en el anillo de triazol de los
analogos de GABA es fundamental para su actividad de inhibicion sobre la enzima GABA-
AT (Y), como se muestra en la ecuacion 1.

Y = 93406.51774[N3y] + 161778.71482[N3,]? — 146.99055[ATriazoly] +
13539.88903 (1)
R%? =90.38 Q% =81.31 s=4.15 F=219
AQ = 0.051(—0.005) RF=0.22(0.1) RY =0.0(-0.33)

Segun nuestro modelo QSAR, descrito en la ecuacién 1, el coeficiente positivo del
descriptor [N3n]? indica que, a mayor valor de N3y, mayor es la actividad inhibitoria de los
compuestos, es decir, la carga parcial del &tomo de nitrégeno 3 en el anillo de triazol (Figura
32), debe tener el valor negativo mayor posible. El descriptor N3y se puede relacionar con
la capacidad de la molécula para formar enlaces de hidrégeno en la cavidad enzimatica.

Figura 32. Atomo de nitrégeno 3 en el anillo de triazol del analogo de GABA.

Para el caso del descriptor molecular ATriazoly, su signo de coeficiente indica que, si la
densidad electronica en el anillo de triazol aumenta, la actividad inhibitoria de los
compuestos también aumentara. Este hecho puede estar relacionado con las superficies
moleculares electrostaticas que se muestran en la figura 31, donde los inhibidores mas
potentes poseen una regién mas extendida y con mayor densidad electrénica debido al
efecto de contribucién de los sustituyentes aromaticos sobre el anillo de triazol.

Este modelo QSAR corresponde a los analogos en su forma anidnica, ya que un modelo
QSAR valido para las formas neutrales no fue adquirido. Las reglas de redundancia (RP) y
sobreajuste (RV) nos aseguran que nuestro QSAR es adecuado ya que no hay exceso de
buenos o malos descriptores moleculares. El valor obtenido de la regla asintética Q? (AQ)
nos permitié confiar en la capacidad predictiva de nuestro modelo.

Desde la matriz de correlacion de Pearson, corroboramos que los descriptores
moleculares no estan correlacionados. Los valores de los descriptores moleculares
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considerados en el modelo QSAR se muestra en la tabla 1. La actividad inhibitoria
experimental Yex la calculada Yca y predicha Ypeq del modelo se muestran en la tabla 2. El
valor absoluto de las diferencias entre Yca, Ypred ¥ Yexp, representado por el valor de
residualca y residualyed respectivamente se muestra también en la misma tabla.

Tabla 1. Valores de los descriptores moleculares presentes en el modelo QSAR de los (R)-
analogos de GABA.

Molécula N3y N3,2 ATriazoly
72 -0.288 0.082944 0.264
73 -0.291 0.084681 0.212
74 -0.281 0.078961 0.259
75 -0.295 0.087025 0.217

(R)-76 -0.28 0.0784 0.264
(R)-77 -0.289 0.083521 0.213
(R)-78 -0.282 0.079524 0.254
(R)-79 -0.293 0.085849 0.219
(R)-80 -0.276 0.076176 0.268
(R)-81 -0.284 0.080656 0.223
(R)-82 -0.273 0.074529 0.265
(R)-83 -0.273 0.074529 0.265

Tabla 2. Valores de actividad inhibitoria de los anédlogos de GABA descritos en lasYexp
experimental, Yca calculada y Yped predicha. Los valores residuales calculados y predichos
también se muestran.

Molécula Y Yeau Yorea residual, residualy,,.q
72 18.04 18.58 19.39 0.54 1.35
73 34.61 27.01 24.56 -7.60 -10.05
74 24.79 28.8 29.77 4.01 4.98
75 29.84 31.86 34.41 2.02 4.57

(R)-76 33.86 30.71 29.89 -3.15 -3.97
(R)-77 21.77 26.02 27.9 4.25 6.13
(R)-78 30.2 27.21 26.49 -2.99 -3.71
(R)-79 27.71 28.13 28.29 0.42 0.58
(R)-80 42.79 43.95 44.39 1.16 1.6
(R)-81 26.19 28.08 29.55 1.89 3.36
(R)-82 58.75 58.16 56.71 -0.59 -2.04
(R)-83 1.39 - - - -
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En la tabla 2 se puede apreciar que la molécula 83 no fue considerada para el modelo
final, se identific6 como un valor atipico, ya que su residualca fue tres veces mayor que el
valor de desviacion estandar.**® En la figura 33a se muestra la habilidad descriptiva del
modelo QSAR que se evalla mostrando la correlacion lineal de Yca VS Yexp cOn R =0.90 y
en 33b la habilidad predictiva. La capacidad del modelo QSAR fue evaluada por la técnica
Leave One Out (LOO). El valor de R? = 0.81, indica que el modelo tiene un buen poder
predictivo, considerando el tamafio y la naturaleza del sistema de estudio, este punto es
importante para la sintesis y evaluacion computacional de nuevas moléculas, donde
podremos aplicar este nuevo modelo en la prediccion de dichas actividades.

La figura 33 muestra la capacidad descriptiva y predictiva del modelo QSAR. En
términos generales, el modelo posee un buen poder descriptivo y predictivo (basado en sus
valores de R? y Q?). Ademas, los descriptores moleculares ATriazoly y N3y considerados
en el modelo, pueden ayudar a explicar la actividad inhibitoria de los analogos de GABA en
funcion de su perfil electronico y como esto afecta en su interacciéon con la enzima GABA-
AT. Los resultados del acoplamiento molecular son importantes para confirmar el poder
descriptivo de nuestro modelo matematico QSAR, ya que ayuda a identificar las
caracteristicas moleculares en la enzima GABA-AT que interactliian con la region de triazol.

%

R2=10.9037
60 R®=0.8141

Yeal
Ypred

exp

€Y (b)

Figura 33. a) Correlacion linear de Yca VS.Yexp b) Correlacion linear de Ypred VS Yexp.

4.1.2 Acoplamiento molecular (docking).

La cavidad catalitica de la enzima GABA-AT, donde se realiz6 el estudio de
acoplamiento molecular, se muestra en la figura 34, ademas, las interacciones con los
compuestos activos (R)-80, (S)-80, (R)-82 y (S)-82.
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Figura 34. (a) Forma de la cavidad del sitio catalitico de la enzima (representacion solida
color gris), (b) (R)-80, (c) (S)-80, (d) (R)-82y (e) (S)-82. El grupo prostético PLP se muestra
como esferas van der Waals y los residuos de 4 A en forma de sticks.

En la figura 34, se puede observar que la cavidad catalitica posee una forma de "Y"
donde una de las cadenas de proteinas confiere un ambiente hidrofilico y la otra uno
hidrofébico (ambos de color gris). La zona cercana al PLP es principalmente hidrofébica
debido a los residuos de Val21l, lle52, Cys79, Gly297, Gly298, Thr299 y Tyr300 ubicados
alli. Cabe sefalar que los sustituyentes hidréfobos del anillo de triazol se unen en esta
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region, como, por ejemplo: ciclopropilo y tiofeno, estos sustituyentes minimizan el efecto
estérico que tienen lugar con sustituyentes de mayor caracter como fenilo y n-propilo.

Todos los analogos de GABA interactian de la misma manera, el sustituyente
hidrofébico del triazol y el carboxilato interactia con Ser391 y Argl43 o con Lys153 y
residuos de Tyrl57 por enlaces de hidrégeno. Los grupos de i-Bu y p-Cl-fenilo se
encuentran sobre las partes hidrofébicas de la cavidad. Sin embargo, las interacciones de
enlace de hidrogeno del anillo de triazol con GIn81 y Arg143 determinan la forma de union
de los compuestos. Las interacciones de enlace de hidrégeno de (R)-80, (S)-80, (R)-82 y
(S)-82 con la enzima GABA-AT de P. fluorescens se muestran en la figura 35. Las
interacciones moleculares especificas del resto de los analogos de GABA se describen en
los anexos.
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Figura 35. a) (R)-80, b) (S)-80, c) (R)-82, d) (S)-82. El grupo prostético PLP se muestra
como esferas van der Waals, los residuos de 4 A en color purpura y azul y los enlaces de
hidrégeno como lineas discontinuas azules.

Se puede establecer una correlacion parcial con el porcentaje de inhibicion experimental
y la energia de interaccion de los analogos (Tabla 3), ademas, el estudio de acoplamiento
correlaciona bien con nuestro modelo QSAR, que establece que la actividad de inhibitoria
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depende en gran medida de la densidad electronica sobre el anillo de triazol, especialmente
en el atomo de nitrégeno 3. En los resultados del acoplamiento observamos que se forman
fuertes enlaces de hidrégeno entre GIn81 y Arg400 y el anillo de triazol y éstos determinan
la union en la cavidad catalitica de la enzima GABA-AT.

Tabla 3. Energia de interaccion de los anédlogos de GABA y la GABA-AT de Pseudomonas
fluorescens.

Molécula MolDock Score (kcal/mol)
72 -61.653
73 -90.557
74 -102.982
75 -88.122

(R)-76 -96.175
(S)-76 -99.265
(R)-77 -121.381
(S)-77 -118.391
(R)-78 -111.823
(S)-78 -107.365
(R)-79 -85.075
(S)-79 -103.377
(R)-80 -93.109
(S)-80 -103.603
(R)-81 -98.055
(S)-81 -118.977
(R)-82 -129.44
(S)-82 -121.65
(R)-83 -116.918
(S)-83 -86.466

También se realizé un estudio de acoplamiento molecular sobre un modelo de la GABA-
AT de humano, la energia de interaccion entre los compuestos y la GABA-AT de humano
se muestran en tabla 4.
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Tabla 4. Energia de interaccion de los andlogos de GABA y el modelo de la GABA-AT de
humano.

Molécula MolDock Score (kcal/mol)
72 -111.027
73 -87.8784
74 -106.879
75 -97.0751

(R)-76 -129.857
(S)-76 -148.665
(R)-77 -136.846
(S)-77 -135.399
(R)-78 -141.519
(S)-78 -122.018
(R)-79 -134.804
(S)-79 -132.84
(R)-80 -160.875
(S)-80 -127.86

(R)-81 -134.5

(S)-81 -137.2

(R)-82 -155.509
(S)-82 -149.914
(R)-83 -144.437
(S)-83 -146.645

De este estudio pudimos observar que la mayoria de las moléculas se unen de forma
similar con el anillo de triazol formando fuertes enlaces de hidrogeno con Arg435y Tyr 59,
y el carboxilato con Lys193 y Arg412. Los analogos de GABA con un p-Cl-fenilo se une con
una mayor energia de interaccion (mas negativo) que aquellos con i-Bu. Este efecto puede
ser explicado por las caracteristicas hidrofébicas de los residuos ubicados en la zona de
interaccion de la GABA-AT de humano. Arg420 e His34 interactian fuertemente con el
grupo p-Cl-fenilo por interacciones de tipo electrostaticas y 1r-1m. También se puede
observar que, segun el tamafio del sustituyente en el anillo de triazol, el analogo se une de
mejor manera con el sitio catalitico de la GABA-AT de humano, los sustituyentes mas
grandes (como fenilo y tiofeno) llegan al bolsillo formado por Thr343, Asn342 y Phe341 en
posicion lateral al PLP, lo que permite que formen fuertes enlaces de hidrogeno con Arg435
y Tyr59 (Figura 36).
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Figura 36. a) (R)-80, b) (S)-80, ¢) (R)-82, d) (S)-82. El grupo prostético PLP se muestra
como esferas van der Waals, los residuos de 4 A en color verde y amarillo y los enlaces de
hidrdgeno como lineas discontinuas azules.

Las diferencias de interaccidn energética entre los analogos con la GABA-AT de
humano pueden explicarse, en casi todos los casos, por la forma de unién por enlaces de
hidrégeno causada por la orientacion del anillo de triazol y su interaccion con Argl82 e
His196. Esta orientacién genera un numero reducido de enlaces de hidrégeno vy, por lo
tanto, la energia de interaccion baja. Finalmente, se puede notar que la correlacion entre
resultados experimentales con la enzima GABA-AT de Pseudomonas fluorescens y los
estudios de acoplamiento con la GABA-AT de humano se mantienen. Los compuestos (R)-
80 y (R)-82 son los ligandos con mayor energia de interaccion (-160.87 kcal/mol y -155.51
kcal/mol, respectivamente). Estos resultados aumentan nuestra confianza para proponer
estos compuestos como andamios moleculares para el disefio y sintesis de analogos de
GABA de este tipo, pero con una mayor diversidad estructural, como se presenta en la
siguiente seccion.
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4.2 Analogos de GABA y analogos B-substituidos con estructura de triazol 1,4-
disubstituidos.

4.2.1 Sintesis de alquinos por lareaccién de Corey-Fuchs.

La sintesis de los analogos obijetivo se inicié a partir de la obtencién de los alquinos
terminales 110-113. Los alquinos 110 y 111 obtenidos a través de la reaccién de Corey
Fuchs al hacer reaccionar el 4-clorobenzaldehido 105 y el 4-metoxibenzaldehido 106. La
reaccion de Corey Fuchs fue reportada en 1972 por E. J Corey y L. Fuchs!* donde se
hacen reaccionar aldehidos con CBrs y PPh; obteniendo como primer intermediario
compuestos dibromoalquenos, posteriormente un tratamiento con n-BuLi en THF a -78°C
conduce a la formacién de los alquinos terminales correspondientes. Los alquinos 112 y
113 se adquirieron de manera comercial.

Al hacer reaccionar el 4-clorobenzaldehido 105 y el 4-metoxibenzaldehido 106 en
presencia de 2.0 equiv. de CBr4 y 4.0 equiv. de PPh3 se obtuvieron los dibromoalquenos
107-108 con 83 y 80% de rendimiento. Estos compuestos fueron intermediarios para la
segunda parte de la reaccién, donde se trataron con 2.0 equiv. de n-BuLi como base a -
78°C y al final un tratamiento acuoso, que originaron los alquinos terminales 110-111. El
esquema 23 muestra los resultados y rendimientos obtenidos después de los procesos de
purificacion.

j\ CBry, PPh, R-XxB" 1.n-BuLi, THF, -78°C Re— n
—_— ’ —

R H CH,CI,, 0°C, t.a Br 2. NH,CI, H,0

105, R = 4-CICgH,4 107, 83% 110, 86%

106, R = 4-OCH;CgH,4 108, 80% 111, 87%

Esquema 23. Sintesis de alquinos terminales 110 y 111 a partir de la Corey-Fuchs.

En la figura 37 se plasman los alquinos terminales 110-113; como puede
observarse, el sustituyente del acetileno contiene anillos aromaticos monosustituidos, esto
se debe a que gracias a los estudios de acoplamiento molecular realizados en la tesis de
maestria se observa claramente un espacio suficiente para un grupo voluminoso que
permita una mejor interaccion con la cavidad del sitio activo de la enzima. Ademas, las
interacciones 1-11 anclarian la molécula, ya que estan presentes residuos de aminoéacidos
aromaticos como Phe189. Con el alquino 113, se busca un analogo de GABA que contenga
el heterociclo de triazol sin sustitucion, esto también seria de gran importancia para un
estudio completo.
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3

Hj
113

Figura 37. Alguinos terminales 110-113.

4.2.2 Cicloadicién 1,3-dipolar (CUAAC) en la sintesis de analogos con estructura
de 1,4-triazol.

Una vez obtenidos los alquinos terminales 110 y 111 y los adquiridos comercialmente
112-113, el siguiente paso fue la sintesis de las azidas organicas 115 y 117 que estan
precedidas a su vez de los ésteres 114 y 116, todos ellos se sintetizaron siguiendo la
metodologia descrita en nuestra reciente publicacion,®® al igual que las condiciones
experimentales para la cicloadicion 1,3-dipolar catalizada por cobre. A continuacion, se
muestran los resultados y rendimientos obtenidos en la tabla 5 correspondiente a los
analogos de GABA 118-121.

Tabla 5. Condiciones de sintesis y rendimientos de los 1,4-triazoles 118-121.

(0]
(o} . N,
N u + R———H aéh N N\/\)J\OCH
N¢ﬁ’N\/\)J\OCH3 )=-/ 3
R
115 110-113 118-121
Compuesto R Metodologia Tiempo de Rendimiento
reaccion (h) (%)
118 4-CF3CeH4 112 a 3 50
119 4-OCH3CsHs 111 a 4 45
120 4-CICsH4 110 a 3 38
121 Si(CHs)3 113 a 5 -
b 24 31

a. Cul, DIPEA, AcOH, CH2Cly, t,a.
b. Cul, DIPEA, THFam, t.a.

La sintesis de los 1,4-triazoles 118-121 se obtuvieron al reaccionar la azida organica
115, los alquinos terminales (110-113) en presencia de Cul, N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA), acido acético (AcOH) en diclorometano (CH2Cl,) como disolvente en agitacién a
temperatura ambiente. Sin embargo, los rendimientos fueron de moderados a bajos. En el
caso del compuesto 121, se probd la metodologia estandar la cual derivé en una mezcla
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compleja de productos que fue imposible separar, por lo que se optd por una segunda
metodologia también utilizada con anterioridad, y con la que se tuvo éxito al final.

La caracterizacion de los nuevos analogos de GABA se realiz6 mediante RMN de
'H y 13C para corroborar la estructura de compuestos (ver anexos). Ejemplo de esto es el
espectro de 118 que se muestra en la figura 38. Se observé una sefial en 7.9 ppm que
integra para un hidrégeno y que corrobora la formacion del heterociclo de triazol (A). Las
seflales que se encuentran mas desplazadas a frecuencias altas en el espectro
corresponden a los hidrogenos del grupo fenilo. Alrededor de 4.5 ppm, la sefial triple que
corresponde al -CH; directamente unido al triazol (B), seguido de una sefial simple del -
OCHs (C) y, por ultimo, en 2.2 y 2.3 ppm la sefial quintuple y triple de los -CHz restantes de
la molécula (D).
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Figura 38. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) de 118.

El espectro de RMN de '3C mostré las 12 sefiales de carbono esperadas para la
estructura del compuesto 118.
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Figura 39. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) de 118.

La azida 117 se utilizo para sintetizar los 1,4-triazoles a,B-insaturados 122-125, que
seran los precursores de los analogos de GABA B-substituidos. En la siguiente tabla se
muestran los resultados y rendimientos obtenidos después de realizadas las técnicas de
purificacion.

Tabla 6. Condiciones de sintesis y rendimientos de los 1,4-triazoles 122-125.

o

(o) N
— R aab N~ N\/\)J\
. + R——H OCH,CH
N:+/N\/\)J\OCHZCH3 )=_/ 2CH3
R
117 110-113 122-125
Compuesto R Metodologia Tiempo de Rendimiento
reaccion (h) (%)
122 -4-CF3CsH4 a 2 60
123 -4-OCH3CgH4 a 3 45
124 -4-ClCgH4 a 2 35
125 -Si(CHa)3 b 24 34

a. Cul, DIPEA, AcOH, CH2Cl, t,a.
b. Cul, DIPEA, THFan, t.a

Los rendimientos de los ésteres 122-125 fueron muy similares a los anteriores (tabla
5), por lo que se plantea que los efectos estéricos y electrénicos de los alquinos pueden
influir en los resultados de la reaccion de cicloadicion.

En la figura 40, se muestra el espectro de 'H de 123 uno de los precursores a,j3-
insaturados sintetizado. Como puede observarse, las sefiales se encuentran desplazadas
debido a la naturaleza de la molécula. Las dos sefiales dobles alrededor de 7.75y 6.96 ppm
corresponden a los hidrégenos del anillo fenilo (A), la sefial simple en 7.70 ppm corresponde
al hidrégeno del triazol (B). Las sefiales en 7.06 y 5.86 ppm corresponden a los protones
vinilicos del enlace doble que integran cada una para un hidrégeno (C). La sefial doble de
doble en 5.17 ppm corresponde al metileno directamente unido al anillo de triazol (D). Como
una sefal cuadruple en 4.20 ppm se presenta el grupo etilo (E), en 3.84 ppm como una
sefial simple el -OCHs; que se encuentra sustituyendo al anillo de fenilo (F). Por ultimo, el
metilo del grupo etilo resuena como un triplete en 1.28 ppm (G).
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Figura 40. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) de 123.

El espectro de *C contiene las 13 sefiales que integran el compuesto (figura 41).
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Figura 41. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCIs) de 123.

4.2.3 Adicion conjugada 1,4 de cupratos de p-Cl-fenilo.

Las reacciones de adiciéon conjugada de organocupratos a sistemas a,B-insaturados,
particularmente compuestos carbonilicos, son sin lugar a duda una de las reacciones de
reactivos de organocobre mas Utiles y versatiles, aplicadas a la formacion de enlaces C-C
en sintesis organica. El mecanismo de esta reaccion, entre muchas reacciones de
organocupratos, ha sido estudiado extensamente.'*? Una vez obtenidos los esteres a,B-
insaturados 122-125, se procedi6 a la sintesis de los precursores de los analogos B-
sustituidos a través de la adicién conjugada del cuprato que contiene al grupo p-Cl-fenilo.
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La primera etapa de esta reaccion consistié en la formacion del reactivo de Grignard in situ,
gue en presencia de Cul generé el cuprato correspondiente (esquema 24).

Br . MgBr
/©/ Mgo, I,, Et,0 /O/
cl ta : Cl

E CuMgBr :

Cul, Et,0 < .
—> . L
0°C = \cl 2 :

126 126a 126b
Reactivo de Grignard, Reactivos de cobre,
selectivos a adicién 1,2. selectivos a adiciéon 1,4

Esquema 24. Formacioén del cuprato de p-Clfenilo.

Posteriormente, los ésteres a,B-insaturados 122-125 disueltos en Et,O, se agregaron

gota a gota a la solucion del cuprato, este punto es clave en el éxito de reaccion ya que la

velocidad de adicion influye de manera considerable en la homogeneidad del sistema final.

Todo esto se debe a que estos sustratos son parcialmente solubles en Et>O, lo que origina
un uso excesivo de disolvente para su total solubilidad y que en muchos casos no se logra
al 100%. La metodologia utilizada es la reportada en nuestra publicacion de igual manera

se hicieron varios experimentos, cambios de disolvente, tiempos y temperatura que no
tuvieron un impacto significativo en los rendimientos. La tabla 7 muestra los resultados
obtenidos.

Tabla 7. Reaccion de adicion conjugada del reactivo p-Cl-fenilo a los ésteres 122-125.

Cl
CuMgBr
N Q (o)
N” N N.
— \/\)J\OCHZCH:,, Cl 2 126b N° N
y—/ _ > \__ OCH,CH;
R Eter, t.a,24 h > —
122-125 127-130
Compuesto R Disolvente Rendimiento (%)
127 -4-CF3CgHa Eter 47
128 -4-OCH3CeH.4 Eter 24
129 -4-ClICeHa4 Eter 51
130 -Si(CHs)s Eter 33

Los espectros de 'H y 3C de estos compuestos comienzan a poblarse de sefiales

en frecuencias altas, por consiguiente, es necesario hacer uso de experimentos en 2D para
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elucidar de manera correcta la estructura. El espectro de *H muestra cuatro sefiales de
multiplicidad doble méas desplazadas a frecuencias altas (7.67-7.08 ppm) que corresponden
a los hidrégenos de los dos anillos de fenilo sustituidos con -Cl (A), en medio de ellas se
encuentra la sefial simple en 7.44 ppm que corresponde al hidrégeno del triazol (B). Las
sefales del -CH; unido al triazol corresponden cada una, a cada hidrogeno diastereotopico,
como dos dobles de dobles en 4.69 y 4.56 ppm (C), el cuarteto en 4.05 ppm que
corresponde al -OCH> del éster etilico (D), la sefial quintuple del carbono asimétrico en 3.77
ppm (E), nuevamente dos sefiales dobles de dobles con constantes de acoplamiento
distintas del -CHz cercano al grupo carbonilo entre 2.74 y 2.69 ppm (F) y por ultimo la sefial
triple del-CHs en 1.16 ppm (G) (figura 42).
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Figura 42. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls) de 129.

El espectro de *C muestra las 16 sefiales de carbono que contiene la estructura de
129 (figura 43).
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Figura 43. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) de 129.

Los experimentos de RMN bidimensionales 2D, como el HSQC que se muestra a
continuacién (figura 44), nos permite junto con otros experimentos bidimensionales asignar
de manera inequivoca las sefales que corresponden a cada uno de los a&tomos de
hidrégeno y carbono de la estructura. Por ejemplo, el carbono desplazado en 54.98 ppm
correlaciona con las sefiales de hidrégeno en 4.69 y 4.56 ppm (C), a su vez la sefal de
carbono en 37.80 ppm correlaciona con las sefiales de 2.74 y 2.69 (F), estas dos sefiales
corresponden a los 2 pares de hidrogenos diastereotdpicos presentes en la molécula. Este
experimento es de gran ayuda para encontrar los carbonos cuaternarios y sobre todo
asignar la parte aromatica junto con el HMBC.
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Figura 44. Espectro de RMN 2D HSQC (400 MHz, CDCls) de 129.

La elucidacion de los compuestos restantes se realizd6 de manera analoga a la
presentada anteriormente.

Una vez obtenidos los precursores 127-130 y junto con los ésteres 118-121, el
siguiente paso en la ruta de sintesis fue llevar a cabo la hidrélisis basica de estos
compuestos para obtener los analogos de GABA y los analogos [3-sustituidos. Antes de
efectuar dicha hidrdlisis, los compuestos 121 y 130, que contiene el grupo —(SiCHs)s en el
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anillo de triazol, se sometieron a la reaccién de eliminacién de este grupo, el esquema 25
muestra los resultados y rendimientos obtenidos.

o
/N\ o
N“ °N N
- V\)J\OCHa. 1.TBAF, THF, ta N’ N\/\)J\OCH
> — 3
H3C_SI|_CH3 2. NH4CI(aC) H H
CH; 1h, 45%
121 121a
¢! Cl
N"N\N o 1. TBAF, THF, ta . o
_ ocHcHy 2 NHeClao N* "N OCH,CH
1h, 599 \—=( 2CH;
H3C_Si_CH3 A)
I H H
CH; 130 130a

Esquema 25. Desprotecciéon del grupo —(SiCHs)s con TBAF a los esteres 121 y 130.

La desproteccion procede a través de intermediarios pentacoordinados. La fuerza
impulsora de esta reaccion esta basada en la fuerte afinidad del flior hacia el atomo de
silicio, el enlace Si-F es aproximadamente 30 kcal/mol més fuerte que el enlace Si-C. El
grupo TMS es bastante labil y solo se utiliza para protecciones temporales.'** (esquema
26).

0 o

N
N N . N,
>ﬁ \/\)J\OCHs TBAF :FQ\N N\/\)J\OCH
— » T — 3
H3C_SI|_CH3 H3C_S|i_CH3
CH, CH,
121
N 9 ® N Q CHs
ZN H30 Y
N_ \/\)J\OCH3<3— N_ \/\)J\OCH;:, + /[%"CH
H "‘( 3
W H © W F CH,
121a ®

N(Bu),

Esquema 26. Mecanismo de reaccion de la desproteccion con TBAF.
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4.2.4 Hidrdlisis basica de los ésteres precursores 118-121ay 127-130a.

La reaccion se llevo a cabo en presencia de LIOH como base en una mezcla de
disolventes CH3;OH, THF y H,O. Como puede observarse en la tabla 8, algunos compuestos
necesitaron mas equivalentes de base que otros, esto puede deberse a las caracteristicas
estructurales como mayor volumen y distintos grupos funcionales que tienen las moléculas
y esto tiene una relacién directa con el tiempo y el tipo de disolvente utilizado.

Tabla 8. Condiciones y rendimientos de las hidrélisis de los esteres.

Cl

R N OH
131-134 R 135-138
Compuesto R Equiv. | Disolventes | Tiempo de | Rendimiento
de base (3:1) reaccion (%)
(h)

131 -4-CF3CsH4 2.0 THF:H.0 2 98
132 -4-OCH3CeHa 2.0 THF:H.O 3.5 61
133 -4-CICeHa 2.0 THF:H.0 2 83
134 -H 2.0 CH3OH:H0 - -
135 -4-CF3CsH4 4.0 THF:H.O 6 77
136 -4-OCH3CeHa 4.0 THF:H.0 24 48
137 -4-CICeHa 4.0 THF:H.O 24 93
138 -H 2.0 CHsOH:H,0O 24 70

La caracterizacion de los ocho analogos de GABA con estructura de 1,4-triazol
finales se llevo a cabo con técnicas de RMN entre otras, de manera interesante se tomé
como ejemplo la elucidacion de 138, compuesto que no contiene sustituyentes en el anillo
de triazol. Al observar el espectro de H (figura 45) se ve claramente que la eliminacion del
grupo TMS fue exitosa, al igual que la hidrdlisis. Las sefales a frecuencias bajas en el
espectro son de caracter alifatico que integran cada una para uno y dos hidrégenos
respectivamente. En la figura 45, también puede observarse la naturaleza diastereotopica
de los dos grupos metilenos. Las sefiales restantes en la parte mas desplazada a
frecuencias altas corresponden a los dos dobles del anillo del grupo p-Cl-fenilo y los dos
hidrégenos del sistema heterociclo de triazol.
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Figura 45. Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDs;0OD) de 138.

4.2.5 Resolucién quimica de analogos racémicos activos.

En nuestra reciente publicacion® reportamos la sintesis de triazoles 1,4-disubstituidos
como inhibidores de la enzima GABA-AT, particularmente dos compuestos maostraron
actividad importante, 80 con un 43% de inhibicion y 82 con un 59%; como puede observarse
en la ruta de sintesis, los compuestos se obtienen como mezcla racémica siendo un objetivo
claro en sintesis organica el desarrollo de moléculas enantioméricamente puras. Con la
finalidad de realizar la resolucién de las mezclas racémicas, se exploraron algunas
metodologias de resolucion. En el grupo de investigacion ya existia antecedente en el uso
de algunos procedimientos de separacién de mezclas racémicas con auxiliares quirales tipo
oxazolidinonas.

Dentro de la literatura, el uso generalizado de las oxazolidinonas!* como auxiliares
quirales es un tema ampliamente estudiado con diferentes variedades de 1,3-
oxazolidinonas. Evans et al'** desarrollaron el uso de sus oxazolidinonas como inductores
de quiralidad para lograr un control de la estereoquimica en diversos tipos de reacciones
como la alquilacion de enolatos, reacciones aldol y Diels-Alder para la obtencion
diastereoselectiva de un producto mayoritario. Bull et al'**¢ desarrollé una nueva clase de
auxiliares quirales, los “SuperQuats” 5,5-disubstituidos, se ha documentado que estos
auxiliares proporcionan mejores rendimientos y son mas eficientes como inductores de
quiralidad en reacciones de alquilacion. El uso de los auxiliares “SuperQuats” en el grupo
de investigacion han sido de gran utilidad como agentes de resolucién, al facilitar la
separacion de mezclas diastereoméricas en columnas cromatograficas.
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En primer lugar, se llevdé a cabo la sintesis del auxiliar quiral (R)-5,5-dimetil-4-
feniloxazolidin-2-ona que fue el auxiliar SuperQuat elegido y se sintetiz6 a partir del
aminoacido (R)-fenilglicina (esquema 27).

NH, NH, HCI O Ph
OH (CHj);SiCl OCH, Boc,0 o )LN fAfo
—» _—
(o) CH,OH o) NaHCO,, Etanol H OCH,4
(R)-fenilglicina 98% 139 87% 140

839 | CHaMaBr
Eter, 0°C

o)
X : o e
HN” “o ~ t-BuO K* | OJ\N “_OH
CH; o H CHj
Ph) QCH3 THF, 0°C | CHC
142 85% 141

Esquema 27. Sintesis del auxiliar quiral 142 a partir de (R)-fenilglicina.

El compuesto 142 es un solido blanco brillante de tipo “algodonoso”. En RMN de *H
se observan cinco sefiales, una sefial multiple que integra para cinco hidrégenos y que
corresponde al anillo de fenilo alrededor de 7.33 ppm (A), una sefial ancha en 6.34 ppm
que pertenece al grupo -NH (B), una sefial simple en 4.66 ppm que corresponde al metino
(C) y por ultimo dos sefiales simples en la zona menos desprotegida del espectro y que
corresponden a los dos metilos de la molécula (D) (figura 46).

D

__A__‘

1.02))
1 OO%%L\ O
30%

T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 46. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) de 142.

El paso posterior fue llevar a cabo el acoplamiento del auxiliar quiral 142 con los
anélogos 80 y 82. Dentro de la literatura se encontré que la oxazolidinona 142 se puede
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acoplar a acidos carboxilicos mediante la reaccién de formacion del anhidrido mixto'#’, por
lo que 80y 82 se hizo reaccionar en presencia de (CH3)sCCOCI, EtsN, THF como disolvente
a -78°C como primer paso, generando asi un anhidrido como buen grupo saliente,
posteriormente se adiciond una mezcla de 142 en n-BuLi y THF por 3 h. El resultado
obtenido fue la formacion de los diasteroisomeros 80a, 80b, 82ay 82b (esquemas 28y 29).

Cl cl cl

1. (CH;);CCOCI, Et;N, THF @
M. i -78°C > N g Ph + N, 0 Ph
N” °N OH 2 [e) N” °N S CHj N* N\/-\)I\ 3 CH,4
= ¢ — N/>LCI-|3 — N CH,
HN" o P 6
80 HCHs o o
P’ cH,
(R.R)-80a (S,R)-80b
n-BuLi, THF

95%

Esquema 28. Acoplamiento de 80 con el auxiliar quiral 142.

Cl cl cl

1. (CH3);CCOCI, Et;N, THF @
Ny o -78°C o N, Q  Ph + NI 9 Pn
— OH 2. 0 N" N N cHs N N\/\)I\N { M
J — CH; — CH;
— HN” S0 — )\o — )\o
S PhH 3 S S -
CHs (R,R)-82a (S,R)-82b
n-BuLi, THF

67%
Esquema 29. Acoplamiento de 82 con el auxiliar quiral 142.

La cromatografia en capa fina (CCF) fue de gran ayuda para encontrar el mejor
sistema de elucion de disolventes para efectuar la separacion en la columna de
cromatografia, la figura 47 muestra como en un sistema de disolventes hexano-acetato de
etilo 3:2 se favorece una mejor separacion de los diasteroisomeros F1y F2 de 80 y 82.

3:2 Hx-AcOEt
—> F1

—> F1
—> F2 — >

80
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Figura 47. Placas de CCF de la mejor separacién de los diasteroisdmeros de 80y 82.

Una vez obtenidas y separadas las dos fracciones F1 y F2 que representan los
diasteroisdémeros de 80 y 82, se procedié a determinar la rotacidén Optica especifica en un
polarimetro Perkin Elemer, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Rotaciones épticas de los diasteroisdmeros de 80 y 82.

Rotacion optica especifica

Compuestos A=589 nm, 20°C
(c, 1.02, CHCIy)
F1-80 -14.4*
F2-80 -42.7
F1-82 -25.7
F2-82 -60.7

e *c, 1.0, CHCIs

De igual manera, se intento llevar a cabo el proceso de cristalizacién, para obtener
la estructura por medio de difraccién de rayos X y asi determinar la configuracion absoluta
de cada diasteroisomero. Desafortunadamente, después de muchos intentos y mezclas de
disolventes, hasta el momento no se ha podido cristalizar ninguno de los cuatro
compuestos. Por otro lado, las técnicas de RMN, principalmente los experimentos
bidimensionales como el NOESY son de gran utilidad para observar correlaciones entre los
hidrégenos a través del espacio, en este caso en ninguno de los espectros 2D NOESY de
los cuatro diasteroisdmeros se pudo observar alguna correlacion que nos fuera de utilidad.
Los espectros de 'H de cada par de diasteroisémeros son practicamente iguales, con
ligeras diferencias en algunas sefiales en relacion al desplazamiento quimico, pero para
asignar de manera correcta cada una de ellas se obtuvieron tanto experimentos en 1D como
en 2D (ver anexos).

En la figura 48 se muestra el espectro de 'H de F1-82, las sefiales desplazadas a
frecuencias altas en el espectro corresponden a los hidrogenos de los anillos aroméaticos
de fenilo, tiofeno y triazol (A), la sefal simple alrededor de 5.0 ppm al metino del anillo de
oxazolidinona (B), los dobles de dobles en 45 y 3.5 ppm pertenecen a los -CH:
diasterotopicos de la molécula (C), la sefal quintuple al centro estereogénico en 3.8 ppm
(D) y los dos singuletes en la zona mas protegida del espectro a los dos metilos del auxiliar
quiral (E). La figura 49 corresponde al espectro de 'H de F1-80 y como se alcanza a apreciar
es muy similar, solo se diferencia en el sustituyente del heterociclo de triazol que en este
caso se trata de un anillo aromético de fenilo.
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Figura 48. Espectro de *H (400 MHz, CDCls) de F1-82.
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Figura 49. Espectro de *H (400 MHz, CDCIls) de F1-80.

Una vez caracterizados los diasteroisdmeros de los analogos de GABA 80y 82y a
pesar de los intentos fallidos de cristalizacion de los compuestos, se decidi6 llevar a cabo
la remocion del auxiliar quiral para la obtencion de los analogos correspondientes,
enantioméricamente puros. Otro de los beneficios de utilizar este tipo de auxiliar quiral es
la facilidad para eliminarlo al hacerlo reaccionar con LiOH en una mezcla THF:agua y un
posterior tratamiento con HClac) donde se recupera el auxiliar.

En la tabla 10 se muestran los resultados y las condiciones de reaccion; ademas
posterior a esto, se determind la rotacion éptica especifica como se hizo anteriormente.
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Tabla 10. Remocion del auxiliar quiral y obtencion de los enantidmeros.

Cl Cl
N (0] Ph 1. LiOH, THF:H,0 (3:1) N (o)
N” N N s 2. HCl 5, ~ N”°N OH
)_—_/ CH; ):_/
R 0//\\0 R
R= fenilo y tiofeno R= fenilo y tiofeno
Compuestos Tiempo de Rendimiento (%) Rotacion 6ptica especifica
reaccion (h) A= 589 nm, 20°C
(c, 1.02, CHzOH)
F1-80e 1lh 97% +70.7°
F2-80e 1lh 75% -67.1
F1-82e 1.25h 79% +76.2
F2-82e 15h 81% -82.62

. 21.03, CHsOH
. 1.0, CH:OH

Como puede observarse en la tabla los datos de rotacion Optica especifica son muy
importantes ya que con ellos podemos establecer que enantiomero gira el plano de la luz
polarizada a la derecha (+) y cual a la izquierda (-) ademas es un dato muy importante para
su caracterizaciébn y sera crucial para en experimentos posteriores determinar la
configuracién absoluta. De igual manera los experimentos de RMN nos ayudaron a asignar
de manera correcta todas las demas sefales (ver anexos).

4.3 Analogos de GABA y analogos B-substituidos con estructura de triazol 1,5-
disubstituidos.

Asi como los triazoles 1,4-disubstituidos y las reacciones CUAAC trajeron consigo una
revolucion de nuevas aplicaciones sintéticas en cuanto a las condiciones de reaccion,
reactivos, y diversas actividades biol6gicas con la evaluacion de estos compuestos
heterociclicos, la sintesis de triazoles 1,5-disubstituidos fue el otro blanco que se colocé
como un objetivo de sintesis rapidamente. En este proyecto se decidio llevar a cabo la
sintesis de analogos de GABA con triazoles 1,5-disubstituidos, lo que implicé el uso de un
nuevo catalizador. Asi, como las sales de Cu(l) catalizan la reaccién de cicloadicion 1,3-
dipolar alquino-azida para generar triazoles 1,4-disubstituidos de manera regioselectiva, los
catalizadores de Ru lo hacen para los triazoles 1,5-disubstituidos. Por ser un metal poco
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comun y escaso estos catalizadores son de costos muy elevados, razén por la cual se
probaron diversas metodologias reportadas en la literatura para obtener este tipo de
triazoles sin tener que utilizar los catalizadores de rutenio.

Croatt en 20118 reporté la sintesis de triazoles 1,5-disubstituidos a partir de azidas
organicas y alquinos terminales utilizando n-BuLi como base, THF como disolvente a -78°C
y un posterior tratamiento con NH4Cl, al momento de extrapolar las condiciones de reaccion
a nuestras materias primas, se observo que tanto el éster 114 como la azida 115 eran
centros electrofilicos susceptibles a un ataque nucleofilico por parte de la base n-BuLiy la
reaccién generaria otro tipo de productos. Se propuso hidrolizar el éster al acido carboxilico
y probar las condiciones de reaccion con el sustrato 114a, lo cual tendria la ventaja de
ahorrar un paso en la sintesis al llevar a cabo la hidrélisis antes de la reacciéon de
cicloadicion. En latabla 11 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 11. Sintesis de triazoles 1,5-disubstituidos con n-BulLi.

0 1. LIOH, MeOH/H,0 0 _ N, i
Ns\/\)]\OCHg, 2. HCI 1M - Ns\/\)]\OH 1. n-BTJLi, THF,H-78°E N\=£l\/\)]\0H
114 92% 114a 2. NH,CI R 151153
Ensayo Compuesto R Equiv. de Equiv. de | Rendimiento
alquino n-BuLi (%)
1 1.2 2 MP
2 146 Fenilo 25 2.5 54%
3 2.5 3.5 MP
4 147 Ciclopropilo 2.5 2.5 MP
5 148 Tiofeno 2.5 2.5 MP

A pesar de que para el compuesto 146 se realizaron ensayos variando el nimero
de equivalente de los alquinos y de la base, solo en el ensayo 2 se obtuvo el compuesto
con un 54% utilizando 1.0 equivalentes de azida, 2.5 de alquino y 2.5 de base. Se intent6
incrementar el nUmero de equivalentes de base con el propésito de aumentar el rendimiento
de la reaccion, sin embargo, esto no ocurrid. Se aplicé la optimizaciéon de la reaccion a los
demés ensayos con diferentes tipos de alquinos y la reaccién no procedié, en todos los
casos se recuperd materia prima (MP).

El triazol 146 se caracteriz6 por técnicas de RMN, los espectros son practicamente
los mismos que el isémero 1,4. Creary et al'*° reportaron que los triazoles 1,4-disubstituidos
pueden ser facilmente distinguibles de sus isémeros 1,5 utilizando los espectros de 3C
desacoplados. La sefial que corresponde al C-5 del heterociclo de triazol 1,4 aparece
alrededor de 120 ppm, mientras que el C-4 de los 1,5 se desplaza alrededor de 133 ppm.
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Estudios computacionales respaldaron los resultados experimentales de este grupo de
investigacion. En la figura 50 se muestra un comparativo del compuesto 146 con su isémero

1,4,
21N,
R*N N
~ = y=/4
120 ppm )5—< 1
H R
) L

131.0 130.5 130.0 1295 129.0 128.5 128.0 127.5 127.0 1265 126.0 125.5 1250 124.5 124.0 123.5 123.0 1225 122.0
f1 (ppm)

n

130.30
130.00

127.96

|
N\\A/"\\JMN"‘VJ\/\/\W\M/\»«M/M/\

314

131.0

130.6

130.2

Figura 50. Método para signar la estructura de los 1,2,3-triazoles.

129.8 129.4 129.0 128.6 128.2 127.8
1 (ppm)

(pi

Para nuestra fortuna se logré cristalizar el triazol 146 y se determiné la estructura
mediante la técnica de difraccion de rayos X de monocristal y en la cual se observa el patron
de sustitucién 1,5 (figura 51). Los datos cristalogréaficos se encuentran en la parte de

anexos.

016

017
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Figura 51. Estructura de rayos X del triazol 1,5-disubstituido 146.

4.3.1 Sintesis inicial de los triazoles 1,5-disubstituidos (RUAAC + adicion de (p-
CICsH4).CuMgBT)).

Ya que no se tuvo éxito en la sintesis de triazoles 1,5-disubstituidos utilizando
metodologias prescindiendo el uso de catalizadores de Ru, se procedié a evaluar diferentes
catalizadores de Ru reportados en la literatura, por las caracteristicas de nuestros sustratos
se decidié adquirir el cloruro de pentametilciclopentadienilbis(trifenilfosfina) de rutenio(ll)
(Cp*RuClI(PPhs)2). En primer lugar, se llevd a cabo la optimizacion de la reaccién, la
metodologia seguida fue la descrita por Boren et al**® donde se elige el 1,4-dioxano sobre
otros disolventes y 1.0 equivalentes de alquino. En la tabla 12 se muestran los ensayos
realizados con la azida organica 117 y el fenilacetileno.

Tabla 12. Optimizacién de la RUAAC.

(o)
NEN_NNJ\OCHZCH:,,
117 Cp*RuCI(PPh,), N,,N\N/\/\H/OCHZCH?,
* 60°C,1h — o
C=CH
1eq ©/
144a
Ensayo Equiv. 116 Disolvente Rendimiento (%)
1 15 1,4-dioxano 43%
2 15 1,4-dioxano? 32%
3 2.0 1,4-dioxano 46%
4 3.0 1,4-dioxano 45%
5 1.0° 1,4-dioxano 43%
6 2.0 1,4-dioxano 52%
7 2.0 THF 26%
8 2.5 1,4-dioxano 51%

e 217 4-dioxano secado con Na>SOa4
e b Azida purificada

Con 2.0 equiv de azida 117 sin purificar y las condiciones expuestas en el ensayo 6 se
obtuvo el mejor rendimiento, cabe resaltar que al utilizar THF como disolvente el
rendimiento bajoé considerablemente. Una vez encontradas las condiciones ideales para
nuestros sustratos se procedio a la sintesis de los triazoles 1,5-disubstituidos que derivan
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a los anélogos de GABA directos, el compuesto con sustituyente fenilo ya no se sintetizo
por esta metodologia debido a que ya se habia obtenido anteriormente. La tabla 13 muestra
los resultados. En este caso los rendimientos fueron de buenos a excelentes y gran parte
de esto se debe a la naturaleza y pureza de la azida 115, también se observa una reaccion
mas limpia a la hora de purificar los compuestos. La caracterizacion se llevd a cabo por
RMN y siguiendo los mismos criterios anteriores (caracterizaciéon por *C de Creary) (ver
anexos).

Tabla 13. Sintesis de 1,2,3-triazoles 1,5-disubstituidos 143a-f.

o

N=NEN \/\)J\o cH
- 3 /N\ OCH3
115 Cp*RuCI(PPhj3), N N/\/\ﬂ/

+ 1,4-dioxano, 60°C j R ©
R-C=CH 143a-f
Compuesto R Equiv. 110 Tiempo (h) Rendimiento
(%)
143a -Ciclopropilo 2.5 15h 95%
143b -Tiofeno 2.5 2h 96%
143c -Propilo 2.5 2h 82%
143d 4- 2.5 15h 90%
trifluorometilbenceno
143e 4-metoxibenceno 2.5 15h 81%
143f 4-clorobenceno 2.5 15h 60%

Se procedié a la sintesis de los precursores a,B-insaturados triazolicos 1,5, los
rendimientos y condiciones se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Sintesis de 1,2,3-triazoles 1,5-disubstituidos 144b-g.

o

+
N=N-N
_\/\)J\OCHZCH3 N/’N\N/\/\H/OCHZCH:;
117 Cp*RuCI(PPh;), \_<

o)
+ . g R
1,4-dioxano, 60°C
R-C=CH 144b-g
Compuesto R Equiv. 116 Tiempo (h) Rendimiento

(%)
144b Ciclopropilo 2.0 15h 83%
144c Tiofenilo 2.0 1lh 84%
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144d Propilo 2.5 15h 44%

144e 4- 2.5 15h 50%
trifluorometilbenceno

144f 4-metoxibenceno 2.5 15h 53%

1449 4-clorobenceno 2.5 15h 19%

Como puede observarse en la tabla anterior, fue necesario variar ligeramente las
condiciones en algunos casos, los cambios en el rendimiento fueron considerablemente
buenos y en otros como en el caso de 144g no fue asi. La sustitucion del anillo de fenilo
juega cierto papel en el transcurso de la reaccién. La azida 117 es mas inestable y sufre
cierta descomposicién con el tiempo y exposicion a la luz aunado a que proviene de una
materia prima con un 70% de pureza, lo cual fue un punto clave en los resultados. Los
compuestos fueron caracterizados por espectroscopia de RMN (ver anexos);
particularmente el espectro de *C fue de gran utilidad ya que gracias al método creado por
Creary y colaboradores y que se explicé anteriormente la sefial de los C-5 y C-4 de los
heterociclos de triazol logra diferenciar entre los 1,4 y 1,5-disubstituidos. Para nuestros
compuestos esta técnica fue de gran utilidad ya que la mayoria de los productos son
liquidos y no tenemos posibilidad de obtener la estructura cristalina.

El paso siguiente fue realizar la reaccién de adicién conjugada 1,4 de cuprato de p-
Clfenilo sobre los precursores de triazol 1,5 a,B-insaturados. La tabla 15 muestra los
resultados obtenidos después de los ensayos realizados.

Tabla 15. Adicion conjugada 1,4 de p-Cl-fenilo sobre 144a-g.

cl
N,,N\N/\/\H/OCHZCH3 < \©/ >CuMgBr N,/N\N OCH,CH;
\:( o) ~72 . \=< o)

R Eter R
144a-g NH,Cl,,
Cl
Ensayo Compuesto R Condiciones Rendimiento

de reaccion (%)

1 145a Fenilo a 26%

2 145b Ciclopropilo a 20%

3 145c Tiofeno a MP

4 b Descomposicion

5 145d Propilo a MP
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6 145e 4- a MP
trifluorometilbenceno

7 145f 4-metoxibenceno a MP

8 145¢g 4-clorobenceno a MP

a) 4 eqgde Cul, 8 eq de Mg°, 8 eq de 4-bromoclorobenceno, 0°C 30 min, 25°C 24 h.
b) 6 eqde Cul, 16 eq de Mg®, 16 eq de 4-bromoclorobenceno, 0°C 30 min, 25°C 24 h.

Como puede observarse en la tabla 15 Gnicamente hubo reaccion con los sustratos
144a-b, con el compuesto 144c la reaccidbn se probd varias veces intercalando las
condiciones de reaccién a 'y b y en ningln caso se tuvo éxito, en todos y cada uno de ellos
se recuperaba materia prima. En las condiciones de reaccion “b” los equivalentes de los
reactivos utilizados se duplicaron y al parecer el exceso termind por descomponer la materia
prima. Después de analizar el comportamiento de la reaccién se llegd a la conclusion que
el problema recaia en la formacién del cuprato, ya que en los dos casos en que se tuvo
éxito, el cuprato forma una suspension de color oscuro mientras que, en los otros casos,
siempre se observé una suspension blanca o amarilla. A pesar de haber identificado el
problema, y tratar de mantener las condiciones de reaccion adecuadas, el cuprato siempre
se comporté de la misma manera y los resultados fueron los mismos.

Para confirmar la formacion de los productos antes descritos, se llevé a cabo la
caracterizacién por RMN 1D y 2D; como ejemplo se muestran los espectros del compuesto
145a (figura 52 y 53). Ademas de asignar todas las sefiales del compuesto, un punto clave
es observar la desaparicién de las sefiales vinilicas y en este caso tener un aumento de
sefales en la parte aromatica del espectro que se vera reflejada en las integrales.

g Yo, :

R.8

N
e
;
|

0.5

N
v R4
u

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
)
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Figura 52. Espectro de 'H de 145a (CDCls, 400 MHz).

En los experimentos 2D HSQC mostrado abajo y HMBC (ver anexos), se
encontraron correlaciones que fueron de mucha utilidad, sobre todo en el segundo caso
gue son a mas de un enlace para asignar de manera correcta las sefiales aromaticas; en el
HSQC pudimos asignar el C-4 del heterociclo de triazol que efectivamente cae en un
desplazamiento de 132.93 ppm (amarillo) y que concuerda con el método de diferenciacion
de triazoles 1,4 y 1,5 reportado por Creary.
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Figura 53. Espectro 2D HSQC de 145a (CDCls, 400 MHz).

Utilizando como sustrato el compuesto 144e se cambidé la fuente de Cu de Cul por un
complejo de CuBr-SMe,,**° el disolvente utilizado fue THF y la reaccion se llevé a cabo de
-40°C a temperatura ambiente (esquema 30). Al analizar el posible producto de reaccion
por RMN se observa que se recupero la materia prima.
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cl
144e cl
N”Nw/\/\H/OCHZC"I3 CuBr.SMe, . o
= o) N” "N
MgBr ~ / L \— OCH,CH;,3
/\ o
THF, -40°C, t.a 1450
CF, NH,Cl,.
CF,

Esquema 30. Adicién conjugada 1,4 utilizando el complejo CuBr.SMe: sobre 144e.

Wu et al'®! reportaron la reaccién de adicién conjugada 1,4 entre sistemas a-f3
insaturados con acidos borénicos catalizadas por Pd. Particularmente reproducimos esta
metodologia sobre el compuesto 144c y no hubo formaciéon de producto ni tampoco se
recuperé MP, se analiz6 lo obtenido en RMN y solo se observan sefiales de disolvente

OH Cl
o ()-s
OH

(esquema 31).

144c Pd(OAc) o
R _~__OCH,CHj by N/ NN
N" NN 7<= N OCH,CH,
— o MeOH/agua (1:3), 80°C
S S
145¢

Esquema 31. Adicién conjugada 1,4 catalizada por Pd sobre 139c.

Al persistir los resultados negativos con los cinco sustratos restantes, se procedio a
realizar la hidrélisis basica de los ésteres 143b-g y 145a-b, utilizando LiOH como base en
THF o CH3OH y agua y un posterior tratamiento con HCI 1M. A continuacion, se muestran

los resultados en la tabla 16.
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Tabla 16. Hidrdlisis basica de los ésteres 143b-g y 145a-b.

153-154

N, OH N OH
N” N/\/\n/ N” °N

R R
147-152
Cl
Compuesto R Equiv. LiOH Tiempo (h) Rendimiento

(%)
147 -Ciclopropilo 6.0 24 h 78%
148 -Tiofeno 6.0 24 h 84%
149 -Propilo 4.0 24 h 66%
150 4- 2.0 2h 85%

trifluorometilbenceno

151 4-metoxibenceno 2.0 12 h 67%
152 4-clorobenceno 2.0 2h 91%
153 -Fenilo 2.0 12 h 79%
154 -Ciclopropilo 2.0 12 h 84%

La caracterizacién de los analogos finales de GABA y GABA [3-sustituidos 1,5 se
realizé utilizando las técnicas de RMN y espectrometria de masas de alta resolucién (ver
anexos y seccion experimental).

4.3.2 Cambio de estrategia de sintesis.

Como consecuencia de los resultados que se tuvieron y al no haber podido sintetizar
los cinco compuestos restantes, nos dimos a la tarea de realizar el disefio de una nueva
ruta de sintesis que nos permitiera obtenerlos por otra via, en ella se hizo una extensa
exploraciéon de reacciones quimicas y a continuacion se muestra el andlisis retrosintético
con los materiales de partida y las principales desconexiones e IGF (esquema 32).
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cl cl cl cl
|GF: C-y‘ IGF :
N Q N Q Q o
o0 N” °N N MsO
N)_(N OH raiiy OCH, 3 OCH, s OCH,
/ \ +
Ry R, R R2 R—H 'GFB
cl cl cl
CH;NO
T2 c-C IGF IGF
"o : o) — o] — o]
O,N_ HO
X OCH, e OCH;3 Rs OCH; OCH,

R3= COH, COOH

\/\
(o]
(o} (0] (o}
¥ C-C
/©/"§)J\OH — /©)J\H +HOJ\/U\0H
Cl
Cl

Esquema 32. Andlisis retrosintético de la nueva ruta de sintesis.

Cl

4.3.3 Sintesis de un precursor comun de los anélogos de triazol 1,5-
disubstiuidos (“azido-baclofen”).

De acuerdo al analisis retrosintético propuesto, se disefid la ruta de sintesis que
involucraba partir de materiales de facil acceso. En primer lugar, se llevd a cabo la reaccion
de Knoevenagel entre el 4-clorobenzaldehido y el acido maldnico para formar el &cido 155;
una reaccion de esterificacion condujo al éster o,B-insaturado 156 que en un paso posterior
fue el substrato de la adicion conjugada 1,4 del nitrometano (esquema 33).

(0] (0]
H L OH —— > OCH3
Piridina, piperidina MeOH, 12 h
Cl 90°C, 2h Cl 155 Cl 156
88% 79%

Esquema 33. Sintesis del éster a,B-insaturado 156.

Una vez obtenido el éster 156 se procedié a la sintesis del nitrocompuesto 157, en
la tabla 17 se muestran los experimentos y condiciones utilizadas para optimizar el

rendimiento.
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Tabla 17. Optimizacion de la reaccion de adicion de nitrometano sobre 156.

o O,N o
™
OCH;,4 OCH;,
cl 156 cl 157

Ensayo Equiv. de Basey Disolvente Tiempo | Rendimiento

CH3NO; equiv. (h) (%)

1 5.0 TMG (0.2) - 48 h 77%

5.0 DBU (0.2) CH:ClI2 24 h MP

3 5.0 DBU (1.7) CHsCN 12 h 83%

Las condiciones Optimas se encontraron en el ensayo 3, la base elegida fue DBU,
regularmente utilizada para adiciones 1,4 de este tipo. El compuesto 156 es un sélido
cristalino incoloro, mientras que 157 es un liquido viscoso ligeramente amarillo, la
caracterizacion por RMN y fisica se encuentra en la seccion experimental y anexos.

El siguiente paso en la ruta de sintesis fue crucial en el éxito total de esta nueva
estrategia de sintesis. Este implicaba la conversion del grupo nitro a un aldehido o acido
carboxilico por medio de la reaccion de Nef!®2, el grupo carbonilo permitiria la sintesis de la
azida organica y asi ensamblar los anillos de triazol.

En un principio se probaron varias condiciones para la obtencién del grupo aldehido,
compuestos que se caracterizan por ser inestables por lo que se decidié hacer de manera
in situ la reduccién con NaBH4 para obtener el alcohol correspondiente (ver tabla 18).

Tabla 18. Condiciones de la Reaccién de Nef para producir aldehidos.

ON o 1. KOH 85%, CHO O HO o
KMnO,,MgSO, 2. NaBH,
OCH; — 2 =% oCH;| ™ . OCH,
MeOH-H,0
ci 157 ci 157a cl 159
Entrada Disolvente Tiempo (h) Rendimiento (%)
(Reduccion) Aldehido alcohol
1 2-propanol 15h 27%153
2-propanol 1h MP
3 MeOH 05h 27%*5

Se probaron dos metodologias ligeramente distintas reportadas en la literatura y el
resultado practicamente fue el mismo.
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Otra variante de la reaccion de Nef es efectuarla bajo condiciones ligeramente
oxidativas, en la cual, el grupo nitro es transformado a un acido carboxilico'®®, con la ventaja
de que este ultimo, es mas estable que un aldehido. Bajo este concepto, se llevé a cabo la
reaccion de Nef sobre el compuesto 157. Las condiciones y resultados obtenidos se
describen a continuacion en el esquema 34.

HO__O
O,N o o
ocH, NaNOz ACOH_ OCH,
DMSO, 35°C
cl 157 70% ci 158

Esquema 34. Sintesis del 4cido carboxilico 158.

El compuesto 158 es un sdlido ligeramente blanco, los rendimientos mejoraron
considerablemente.

El siguiente reto en esta estrategia de sintesis era efectuar la reduccion selectiva del
grupo carboxilico al alcohol correspondiente sin alterar la funcion éster presente en la
molécula. Para ello, se encontraron reportes en la literatura de este tipo de reducciones
“quimioselectivas” por lo que nos dimos a la tarea de extrapolarlas en nuestros sustratos.
McGeary**® reporto la reduccion en donde utiliza un agente acoplante como lo es el PyBOP
(benzotriazol- 1-yloxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate) y NaBH4 (tabla 19).

Tabla 19. Sintesis del alcohol 159.

HO_O _ ¢l HOL
1. pyBOP, DIPEA
OCH, THF NN o 2. NaBH, OCH;
cl 158 @J‘ OCH, cl 159
_ 0 |

Entrada Equiv. de pyBOP Tiempo (h) Rendimiento (%)

1 1.1 1h Descomposicién

2 2.2 3h Descomposicion

3 2.2 5h Descomposicién

En estos ensayos estuvieron involucrados varios factores, en primer lugar, la reaccion
original es con el BOP que al igual que el PyBOP es un agente acoplante de la misma
familia de amino fosforanos pero de menor tamafio, en el reporte se sugiere que el PyBOP
conduce a los mismos resultados. En segundo lugar: la calidad de nuestro reactivo, se
utilizd PyBOP de tres lotes diferentes y se obtuvo el mismo resultado, se concluyé que ya
presentaba descomposicion. En la tercera entrada se invirti6 el orden de adicion de los
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reactivos primero la DIPEA y luego el PyBOP pero no tuvo influencia alguna en los
resultados.

Tale et al**’ reportaron el uso de un acido borénico, especificamente el acido 3,4,5-
trifluorofenilboronico en presencia de NaBHs, En nuestro caso no se disponia de ese
reactivo por lo que el método se explord con un acido similar, el 4cido fenilboroénico y el 4-
trifluorometilfenilboronico (esquema 35).

HO.__O HO o
O PhB(OH), o
OCH,8 4-CF3Ph(0H)2><: OCH,
NaBH4, Nast4 Cl
cl 158 THF 159

Esquema 35. Sintesis fallida del alcohol 159 con acidos boroénicos.
En ninguno de los casos se tuvo éxito, la materia prima no reacciona y se recupera.

La generacién de anhidridos mixtos a partir de &cidos carboxilicos y su posterior
tratamiento con NaBH4 para la reduccién selectiva de un acido carboxilico en presencia de
un éster son metodologias reportadas en la literatura. Particularmente, se trabajé con
cloruro de trimetilacetilo y dietil carbonato en reemplazo del cloroformiato de etilo que en
este caso seria lo ideal'*® (esquemas 36 y 37).

HO_ O HO o
0 1. Dietil carbonato
Et;N, THF 0°C
OCH, 3 >/= OCH;
2. NaBH,, H,0 7
cl 158 0°C Cl 159

Esquema 36. Reduccidon de anhidrido mixto con dietil carbonato.

Cuando se utilizé el dietil carbonato para formar el anhidrido mixto se tuvo que elevar la
temperatura y aumentar el tiempo de reaccién ya que es menos reactivo, a pesar de ello no
hubo reaccion.

Finalmente, cuando se utilizé el cloruro de trimetilacetilo para generar el anhidrido mixto
y el posterior tratamiento con el agente reductor se obtuvo en alcohol en un 64% de
rendimiento, como un liquido ligeramente viscoso amarillo.

HO.__O HO
o 1. (CH3);CCOCI Q
OCH, Et:N, THF 0°C OCH,
2. NaBH,, H,0
cl 158 0°C cl 159
64%
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Esquema 37. Obtencion del alcohol 159.

Ya con el alcohol 159 disponible, se procedi6 a la sintesis del mesilato 160 tal y como
lo marca el andlisis retrosintético del esquema 32. Las condiciones utilizadas ya se habian
explorado en trabajos anteriores con otros sustratos y al momento de aplicarlas a 159
también se tuvo éxito. El Gnico inconveniente que se tuvo es que los mesilatos son bastante
inestables y se descomponen a altas temperaturas, por lo que se utiliz6 como crudo para
la siguiente reaccion. La sintesis de la azida organica 161 se llevé a cabo a 80°C lo que
gener6 una ligera descomposicion de la materia prima. Esto, aunado a la fotosensibilidad
de 161 contribuyeron a que este compuesto no se obtuviera en forma pura. Se intentaron
procesos de purificacion cromatografica pero la azida se descompuso en la columna
(esquema 38).

N
HO o MsO o 3 fo)
MsCI, Et;N NaN;, DMSO
OCH3 —3> OCH, 3—> OCHj;
DMAP, DCM 80°C
cl cl Cl
159 89% 160 80% 161

Esquema 38. Sintesis del mesilato 160 y la posterior azida organica 161.

La caracterizacioén de cada uno de los productos de la nueva estrategia de sintesis
se llevé a cabo por RMN de 'H y 3C, espectrometria de masas de alta resoluciéon ademas
de la determinacién de propiedades fisicas y quimicas (ver seccion experimental y anexos).

4.3.4 Cicloadicién 1,3-dipolar (RUAAC) en la sintesis de analogos con estructura
de 1,5-triazol.

Teniendo la azida organica 161 se llevo a cabo la reaccién de cicloadicion alquino-azida
catalizada con rutenio para completar la serie de los triazoles 1,5-disubstituidos faltantes
(tabla 20).

Tabla 20. Sintesis de los triazoles 1,5-disubstituidos 162a-d.

N3 o 162a-d
N OCHj,
OCH, N“ N
‘—<_ (0]
cl 161 Cp*RuCI(PPh;); R
R 1,4-dioxano, 60°C
R-C=CH Cl
Entrada Compuesto R Tiempo (h) Rendimiento

(%)
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1 -Tiofeno 3h 15%

2 162a 24 h 31%

4 162b -Propilo 22 h 35%

5 162c -4- 24 h 25%
trifluorometilbenceno

7 162d -4-metoxibenceno 24 h 20%

Como puede observarse en la tabla anterior y a diferencia de los sustratos anteriores,
aumentar el tiempo de reaccion propicio un incremento en el rendimiento, a pesar de ello
se observa materia prima (azida y alquino) remanente.

Habiendo obtenido los triazoles 1,5 faltantes utilizando esta nueva ruta de sintesis, se
procedi6 a realizar la hidrélisis basica de los aductos 162a-d. A continuacién, se muestran
los resultados en la tabla 21.

Tabla 21. Hidrdlisis basica de los ésteres 162a-d.

162a-e 163-166
N. OCH; R OH
N _ N o 1. LiOH, MeOH/agua N~ N
( > ‘—<— (o]
R 2. HCI 1M R
Cl Cl
Compuesto R Equiv. LiOH Tiempo (h) Rendimiento

(%)
163 -Tiofeno 2.5 12 h 91%
164 -Propilo 2.5 12 h 92%
165 4- 2.0 12 h 94%

trifluorometilbenceno

166 4-metoxibenceno 2.5 12 h 86%

La caracterizacion de los analogos de GABA B-sustituidos 1,5 se realiz6 utilizando las
técnicas de RMN y espectrometria de masas de alta resolucion (ver anexos y seccion
experimental).
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4.3.5 Asignacién de la estereoquimica de los analogos activos.

Debido a los intentos fallidos de cristalizacion de los diasteroisémeros F1-80, F2-80, F1-
82 y F2-82, se decidié establecer la asignacion de la estereoquimica del centro
estereogénico en (3 mediante correlacion quimica, por comparacion de las rotaciones
Opticas especificas de nuestros compuestos con las lactamas 169a y 169b, de
configuracion conocida reportadas en la literatura como precursores de (R) y (S)-Baclofen.

La ruta sintética dio inicio con la obtencién del acido carboxilico a,B-insaturado 155
sintetizado anteriormente, y el posterior acoplamiento de este con el auxiliar quiral 142 para
generar 168 (esquema 39). El compuesto a,B-insaturado 168 fue un soélido cristalino que se
caracterizo por RMN de 1D y 2D (ver seccion experimental y anexos).

1. (CHs);CCOCI « Q //‘Z
EtN, THE N
2. n-BuLi, THF CH
) Cl 3
S P,

an-X 168
o
Ph/‘\ém"s

CH,
142

85%
Esquema 39. Sintesis del compuesto a,B-insaturado 168.

Posteriormente se llevd a cabo la adicion 1,4 tipo Michael de nitrometano al
compuesto a,B-insaturado 168 para la obtencion de los diasteroisémeros (R,R)-169 y (S,R)-
169. Como hasta ese momento no se sabia la estereoquimica de los diasteroisémeros se
les denomin6 como F1-169 y F2-169, siendo F1-169 el compuesto que sale primero de la
columna. La optimizacién de las condiciones de reaccion se muestra en la tabla 22.

Tabla 22. Adiciéon 1,4 de nitrometano a 168.

£ T
/@/\)L ts CHaNO, DBU CH3 . oy
CH
T cHCl, D CH, 1 3

o

74% ci o

(RR)y (S,R)-169

Entrada Equiv. Base Tiempo | Rendimiento | rd (F1, Rotacion
CH3NO2 | (equiv) (h) (%) F2) optica
especifica

[a]IZV%/Hal
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1 2.5 DBU(0.2) | 0.5h 50 F1=-60.2
2 3 TMG (0.2) | 0.5 h 30 35:65 | (1.0, CHCl3)

F2=-27.9
4 25 DBU (0.3) 12 h 60

Como podemos observar en el valor de la relacion diasteromérica (rd), el auxiliar
quiral no produce una reaccion diasteroselectiva, pero por otra parte se logra una
separacion completa de los diasteroisbmeros por técnicas de cromatografia en columna.
Los diasteroisbmeros se caracterizaron por RMN 1D y 2D y espectrometria de masas de
alta resolucion (ver seccion experimental y anexos).

Posteriormente los diasteroisomeros se someten a una reaccién de reduccion con
Niquel y NaBH4 para dar las lactamas 170a y 170b que ya se encuentran reportadas en la
literatura como precursores de (R) y (S) Baclofen de configuracion y rotacién 6ptica
conocida (tabla 23).

Tabla 23. Asignacion de configuracion de las lactamas por correlacion de rotacion éptica
especifica.

O,N H
LT [0
N M Nic,.6H,0 ViR
CH; >
//\'\0 NaBH,, MeOH
Cl o] (o]
30 min
F1-169 170a
O,N
2 O ph H
s CH3 N
):\ CH;  NiCl,.6H,0 L °©
(o] o
cl o NaBH,, MeOH
30 min cl
F2-169 170b
Compuesto Rendimiento Rotacién Rotacion Asignacion de
(%) optica optica configuracion
especificay especifica
configuracion | experimental
absoluta (@] /Har
(Literatura)
[a]lz\l(zl/Hal
170a 60 -38 (1.02, -36.8 (1.02, R
EtOH
R ) EtOH)
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170b 63 +21.8 (0.5, +20.6 (0.5, S
CH,CI
A0 owaiy

A partir de la sintesis de lactamas enantioméricamente puras sintetizadas en el
laboratorio y por correlacion quimica de las rotaciones Opticas de nuestros compuestos
obtenidos con los reportados en la literatura, se logré determinar que el diasteroisémero F1-
169 origina la lactama (R) es decir 170ay el F2-169 la de configuracién (S) que corresponde
al compuesto 170b. Determinado lo anterior, pudimos asignar la configuracion de los
diasteroisdmeros como: (R,R)-169 y (S,R)-169. Una vez separados, se procedid a la
remocion del auxiliar quiral 142 (esquema 40) esto, antes de continuar con la reaccion de
Nef ya que las condiciones utilizadas en esta reaccion mostraron una descomposicion de
los compuestos.

cl
0,N
2 o Ph
T CH, o
\ N/>z,c|.| 1. LiOH, THF/H,0
3
//\,\ > O,N
cl o7 © 2. HCI 1M OH
(R,R)-169 (R)-171
82%
cl
O,N
2 o Ph
N SHa o
CH. 1.LiOH, THF/H,0 ;
P : > oN_ AN
cl o 2. HCI 1M OH
(S,R)-169 (S)-171
85%

Esquema 40. Remocién del auxiliar quiral de los diasteroisémeros.

Los compuestos son sélidos ligeramente amarillos, recuperandose el auxiliar quiral;
como estos acidos carboxilicos ya se encuentran reportados en la literatura solo se
determind la rotacion Optica y se comparé con la reportada.

Posteriormente se llevé a cabo la esterificacion de los &cidos carboxilicos para
producir (R) y (S)-172 respectivamente. Los dos esteres son liquidos viscosos e incoloros
gue al igual que los acidos ya se encuentran reportados en la literatura (esquema 41).
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cl
(CH3)3SICI . o
CH;O0H O.N
: 2 OCH,4
(R)-172
84%
cl
. Z 0o
(CH3),SiCl :
» O,N ~
CH,OH 2 \/\)J\OCHs
(5)-172
93%

Esquema 41. Esterificacion metilica de los &cidos carboxilicos (R) y (S)-171.

La reaccion de Nef que a continuaciéon se describe, tuvo algunos inconvenientes y
como puede observarse en el esquema 42 los rendimientos de la reaccion con respecto a
los resultados anteriores bajaron considerablemente.

Ci Ci
(0] (o]
O.,N NaNO ,ACOH HO
2 OCH, 2 - OCH;,4
DMSO, 35°C o)
(R)-172 (R)173
%ND
Ci Cl
Z 0 T O
: HO __~
OzN \/\)J\OCH;;, NaNO,, AcOH: NOCH;,
DMSO, 35°C (o]
(S)-172 (S)-173
23%

Esquema 42. Reaccion de Nef.

Particularmente, el compuesto (R)-173 se obtuvo en poca cantidad, al momento de
purificarlo en columna cromatogréafica generé dificultad, es decir, tanto el producto de
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reaccion como impurezas son de caracter polar por lo que no se logr6 determinar
correctamente el rendimiento.

Se contindo la ruta de sintesis Unicamente con el acido (S)-173 que se someti6 a la
reaccion de reduccion para la obtencion del alcohol (S)-174, posteriormente la sintesis del
mesilato (S)-175 y de la azida orgéanica (S)-176 (esquema 43).

cl .
1. (CH;)sCCOCI
Et;N, THF
= 0 - 0
Ho. 2. NaBH,, H,0 :
Nocm 0°C HO\/\)J\OCHs
o)
(S)-173 54% (S)-174
94% MSCI, Et3N
DMAP, CH,Cl,
cl cl
Z 0 Z 0o
: NaN,, DMSO :
- - MsO
N3\/\)J\OCH3 80°C S \/\)J\OCH:,,
(S)-176 81% (S)-175

Esquema 43. Ruta de sintesis para la obtencion de la azida organica (S)-176.

Debido a la poca cantidad con la que se vino explorando la ruta de sintesis, se llevo
a cabo la reaccién de cicloadicion 1,3-dipolar catalizada con cobre (CUAAC) con el 3-
etiniltiofeno, alquino que conduce al analogo mas activo, para la obtencion del 1,2,3-triazol
(S)-177 (esquema 44).

Cl
Cl
< (o}
N z
3\/\)J\OCH3 o
N, H
(S)-176 Cul, DIPEA, ACOH: N a N OCH,
. CH,CI,, t.a
45° —
S \ _ % S P
— (S)-177
~
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Esquema 44. CuAAC para la obtencién de (S)-177.

Se obtuvo en una sola fraccibn como un sdlido ligeramente amarillo, en la figura 54
se muestra el espectro de RMN de *H donde se observa una serie de sefiales desplazadas
a mayor frecuencia entre 7.6-7.0 ppm que integran para 8 hidrégenos de caracter aroméatico
(A), dos sefiales dd que integra para 1H cada una, que corresponden al -CH; directamente
unido al heterociclo en 4.6 ppm (B), una sefial quintuple del -CH* en 3.8 ppm (C), seguida
una sefial simple que integra para 3H del -OCHz; en 3.6 ppm (D) y por ultimo un dd que
integra para 2H correspondiente al -CH. que se encuentra junto al carbonilo en 2.7 ppm (E);
con esto se confirmo la formacion del heterociclo.

D
cl —
N” :
_N\/\)J\OCH3
A —
SN
B < E
—— | —
T ] e
N !
s R 39 5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
82 80 7.8 7.6 74 7.2 7.0 6.8 6.6 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 4.6 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2
f1 (ppm)

Figura 54. Espectro de *H (CDClz, 200 MHz) del compuesto (S)-177.
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4.4 Aplicacién de programas predictores de propiedades farmacoldgicas y
toxicolégicas sobre los analogos de GABA.

Durante los ultimos afios, los procesos de disefio y optimizacién de farmacos han
permitido establecer, de modo empirico, que la mayor parte de los farmacos activos por via
oral presentan ciertas similitudes en determinados parametros fisicoquimicos vy
estructurales. Este es el origen de las denominadas “Reglas de Lipinski"®! en las cuales
una molécula activa debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

e Menos de 5 donadores de puentes de hidrégeno (expresado como la suma de OH
y NH)

¢ Un peso molecular menor a 500 u.m.a
¢ Un ClogP (solubilidad en lipidos) menor de 5

¢ Menos de 10 aceptores de puentes de hidrégeno (expresado como la suma de Ny
0)

En la actualidad, se cuenta con herramientas que permiten predecir propiedades
moleculares, bioactividad, toxicidad entre otras de compuestos nuevos y compararlos con
bases de datos de farmacos.

Para cada uno de los analogos se determinaron los pardmetros de Lipinski y se realizo
una prediccion de absorcion a través de la BHE utilizando el predictor online “admetSAR"162
(tabla 24).

Tabla 24. Calculo de propiedades y prediccion de bioactividad.

Anélogo | Donadores de @ Aceptores de Peso ClogP Probabilidad
puente de H puente de H molecular de atravesar
(g/mol) BHE
131 1 4 299.25 2.83 0.9769
132 1 5 261.28 1.82 0.9724
133 1 4 265.70 2.46 0.9729
134 1 4 155.16 0.14 0.9780
135 1 4 409.80 4.88 0.9745
136 1 5 371.82 3.87 0.9720
137 1 4 376.24 4.51 0.9715
138 1 4 265.70 2.19 0.9735
146 1 4 231.25 1.81 0.9763
147 1 4 195.22 1.02 0.9763
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148 1 5 237.28 1.87 0.9764
149 1 4 197.24 1.10 0.9744
150 1 4 299.25 2.83 0.9763
151 1 5 261.28 1.82 0.9727
152 1 4 265.70 2.46 0.9689
153 1 4 341.80 3.86 0.9657
154 1 4 305.76 3.07 0.9695
163 1 5 347.83 3.92 0.9729
164 1 4 307.78 3.14 0.9643
165 1 4 409.80 4.88 0.9726
166 1 5 371.82 3.87 0.9707
167 1 4 376.24 4.51 0.9657

En general todas las moléculas cumplieron con los parametros de Lipinski, ademas
de muy buenas predicciones de permear BHE.

El espectro de actividad biol6gica de un compuesto quimico es el conjunto de
diferentes tipos de actividad que reflejan los resultados de la interaccion del compuesto con
diversas entidades bioldgicas, esta puede definirse cualitativamente ("existe" / "no existe")
sugiriendo que representa la propiedad "intrinseca" de una sustancia dependiendo
Unicamente de su estructura y caracteristicas fisicoquimicas. El predictor online “PASS"163
es un software disefiado como herramienta para evaluar el potencial biolégico general de
una molécula organica parecida a un farmaco, proporciona predicciones simultaneas de
muchos tipos de actividad biol6gica basadas en la estructura de compuestos organicos. El
término “Pa” (probabilidad de "ser activo") estima la probabilidad de que el compuesto
estudiado pertenezca a la subclase de compuestos activos. En la tabla 25 se muestran las
predicciones de PASS de los analogos de GABA para algunos padecimientos o
determinada actividad.

Tabla 25. Predicciones de actividad biol6gica de los analogos de GABA.

Molécula Actividad bioldgica Pa
Trastornos de fobia 0.836
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa 0.323

89



Resultados y discusion

Inhibidor de gluconato 2-deshidrogenasa 0.785
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa 0.368
Trastornos de fobia 0.833
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa 0.312
Agonista del receptor GABAs 0.260
Trastornos de fobia 0.790
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.545
deshidrogenasa

Inhibidor de la GABA-aminotransferasa 0.486
Agonista del receptor GABAc 0.384
Trastornos de fobia 0.867
Antineurotico 0.434
Antineoplasico 0.289
Agonista del receptor GABAs 0.264
Inhibidor de gluconato 2-deshidrogenasa 0.774
Trastornos de fobia 0.647
Antineuroético 0.432
Antineoplasico 0.388
Trastornos de fobia 0.801
Antineurético 0.348
Antineoplésico 0.365
Agonista del receptor GABAs 0.327
Trastornos de fobia 0.835
Agonista del receptor GABAg 0.377
Antineoplasico 0.343
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa 0.291
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Trastornos de fobia 0.741
Antineoplasico 0.471
Tratamiento para el Alzheimer 0.246
Agonista del receptor GABAg 0.210
Trastornos de fobia 0.800
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.410
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.387
deshidrogenasa

Agonista del receptor GABAs 0.243
Antineurdtico 0.322
Antineoplasico 0.427
Trastornos de fobia 0.419
Tratamiento para el Alzheimer 0.335
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.307
deshidrogenasa

Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.269
Tratamiento para trastornos pancreaticos 0.941
Trastornos de fobia 0.627
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.412
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.404
deshidrogenasa

Trastornos de fobia 0.836
Antineoplésico 0.393
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.337
deshidrogenasa

Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.323
Tratamiento para el Alzheimer 0.284
Inhibidor de gluconato 2-deshidrogenasa 0.785
Trastornos de fobia 0.556
Antineoplasico 0.437
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.368
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.315

deshidrogenasa
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Trastornos de fobia 0.833
Antineopléasico 0.430
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.332
deshidrogenasa

Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.312
Agonista del receptor GABAs 0.260
Trastornos de fobia 0.795
Antineoplasico 0.395
Agonista del receptor GABAs 0.315
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.226
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.212
deshidrogenasa

Trastornos de fobia 0.832
Agonista del receptor GABAg 0.346
Antineurotico 0.334
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.237
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.202
deshidrogenasa

Trastornos de fobia 0.519
Antineoplasico 0.398
Agonista del receptor GABAs 0.243
Tratamiento para trastornos pancreaticos 0.825
Trastornos de fobia 0.709
Agonista del receptor GABAg 0.282
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.195

deshidrogenasa
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Trastornos de fobia 0.867
Antineurotico 0.334
Agonista del receptor GABAg 0.264
Inhibidor de proteasa similar a 3C 0.233

(coronavirus humano)

Inhibidor de gluconato 2-deshidrogenasa 0.774

Trastornos de fobia 0.647
Antineoplasico 0.425
Antineurotico 0.333
Agonista del receptor GABAg 0.284
Trastornos de fobia 0.801
Agonista del receptor GABAg 0.327
Inhibidor de la GABA-aminotransferasa | 0.243
Inhibidor de la succinico-semialdehido 0.229

deshidrogenasa

Como puede observarse en la tabla anterior, se sugiere que la mayoria de las
moléculas podrian utilizarse como tratamiento para trastornos o enfermedades
relacionadas con el SNC, particularmente 14 de ellas son “probablemente activas” como
inhibidores de la enzima GABA-aminotransferasa y, de manera interesante gran parte de
ellas “probablemente activas” en el tratamiento contra el cancer. Cabe destacar que estos
datos e informacién son predicciones arrojados de un software disponible online y no se
puede afirmar nada hasta tener evidencia experimental.
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Conclusiones

Los estudios computacionales realizados a los doce analogos de GABA
previamente sintetizados mostraron una relacion estrecha con los resultados in vitro
de inhibicion enzimatica, el modelo QSAR correlacioné a través de las propiedades
electronicas, particularmente los descriptores relacionados con el anillo de triazol y
sus sustituyentes.

El acoplamiento molecular confirmé la importancia del anillo de triazol para la
interaccion con la enzima GABA-AT, ya que su ubicacion entre los residuos GIn81
y Argl143, forma fuertes enlaces de hidrégeno, haciendo que las moléculas adopten
una conformacion estable. La interaccion de estos analogos con la enzima GABA-
AT de humano mostré una unién similar a la GABA-AT de P. fluorescens.

La energia de interaccion de los compuestos con mayor % de inhibicién en las
pruebas in vitro 80 y 82 poseen el valor energético mas alto, mejorando nuestra
confianza para enviar estos compuestos a futuras pruebas in vivo.

Cl Cl

N//N\N\/é\/ﬁ\ N//N\N\/g\/ﬁ\
— OH _ OH

La reaccion de Corey-Fuchs resulté eficiente para la sintesis de alquinos aroméaticos
monosubstituidos, destacando los excelentes rendimientos en los dos pasos de
reaccion para la obtencién de los alquinos terminales 110-111.

CI@%H H3co©%H
110 111

La cicloadicion 1,3-dipolar catalizada por cobre arroj6 como resultado cuatro
precursores analogos de GABA y cuatro aductos de adicion conjugada 1,4, todos
ellos conteniendo en su estructura el heterociclo 1,2,3 triazol con regioisomeria 1,4
por la accion del metal en el ciclo catalitico. Estas reacciones procedieron con
buenos rendimientos y se atendieron los requerimientos estructurales basados en
estudios in silico previos.
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(o)
NSN’N_\/\)J\OR
_ ° o + R——H —> /N\
NSN’N\/\)J\OR N~ N\/\)J\OR

» La sintesis de los precursores de analogos de GABA [3-sustituidos procedié con
rendimientos moderados a bajos, particularmente la reaccién de adicion conjugada
1,4 de cupratos de p-Clfenilo se ve afectada por la insuficiente solubilidad de los
compuestos a,B-insaturados 122-125 en el disolvente de reaccion.

(0]

N
N \NM
X" N0CH,CH,

R = CgH, 4-CF3, 122
R = CﬁH4 4-OCH3, 123
R = CgH, 4-Cl, 124

R = Si(CHs)s, 125

» La hidrdlisis basica de los ésteres precursores 118-121 y aductos 127-130 generé
los ocho nuevos andlogos de GABA de triazol 1,4-disubstituidos 131-138 con
buenos rendimientos como posibles inhibidores de GABA-AT con propiedades

anticonvulsivas.
Cl

131134 135-138

» La sintesis del agente de resolucion “SuperQuats” 142, nos permitié utilizarlo como
agente de resolucion de los analogos de GABA activos 80 y 82; a pesar de no inducir
diastereoselectividad en la reaccién, se lograron obtener los diasteroisémeros,
separarlos por cromatografia en columna y obtener después de su remocion los
enantiomeros puros de los inhibidores de GABA-AT.
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Cl
o
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N” \NNOH —» // N// \N :

R "Separacion
R = CgHs, 80 cromatografica” R = CgHs, 80 R = CgHs, 80
R = C4H3S, 82 R = C4H3S, 82 R= C4H38, 82

» Lasintesis de 1,2,3-triazoles 1,5-disubstituidos dio como primer resultado el analogo
146 el cual se analiz6 por difraccion de rayos X y mostré claramente la sustitucion
1,5 en su estructura. El catalizador de rutenio (Cp*RuCI(PPhs),) se utilizd para la
optimizacioén y sintesis de triazoles mediante la RUAAC de seis precursores de
analogos de GABA y siete aductos de adicion, los cuales se obtuvieron con
rendimientos moderados a buenos.

o)
_ Q q) N”N\N
’N\/\)J\OR e R ppp, \:<\/6\)J\OR
6 o . — o)
\/\)J\

» Lareaccion de adicion conjugada 1,4 de cupratos de p-Cl-fenilo sobre los sistemas
a,B-insaturados 144a-g tuvo verdaderas dificultades al punto de sélo tener éxito en
la obtencién de dos compuestos 145a-b, se probaron algunas modificaciones a la
reaccion pero sin resultado. La hidrélisis basica gener6 los analogos de GABA 1,5
147-152 y los B-substituidos 1,5 153-154.

Cl

147-152 R 153-154

» Un cambio de estrategia de sintesis a partir de materias primas de facil acceso y
bajo costo nos permitid la sintesis de los cuatro analogos de GABA [3-substituidos
restantes 163-166. De igual manera esta misma ruta sintética nos ayudé a asignar
la estereoquimica por correlacion quimica de los enantidmeros del analogo 82
previamente obtenido y considerado el mejor inhibidor obtenido con estructura de
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triazol. Cabe destacar que estos mismos pasos de reaccién permiten la sintesis
enantioselectiva de mas analogos de GABA con diversidad estructural.

Los programas predictores de actividad biolégica y propiedades moleculares
disponibles en linea son una herramienta Gtil para el disefio de compuestos, ya que
son un tipo de “screaning” virtual que nos ayudaria al generar prioridad al momento
de hacer sintesis quimica.

Este trabajo aporta la sintesis de una nueva serie de analogos de GABA con
estructuras de 1,2,3-triazoles 1,4- y 1,5-disubstituidos de estructura novedosa.
Compuestos de este tipo no han sido previamente reportados en la literatura como
analogos de GABA. Con estudios adicionales in vivo y de toxicidad, se abre la
posibilidad de identificar entre esta serie de compuestos, un candidato potencial a
farmaco, como el compuesto 82 para el tratamiento de enfermedades del sistema
nervioso central como la epilepsia.
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Perspectivas

Perspectivas

Sintesis quimica

>

Determinacién de la rotacidbn O¢ptica especifica de (S)-178 para asignar la
estereoquimica de los enantidmeros del analogo activo 82.

Obtencidn del &cido (R)-173 para continuar con la ruta de sintesis que derive en la
asignacion de configuracion absoluta de los enantiomeros del analogo activo 80.

Actividad biolégica

>

Llevar a cabo la cinética enzimatica de los analogos para determinar el tipo de
inhibicion sobre la enzima GABA-AT.

Realizar estudios in vivo en modelos anticonvulsivos.

Por las caracteristicas estructurales de los analogos B-substituidos y la similitud con
el farmaco baclofen, estudiarlos como agonistas del receptor GABAg.

De los compuestos 72-83 se llevaron a cabo estudios preliminares de citotoxicidad
y sobre una linea celular de céncer (Siha, cancer de cérvix) y de los doce
compuestos, cinco mostraron resultados interesantes. Particularmente, de las
predicciones de actividad (PASS online) obtenidas de los nuevos compuestos,
sugerimos realizar un estudio mas amplio sobre lineas celulares para estudiar a las
moléculas como posibles anticancerigenos.

98



Seccidon experimental

7. Seccion experimental

7.1 Informacion general

Los reactivos utilizados fueron adquiridos por el proveedor Sigma-Aldrich.

El material de vidrio se sec6 en una estufa a 100°C.

Los disolventes utilizados fueron previamente destilados. En el caso de
tetrahidrofurano y éter etilico, la eliminacion de la humedad, se realizé empleando
sodio metalico y benzofenona como indicador, bajo atmosfera de nitrégeno.

El curso de las reacciones fue monitoreado con placas cromatogréficas de silica gel
60 F2s4, empleando como revelador luz UV, vapores de yodo, KMnQ4, y vainillina.
La purificacion de los productos se realiz6 por cromatografia en columna
“tradicional” o “flash” con silica gel Merk 60 (0.04-0.06 mm).

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Melt-temp Electrothermal
utilizando tubos capilares abiertos y en un aparato Fisher Jonhs, estos no estan
corregidos.

Las rotaciones opticas fueron obtenidas en un polarimetro Perkin- Elmer Modelo
341, utilizando celdas de 10 cm de longitud y la linea D del Hal/Na (589 nm) a 25
°C. la concentracién de las muestras esta descrita en g/mL y los disolventes
utilizados son grado analitico.

Los espectros de RMN de 'H se obtuvieron en los equipos Varian Gemini 200 MHz,
Varian Oxford 400 MHz, Brucker 500 MHz y JEOL 600 MHz. Los espectros de *C
fueron registrados con los mismos equipos a 50, 100 125 y 150 MHz. Los
disolventes empleados fueron CDCls;, CD3;0D, DMSOgs, y acetonags, tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna. Los desplazamientos quimicos (6) estan reportados
en partes por millon (ppm), las constantes de acoplamiento (J) en Hz y la
multiplicidad de las sefiales esté indicado por medio de las siguientes abreviaturas:
(s) simple, (d) doblete, (1) triplete, (c) cuarteto, (g) quintuple, (dd) doble de doble, (dt)
doble de triple, (dc) doble de cuarteto y (m) multiple.
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= Los andlisis cristalogréaficos se obtuvieron en un difractometro APEX-Brucker.

= Los espectros de Masas se obtuvieron de un espectrometro de masas de alta
resolucion JMS700-JEOL.

100



Seccidon experimental

7.2 Sintesis de los analogos de GABA.
7.2.1 Procedimiento general para la sintesis de los dibromoalquenos (107-108).

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética, se pesoé el aldehido 105-106
(1.0 equiv) y tetrabromuro de carbono (2.0 equiv) se disolvié en CHCl,, se adicion6 en
porciones sobre 15 minutos trifenilfosfina (4.0 equiv) y se mantuvo en agitacion por 5 h a
temperatura ambiente. Al término de la reaccion se agregdé éter etilico, se filtré y se lavo
con hexano, el filtrado se concentré a presion reducida y el crudo de reaccion fue purificado
por columna cromatogréfica en hexano.

1-cloro-4-(2,2-dibromovinil)-benceno (107).

S r Se obtuvieron 5.79 g (92% rendimiento) de un sélido amarillo.
r RMN H (CDCls, 400 MHz) d 7.47 (d, 2H, J = 8.8 Hz, CHarom),
¢ 7.43 (s, 1H, BroCH), 7.34 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHaom) ppm. RMN

13C (CDCls, 100 MHz) & 135.86 (Br,CH), 134.57 (Carom), 133.89
(Carom), 129.86 (2C, CHarom), 128.87 (2C, CHarom), 90.66 (CBr2) ppm.

1-(2,2-dibromovinil)-4-metoxibenceno (108).

. Se obtuvieron 4.55 g (80% rendimiento) de un sdélido

N ligeramente amarillo. RMN *H (CDCls, 400 MHz) & 7.53 (d, 2H,
Hacm J = 8.4 Hz, CHarom), 7.41 (s, 1H, Br.CH), 6.9 (d, 2H, J = 8.9 Hz,
CHarom), 3.82 (s, 3H, OCHz) ppm. RMN *3C (CDCls, 100 MHz)

0 159.83 (Carom), 136.48 (BroCH), 130.07 (2C, CHarom), 127.97 (Carom), 113.96 (2C, CHarom),
87.45 (CBry), 55.48 (OCHs) ppm.

7.2.2 Procedimiento general para la sintesis de los alquinos terminales (110-
111).

En un matraz redondo provisto de agitacibn magnética, se peso el dibromoalqueno
correspondiente 107-108 (1.0 equiv), se disolvi6 en THF anhidro a -78°C y se adiciono
lentamente una solucién de n-butil litio 2.5 M en hexano (2.0 equiv). Se mantuvo en
agitacion a esa temperatura por 1 h y posteriormente 2 h a temperatura ambiente. Al final
de la reaccion, se agrego6 solucion saturada de NH4Cl y se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL),
la fase orgénica se sec6 con Na,SOs y se concentr0 a presion reducida. El residuo
resultante se purificé por columna cromatogréafica en hexano.
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1-cloro-4-etinilbenceno (110).

Se obtuvieron 2.28 g (86% rendimiento) de un sélido cristalino

// incoloro. RMN H (CDCls, 400 MHz) & 7.42 (d, 2H, J = 8.7 Hz,
CHarom), 7.3 (s, 2H, J = 8.8 Hz, CHarom), 3.12 (s, 1H, CHaquino) ppm.
C RMN 3C (CDClI3, 100 MHz) & 135.10 (Carom), 133.55 (2CHarom),
128.84 (2C, CHarom), 120.77 (Carom), 82.71 (Caquino), 78.39 (CHaiquino)

ppm.

1-etinil-4-metoxibenceno (111).

= Se obtuvieron 1.64 g (80% rendimiento) de un liquido ligeramente

=~ viscoso amarillo. RMN *H (CDCls, 400 MHz) & 7.44 (d, 2H, J = 8.8
Hz, CHarom), 6.85 (d, 2H, J = 8.8 Hz, CHawom), 3.81 (s, 3H, OCHy),
3.01 (s, 1H, CHaiquino) ppm. RMN *C (CDClI3, 100 MHz) & 160.11
(Carom), 133.77 (2C, CHarom), 114.36 (Carom), 114.11 (2C, CHarom),
83.85 (Caiquino), 75.98 (CHaiquino), 55.46 (OCHs) ppm.

H,C

7.2.3 Procedimiento general para la sintesis de los 1,2,3-triazoles 1,4-
disubstituidos (118-121y 122-125).

En un matraz redondo provisto de agitaciébn magnética se colocé una mezcla de Cul
(0.02 equiv), DIPEA (0.04 equiv) y AcOH (0.04 equiv) en CH.Cl,, a este se afadi6 una
mezcla del alquino correspondiente (1.0 equiv) y las azidas organicas 115y 1177° (1.05
equiv) a temperatura ambiente por un tiempo de 3-4 h. La mezcla de reaccion se concentro
a presion reducida y se purific6 por columna cromatografica en hexano-AcOEt (1:1). Los
triazoles 121 y 125 se sintetizaron utilizando Cul (0.1 equiv), DIPEA (0.1 equiv) y THF
anhidro en agitacion por 24 h a temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con CH,Cl, (10
mL) y se lavé con 1:4 NH4OH/saturada, NH4Cl (3 x 30 mL) y solucién saturada de NH.ClI
(20 mL). La fase organica se sec6 con Na>SO, y se concentrd a vacio. El crudo de reaccién
se purificd por columna cromatografica en un sistema de disolventes hexano-AcOEt (1:1).

4-(4-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-butanoato de metilo (118).

Se obtuvieron 0.57 g (50% rendimiento) de un sélido blanco.

N’/N\N\/\/ﬂ\O(:H3 p.f. 102-103°C. RMN H (CDCl3, 400 MHz) & 7.95 (d, 2H, J
= 8.7 Hz, CHarom), 7.88 (S, 1H, CHiyriaza)), 7.68 (d, 2H, J = 8.1
Hz, CHaom), 4.52 (t, 2H, J = 6.9 Hz, NCH,), 3.70 (s, 3H,
Fs OCHsa), 2.42 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CHy), 2.30 (q, 2H, J = 6.9 Hz,
CHz) ppm. RMN 3C (CDCls, 100 MHz) & 172.94 (CO),

146.69 (Cuiazol), 134.18 (Carom), 130.34, 130.02 (CFs), 126.09 (CHarom), 126.06 (CHarom),
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Seccidon experimental

126.01 (CHarom), 125.98 (CHarom), 122.93 (Carom), 120.73 (CHyiazal), 52.08 (OCHs), 49.59
(NCHy), 30.58 (CHy), 25.64 (CH2) ppm. HRMS m/z: calculado Ci4H14F3N3O2: 313.1038;
experimental: FAB+ [M+H]" C14H1sF3N302: 314.1119.

4-(4-(4-(metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-butanoato de metilo (119).

A \/\/ﬁ\o Se obtuvieron 0.140 g (45% rendimiento) de un solido
N_) cHs| ligeramente amarillo. p.f. 86-87°C. RMN !H (CDCls, 400

MHz) 8 7.73 (d, 2H, J = 8.9 Hz, CHarom), 7.68 (S, 1H, CHuiazol),
6.94 (d, 2H, J = 8.9 Hz, CHawom), 4.45 (t, 2H, J = 6.8 Hz,
HyC NCH,), 3.82 (s, 3H, OCHsarom), 3.67 (s, 3H, OCH3), 2.37 (t,
2H, J = 7.1 Hz, CHy), 2.25 (q, 2H, J = 6.9 Hz, CH,) ppm. RMN 23C (CDCls, 100 MHz) &
172.98 (CO), 159.75 (Carom), 147.89 (Cuiazol), 127.15 (2C, CHarom), 123.14 (CHuiazol), 119.09
(Carom),114.39 (2C, CHarom), 55.47 (OCHaarom), 51.99 (OCHz), 49.35 (NCHy), 30.59 (CH.),
25.63 (CHa) ppm. HRMS m/z: calculado C14H17N3O3: 275.1270; experimental: FAB+ [M+H]*
C14H1sN3O3: 276.1335.

4-(4-(4-(clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-butanoato de metilo (120).

0 Se obtuvieron 0.1104 g (38% rendimiento) de un soélido
/N\

N”_ N\/\)LOCHS blanco. p.f. 106-107°C. RMN H (CDCls, 400 MHz) 5 7.79 (s,
1H, CHyiazat), 7.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom), 7.39 (d, 2H, J
= 8.5 Hz, CHarom), 4.45 (t, 2H, J =6.9 Hz, NCH>), 3.82 (s, 3H,
ci OCHsarom), 3.67 (s, 3H, OCHs), 2.37 (t, 2H, J = 6.9 Hz, CH>),
2.25 (q, 2H, J = 7.5 Hz, CH) ppm. RMN 3C (CDCl3, 100
MHz) & 172.93 (CO), 146.98 (Cuiazo), 134.04 (Carom), 129.21 (2C, CHarom), 127.10 (CHarom),
120.01 (CHpyiazol), 52.03 (OCHs3), 49.48 (NCH>), 30.57 (CH>), 25.62 (CH.) ppm. HRMS m/z:

calculado C13H14CIN3O2: 279.0775; experimental: FAB+ [M+H]* C13H15CIN3O2: 280.0870.

4-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-butanoato de metilo (121).

Se obtuvieron 0.37 g (31% rendimiento) de un liquido azul

N/’N\N\/\/fj)\oc,_|3 ligeramente viscoso. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.68 (s,

(HyC),Si 1H, CHuiazol), 4.45 (t, 2H, J = 6.9 Hz, NCH,), 3.82 (s, 3H,

OCHsa), 3.67 (s, 3H, OCHa), 2.37 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CH>),

2.25(q, 2H, J=7.0 Hz, CH) ppm. RMN *3C (CDClI3, 50 MHz) & 173.05 (CO), 150.70 (Ctiazol),

129.23 (CHuiazol), 51.97 (OCHs), 48.75 (NCH2), 39.71(CHz), 25.74(CHz), -0.96 (3C, CHs)

ppm. HRMS m/z: calculado CioH19N3O.Si: 241.1247; experimental: FAB+ [M+H]*
C10H20N30,Si: 242.1381.

103



Seccidon experimental

(E)-4-(4-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-but-2-enoato de etilo (122).

e N\/\/ﬁ\o Se obtuvieron 0.52 g (60% rendimiento) de un solido café.
NC X cH,cH| p.f. 121-122°C. RMN *H (CDCls, 400 MHz) & 7.95 (d, 2H, J

=8.2 Hz, CHarom), 7.72-7.70 (M, 1H CHuiazol), 7.67 (d, 2H, J =
8.1 Hz, CHarom), 7.08 (dt, 1H, J = 15.6, 5.6 Hz, CHuin), 5.90
(dt, 1H, J = 15.6, 1.7 Hz, NCHun), 5.22 (dd, 2H, J = 5.6, 1.8
Hz, NCHy), 4.21 (c, 2H, J = 7.1 Hz, OCHy), 1.28 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHs) ppm. RMN 13C
(CDCls, 100 MHz) & 165.23 (CO), 147.03 (Cuiazol), 139.48 (CHyin), 133.85 (Carom), 130.37,
130.05 (CF3) 126.03 (CHarom), 125.97 (CHarom), 125.53 (CHarom) (125.15 (NCHuyin), 122.83
(Carom), 120.89 (CHuiazor), 61.10 (OCHy), 50.79 (NCHy), 14.22 (CHs) ppm. HRMS m/z:
calculado CisH1FsNsOz: 325.1038; experimental: FAB+ [M+H]* C1sH1sFsNsO2: 326.1128.

F3

(E)-4-(4-(4-(metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-but-2-enoato de etilo (123).

Se obtuvieron 0.76 g (46% rendimiento) de un sélido beige.
{\N\/\J\OCHZCHa p.f. 69-70°C. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 8 7.75 (d, 2H, J =
8.9 Hz, CHarom), 7.70 (s, 1H, CHyiaza)), 7.06 (dt, 1H, J = 15.6,
5.5 Hz, CHyin), 6.96 (d, 2H, J = 8.9 Hz, CHarom), 5.86 (dt, 1H,
J = 15.6, 1.8 Hz, NCHuin), 5.17 (dd, 2H, J = 5.5, 1.8 Hz,
NCH,), 4.20 (c, 2H, J = 7.1 Hz, OCHy), 3.84 (s, 3H, OCHs), 1.28 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHs)
ppm. RMN 3C (CDCls, 100 MHz) & 165.37(CO), 159.90 (Carom), 148.39 (Criazal), 139.92
(NCHuin), 127.24 (CHarom), 124.89 (CHuin), 123.13, 119.16 (CHuiazol), 114.45 (2C, CHoarom),
61.08 (OCH), 55.49 (OCHzs), 50.70 (NCH.), 14.31 (CH3) ppm. HRMS m/z: calculado
C1sH17N303: 287.1270; experimental: FAB+ [M+H]* C15H1sN3O3: 288.1362.

H,C

(E)-4-(4-(4-(clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-but-2-enoato de etilo (124).

Se obtuvieron 2.13 g (54% rendimiento) de un liquido

Wi\“\/%/ﬁ\ocmcm naranja viscoso. RMN H (CDCls, 600 MHz) & 7.78 (s, 1H,

CHuiaza), 7.77 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom), 7.41 (d, 2H, J=8.5

Hz, CHarom), 7.06 (dt, 1H, J = 15.7, 5.6 Hz, CHyin), 5.88 (dt,

cr 1H, J = 15.7, 1.8 Hz, NCHyin), 5.20 (dd, 2H, J = 5.6, 1.8 Hz,

NCH,), 4.21 (c, 2H, J = 7.1 Hz, OCH,), 1.28 (t, 3H, J = 7.1

Hz, CHs) ppm. RMN 3C (CDCls, 150 MHz) & 165.22 (CO), 147.45 (Criazol), 139.49 (CHuin),

134.24 (Carom), 129.21 (2C, CHarom), 128.88 (Carom), 127.11 (CHarom), 125.11 (NCHuin), 119.90

(CHyiazat), 61.07 (OCHy), 50.72 (NCH,), 14.23 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado
C14H14N302Cl: 291.0775; experimental: FAB+ [M+H]* C14H1sN30-Cl: 292.0816.
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(E)-4-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-but-2-enoato de etilo (125).

Se obtuvieron 0.32 g (34% rendimiento) de un liquido
\N\/§/ﬁ\0CH oH naranja viscoso. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.52 (s,

231 1H, J = CHuiazal), 7.03 (dt, 1H, J = 15.9, 5.8 Hz, NCHuin),
5.86 (dt, 1H, J = 15.9, 1.8 Hz, CHuin), 5.17 (dd, 2H, J =
5.6, 1.7 Hz, NCHy), 4.20 (c, 2H, J = 7.1 Hz, OCHy),
1.28 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHs), 0.33 (s, 9H, (CHs)s ppm. RMN *3C (CDCls, 50 MHz) & 165.25
(CO), 147.27 (Criazol), 139.95 (NCHyin), 129.12 (CHuin), 124.75 (CHyiazo)), 60.85 (OCHy>), 49.92
(NCHy), 14.17 (CHs), -1.12 (CHs)s ppm. HRMS m/z: calculado Ci1H19N3O2Si: 253.1247;
experimental: FAB+ [M+H]* C11H20N30.Si: 254.1307.

A,
\>

N

(H5C),Si

7.2.4 Procedimiento general para la sintesis de los 1,2,3-triazoles 1,4-
disubstituidos B-substituidos (127-130).

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se pesé Cul (4.0 equiv), se
suspendié en éter anhidro y se mantuvo en agitacion continua a 0°C bajo atmdésfera de
inerte. En otro matraz con las mismas caracteristicas se pes6 Mg metalico (8.0 equiv), se
afadio cataliticamente |2, se suspendié en éter anhidro se afadio lentamente 1-bromo-4-
clorobenceno (8.0 equiv) disuelto en éter anhidro y se mantuvo en agitacion en un rango de
0°C a temperatura ambiente en atmosfera inerte. Se observo el cambio de coloracién de la
disolucién de ambar a gris tenue y la desaparicién del magnesio metalico. Posteriormente
el reactivo de Grignard formado fue agregado a la suspension de Cul. En un vial se peso el
sustrato af-insaturado (1.0 equiv) y se disolvié en éter anhidro a temperatura ambiente,
seguido fue adicionado lentamente via canula a la suspensién del cuprato a 0 °C. La mezcla
de reaccion se mantuvo en agitacion a 0 °C por 30 min y posteriormente por un periodo de
24 h a temperatura ambiente. Al término de la reaccién, se adicion6 50 mL de solucion
saturada de NH4Cl y la fase organica fue separada. La fase acuosa se lavé con CH2Cl. (3
x 50 mL), las fases organicas fueron combinadas y secadas con Na,SO.. El crudo de
reaccion se purific6 por columna cromatografica con un sistema de disolventes
hexano:AcOEt.

105



Seccidon experimental

3-(4-clorofenil)-4-(4-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-butanoato de etilo

(127).

F3

| Sz

CH,CH,

Se obtuvieron 0.25 g (47% rendimiento) de un sélido
ligeramente blanquecino. p.f. 127-128°C. RMN *H
(CDCl3, 400 MHz) 6 7.77 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHarom-cr3),
7.57 (d, 2H, J = 8.7 Hz, CHaomcrs), 7.45 (s, 1H,
CHuiazol), 7.20 (d, 2H, J = 8.3, CHarom-c1), 7.00 (d, 2H, J
= 8.5 Hz, CHaom-c1), 4.64 (dd, 1H, J = 13.8, 6.8 Hz,
NCH>), 4.50 (dd, 1H J = 13.8, 7.5 Hz, NCHy), 3.98 (dc,
2H, J =7.1, 1.4 Hz, OCHy), 3.71 (q, 1H, J = 7.2 Hz,
CH*), 2.70 (dd, 1H, J = 16.2, 7.9 Hz, CH,), 2.63 (dd,

1H, J=16.2, 7.9 Hz, CHy), 1.08 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3) ppm. RMN *3C (CDCls, 100 MHz) &
171.07 (CO), 146.40 (Crriazol), 138.04 (Carom-ci), 133.96 (Carom-cr3), 133.84 (Carom-ci), 129.35
(CHarom-c1), 129.03 (CHarom-c1), 128.72 (CHarom-crs), 127.00 (CHarom-cr3), 126.04 (Carom-crs),
125.98 (CF3), 121.15 (CHuiazar), 61.13 (OCH2), 55.01 (NCH), 42.38 (CH2), 37.66 (*CH),
14.23 (CH3) ppm. HRMS m/z: calculado C;1H19F3N3O,Cl: 437.1118; experimental: FAB+

[M+H]* C21H20F3N3O2Cl: 438.1167.

3-(4-clorofenil)-4-(4-(4-(metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-butanoato de etilo (128).

H,C

| Sz

CH,CH,

Se obtuvieron 0.25 g (24% rendimiento) de un sélido
ligeramente amarillo. p.f. 170-171°C. RMN H (CDCls,
400 MHz) & 7.67 (d, 2H, J = 8.9 Hz, CHarom-ocHs), 7.38
(s, 1H, CHuiaza)), 7.27 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom-ocH3),
7.09 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom-c1), 6.93 (d, 2H, J = 8.9
Hz, CHaom-c1), 4.66 (dd, 1H, J = 13.8, 7.0 Hz, NCH>),
4.53 (dd, 1H J =13.8, 7.3 Hz, NCHy), 4.04 (dc, 2H, J =
7.2, 2.0 Hz, OCHy), 3.83 (s, 3H, OCHg), 3.76 (g, 1H, J
= 7.3 Hz, CH*), 2.74 (dd, 1H, J = 16.1, 8.0 Hz, CH>),

2.69 (dd, 1H, J = 16.1, 8.0 Hz, CHy), 1.15 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHs) ppm. RMN 3C (CDCls,
100 MHz) & 171.11 (CO), 159.80 (Carom-octs), 147.66 (Ciaza)), 138.22 (Carom-ci), 133.68 (Carom-
o), 129.26 (CHaom-c)), 129.06 (CHarom-c)), 127.16 (CHaromocHs), 123.23 (Carom-ockz), 119.54
(CHuiazo), 114.41 (CHaromocs), 61.04 (OCH,), 55.49 (OCHs), 54.84 (NCH;), 42.39 (CH,),

37.67

(*CH),

14.23 (CHz) ppm. HRMS m/z: calculado C»1H22N303Cl: 399.1350;

experimental: FAB+ [M+H]" C21H23N303Cl: 400.1443.
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3-(4-clorofenil)-4-(4-(4-(clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (129).

Se obtuvieron 0.55 g (51% rendimiento) de un sélido color
marrén. p.f. 113-114°C. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 7.67
(d, 2H, J = 8.8 Hz, CHarom-cltriazol), 7.44 (S, 1H, CHuyiazol),
7.37 (d, 2H, J = 8.8 Hz, CHarom-citriazat), 7.27 (d, 2H, J =
8.5, CHarom-c1), 7.08 (d, 2H, J = 8.3 Hz, CHarom-c1), 4.69 (dd,
1H, J = 13.9, 6.9 Hz, NCH), 4.56 (dd, 1H J = 13.8, 7.5
Hz, NCH>), 4.05 (dc, 2H, J = 7.2, 1.7 Hz, OCH), 3.77 (q,
1H,J=7.3 Hz, CH*), 2.74 (dd, 1H, J = 16.1, 8.0 Hz, CH>),
2.72 (dd, 1H, J = 16.1, 8.0 Hz, CH,), 1.16 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3) ppm. RMN *3C (CDCls,
100 MHz) & 171.04 (CO), 146.82 (Ctriaza), 138.26 (Carom-ci), 134.21 (Carom-c1), 133.89 (2Carom-
Cltriazol), 129.36 (CHarom-ci-triazol), 129.25 (CHarom-c1), 129.08 (CHarom-c1), 127.17 (CHarom-cl-triazol),
120.41 (CHtriazol), 61.08 (OCHy), 54.98 (NCHy), 42.46 (CH2), 37.80 (*CH), 14.26 (CHs) ppm.
HRMS m/z: calculado CxoH19N30-Cl,: 403.0854; experimental: FAB+ [M+H]* C20H20N3O02Cl»:
404.0863.

3-(4-clorofenil)-4-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (130).
I Se obtuvieron 0.25 g (33% rendimiento) de un liquido
ligeramente viscoso color amarillo. RMN *H (CDCls, 200
MHz) & 7.26 (m, 2H, CHarom-c1), 7.15 (S, 1H, CHtriazor), 7.04
ZY CH,CH, (m, 2H, CHaom-ci-triazat), 4.67 (dd, 1H, J = 13.7, 7.3 Hz,
NCH>), 4.49 (dd, 1H J = 13.7, 7.0 Hz, NCH,), 4.05 (dc,
2H,J=7.3, 1.4 Hz, OCHy), 3.73 (q, 1H, J = 7.2 Hz, CH*),
2.70 (m, 2H, CHy), 1.15 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3) ppm. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & 171.17
(CO), 146.67 (Carom-c1), 138.40 (Carom-c1), 133. 68 (CHuriazor), 129.86 (Chriazor), 129.18 (CHarom-
c1), 129.08 (CHarom-c1), 61.00 (OCHy), 54.35 (NCHy), 42.53 (CH>), 37.63 (*CH), 14.26 (CH3),
0.98 (CHs); ppm. HRMS m/z: calculado Ci7H24N30-CISi: 365.1326; experimental: FAB+
[M+H]*" C17H25N30-CISi: 366.1316.

(H5C);Si

7.2.5 Procedimiento general para la desproteccion del grupo —=Si(CHs); de los
compuestos 121y 130.

En un vial provisto de agitacion magnética se pesé6 el éster 121 o 130 (1.0 equiv)
posteriormente se sell6 y purgo con N2 para mantenerlo bajo atmosfera inerte, se agrego 5
mL de THF anhidro y subsecuente una solucion de TBAF 1.0 M en THF (2.0 equiv), se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 1 h. La reaccion se terminé con una
solucién saturada de NH4Cl y se realizaron lavados con acetato de etilo (3 x 20 mL) y la
fase organica fue separada, se seco con Na SO, y se concentrd a presion reducida.
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4-(1H-1,2,3-triazol-1-il) butanoato de metilo (121a).

El crudo de reaccién se purific6 en columna cromatografica

’/N\N AcOEt:MeOH (1:1). Se obtuvieron 0.21 g (45% rendimiento) de

.}_—_-/ CHs|  un liquido ligeramente viscoso color amarillo. RMN *H (CDCls,

200 MHz) & 7.56 (d, 1H, J = 1.0 Hz, CHuiazol), 7.47 (d, 1H, J =

1.0 Hz, CHuiazol), 4.29 (t, 2H, J = 6.6 Hz, NCH,), 3.46 (s, 3H,
OCHs), 2.14 (m, 2H, CH), 2.03 (m, 2H, CH) ppm.

3-(4-clorofenil)-4-(1H-1,2,3-triazol-1-il) butanoato de etilo (130a).
I El crudo de reaccion se purific6 en columna cromatografica
Hexano:AcOEt (1:1). Se obtuvieron 0.050 g (59% rendimiento)
de un liquido ligeramente viscoso color amarillo. RMN *H
2 CH,CH, (CDCls, 200 MHz) & 7.59 (d, 1H, J = 0.9 Hz, CHyiaza)), 7.26 (M,
3H, CHuriazol CHarom), 7.04 (M, 2H, CHarom), 4.70 (dd, 1H, J =13.7,
6.8 Hz, NCHy), 4.54 (dd, 1H, J =13.7, 7.5, NCHy), 4.05 (c, 2H,
J=7.1Hz, OCH,), 3.75 (q, 1H, J = 7.3 Hz, CH), 2.71(dd, 2H, J
=7.4,2.1Hz, CHy), 1.17 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHs) ppm.

7.2.6 Procedimiento general para la hidrélisis basica de los esteres 118-120,
121a, 127-129 y 130a.

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se pesoé el éster (1.0 equiv), se
disolvié en THF o CH3sOH posteriormente se adiciond gota a gota una disolucién de LiOH
(2.0 equiv), relacion 3:1 disolvente organico y disolucién de LIOH. La mezcla de reaccién
se agitod a temperatura ambiente por un periodo de tiempo el cual fue monitoreado por CCF.
Al término de la reaccién, la mezcla se evaporé hasta sequedad y se realizaron lavados con
AcOEt y agua. La fase acuosa se acidificé con HCI 1M hasta pH 3, se extrajo con AcOEt (2
x 20 mL), la fase orgéanica se separ6 y seco con Na:SO,, finalmente se concentrd a presion
reducida.

Acido 4-(4-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (131).

0 La reaccion se completd en 2 h, en un sistema de
N’/N\N\/\)Lo disolventes THF/H.O 3:1. Se obtuvieron 0.52 g (98%
— ; rendimiento) de un sélido blanco. p.f. 124-125°C. RMN *H
(CD30D, 600 MHz) & 8.57 (s, 1H, CHyiaza), 8.12 (d, 2H, J
= 7.9 Hz, CHarom), 7.78 (d, 2H, J = 8.1 Hz, CHarom), 4.58 (t,
F3 2H, J = 7.0 Hz, NCHy), 2.94 (s, 1H, OH), 2.43 (t, 2H, J =

7.3 Hz, CHy), 2.26 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CH,) ppm. RMN 3C
(CDsOD, 150 MHz) & 176.02 (CO), 147.37 (Ctriazol), 135.57 (Carom), 131.89, 131.24, 130.60,

108



Seccidon experimental

129.95 (CF3), 128.29 (Carom), 127.00 (CHaom), 126.93 (CHarom), 123.36 (CHuiazal), 50.71
(NCHy), 31.40 (CHy), 25.56 (CH2) ppm. HRMS m/z: calculado CizHi2F3N3O2: 299.0882;
experimental: FAB+ [M+H]* C13H13F3N302: 300.0943.

Acido 4-(4-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (132).

La reaccién se completé en 3.5 h, en un sistema de
N’/N\N\/\/ﬁ\o disolventes THF/H,O 3:1. Se obtuvieron 0.023 g (61%
H rendimiento) de un solido blanco. p.f. 151-152°C. RMN
'H (CDCls, 600 MHz) & 7.77 (s, 1H, CHyiazol), 7.72 (d, 2H,
J = 6.7 Hz, CHarom), 6.97 (d, 2H, J = 6.7 Hz, CHarom),
H3C 4.48 (t, 2H, J = 6.8 Hz, NCH>), 3.85 (s, 3H, OCH3arom),
3.54 (s, 1H, OH), 2.39 (t, 2H, J = 6.8 Hz, CHy), 2.25 (q,
2H, J = 6.7 Hz, CH>) ppm. RMN 3C (CDCl3, 150 MHz) & 174.88 (CO), 159.80 (Carom-ocHs),
147.85 (Cuiazol), 127.17 (CHarom), 123.03 (CHrriazor), 119.47 (Carom),114.43 (CHarom), 55.43
(OCHzsarom), 49.48 (NCH), 30.53 (CHy), 25.54 (CH) ppm. HRMS m/z: calculado C13H15N303:
261.1113; experimental: FAB+ [M+H]* C13H16N3O3: 262.1201.

Acido 4-(4-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (133).

La reaccion se complet6 en 2 h, en un sistema de
N’/N\N\/\/ﬁ\OH disolventes THF/H.O 3:1. Se obtuvieron 0.070 g (83%
— rendimiento) de un sélido blanco. p.f. 143-144°C. RMN H
(CDCls, 200 MHz) & 7.90 (s, 1H, CHuiazal), 7.74 (d, 2H, J =
8.6 Hz, CHarom), 7.40 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHawom), 4.50 (t,
c 2H, J = 6.7 Hz, NCH,), 3.99 (s, 1H, OH), 3.67 (s, 3H,
OCHs), 2.39 (t, 2H, J = 6.4 Hz, CHy), 2.27 (9, 2H, J = 6.4
Hz, CHz) ppm. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) d 172.93 (CO), 146.98 (Cuiazol), 134.04 (Carom),
129.21 (2C, CHarom), 127.10 (CHarom), 120.01 (CHuiazol), 52.03 (OCHs3), 49.48 (NCH,), 30.57
(CH), 25.62 (CH.) ppm. HRMS m/z: calculado Ci2H12CIN3O2: 265.0618; experimental:
FAB+ [M+H]* C12H13CIN3O2: 266.0666.

Acido 4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (134).
La reaccion se complet6 en 24 h, en un sistema de disolventes
//N\N\/\/ﬁ\o THF/H,O 3:1. Se obtuvieron 0.1 g (78% rendimiento) de un
H H s6lido ligeramente amarillo. p. f. 87-88°C. RMN H (CD3;OD, 600
MHz) 6 8.0 (s, 1H, CHuiazol), 7.74 (S, 1H, CHuriazol), 4.51 (t, 2H, J
= 7.0 Hz, NCHy), 2.32 (t, 2H, J = 7.2 Hz, CH>), 2.19 (q, 2H, J =
7.2 Hz, CHz) ppm. RMN *3C (CDsOD, 150 MHz) & 176.35 (CO), 134.81 (CHyiazo), 126.23

(CHuiazol), 50.62 (NCH>), 31.70 (CH>), 26.99 (CH.) ppm. HRMS m/z: calculado Ce¢HgN3zO2:
155.0695; experimental: FAB+ [M+H]* CoH10N3O>:.
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Acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (135).

La reaccion se complet6 en 6 h con 4.0 equiv. de LIOH, en
un sistema de disolventes THF/H,O 3:1. Se obtuvieron 0.13
g (77% rendimiento) de un solido ligeramente amarillo. p.f.
154-155°C. RMN 'H ((CDs).CO, 600 MHz) & 8.35 (s, 1H,
CHyiazar), 8.04 (d, 2H, J = 8.1 Hz, CHarom-cr3), 7.75 (d, 2H, J =
8.2 Hz, CHaom-cr3), 7.33 (d, 2H, J = 8.6, CHarom-c1), 7.30 (d,
2H, J = 8.6 Hz, CHaom-ci), 4.86 (dd, 1H, J = 13.8, 6.6 Hz,
NCH), 4.78 (dd, 1H J = 13.8, 8.5 Hz, NCH), 3.87 (q, 1H, J
= 7.6 Hz, CH*), 2.89 (dd, 1H, J = 16.5, 6.3 Hz, CH,), 2.84
(dd, 1H, J = 16.5, 8.6 Hz, CH,) ppm. RMN 3C ((CD3).CO, 150 MHz) & 172.56 (CO), 146.28
(Crriazol), 140.35 (Carom-ci), 136.10 (Carom-crs), 133.40 (Carom-ci), 130.58 (CHarom-ci)), 129.92,
129.71 (CFs), 129.46 (CHarom-c1), 126.66 (CHarom-cr3), 126.29 (CHarom-cr3), 124.50 (Carom-crs),
123.17 (CHuiazar), 55.28 (NCH2), 43.21 (CH2), 37.87 (*CH) ppm. HRMS m/z: calculado
C19H1sF3N302Cl: 409.0805; experimental: FAB+ [M+H]" C19H16F3N302Cl: 410.0923.

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (136).

I La reaccion se completd en 24 h con 4.0 equiv. de LiOH,
en un sistema de disolventes THF/H,O 3:1. Se obtuvieron
0.052 g (48% rendimiento) de un sélido ligeramente
N 2 amarillo. p.f. = 168-170°C. RMN H (DMSOgs, 500 MHZ)
— H| & 8.29 (s, 1H, CHuiaz), 7.69 (d, 2H, J = 8.8 Hz, CHarom-
ochsz), 7.31 (d, 2H, J = 8.7 Hz, CHarom-ocns), 7.27 (d, 2H, J
= 8.7, CHarom-c1), 6.98 (d, 2H, J = 8.8 Hz, CHarom-cl), 4.63
H,C (dg, 2H, J=13.8, 7.7 Hz, NCHy), 3.77 (s, 3H, OCHjs), 3.70
(9, 1H, J = 8.4 Hz, CH*), 2.74 (m, 2H, CH.) ppm. RMN 13C
(DMSQgqs, 125 MHz) 6 172.34 (CO), 158.98 (Carom-ocHa), 146.05 (Criazo)), 139.50 (Carom-ci),
131.56 (Carom-c1), 129.71 (CHarom-c1), 128.29 (CHarom-c1), 126.45 (2CHarom-och3), 123.29 (Carom-
ocha), 120.66 (CHuiazol), 114.30 (2CHarom-ocHs), 55.17 (OCHg), 53.81 (NCH,), 41.77 (CH>),
37.47 (*CH) ppm. HRMS m/z: calculado CigH1sN3O3Cl: 371.1037; experimental: FAB+
[M+H]*" C19H19N3O5Cl: 372.1043.
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Acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (137).

I La reaccion se completd en 24 h con 4.0 equiv. de LiOH,
en un sistema de disolventes THF/H-O 3:1. Se obtuvieron
0.42 g (93% rendimiento) de un sélido color blanco. p.f.
204-205°C. RMN *H (DMSO-gs, 600 MHz) d 8.47 (s, 1H,
CHhuiazol), 7.79 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom-cl-triaza), 7.48 (d,
2H, J = 8.6 Hz, CHarom-cl-triazal), 7.30 (d, 2H, J = 8.5, CHarom-
a), 7.27 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHarom-ci ), 4.69 (dd, 1H, J =
13.8, 6.6 Hz, NCHy), 4.63 (dd, 1H J = 13.8, 8.8 Hz, NCH>),
Cl 3.70 (q, 1H, J = 7.6 Hz, CH*), 2.73 (dd, 1H, J = 16.5, 6.3

Hz, CH,), 2.68 (dd, 1H, J = 16.4, 9.0 Hz, CH,) ppm. RMN
13C (DMSO-g6, 150 MHz) & 172.36 (CO), 145.04 (Criazol), 139.44 (Carom-ci), 132.25 (Carom-ci),
131.58 (Carom-cl-triazol), 129.70 (CHarom-Cl-triazol), 129.58 (Carom-ci-triazol), 128.95 (CHarom-ci), 128.30
(CHarom-c1), 126.79 (CHarom-cl-triazot), 121.98 (CHyiazor), 53.93 (NCH>), 41.76 (CH>), 37.52 (*CH)
ppm. HRMS m/z: calculado CigHisN3O.Cly: 375.0541; experimental: FAB+ [M+H]*
C18H20N30,Cl: 376.0588.

| Sz

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (138).

La reaccién se complet6 en 24 h con 2.0 equiv. de LiOH, en un
sistema de disolventes CH3;OH/H,O 3:1. Se obtuvieron 0.033 g
(70% rendimiento) de un sélido blanco. p.f. 200-201°C. RMN *H
(CDsOD, 600 MHz) 5 7.69 (s, 1H, CHuiazol), 7.59 (S, 1H, CHuiazol),
7.25 (d, 2H, J = 8.4 Hz, CHarom), 7.16 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom),
4.77 (dd, 1H, J =13.7, 6.3 Hz, NCH>), 4.64 (dd, 1H,J=13.8, 8.9
Hz, NCH), 3.74 (g, 1H, J = 1.6 Hz, CH*), 2.34 (dd, 1H, J = 16.3,
6.6 Hz, CH>), 2.29 (dd, 1H, J = 16.3, 8.4 Hz, CH2) ppm. RMN
13C (CD3OD, 150 MHz) d 174.85 (CO), 140.31 (Carom), 134.33 (CHbiazol), 134.23 (CHuiazol),
130.64 (CHarom), 129.87 (CHarom), 126.55 (Carom), 55.66 (NCH>), 43.95 (CH>), 38.63 (*CH)
ppm. HRMS m/z: calculado Ci2H12N3O2Cl: 265.0618; experimental: FAB+ [M+H]
C12H13N30.Cl: 266.0668.

\

7.2.7 Procedimiento general paralaresolucién quimica de 80y 82 con el auxiliar
quiral (R)-5,5-dimetil-4-feniloxazolidin-2-ona 142.

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se peso el acido carboxilico
racémico (1.0 equiv), y se purgo con N se disolvié en THF anhidro y se coloco en enfriador
de inmersion a -78°C. Posteriormente se adiciono gota a gota EtsN (1.0 equiv), seguido de
(CH3)sCCOCI (1.0 equiv) y se agito a esa temperatura por 15 minutos. Pasado el tiempo se

111



Seccidon experimental

colocé a 0°C y se dejo en agitacion por 1 h. En otro matraz con las mismas caracteristicas
se peso el auxiliar quiral 142 (1.0 equiv) y se disolvié en THF anhidro y se colocé en
agitacion a -78°C por 45 minutos, pasado el tiempo se adiciono 1.0 equiv. de n-BuLi y se
dejo en las mismas condiciones por 15 minutos. Al final se transfiri6 la solucién del matraz
con el auxiliar quiral al que contiene la mezcla con el acido carboxilico racémico utilizando
una canula, el matraz con la mezcla de reaccion final se dejo en agitacion a -78°C por 1 h
y después 2 h a temperatura ambiente. A la mezcla de reaccion se adiciono 50 mL de
solucion saturada de NH4Cl y la fase organica se lavo con solucién saturada de NaHCOs,
se secd con Na;SO, y se concentrd a presion reducida para dar un sélido blanco con la
mezcla de los diasteroisémeros.

La mezcla de diasteroisomeros (F1-80) y (F2-80) se purificd y separ6é en una
columna cromatogréfica larga convencional con silice gel utilizando un sistema de
disolventes: Hx:AcOEt (3:2) y 10% de CHCIs. Se obtuvieron 0.4 g (95% rendimiento) de un
solido blanco.

(4R)-3-(3-(4-clorofenil)-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoil)-5,5-dimetil-4-
feniloxazolidin-2-ona (F1-80).

Cl Sdlido blanco. [0]*°p = -14.4 (¢ 1.0, CHCls). p.f. 201-
202°C. RMN *H (CDCls, 400 MHz) & 7.64 (dd, 2H, J
= 8.3, 1.3 Hz, CHarom), 7.25 (M, 9H, CHyriazol, CHarom),
hCH 7.00 (dd, 4H, J = 8.0, 6.0 Hz, CHarom), 4.87 (s, 1H,
N/>LC3H3 CHon), 4.56 (dd, 1H, J = 13.8, 6.5 Hz, NCHy), 4.44
o] (dd, 1H, J = 13.7, 7.9 Hz, NCH>), 3.78 (g, 1H, J = 7.2
Hz, CH*), 3.56 (dd, 1H, J = 17.2, 8.6 Hz, CH.), 3.24
(dd, 1H, J = 17.2, 5.9 Hz, CH>), 1.40 (s, 3H, CHa),
0.88 (s, 3H, CHs) ppm. RMN 23C (CDCls, 100 MHz) & 169.23 (CH.CO), 152.11 (COO),
146.45 (Cuiazo), 136.98 (Carom-ci), 134.70 (Carom), 132.48 (Carom), 129.37 (Carom-ci), 128.09
(CHarom), 128.07 (CHarom), 127.95 (CHarom-ci), 127.78 (CHarom), 127.73 (CHarom), 127.12
(CHarom), 125.18 (CHarom-c1), 124.66 (CHaom), 119.07 (CHuiazol), 81.80 (Cchs), 65.98 (CHpn),
53.79 (NCH), 40.71 (CH*), 37.42 (CH.), 27.77 (CHs), 22.65 (CHs) ppm. HRMS m/z:
calculado Cy9H27N4O3Cl: 514.1772; experimental: FAB+ [M+H]* C29H2sN4O3Cl: 515.1832.

=g

o}
o
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(4R)-3-(3-(4-clorofenil)-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoil)-5,5-dimetil -4-
feniloxazolidin-2-ona (F2-80).

Cl Sélido blanco. [0]*°p=-42.7 (c 1.02, CHCIls). p.f. 203-
204°C. RMN H (CDCls, 400 MHz) & 7.72 (dd, 2H, J
= 80, 20 HZ, CHarom), 738 (m, 3H, CHtriazol,CHarom),

LN Q §hCH 7.33 (M, 4H, CHarom), 7.24 (M, 2H, CHarom), 7.08 (dd,
= NN GH, | 4H, J = Hz, CHaomci), 4.94, (5, LH, CHyn), 4.63 (dd,
o}o 1H, J = Hz, NCHy), 4.51 (dd, 1H, J = Hz, NCHy), 3.85

(g, 1H, J = Hz, CH*), 3.63 (dd, 1H, J = Hz, CHy), 3.31
(dd, 1H, J = Hz, CHy), 1.47 (s, 3H, CHs), 0.96 (s, 3H,
CHa) ppm. RMN %3C (CDCls, 100 MHz) & 169.23 (CH.CO), 152.11 (COO), 146.45 (Ciiaza),
136.98 (Carom-c)), 134.70 (Carom), 132.48 (Carom), 129.37 (Carom-ci), 128.09 (CHarom), 128.07
(CHarom), 127.95 (CHaromcy), 127.78 (CHaom), 127.73 (CHarom), 127.12 (CHarom), 125.18
(CHarom-ci), 124.66 (CHarom), 119.07 (CHuiazol), 81.80 (Ccrs), 65.98 (CHpn), 53.79 (NCHy),
40.71 (CH*), 37.42 (CH.), 27.77 (CHs), 22.65 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado
Ca0H2:N403Cl: 514.1772; experimental: FAB+ [M+H]* C2oH2sN403Cl: 515.1794.

La mezcla de diasteroisémeros (F1-82) y (F2-82) se purifico y separ6é en una
columna cromatogréfica larga convencional con silice gel utilizando un sistema de
disolventes: Hx:AcOEt (3:2) y 10% de CHCIs. Se obtuvieron 0.6 g (67% rendimiento) de un
sélido blanco.

(4R)-3-(3-(4-clorofenil)-4-(4-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoil)-5,5-dimetil-4-
feniloxazolidin-2-ona (F1-82).

Cl Sdlido blanco. [0]*°p = -25.7 (¢ 1.0, CHCIs). p.f. 230-
232°C. RMN *H (CDCls, 400 MHz) 8 7.58 (t, 1H, J =
21 HZ, CHarom), 730 (m, 8H, CH[riazoly CHarom), 707

Z
o
=g
=

(M, 4H, CHarom), 4.93, (s, 1H, CHpn), 4.61 (dd, 1H, J
= 13.8, 6.5 Hz, NCHy), 4.49 (dd, 1H, J = 13.7, 7.9 Hz,
NCHy), 3.83 (g, 1H, J = 7.2 Hz, CH*), 3.62 (dd, 1H, J

=17.2, 8.5 Hz, CH), 3.29 (dd, 1H, J = 17.2, 5.9 Hz,
CHy), 1.47 (s, 3H, CHz), 0.95 (s, 3H, CHz) ppm. RMN
13C (CDCls3, 100 MHz) 8 169.26 (CH.CO), 152.10 (COO0), 142.74 (Cuiazol), 137.12 (Carom-ci),
134.86 (Ctioteno), 132.60 (Carom), 130.79 (Carom-ci), 128.15 (CHarom-c)), 128.11 (CHarom-ci),
127.95 (CHarom), 127.73 (CHarom), 125.28 (CHtiofeno), 125.20 (CHarom), 124.85 (CHarom), 120.11
(CHuriazor), 118.88 (CHitioteno), 81.74 (Cchs), 66.18 (CHph), 53.77 (NCH.), 40.85 (CH*), 37.51
(CH,), 27.80 (CHs), 22.66 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado C27H2sN4O3CIS: 520.1336;
experimental: FAB+ [M+H]* C27H26N4O03CIS: 521.1371.
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(4R)-3-(3-(4-clorofenil)-4-(4-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoil)-5,5-dimetil -4-
feniloxazolidin-2-ona (F2-82).

Cl Sélido blanco. [0]*°p=-60.7 (c 1.02, CHCls). p.f. 234-
236°C. RMN *H (CDCls, 400 MHz) 8 7.60 (t, 1H, J =
21 HZ, CHarom), 729 (m, 8H, CHtriazoll CHarom), 707

e Q _EhCH3 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CHarom), 6.87 (@, 2H, CHarom) 4.95,

_ N CH,| (5, 1H, CHpn), 4.62 (dd, 1H, J = 13.7, 6.8 Hz, NCHY),

— o}o 4.54 (dd, 1H, J = 13.8, 7.5 Hz, NCH), 3.84 (g, 1H, J
S = 7.2 Hz, CH*), 3.65 (dd, 1H, J = 16.8, 7.3 Hz, CH,),

3.28 (dd, 1H, J = 16.8, 7.2 Hz, CH), 1.59 (s, 3H,
CHs), 0.93 (s, 3H, CHs) ppm. RMN *3C (CDCls, 100 MHz) d 170.44 (CH2CO), 153.29 (COO0),
144.03 (Ciazol), 138.31 (Carom-c1), 136.08 (Ctiofeno), 133.80 (Carom), 132.01 (Carom-ci), 129.39
(CHarom-c1), 129.34 (CHarom-c1), 129.06 (CHarom), 128.75 (CHarom), 126.74 (CHuiofeno), 126.45
(CHtioteno), 126.07 (CHarom), 121.33 (CHarom), 120.19 (CHuiazor), 82.91 (Ccha), 67.41 (CHpn),
54.99 (NCH2), 42.03 (CH*), 38.43 (CH.), 29.19 (CHs), 23.93 (CHs) ppm. HRMS m/z:
calculado C27H2sN4O3CIS: 520.1336; experimental: FAB+ [M+H]* C27H26N4O3CIS: 521.1425.

7.2.8 Procedimiento general para la remocion del auxiliar quiral 142 de los
diasteroisémeros (F1)-80, (F2)-80, (F1)-82 y (F2)-82.

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se peso el diasteroisémero
correspondiente (1.0 equiv), se disolvié en THF posteriormente se adiciond gota a gota una
disolucién acuosa de LIiOH (2.0 equiv), relacién 3:1 disolvente organico y disolucién de
LiOH. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente por un periodo de tiempo el
cual fue monitoreado por CCF. Al término de la reaccion, se llevaron a cabo extracciones
con AcOEt (15 mL) y agua (10 mL), la fase orgénica se separé y la fase acuosa se trat6 con
HCI 1M (pH = 2), seguido se agregd AcOEt (15 mL) y se realizaron extracciones (2X15 mL),
las fases orgénicas se juntaron y secaron Na,SO4 se concentré a presion reducida y se
obtuvo el producto de reaccion.

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il) butanoico (F1-80e).

(o] Sdlido blanco. [0]*°> = +70.7 (¢ 1.0, CH3OH). p.f. 202-204°C.
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 8.04 (s, 1H, CHuiazol), 7.71 (m,
2H, CHarom), 7.31 (m, 7H,CHarom, CHarom-c1), 4.78 (dd, 1H, J =
NG 13.7, 6.6 Hz, NCH), 4.63 (dd, 1H, J = 13.7, 8.5 Hz, NCH>),
— OH| 3.79(q, 1H,J=7.2 Hz, CH*), 2.80 (dd, 1H, J = 17.2, 8.6 Hz,
CHy), 2.74 (dd, 1H, J = 17.2, 5.9 Hz, CH) ppm. RMN C
(CDCl3, 50 MHz) & 174.63 (CO), 148.67 (Cuiazal), 140.19
(Carom), 134.29 (Carom), 131.61 (Caom-ci), 130.54 (CHarom-ci),
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129.97 (CHarom-ct), 129.81 (CHarom), 129.37 (CHarom), 127.77 (CHarom), 126.67 (CHarom),
122.75 (CHuiazal), 55.89 (NCHy), 43.75 (CH*), 38.47 (CH2) ppm. HRMS m/z: calculado
C1sH16N302Cl: 341.0931; experimental: FAB+ [M+H]* C1gH17N30,Cl: 342.1006.

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il) butanoico (F2-80e).

(o] Sélido blanco. [a]?°o=-67.1 (c 1.02, CH3OH). p.f. 203-205°C.
RMN H (CDCls, 200 MHz) & 8.04 (s, 1H, CHiriazol), 7.71 (m,
2H, CHarom), 7.31 (m, 7H,CHarom, CHarom-c1), 4.78 (dd, 1H, J =
13.7, 6.6 Hz, NCH>), 4.64 (dd, 1H, J = 13.7, 8.5 Hz, NCH>),
3.79(q, 1H, J =7.2 Hz, CH*), 2.80 (dd, 1H, J = 17.2, 8.6 Hz,
CHp), 2.77 (dd, 1H, J = 17.2, 5.9 Hz, CH,) ppm. RMN 3C
(CDCl3, 50 MHz) & 174.71 (CO), 148.68 (Cuiazo), 140.22
(Carom), 134.29 (Carom), 131.62 (Caom-c1), 130.56 (CHarom-ci),
129.99 (CHarom-c1), 129.81 (CHarom), 129.38 (CHarom), 126.67 (CHarom), 122.76 (CHyiazol), 55.91
(NCHy), 43.80 (CH*), 38.54 (CH.) ppm. HRMS m/z: calculado CisH1sN30O2Cl: 341.0931;
experimental: FAB+ [M+H]* C1gsH17N302Cl: 342.1022.

— OH

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il) butanoico (F1-82e).

] Sélido beige. [a]?°o = +76.2 (c 1.02, CH3OH). p.f. 217-219°C.
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.96 (s, 1H, CHyriazol), 7.66 (dd,
1H, J = 2.9, 1.3 Hz, CHitiofeno), 7.47 (dd, 1H, J = 5.1, 2.9 Hz,
CHtiofeno), 7.39 (dd, 1H, J = 5.1, 1.3 Hz, CHtiofeno), 7.24 (m,

— OH| 4H, CHarom-c1), 4.76 (dd, 1H, J = 13.7, 6.6 Hz, NCH,), 4.62
— (dd, 1H, J = 13.7, 8.5 Hz, NCH), 3.79 (q, 1H, J = 7.2 Hz,
CH*), 2.79 (dd, 1H, J = 17.2, 8.5 Hz, CH,), 2.76 (dd, 1H, J =
17.2, 5.9 Hz, CH,) ppm. RMN *3C (CDCl3, 50 MHz) d 174.72
(CO), 144.91 (Criazar), 140.21 (Carom), 134.29 (Cirioteno), 132.73 (Carom-c1), 130.54 (CHarom-ci),
129.81 (CHarom-c1), 127.62 (CHrioteno), 126.71 (CHiioteno), 122.53 (CHiiofeno), 122.19 (CHyriazol),
55.86 (NCHy), 43.79 (CH*), 38.56 (CH2) ppm. HRMS m/z: calculado CisH14N3O-CIS:

347.0495; experimental: FAB+ [M+H]" C16H15N302CIS: 348.0568.

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il) butanoico (F2-82e).

Cl

Sélido beige. [a]*°p = -82.6 (c 1.03, CH3OH). p.f. 218-220°C.
RMN H (CDCls, 200 MHz) & 7.96 (s, 1H, CHyriazol), 7.66 (dd,
1H, J = 2.9, 1.3 Hz, CHhioteno), 7.47 (dd, 1H, J = 5.1, 2.9 Hz,

Wy CHuioteno), 7.39 (dd, 1H, J = 5.1, 1.3 Hz, CHuofeno), 7.21 (m,
— OH|  4H, CHarom.c)), 4.76 (dd, 1H, J = 13.7, 6.6 Hz, NCH,), 4.62

— (dd, 1H, J = 13.7, 8.5 Hz, NCH,), 3.78 (g, 1H, J = 7.2 Hz,
S CH¥), 2.79 (dd, 1H, J = 17.2, 8.5 Hz, CH>), 2.76 (dd, 1H, J =
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17.2, 5.9 Hz, CH2) ppm. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & 174.68 (CO), 144.89 (Ciazol), 140.19
(Carom), 134.19 (Cioteno), 132.71 (Caromcy), 130.52 (CHarom-c), 129.80 (CHarom-ci), 127.62
(CHiioteno), 126.71 (CHiioteno), 122.53 (CHiioteno), 122.19 (CHiiazol), 55.85 (NCHy), 43.76 (CH*),
38.52 (CH) ppm. HRMS m/z: calculado CisH1aN30,CIS: 347.0495; experimental: FAB+
[M+H]* C16H1sN30,CIS: 348.0551.

7.2.9 Procedimiento general para la sintesis de los 1,2,3-triazoles 1,5-
disubstituidos 143b-g y 144a-g.

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética A se peséd el catalizador
Cp*RuClI(PPhs)2 (20 mol%), se purgo con N y se disolvié en 1,4-dioxano anhidro. En otro
matraz (B) con las mismas caracteristicas que A se adiciono la azida organica 115 o 117
(2.0 equiv) y el alquino correspondiente (1.0 equiv); de manera seguida se adiciono el
contenido del matraz B con ayuda de una cdnula al matraz A y se calent6 en un bafio de
aceite a 60°C por 1 h. La reaccién se monitoreo por CCF, al término la mezcla se diluy6 con
AcOEt (20 mL) y se lavo dos veces con solucion saturada de NaCl. La fase orgénica se
secd con Na,SO4 y se concentrd6 a presion reducida. El residuo se purificd por
cromatografia en columna con hexano y AcOEt (1:1).

4-(5-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (143a).

Se obtuvieron 0.3 g (95% rendimiento) de un liquido viscoso
AN\ \/\/ﬁ\o ligeramente amarillo. RMN H (CDCls, 200 MHz) & 7.15 (s,
— CH;3 1H, CHuyiazal), 4.36 (t, 2H, J = 6.9 Hz, NCH,), 3.58 (s, 3H,
OCHa), 2.32 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH>), 2.16 (q, 2H, J = 7.0 Hz,
CHz), 1.65 (m, 1H, CHciclopopiI), 0.98 (m, 2H, CHz-ciclopropiI), 0.62
(m, 2H, CHz.Cidopropu) ppm. RMN 13C (CDC|3, 50 MHZ) 0
172.97 (CO), 139.58 (Cuiazot), 130.50 (CHtriazol), 51.79 (OCHs), 46.75 (NCH2), 30.55 (CH>),
24.87 (CH2), 7.08 (2CH2-ciciopropit), 3.77 (CHciclopropit) PPM. HRMS m/z: calculado Ci1oH15N30z:
209.1164; experimental: FAB+ [M+H]* C10H16N302: 210.1249.

4-(5-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (143b).

Se obtuvieron 0.26 g (96% rendimiento) de un liquido

”N\N\/\/ﬂ\o viscoso ligeramente café. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.63
= CH3| (s, 1H, CHuaso), 7.43 (M, 2H, CHioiend), 7.13 (ddd, 1H, J =
= 4.8, 1.5, 0.7 Hz, CHriofeno), 4.40 (t, 2H, J = 6.9 Hz, NCHy),
O 3.55 (s, 3H, OCHg), 2.29 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CHy), 2.12 (q,

2H, J = 7.0 Hz, CH;) ppm. RMN C (CDCls, 50 MHz) &

172.82 (CO), 133.22 (Criazol), 133.02 (CHuiazol), 127.36 (Crioteno), 127.31 (CHtioteno), 126.70
(CHhiofeno), 124.94 (CHiioteno), 51.78 (OCHs), 47.48 (NCH.), 30.50 (CH>), 25.06 (CH2), ppm.
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HRMS m/z: calculado Ci11H13N30,S: 251.0728; experimental: FAB+ [M+H]" C11H14N30,S:
252.0810.

4-(5-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (143c).

Se obtuvieron 0.25 g (82% rendimiento) de un liquido
viscoso ligeramente amarillo. RMN *H (CDCls, 200 MHz) &
CH3| 7,15 (s, 1H, CHuiazol), 4.36 (t, 2H, J = 6.9 Hz, NCH,), 3.58 (s,
3H, OCHa), 2.32 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CHy), 2.16 (q, 2H, J = 7.0
HZ, CHz), 1.65 (m, 1H, CHcicIopopil), 0.98 (m, 2H, CHz.cidopropn),
0.62 (m, 2H, CHa-ciciopropi) PpmM. RMN 3C (CDCl3, 50 MHz) & 172.97 (CO), 139.58 (Criazol),
130.50 (CHuyiazol), 51.79 (OCHgs), 46.75 (NCHz), 30.55 (CH2), 24.87 (CH2), 7.08 (2CH..
ciclopropil); 3.7 7 (CHeciclopropit) ppmM. HRMS m/z: calculado C10H1sN3O2: 209.1164; experimental:
FAB+ [M+H]" C10H16N302: 210.1411.

/(Ezi

4-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (143d).

Se obtuvieron 0.43 g (90% rendimiento) de un liquido
viscoso color café. RMN !H (CDCls, 200 MHz) & 7.78 (m,
3H, CHuiazol, CHarom), 7.58 (m, 2H, CHawom), 4.46 (t, 2H, J =
6.9 Hz, NCH,), 3.60 (s, 3H, OCHs), 2.35 (t, 2H, J = 7.3 Hz,
CH,), 2.19 (g, 2H, J = 7.0 Hz, CH) ppm. RMN *3C (CDCls,
CF, 50 MHz) & 172.79 (CO), 136.76 (Curiazo), 133.02 (CHyiazol),
132.15 (Carom), 131.49 (Carom), 130.85 (CHarom), 129.39
(CHarom), 126.46, 126.39, 126.32, 126.25 (CF3), 51.92 (OCHs), 47.60 (NCH,), 30.57 (CH,),
25.32 (CHy), ppm. HRMS m/z: calculado Ci4H14N3O2Fs: 313.1038; experimental: FAB+
[M+H]* C14H15N302F3: 314.1141.

CH,

&7
f

4-(5-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (143e).

Se obtuvieron 0.17 g (81% rendimiento) de un liquido
viscoso color amarillo. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.62 (s,
1H, CHyiaza), 7.30 (d, 2H, J = 8.7 Hz, CHarom), 6.99 (d, 2H, J
= 8.8 Hz, CHarom), 4.38 (t, 2H, J = 6.9 Hz, NCH>), 3.85 (s, 3H,
OCHzs.arom), 3.58 (s, 3H, OCH3), 2.31 (t, 2H, J=7.3 Hz, CHy),
OCH,4 2.14 (g, 2H, J = 7.0 Hz, CH>) ppm. RMN 23C (CDCls, 50 MHz)
0 172.89 (CO), 160.69 (Carom-ocHs), 137.88 (Ctriazal), 133.07
(CHyiazol), 130.29 (CHarom), 119.20 (Carom), 114.77 (CHarom-ochsz), 55.58 (OCHsz.arom), 51.83
(OCHs), 47.27 (NCH,), 30.73 (CH.CO), 25.30 (CH.), ppm. HRMS m/z: calculado
C14H17N303: 275.1270; experimental: FAB+ [M+H]* C14H1sN303: 276.1366.

CH,

7
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4-(5-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (143f).

Se obtuvieron 0.11 g (60% rendimiento) de un liquido

”N\N\/\/ﬁ\o viscoso color amarillo oscuro. RMN *H (CDCls, 200 MHz)

CHal 7,64 (s, 1H, CHuiazol), 7.45 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHaom), 7.30

(d, 2H, J = 8.7 Hz, CHawom), 4.37 (t, 2H, J = 6.9 Hz, NCH>),

3.56 (s, 3H, OCHs), 2.28 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH>), 2.12 (q,

Cl 2H, J = 7.0 Hz, CH,) ppm. RMN *C (CDCls, 50 MHz) &

172.78 (CO), 136.98 (Ctiazot), 136.03 (Carom-c), 133.38

(CHuiazol), 130.26 (CHarom-c1), 129.64 (CHarom), 125.61 (Carom), 51.89 (OCHz), 47.44 (NCHy),

30.62 (CH:CO), 25.29 (CHz), ppm. HRMS m/z: calculado Ci3H14N3O2CIl: 279.0775;
experimental: FAB+ [M+H]* C13H1sN30-Cl: 280.0870.

(E)-4-(5-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (144a).

N 0 Se obtuvieron 0.12 g (52% rendimiento) de un liquido
N“ \NNLOCH CH viscoso color café. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.76 (s,

= "1 1H, CHuaz), 7.50 (M, 3H CHarom), 7.38 (M, 2H, CHarom),
7.06 (dt, 1H, J = 15.7, 4.9 Hz, NCHuin), 5.67 (dt, 1H, J =
15.7, 1.9 Hz, CH.in), 5.14 (dd, 2H, J = 5.9, 1.9 Hz, NCH,),
4.18 (¢, 2H, J = 7.1 Hz, OCHy), 1.26 (t, 3H, J = 7.1 Hz,
CHs) ppm. RMN 3C (CDClI3, 50 MHz) & 165.27 (CO), 140.68 (Cuiazo), 138.28 (NCHyin),
133.08 (CHiriazo)), 129.83 (Carom), 129.27 (CHarom), 128.63 (CHarom) 126.46 (CHuin), 124.13
(CHarom), 60.80 (OCHy), 48.56 (NCH3), 14.16 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado C14H15N30O2:
257.1164; experimental: FAB+ [M+H]* C14H16N302: 258.1270.

(E)-4-(5-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (144b).

N Se obtuvieron 0.28 g (83% rendimiento) de un liquido
N“ \N\/§/ﬁ\OCH CH viscoso color amarillo. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.31
= 2| (s, 1H, CHuisso), 7.06 (dt, 1H, J = 15.7, 5.0 Hz, NCHu),
5.67 (dt, 1H, J = 15.7, 1.9 Hz, CH.in), 5.19 (dd, 2H, J =

5.0, 1.9 Hz, NCHy), 4.19 (c, 2H, J = 7.1 Hz, OCHy), 1.65
(m, 1H, CHeciciopropit) 1.27 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHs) 1.05 (m, 2H, CHaiciopropit), 0.72 (m, 2H,
CHoz-ciciopropil) PPM. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & 165.34 (CO), 140.34 (Cuiazo), 139.87
(NCHuyin), 130.97 (CHyiazat), 123.93 (CHuvin), 60.85 (OCHy>), 48.28 (NCH>), 14.20 (CHs) 7.00
(2CHz-iclopropi),  3.64  (CHeciclopropi)  ppm. HRMS m/z: calculado Ci1HisN3O2: 221.1164;
experimental: FAB+ [M+H]" C11H16N302: 222.1233.
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(E)-4-(5-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (144c).

N Se obtuvieron 0.20 g (84% rendimiento) de un liquido
N“ \N\/§/ﬁ\0c|_| CH ligeramente viscoso color café. RMN 'H (CDCls, 200

= 222 MHz) 5 7.79 (s, 1H, CHuiazol), 7.50 (dd, 1H, J = 5.0, 3.0
Hz, CHiiofeno), 7.43 (dd, 1H, J = 2.9, 1.3 Hz, CHiioteno), 7.18
(dd, 1H, J = 5.0, 1.4 Hz, CHitioteno), 7.08 (dt, 1H, J = 15.7,
4.9 Hz, NCHyi), 5.64 (dt, 1H, J = 15.7, 1.9 Hz, CHyin), 5.19
(dd, 2H, J=4.7, 2.0 Hz, NCHy), 4.18 (c, 2H, J = 7.1 Hz, OCHy), 1.27 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH>)
ppm. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & 165.32 (CO), 140.66 (Criazol), 133.67 (NCHyin), 133.13
(CHtriazor), 127.70 (CHtiofeno), 127.26 (CHiioteno), 126.31 (Ctioteno) 125.18 (CHuin), 124.16
(CHiioteno), 60.96 (OCH2), 48.83 (NCH2), 14.24 (CHs3) ppm. HRMS m/z: calculado
C12H13N30,S: 263.0728; experimental: FAB+ [M+H]* C12H14N30,S: 264.0792.

NS

(E)-4-(5-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (144d).

N Se obtuvieron 0.060 g (44% rendimiento) de un liquido
N“ \N\/§/ﬁ\0c|_| CH ligeramente viscoso color amarillo. RMN *H (CDCls, 200

= 222 MHz) & 7.48 (s, 1H, CHuza), 6.97 (dt, 1H, J = 15.7, 5.0
Hz, NCHuin), 5.67 (dt, 1H, J = 15.3, 1.9 Hz, CH.n), 5.04
(dd, 2H, J = 4.9, 1.9 Hz, NCHy), 4.15 (c, 2H, J = 7.3 Hz,
OCHy), 2.52 (t, 2H, J = 7.1 Hz, CHxpropit) 1.67 (h, 2H, J =
7.3 Hz, CHapropi), 1.24 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHzenl) 0.97 (t, 2H, J = 7.4 Hz, CHapropil) ppm.
RMN 3C (CDCls, 50 MHz) 8 165.39 (CO), 140.38 (Ctiazol), 137.49 (NCHuin), 132.61 (CHyriazal),
123.95 (CHuin), 60.85 (OCHy), 48.21 (NCHy), 25.11 (CHaz-propi), 21.52 (CH2-propit), 14.28 (CHg),
13.85 (CHas-propi) ppm. HRMS m/z: calculado Ci11H17N302: 223.1321; experimental: FAB+
[M+H]* C11H1sN302: 224.1376.

(E)-4-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (144e).

N Se obtuvieron 0.06 g (50% rendimiento) de un sélido
N?_MOCHZCH\,, color café. p.f = 68-69°C. RMN *H (CDCls, 200 MHz) &
7.83 (s, 1H, CHuiazol), 7.78 (d, 2H, J = 8.1 Hz, CHarom), 7.53
(d, 2H, J = 8.7 Hz, CHarom), 7.06 (dt, 1H, J = 15.7, 4.9 Hz,
NCHuin), 5.66 (dt, 1H, J = 15.7, 1.9 Hz, CH.in), 5.15 (dd,
2H,J=4.9,1.9Hz, NCHy), 4.19 (c, 2H, J=7.1 Hz, OCH>),
1.27 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CHs) ppm. RMN 3C (CDCls, 50
MHz) & 165.27 (CO), 150.43 (Curiazol), 140.32 (NCHyin), 137.07 (Carom), 133.70 (CHuiazol),
130.31 (Carom-cra), 129.27 (CHarom), 129.21 (CHarom), 126.56, 126.49, 126.42, 126.34 (CFs),
124.56 (CHuin), 61.10 (OCH.), 48.88 (NCH.), 14.28 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado
C1sH14N3O2F3: 325.1038; experimental: FAB+ [M+H]" C1sH14N3O2F3: 326.1134.

CF;
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(E)-4-(5-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (144f).

N Se obtuvieron 0.11 g (53% rendimiento) de un liquido
Nim\AJ\OCHZCH3 ligeramente viscoso color amarillo oscuro. RMN 'H
(CDCls, 200 MHz) & 7.72 (s, 1H, CHuyiazal), 7.30 (m, 2H,
CHarom), 7.02 (m, 3H, CHarom, NCHuin), 5.66 (dt, 1H, J =
15.7, 1.9 Hz, CHuin), 5.10 (dd, 2H, J = 4.8, 1.9 Hz, NCH>),
OCHj 4.18 (c, 2H, J = 7.1 Hz, OCH), 3.87 (s, 3H, OCHs), 1.27
(t, 3H, J = 7.1 Hz, CHz) ppm. RMN 3C (CDCl3, 50 MHz)
0 165.48 (CO), 160.91 (Carom-ochs), 140.93 (NCHyin), 138.25 (Crriazal), 133.00 (CHuriazol), 130.16
(CHarom), 124.23 (Carom), 118.63 (CHuin), 114.88 (CHarom-ochz), 60.97 (OCHz), 55.60 (OCHsa),
48.57 (NCH>), 14.31 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado Ci5H17N3O3: 287.1270; experimental:
FAB+ [M+H]* C15H18N3O3: 288.1339.

(E)-4-(5-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)but-2-enoato de etilo (1449).

N o Se obtuvieron 0.04 g (19% rendimiento) de un sélido
N//__\N\/VLOCHZCH\% color amarillo. p.f = 50-52 °C. RMN *H (CDCls, 200 MHz)
0 7.77 (s, 1H, CHuyiaza), 7.48 (d, 2H, J = 8.4 Hz, CHarom),
7.32 (d, 2H, J = 8.7 Hz, CHarom), 7.04 (dt, 1H, J = 15.7, 4.9
Hz, NCH.in), 5.65 (dt, 1H, J = 15.7, 1.9 Hz, CH.i), 5.12
Cl (dd, 2H, J = 4.9, 1.9 Hz, NCHy), 4.19 (c, 2H, J = 7.1 Hz,

OCHp), 1.27 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3) ppm. RMN *C
(CDCl3, 50 MHz) & 165.29 (CO), 140.51 (NCHuin), 137.31 (Ctriazol), 136.31 (Carom-cr), 133.35
(CHuiazol), 130.03 (CHarom), 129.72 (CHarom), 124.99 (CHuin), 124.38 (CHarom), 61.02 (OCH,),
48.71 (NCH,), 14.27 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado Ci4H14N3O2Cl: 291.0775;
experimental: FAB+ [M+H]* C14H1sN302Cl: 292.0848.

7.2.10 Procedimiento general para la sintesis de los 1,2,3-triazoles 1,5-
disubstituidos -substituidos (145a-b).

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se pesé Cul (4.0 equiv), se
suspendié en éter anhidro y se mantuvo en agitacion continua a 0°C bajo atmdésfera de
inerte. En otro matraz con las mismas caracteristicas se pesé Mg metdlico (8.0 equiv), se
afadio cataliticamente |, se suspendié en éter anhidro se afadio lentamente 1-bromo-4-
clorobenceno (8.0 equiv) disuelto en éter anhidro y se mantuvo en agitacion en un rango de
0°C a temperatura ambiente en atmoésfera inerte. Posteriormente el reactivo de Grignard
formado fue agregado a la suspensién de Cul. En un vial se pesé el sustrato a,B-insaturado
(1.0 equiv) y se disolvid en éter anhidro a temperatura ambiente, seguido fue adicionado
lentamente via cédnula a la suspension del cuprato a 0 °C. La mezcla de reaccidon se
mantuvo en agitacion a 0 °C por 30 min y posteriormente por un periodo de 24 h a
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temperatura ambiente. Al término de la reaccién, se adicion6é 50 mL de solucién saturada
de NH.Cl y la fase organica fue separada. La fase acuosa se lavé con CH2Cl, (3 x 50 mL),
las fases organicas fueron combinadas y secadas con Na;SOs. El crudo de reaccion se
purificd por columna cromatografica con un sistema de disolventes hexano:AcOEt.

3-(4-clorofenil)-4-(5-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de etilo (145a).

Cl Se obtuvieron 0.07 g (26% rendimiento) de un sdlido
color ligeramente amarillo. RMN *H (CDCl3, 400 MHz) &
7.57 (s, 1H, CHyiazat), 7.43 (m, 3H CHawom), 7.07 (M, 4H,
CHarom), 6.77 (m, 2H, CHarom-c1), 4.65 (dd, 1H, J = 13.8,
CH,CH, | 6.9 Hz, NCHy), 4.47 (dd, 1H, J = 13.7, 7.6 Hz, NCH),
4.01 (dc, 2H, J = 7.1, 1.8 Hz, OCHy), 3.69 (q, 1H, J = 7.2
Hz, CH"), 2.75 (dd, 1H, J = 16.0, 6.8 Hz, CH.CO), 2.64
(dd, 1H, J = 16.0, 8.3 Hz, CH,CO), 1.13 (t, 3H,J=7.1
Hz, CHz) ppm. RMN 3C (CDCls, 100 MHz) & 170.99
(CO), 138.58 (Cuiazol), 137.93 (Carom), 133.43 (Carom), 133.10 (CHuiazel), 129.58 (CHarom),
129.09 (CHarom), 128.95 (CHarom-c1), 128.86 (CHarom-c1), 126.84 (CHarom), 60.92 (OCHy), 52.70
(NCHy), 42.06 (CH"), 37.68 (CH.CQ), 14.22 (CHs) ppm.

3-(4-clorofenil)-4-(5-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de etilo (145b).

Cl Se obtuvieron 0.04 g (20% rendimiento) de un soélido
color beige. RMN *H (CDCls, 400 MHz) & 7.25 (d, 2H, J
- 85 HZ, CHarom_Cl), 717 (S, 1H, CHtriazol), 705 (d, 2H, J =

N 8.3 Hz, CHaom.cl), 4.62 (dd, 1H, J = 13.8, 7.3 Hz, NCH,),
N” N CH,CH; | 449 (dd, 1H, J = 13.8, 7.1 Hz, NCH), 4.04 (dc, 2H, J =
7.1, 1.9 Hz, OCH;), 3.86 (q, 1H, J = 7.2 Hz, CH"), 2.85

(dd, 1H, J = 16.2, 6.8 Hz, CH.CO), 2.76 (dd, 1H, J = 16.2,

8.2 Hz, CH,CO), 1.34 (m, 1H, CHeciclopropi)), 1.16 (t, 3H, J
=7.1Hz, CH3), 0.95 (m, 2H, CHz.cidopropn), 0.57 (m, 2H, CHZ-cicIopropiI) ppm. RMN 13C (CDC|3,
100 MHz) & 171.22 (CO), 140.19 (Cyiazol), 138.45 (Carom-ci), 133.53 (CHuiazar), 130.51 (Carom),
129.14 (CHarom-c)), 129.06 (CHaromc), 60.94 (OCHy), 52.38 (NCH.), 41.81 (CH’), 37.65
(CHzCO), 14.23 (CHs), 7.26 (CHZ—cicIopropil), 7.09 (CHz.Cidopropn), 3.70 (CHcicIopropiI) ppm.
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Acido 4-(5-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (146).

A una solucién de fenilacetileno (1.2 equiv) en THF anhidro a -
/N\N\/\/ﬂ\o 78°C, se agreg6 una solucién de n-BuLi en hexano (2.5 M, 2.0
— H equiv). La mezcla se agité por 10 minutos, lentamente se
agregd una solucién de azida 110a (1.0 equiv) en THF y la
temperatura se mantuvo a -78°C por 2 horas y 3 horas a
temperatura ambiente. La reaccion se terminé con una
solucion saturada de NH4Cl. Se realizaron extracciones con AcOEt (2X15 mL). La fase
acuosa se tratd con HCI 1M y se lavo con AcOEt. Las fases organicas se combinan, se
secan con Na;SO4 y se concentran a presion reducida. El crudo de reaccion se purifica por
cromatografia en columna (1:1 Hx-AcOEt). Se obtuvieron 0.2 g (54% de rendimiento) de un
s6lido blanco. p. f = 106-108°C. RMN !H (CD3;OD, 200 MHz) & 7.77 (s, 1H, CHuiazol), 7.52
(a, 5H, CHarom), 5.00 (a, 1H, OH), 4.49 (t, 2H, J = 7.1 Hz, NCHy), 2.29 (m, 2H, CH,CO), 2.09
(m, 2H, CH,) ppm. RMN *3C (CDsOD, 50 MHz) & 175.82 (CO), 139.78 (Ctriazol), 133.77
(CHuyiazol), 130.79 (Carom), 130.30 (CHarom), 130.00 (CHarom), 127.96 (CHarom), 51.71 (NCHy),
31.28 (CH:CO), 26.13 (CH;) ppm. HRMS m/z: calculado CizHi3N3O2: 231.1008;
experimental: FAB+ [M+H]*" C12H14N305: 232.1078.

7.2.11 Procedimiento general para la hidrélisis basica de los esteres 143a-f y
145a-b.

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se pesé el éster (1.0 equiv),
se disolvié en THF o CH3;OH posteriormente se adicion6 gota a gota una disolucién de LiOH
(2.0 equiv), relacion 3:1 disolvente organico y disolucién de LIOH. La mezcla de reaccién
se agitod a temperatura ambiente por un periodo de tiempo el cual fue monitoreado por CCF.
Al término de la reaccién, la mezcla se evaporé hasta sequedad y se realizaron lavados con
AcOEt y agua. La fase acuosa se acidificé con HCI 1M hasta pH 3, se extrajo con AcOEt (2
x 20 mL), la fase orgéanica se separ6 y seco con Na:SO,, finalmente se concentré a presion
reducida.

Acido 4-(5-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (147).

La reaccion se completd en 24 h con 6.0 equiv. de LiOH, en un
/N\N\/\/ﬁ\o sistema de disolventes CHsOH/H-O 3:1. Se obtuvieron 0.18 g
— H (78% de rendimiento) de un solido cristalino ligeramente color

amarillo. p. f = 67-68°C. RMN !H (CDCls, 200 MHz) & 7.26 (s,
1H, CHuiazal), 4.44 (t, 2H, J = 7.0 Hz, NCH,), 2.42 (m, 2H,

CHZCO), 222 (m, 2H, CH2), 171 (m, 1H, CHciclopropil), 104 (m,
2H, CH2-cic|opropi|), 068 (m, 2H, CHZ-ciclopropil) ppm RMN 13C (CDCI3, 50 MHZ) 6 17702 (CO),
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140.16 (Curiazol), 130.05 (CHyiazol), 47.05 (NCH2), 30.76 (CH.CO), 24.80 (CH), 7.26 (2CH..
ciclopropil); 3-81 (CHciclopropi) PpmM. HRMS m/z: calculado CyH13N3O2: 195.1008; experimental:
FAB+ [M+H]* CoH14N30,: 196.1101.

Acido 4-(5-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (148).

La reaccién se completd en 24 h con 6.0 equiv. de LiOH, en un
N \/\J\D sistema de disolventes CH3;OH/H,O 3:1. Se obtuvieron 0.20 g
— H (84% de rendimiento) de un sélido cristalino ligeramente color

— beige. p.f = 128-130°C. RMN H (CDCls, 200 MHz) d 7.74 (s,

LS 1H, CHuiazol), 7.60 (dd, 1H, J = 2.9, 1.4 Hz, CHluiofeno), 7.53 (dd,
1H, J = 5.0, 2.9 Hz, CHtioteno), 7.24 (dd, 1H, J = 5.0, 1.4 Hz,
CHuiofeno), 4.51 (t, 2H, J = 7.1 Hz, NCHy), 2.39 (m, 2H, CH,CO), 2.20 (m, 2H, CH,) ppm.
RMN 2C (CDCls, 50 MHz) & 174.61 (CO), 133.55 (Ciriazol), 132.64 (CHuyiazo)), 127.45
(CHtioteno), 127.17 (CHuioteno), 126.19 (Ciioteno), 125.22 (CHiioteno), 47.71 (NCHz), 30.50

(CH2COQ), 24.99 (CH) ppm. HRMS m/z: calculado CioH11N30,S: 237.0572; experimental:
FAB+ [M+H]* C10H12N30,S: 238.0659.

Acido 4-(5-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (149).

La reaccién se completd en 24 h con 4.0 equiv. de LIOH, en un
//N \/\/ﬂ\o sistema de disolventes CH3;OH/H,O 3:1. Se obtuvieron 0.14 g
— H (66% de rendimiento) de un sélido cristalino ligeramente color
café. p. f = 66-68°C.RMN *H (CDCls, 200 MHz) 5 10.18 (a, 1H,
OH), 7.50 (s, 1H, CHyriazol), 4.36 (t, 2H, J = 7.1 Hz, NCH,), 2.63
(t, 2H, 3 = 7.1 Hz, CH2-propil), 2.46 (M, 2H, CH>CO), 2.22 (m, 2H,
CHa), 1.71 (m, 2H, CHa.propit), 1.02 (t, 3H, J = 7.3 Hz, CHa.propi) ppm. RMN 13C (CDCls, 50
MHz) 8 176.78 (CO), 137.62 (Ctriazol), 131.80 (CHyiaza), 46.85 (NCH2), 30.77 (CH.CO), 25.11
(CHaz-propil), 25.04 (CH2), 21.63 (CHa-propit), 13.85 (CHspropi) ppm. HRMS m/z: calculado
CoH15N302: 197.1164; experimental: FAB+ [M+H]" CoH1sN3O2: 198.1232.

Acido 4-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico(150).

La reaccion se completd en 2 h con 2.0 equiv. de LIOH, en un
//N\N\/\/ﬂ\o sistema de disolventes CH3sOH/H2O 3:1. Se obtuvieron 0.32 g
— H (85% de rendimiento) de un sélido color café. p.f = 126-128°C.
RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.79 (m, 3H, CHiriazol, CHarom-cr3),
7.61 (m, 2H, CHarom-cr3), 4.48 (t, 2H, J = 7.1 Hz, NCH_), 2.35
(m, 2H, CH.CO), 2.18 (m, 2H, CH,) ppm. RMN *3C (CDClIs, 50
MHz) & 174.48 (CO), 136.91 (Ctriazol), 133.19 (CHuiazol), 131.38

(Caromcrs), 130.32 (Carom-crs), 129.28 (CHarom-crs),126.29,
126.22, 126.15, 126.07 (CFs), 121.00 (CHaromcrs), 47.69 (NCHz), 30.44 (CH,CO), 25.11

CF3
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(CH2) ppm. HRMS m/z: calculado Ci3sH12N302F3: 299.0882; experimental: FAB+ [M+H]*

C13H1oN302F3: .

Acido 4-(5-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (151).

Q@wﬁm

OCH,

La reaccion se completd en 12 h con 2.0 equiv. de LiOH, en un
sistema de disolventes CHsOH/H,O 3:1.Se obtuvieron 0.09 g
(67% de rendimiento) de un sélido ligeramente color amarillo.
p.f = 117-119°C. RMN *H (CDCls, 200 MHz) d 7.67 (s, 1H,
CHiuriazol), 7.49 (d, 1H, J = 8.9 Hz, CHarom-ochs3), 7.09 (d, 1H, J =
8.9 Hz, CHarom-och3), 4.48 (t, 2H, J = 7.1 Hz, NCHy), 2.34 (m,
2H, CH.CO), 2.09 (m, 2H, CH,) ppm. RMN *3C (CDCls, 50
MHz) & 173.82 (CO), 161.44 (Carom-ochz), 138.40 (Ctriazol),

13308 (CHtriazol), 13102 (CHarom-OCH3), 12024 (Carom-OCH?,), 11538 (CHarom-OCH3), 5575
(OCHs), 47.93 (NCHy), 30.83 (CH2CO), 25.92 (CH,) ppm. HRMS m/z: calculado C13H15Nz05:
261.1113; experimental: FAB+ [M+H]" C13H16N302: .

Acido 4-(5-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (152).

A
Q

La reaccion se completé en 2 h con 2.0 equiv. de LiOH, en un
sistema de disolventes CHzOH/H.O 3:1.Se obtuvieron 0.07 g
(91% de rendimiento) de un sélido cristalino color amarillo. p.f
= 123-125°C. RMN !H (CDCls;, 200 MHz) & 7.70 (s, 1H,
CHyriazol), 7.50 (d, 1H, J = 8.8 Hz, CHarom-c1), 7.37 (d, 1H, J=8.7
Hz, CHarom-c1), 4.43 (t, 2H, J = 7.0 Hz, NCH,), 4.12 (a, 1H, OH),
2.34 (m, 2H, CH,CO), 2.17 (m, 2H, CH,) ppm. RMN *3C (CDCls,
50 MHz) & 174.58 (CO), 137.17 (Curiazol), 136.07 (Carom-cl),

13299 (CHtriazol), 13019 (CHarom-Cl), 12957 (Carom-cl), 12515 (Carom-Cl), 4758 (NCHZ), 3055
(CH2CO), 25.16 (CH2) ppm. HRMS m/z: calculado C12H12N30,Cl: 265.0618; experimental:
FAB+ |:|\/|+H]Jr Cle13N302C|: .

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(5-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (153).

Cl
N
4 \N\?/&Q
N — H

La reaccion se complet6 en 12 h con 2.0 equiv. de LiOH, en un
sistema de disolventes CHzOH/H>O 3:1. Se obtuvieron 0.04 g
(79% rendimiento) de un sélido ligeramente color amarillo. p. f =
202-204°C. RMN *H (CDCl3, 200 MHz) d 7.63 (s, 1H, CHtiazol),
7.46 (dd, 3H, J=5.1, 1.9 Hz, CHarom), 7.17 (M, 2H, CHarom), 7.07
(d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom-c1), 6.82 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom-cl),
4.68 (m, 2H, NCH>), 3.60 (g, 1H, J = 7.4 Hz, CH"), 2.79 (dd, 1H,
J=16.4,6.7 Hz, CH,CO), 2.64 (dd, 1H, J =16.3, 8.3 Hz, CH.CO)
ppm. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & 174.15 (CO), 139.72 (Criazal),
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133.94 (CHtriazo), 130.45 (Carom), 133.14 (Carom-c1), 129.94 (CHarom), 129.79 (CHarom), 129.44
(CHarom-c1), 129.38 (CHarom-ci), 127.70 (CHarom), 53.87 (NCH), 43.27 (CH"), 38.15 (CH2CO)
ppm. HRMS m/z: calculado CisHi1sN3O2Cl: 341.0931; experimental: FAB+ [M+H]
C18H17N302C|Z .

Acido 3-(4-clorofenil)-4-(5-ciclopropil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (154).

Cl La reaccion se complet6 en 12 h con 2.0 equiv. de LiOH, en un
sistema de disolventes CHzOH/H,O 3:1. Se obtuvieron 0.03 g
(84% rendimiento) de un sélido cristalino incoloro. p. f = 115-
117°C. RMN !H (CDCl3, 200 MHz) 8 9.25 (a, 1H, OH), 7.22 (m,
3H, CHarom-Cl, CHmazo|), 7.03 (d, 2H, J=285 HZ, CHarom.c|), 4.66
(dd, 1H, J =13.8, 7.0 Hz, NCH>), 4.49 (dd, 1H, J =13.8, 7.2 Hz,
NCH,), 3.85(q, 1H, J=7.2 Hz, CH"), 2.81 (m, 2H, CH.CO), 1.31
(m, 1H, CHcicIopropil), 0.93 (m, 2H, CHz.Cicmpropn), 0.54 (m, 2H,
CHa-ciclopropil) PPM. RMN 13C (CDCl3, 50 MHz) d 174.96 (CO), 140.63 (Cuiazol), 138.47 (Carom-
c1), 133.61 (CHpyiazo)), 130.07 (Carom), 129.21 (CHarom-c1), 129.10 (CHarom-ci), 52.56 (NCH>),
41.65 (CH*), 37.53 (CHzCO), 7.36 (CHz.cidopropn), 7.21 (CHZ—ciclopropil), 3.71 (CHciclopropiI) ppm.
HRMS m/z: calculado CisH16N302Cl: 305.0931; experimental: FAB+ [M+H]* C15H17N3OCl: .

\
\>
/

=

{[

3-(4-clorofenil)-4-nitrobutanoato de metilo (155).

Una solucion del 4-clorobenzaldehido (5.0 g, 1.0 equiv),
acido malénico (1.25 equiv.) en piridina (5 mL) y piperidina
AN (0.1 equiv) se calent6 a reflujo por 2 h. La mezcla resultante
se vertié en una soluciéon de HCI 2M (100 mL) y se enfrio a
Cl temperatura ambiente. El solido se filtré y se lavd con agua.

Se obtuvieron 5.7 g (88% de rendimiento) de un sélido
blanco. p.f = 242-244°C. RMN 'H (DMSOQgs, 200 MHz) & 7.64 (d, 2H, J = 13.8 Hz, CHarom),
7.50 (d, 2H, J = 12.4 Hz, CHarom), 6.58 (s, 1H, NCHyin), 6.50 (s, 1H, CHyin) ppm. RMN 3C
(DMSQgs, 50 MHz) & 167.50 (CO), 142.59 (NCHuin), 134.80 (Carom-c1), 133.27 (Carom), 129.97
(CHarom), 129.00 (CHarom), 120.14 (CHuin) ppm.

(E)-3-(4-clorofenil)acrilato de metilo (156).

Una solucién de 155 (1.0 g, 1.0 equiv) se disolvié en
CH3OH y se agregé TMSCI (1.39 mL, 2.0 equiv), se agito
CH,| atemperatura ambiente por 12 h. La mezcla resultante se
concentrd a presion reducida y se recristalizo con éter de
petréleo. Se obtuvieron 0.85 g (79% de rendimiento) de un
sélido blanco cristalino. p.f = 77-79°C. RMN H (CDCls,
200 MHz) & 7.45 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHarom), 7.35 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHarom), 6.44 (s, 1H,

Cl
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NCHuin), 6.36 (S, 1H, CHyin), 3.80 (s, 3H, OCHs) ppm. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & 167.30
(CO), 14356 (NCva), 13637 (Carom-Cl), 13306 (Carom), 12940 (CHarom), 12934 (CHarom),
118.58 (CHuin), 51.94 (OCHs) ppm.

3-(4-clorofenil)-4-nitrobutanoato de metilo (157).

A una solucion de 156 (2.0 g, 1.0 equiv) en CHsCN (15 mL)
fue agregado DBU (2.58 mL, 1.7 equiv) y CH3NO: (6 mL).
La mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente toda
la noche. Después gue la reaccién se complet6 la mezcla
Cl fue vertida en agua (30 mL) y se acidifico con HCI 1N hasta

pH = 3, se estrajo con AcOEt (2X15 mL). Las fases
organicas se lavaron con solucion saturada de NaCl y se secaron con Na,SO.. El residuo
se purifico por cromatografia en columna (3:1) Hx-AcOEt. Se obtuvieron 2.63 g (83% de
rendimiento) de un liquido ligeramente viscoso incoloro. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.31
(d, 2H, J = 8.4 Hz, CHarom), 7.17 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHarom), 4.67 (dc, 2H, J = 12.9, 7.5 Hz,
NO:CH>), 3.97 (g, 1H, J = 7.3 H, CH), 3.63 (s, 3H, OCHg), 2.75 (m, 2H, CH,CO) ppm. RMN
13C (CDCls, 50 MHz) & 170.96 (CO), 136.98 (Carom-c1), 134.07 (Carom), 129.41 (CHarom),
128.90 (CHarom), 79.26 (NO2CH>), 52.17 (OCHs), 39.71 (CH), 37.51 (CH.CO) ppm.

0,N

CH,

Acido 2-(4-clorofenil)-4-metoxi-4-oxobutanoico (158).

Una solucién de 157 (0.3 g, 1.0 equiv) en DMSO (2 mL) se
agregd NaNO: (0.24 g, 3.0 equiv) y AcOH (0.6 mL, 10
equiv). La mezcla resultante se agité a 35°C por 3 h.
Después que la reaccién se completé se acidifico con una
Cl solucion acuosa de HCI 1M (3 mL) y el producto se extrajo

con éter (3X10 mL). Las fases organicas se juntaron y se
secaron con Na,SO.. El residuo se purifico por cromatografia en columna (1:1) Hx-AcOEt.
Se obtuvieron 0.19 g (70% de rendimiento) de un sélido cristalino ligeramente amarillo. p. f
=116-118°C. RMN 'H (CDCls, 200 MHz) & 7.58 (a, 1H, OH), 7.31 (d, 2H, J = 8.3 Hz, CHarom),
7.23 (d, 2H, J =8.7 Hz, CHarom), 4.09 (dd, 1H, J =9.6, 5.7 Hz, CH), 3.67 (s, 3H, OCHj3), 3.15
(dd, 1H, J = 17.0, 5.7 Hz, CH>), 2.67 (dd, 1H, J = 17.0, 5.7 Hz, CH>) ppm. RMN *3C (CDCls,
50 MHz) & 178.05 (COOH), 171.81 (COOCHs3), 135.66 (Carom), 134.14 (Carom-c1), 129.49
(CHarom), 129.33 (CHarom), 52.26 (OCHs), 46.61 (CH), 37.22 (CH.CO) ppm. HRMS m/z:
calculado C11H1104Cl: 242.0346; experimental: FAB+ [M+H]" C11H1204Cl: .

H

CH,
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3-(4-clorofenil)-4-hidroxibutanoato de metilo (159).

A una solucion de 158 (1.0 g, 1.0 equiv) en THF anhidro
(30 mL) a 0°C se agregd EtsN (0.74 mL, 1.3 equiv) y
(CH3)3CCOCI (0.6 mL, 1.2 equiv). La mezcla resultante se
agitdé a 0°C por 1 h, posteriormente una solucion de NaBH4
Cl (0.31 g, 2.0 equiv) en agua (10 mL) se agrego a la mezcla

de reaccibn y se agito por 20 minutos a la misma
temperatura (0°C). El disolvente se evaporo a presion reducida y el residuo se neutralizo
con solucion saturada de NH4CI, el producto se extrajo con AcOEt (3X10 mL). Las fases
organicas se juntaron y secaron con Na:SO.. El residuo se concentré y purifico por
cromatografia en columna (1:1) Hx-AcOEt. Se obtuvieron 0.60 g (64% de rendimiento) de
un liquido ligeramente viscoso incoloro. RMN *H (CDCls, 200 MHz) & 7.29 (d, 2H, J = 8.6
Hz, CHarom), 7.16 (d, 2H, J = 8.4 HZ, CHarom), 3.72 (dd, 2H, J = 6.4, 4.6 Hz, HOCH,), 3.61
(s, 3H, OCHs), 3.30 (m, 1H, CH), 2.82 (dd, 1H, J = 15.8, 6.9 Hz, CH,), 2.60 (dd, 1H, J =
15.8, 7.9 Hz, CH) ppm. RMN %3C (CDCls, 50 MHz) & 172.97 (CO), 139.79 (Carom), 132.88
(Carom-c1), 129.23 (CHarom), 128.90 (CHarom), 66.63 (HOCH.), 51.84 (OCHz), 43.95 (CH),
37.02 (CH.CO) ppm. HRMS m/z: calculado Ci1H1303Cl: 228.0553; experimental: FAB+
[M+H]*" C11H1303CI: .

H

CH,

3-(4-clorofenil)-4-((metilsulfonil)oxi)butanoato de metilo (160).

A una solucién de 159 (0.6 g, 1.0 equiv) en CHxCl, (15 mL)
a 0°C se agrego6 EtsN (0.51 mL, 1.4 equiv), MsCI (0.26 mL,
1.3 equiv) y por tltimo DMAP (0.03 g, 01. equiv). Lamezcla
resultante se agité a 0°C por 5 minutos y posteriormente a
Cl temperatura ambiente por 30 minutos. La mezcla

resultante se extrajo con CH:Cl; y agua (3X10 mL). Las
fases organicas se juntaron y secaron con Na,SO.. El residuo se concentré a presion
reducida. Se obtuvieron 0.72 g (89% de rendimiento) de un liquido ligeramente viscoso color
amarillo. RMN H (CDCls, 600 MHz) & 7.34 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom), 7.19 (d, 2H, J = 8.4
Hz, CHarom), 4.66 (dd, 1H, J=9.1, 7.8 Hz, MSOCHy), 4.24 (dd, 1H, J=9.1, 7.7 Hz, MsOCHy),
3.78 (m, 1H, CH), 3.69 (s, 3H, OCHg), 3.15 (s, 3H, OSO,CHs), 2.94 (dd, 1H, J = 17.5, 8.7
Hz, CH,), 2.63 (dd, 1H, J = 17.5, 8.9 Hz, CH,) ppm. RMN **C (CDCls, 150 MHz) 5 176.15
(CO), 138.21 (Carom), 133.70 (Carom-c1), 129.44 (CHarom), 128.24 (CHarom), 73.90 (MSOCH>),
52.72 (OCHpgs), 40.66 (MsOCHjs), 35.77 (CH), 31.73 (CH2CO) ppm. HRMS m/z: calculado
Ci12H150sCIS: 306.0329; experimental: FAB+ [M+H]* C12H1605CIS: .

Ms

CH,
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4-azido-3-(4-clorofenil)butanoato de metilo (161).

A una solucién de 160 (0.7 g, 1.0 equiv) en DMSO (10 mL)
se agreg6 NaNs (0.3 g, 2.0 equiv). La mezcla resultante se
agité a 80°C por 1 h. La mezcla resultante se extrajo con
éter etilico (2X10 mL) y se lavé con solucién saturada de
Cl NaCl (30 mL). Las fases orgénicas se juntaron y secaron

con Na;SO.. El residuo se concentré a presiéon reducida.
Se obtuvieron 0.5 g (80% de rendimiento) de un liquido ligeramente viscoso color amarillo
intenso. RMN H (CDCls, 200 MHz) & 7.31 (d, 2H, J = 8.3 Hz, CHarom), 7.17 (d, 2H, J = 8.6
Hz, CHarom), 3.62 (s, 3H, OCHs), 3.52 (m, 2H, N3CHy), 3.39 (m, 1H, CH), 2.69 (m, 2H,
CH.CO) ppm. RMN 3C (CDCls, 50 MHz) & 171.91 (CO), 139.28 (Carom), 133.41 (Carom-ci),
129.13 (CHarom), 129.07 (CHarom), 56.13 (N3CHy), 51.97 (OCHzs), 41.36 (CH), 37.67 (CH.CO)

ppm.

N

CH,

7.2.12 Procedimiento general para la sintesis de los 1,2,3-triazoles 1,5-
disubstituidos 162a-e.

En un matraz redondo provisto de agitacibn magnética A se pesoO el catalizador
Cp*RuClI(PPhs)2 (20 mol%), se purgd con N2 y se disolvié en 1,4-dioxano anhidro. En otro
matraz (B) con las mismas caracteristicas que A se agrego la azida organica 161 (1.5 equiv)
y el alquino correspondiente (1.0 equiv); de manera seguida se adicion6 el contenido del
matraz B con ayuda de una canula al matraz A y se calent6 en un bafio de aceite a 60°C
por un tiempo determinado. La reaccién se monitoreo por CCF al término, la mezcla se
diluyé con AcOEt (20 mL) y se lavd dos veces con solucién saturada de NaCl. La fase
organica se sec6 con NaSO4 y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificd por
cromatografia en columna con hexano y AcOEt (1:1).

3-(4-clorofenil)-4-(5-(tiofen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (162a).

Cl La reaccion se completd en 48 h. Se obtuvieron 0.06 g (31%
rendimiento) de un sélido color café. p. f = 143-145°C. RMN
H (CDCls, 400 MHz) & 7.59 (s, 1H, CHuiazol), 7.44 (dd, 1H, J
N = 5.0, 3.0 Hz, CHiuioteno), 7.15 (M, 3H, CHarom-ci, CHtiofeno), 6.93
N~ N CH,| (dd, 1H, J = 5.0, 1.3 Hz, CHioeno), 6.85 (d, 2H, J = 8.4 Hz,
CHarom-ci), 4.68 (dd, 1H, J = 13.8, 7.2 Hz, NCH>), 4.51 (dd, 1H,

S J=13.8, 7.2 Hz, NCH,), 3.70 (g, 1H, J = 7.3 Hz, CH’), 3.57

(s, 3H, OCHs), 2.81 (dd, 1H, J = 16.2, 7.0 Hz, CH,CO), 2.69
(dd, 1H, J =16.3, 7.9 Hz, CH,CO) ppm. RMN 3C (CDCls, 100 MHz) 5 171.53 (CO), 137.98
(Carom-c1), 133.84 (Ciioteno), 133.52 (Cuiazot), 133.16 (CHuiazal), 129.03 (CHarom-c)), 128.83
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(CHarom-Cl), 12934 (CHtiofeno), 12730 (CHtiofeno), 12658 (Carom-cl), 12523 (CHtiofeno), 5279
(NCHz), 52.03 (OCHs), 41.79 (CH"), 37.44 (CH.CO) ppm. HRMS m/z: calculado
C17H16N302CIS: 361.0652; experimental: FAB+ [M+H]* C17H17N30-CIS: .

3-(4-clorofenil)-4-(5-propil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (162b).

Cl La reaccion se completd en 22 h. Se obtuvieron 0.08 g (35%
rendimiento) de un soélido color amarillo. p. f = 55-57°C. RMN
!H (CDCl3, 500 MHz) & 7.36 (s, 1H, CHyiaza)), 7.25 (d, 2H, J =
N 8.5 Hz, CHaom-c1), 7.01 (d, 2H, J = 8.4 Hz, CHarom-c1), 4.50 (dd,
_ CH,3 1H, J = 13.9, 7.2 Hz, NCH>), 4.34 (dd, 1H, J = 14.0, 6.9 Hz,
NCH,), 3.77 (q, 1H, J = 7.2 Hz, CH"), 3.60 (s, 3H, OCHg), 2.86
(dd, 1H, J = 16.4, 6.9 Hz, CH.CO), 2.75 (dd, 1H, J=16.3, 7.9
Hz, CH,CO) 2.23 (m, 2H, CHa-propit), 1.55 (Sex, 2H, J = 7.4 Hz,
CHa-propit), 0.91 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CHs.propi) ppm. RMN 3C
(CDCls, 125 MHz) 6 171.71 (CO), 138.39 (Crriazol), 137.85 (Carom-c1), 133.70 (Carom-c1), 132.02
(CHtiazal), 129.23 (CHarom-c1), 129.01 (CHaom-ci), 51.19 (NCH>), 52.08 (OCHs), 41.95 (CH)),
37.29 (CH2CO), 24.98 (CHapropi), 21.40 (CHa-propi), 13.84 (CHspropi) ppm. HRMS m/z:
calculado Ci6H20N302Cl: 321.1244; experimental: FAB+ [M+H]* C16H21N30Cl: .

3-(4-clorofenil)-4-(5-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-1-i)butanoato de metilo
(162c).

La reaccion se complet6 en 24 h. Se obtuvieron 0.054 g (25%
rendimiento) de un sdlido cristalino ligeramente amarillo. p. f
= 119-121°C. RMN *H (CDCls, 500 MHz) & 7.67 (d, 2H, J =
8.1 Hz, CHarom-cra), 7.61 (S, 1H, CHuiazol), 7.15 (d, 2H, J = 8.0
N”Z N Hz, CHarom-crs), 7.07 (d, 2H, J = 8.5, Hz, CHarom-ci), 6.73 (d,
= CH, 2H, J = 8.4 Hz, CHaomc), 4.72 (dd, 1H, J = 13.9, 6.3 Hz,
NCH,), 4.49 (dd, 1H, J = 13.8, 7.7 Hz, NCH,), 3.69 (q, 1H, J
=7.3 Hz, CH"), 3.59 (s, 3H, OCHs), 2.82 (dd, 1H, J=16.3, 7.4
CF; Hz, CH.CO), 2.68 (dd, 1H, J = 16.3, 7.5 Hz, CH.CO) ppm.
RMN 3C (CDCls, 125 MHz) & 171.45 (CO), 137.72 (Carom-ci),
137.41 (Criazol), 133.78 (Carom), 133.36 (CHrriazor), 131.88 (Carom-ci), 131.61 (CHarom-c1), 130.49
(Carom-cr3), 129.25 (CHarom-c1), 129.11 (CHarom-c1), 128.81 (CHarom-cr3), 126.12, 126.10, 126.07,
126.04 (CF3), 52.95 (NCH,), 52.15 (OCHjs), 42.12 (CH"), 37.35 (CH.CO) ppm. HRMS m/z:
calculado CyoH17N30,CIF3: 423.0961; experimental: FAB+ [M+H]* C2oH1eN3O-CIF3:
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3-(4-clorofenil)-4-(5-(4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoato de metilo (162d).

La reaccion se complet6 en 24 h. Se obtuvieron 0.018 g (20%
rendimiento) de un sélido amarillo. p. f = 126-128°C. RMN H
(CDCls, 500 MHz) & 7.52 (s, 1H, CHtiaza), 7.12 (d, 2H, J = 8.4
HZ, CHarom-OCHs), 6.98 (d, 2H, J=8.7 HZ, CHarom-OCH3), 6.93 (d,
2H, J = 8.7, Hz, CHarom-c1), 6.80 (d, 2H, J = 8.5 Hz, CHarom-c1),
4.62 (dd, 1H,J =13.8, 7.1 Hz, NCH>), 4.45 (dd, 1H, J =13.8,
7.4 Hz, NCHy), 3.87 (s, 3H, OCHzs), 3.70 (g, 1H, J = 7.3 Hz,
CH"), 3.56 (s, 3H, OCHs), 2.77 (dd, 1H, J = 16.2, 6.9 Hz,
OCH;,3 CH,CO), 2.65 (dd, 1H, J = 16.2, 8.1 Hz, CH,CO) ppm. RMN

13C (CDCls, 125 MHz) & 171.54 (CO), 160.64 (Carom-ocHs),
138.42 (Carom-ci), 138.09 (Cuiazot), 133.49 (Carom), 133.03 (CHrriazo), 130.25 (CHarom-ocHs),
129.03 (CHarom-c1), 128.89 (CHarom-c)), 118.93 (Carom-ochs), 114.57 (CHarom-ochs), (55.62
(NCH), 52.59 (OCHs.arom), 52.05 (OCHj3), 41.99 (CH"), 37.51 (CH.CO) ppm. HRMS m/z:
calculado C2oH20N303Cl: 385.1193; experimental: FAB+ [M+H]* C20H21N303Cl:

Cl

\
>
/

=

CH,

(R,E)-3-(3-(4-clorofenil)acriloil)-5,5-dimetil-4-feniloxazolidin-2-ona (168).

En un matraz redondo provisto de agitacion

fh magnética se pes6 155 (2.0 g, 1.0 equiv), y se

X . Cl-é?’H?, purgo con N2.se disolvié en THF anhidro (50 mL) y

)‘O se colocé en enfriador de inmersion a -78°C.

Cl 0 Posteriormente se adiciono gota a gota EtsN (1.52

mL, 1.0 equiv), seguido de (CH3)sCCOCI (1.34 mL,
1.0 equiv) y se agito a esa temperatura por 15 minutos. Pasado el tiempo se colocé a 0°C
y se dejé en agitacion por 1 h. En otro matraz con las mismas caracteristicas se peso el
auxiliar quiral 142 (2.09 g, 1.0 equiv) y se disolvié en THF anhidro (30 mL) y se colocé en
agitacion a -78°C por 45 minutos, pasado el tiempo se adiciono 1.0 equiv. de n-BuLi (4.38
mL, 2.5 M) y se dej6 en las mismas condiciones por 15 minutos. Al final se transfiri6 la
solucién del matraz con el auxiliar quiral al que contiene la mezcla con el &cido carboxilico
racémico utilizando una canula, el matraz con la mezcla de reaccion final se dejé en
agitacion a -78°C por 1 h y después 2 h a temperatura ambiente. A la mezcla de reaccion
se adiciono 50 mL de solucion saturada de NH4Cl y la fase orgénica se lavé con solucion
saturada de NaHCOs3, se secO con Na; SO, y se concentré a presion reducida. Se obtuvieron
3.3 g (85% rendimiento) de un sélido cristalino color blanco p. f = 131.133°C. RMN *H
(CDCl3, 500 MHz) & 7.99 (d, 1H, J = 15.7 Hz, CH.\inCO), 7.71 (d, 1H, J = 15.7 Hz, CHuin),
7.52 (d, 2H, J = 8.4 Hz, CHarom-c1), 7.35 (M, 5H, CHarom), 7.19 (d, 2H, J = 7.0 Hz, CHarom-c1),
5.20 (s, 1H, CH"), 1.64 (s, 3H, CHa), 1.03 (s, 3H, CHs) ppm. RMN *3C (CDCls, 125 MHz) &
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165.02 (CO), 153.49 (NCO), 145.17 (CH.\inCO), 136.75 (Carom), 136.42 (Carom-c), 133.24
(Carom-c1), 129.97 (CHarom-ci), 129.35 (CHarom-ci), 129.11 (CHarom), 128.83 (CHarom), 126.51
(CHarom), 117.89 (CHuin), 82.75 (C(CHs)2), 67.48 (PhCH), 29.20 (CHs), 23. 95 (CHs) ppm.
HRMS m/z: calculado CH1sNO3sCl: 355.0975; experimental: FAB+ [M+H]* C20H19NO3CI: .

7.2.13 Procedimiento general para la adicion 1,4 de nitrometano al sistema a,f-
insaturado 168.

En un matraz redondo provisto de agitacibn magnética se pes6 168 (1.0 equiv.), y se
disolvié en CH2Cl; (50 mL). Posteriormente en otro matraz se colocé CH3sNO; (2.5 equiv.),
DBU (0.2 equiv.) y se agito a temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos,
pasado el tiempo se adiciono gota a gota la mezcla de CHsNO.y DBU al matraz con el
sistema a,B-insaturado. Se dejo en agitacion a temperatura ambiente monitoreandose por
CCF. Alfinalizar la reaccion se agregd HCI 1M y se llevaron a cabo extracciones con CH,Cl;
y agua (3X20 mL). Las fases organicas se juntaron, se secaron con Na,SO. y se
concentraron a presion reducida. Se obtuvieron 1.20 g (74% rendimiento). La mezcla de
diasteroisémeros obtenida se separ6 por cromatografia en columna (3:1) Hx:AcOEt.

(4R)-3-(3-(4-clorofenil)-4-nitrobutanoil)-5,5-dimetil-4-feniloxazolidin-2-ona (F1-169).

0, Sélido color blanco p. f = 132-134°C. RMN H

Ph (CDCls, 500 MHz) & 7.35 (m, 3H, CHarom), 7.27 (m,

X CH; 2H, CHarom), 7.17 (d, 2H, J = 8.6 Hz, CHarom-c1), 7.09

)\ CHs|  (d, 2H, 3= 6.0 Hz, CHaomc), 4.95 (s, 1H, CH'), 4.64

Cl o7 © (dd, 1H, J = 12.8, 6.6 Hz, NO2CH>), 4.56 (dd, 1H, J

= 12.8, 6.6 Hz, NO2CH>), 4.02 (m, 1H, CH), 3.61
(dd, 1H, J = 17.4, 8.0 Hz, CH»CO), 3.30 (dd, 1H, J = 17.4, 6.3 Hz, CH.CO), 1.49 (s, 3H,
CHs), 0.97 (s, 3H, CHs) ppm. RMN **C (CDCls, 125 MHz) & 169.93 (CO), 153.32 (NCO),
137.11 (Carom), 135.94 (Carom-ci), 134.03 (Carom-ci), 129.40 (CHarom-ci), 128.21 (CHarom-ci),
129.04 (CHarom), 126.39 (CHarom), 83.17 (C(CHz)2), 79.35 (NO2CH>), 67.18 (PhCH), 39.26
(CH), 38.79 (CH2CO), 29.00 (CHs), 23.81 (CHs3) ppm. HRMS m/z: calculado C21H21N2OsCl:
416.1139; experimental: FAB+ [M+H]" C21H22N2OsCl:
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(4R)-3-(3-(4-clorofenil)-4-nitrobutanoil)-5,5-dimetil-4-feniloxazolidin-2-ona (F2-169).

Sélido color blanco p. f = 163-165°C. RMN H
h (CDCls, 500 MHz) & 7.26 (m, 5H, CHarom), 7.15 (d,
CH3 2H, J = 8.4 Hz, CHarom-c1), 6.89 (a, 2H, CHarom-c1),
)\ CHs| 501 (s, 1H, CHY), 4.61 (m, 2H, NO,CHs), 4.03 (m,
o7 © 1H, CH), 3.71 (dd, 1H, J = 16.9, 7.4 Hz, CH,CO),
3.24 (dd, 1H, J = 16.8, 7.3 Hz, CH,CO), 1.58 (s, 3H,
CHs), 0.95 (s, 3H, CHs) ppm. RMN %C (CDCls, 125 MHz) & 170.03 (CO), 153.24 (NCO),
136.91 (Carom), 135.75 (Carom-cl), 134.01 (Carom-ct), 129.38 (CHarom-ci), 129.22 (CHarom-c),
129.09 (CHarom), 128.83 (CHarom), 126.12 (CHarom), 83.04 (C(CHs)2), 79.34 (NO,CH>), 67.23
(PhCH), 39.50 (CH), 38.50 (CH2CO), 29.15 (CHs), 23.88 (CHs) ppm. HRMS m/z: calculado
C21H21N20sCl: 416.1139; experimental: FAB+ [M+H]" C21H22N2OsCl: .

0,

g

Cl
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7.3 Detalles computacionales.

7.3.1 Andlisis conformacional, optimizacion geométricay calculo energético.

Un andlisis conformacional de todos los analogos de GABA en su forma neutra y
anionica, incluidos los (R) y (S), los enantidmeros se realizaron utilizando el campo de
fuerza SYBIL.%* El conférmero de minima energia fue sometido a una optimizaciéon de
geométrica, sin restricciones de simetria, empleando el método semiempirico PM3.1%° Para
asegurar que la estructura corresponda a un minimo en la superficie de energia potencial,
se realizé un andlisis de frecuencia arménica. Ademas, para adquirir un valor energético
MAs preciso y caracteristicas de densidad electrénica, se aplicé una reoptimizacion de la
geometria, a nivel de precision de la teoria funcional de densidad, con el funcional hibrido
de Becke, Lyn, Yang y Parr (B3LYP),'%® y el conjunto de bases 6-31*G.%” Con estos
resultados el mapa de potencial electrostatico (MPE) fue mostrado en una superficie de
isodensidad (0,002 e/ A%) para cada compuesto. El mapa MPE proporciona una percepcion
del tamafio molecular y la ubicacion de las zonas ricas y deficientes de electrones en un
compuesto. Ademas, para evaluar el efecto electrénico causado por los sustituyentes en el
anillo de triazol se obtuvo una superficie de potencial electrostatico molecular con un valor
de -15 kcal/mol. Todos los calculos y graficos moleculares se realizaron en el programa
SPARTAN'08.168

7.3.2 Calculo de descriptores moleculares.

Para la identificacibn de las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de los
analogos de GABA, importantes para su actividad inhibitoria sobre la GABA-AT, se realiz6
un estudio QSAR. Las familias de los descriptores moleculares como los constitucionales,
topoldgicos, geométricos y las propiedades moleculares se calcularon en el software
DRAGON 05.1%° |a seleccion de estos descriptores fue segin su capacidad para explicar
adecuadamente la actividad biolégica de los analogos de GABA, y proponer qué
enantidmero podria ser el bioldgicamente activo. Un conjunto de descriptores de mecanica
cuantica relacionados con la estructura del triazol se obtuvo con SPARTAN 08. Para este
proposito usamos un andamio de triazol como referencia (figura 1S) y evaluamos el efecto
de los sustituyentes sobre la distribucion electrénica en el anillo de triazol y el grupo
carboxilato de cada analogo de GABA.
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B RSPt

Figura 1S. Geometria optimizada del andamio de triazol A) en su forma neutra y B)
anionica.

Evaluamos el cambio en la distribucion electronica en los atomos del anillo triazol y
el grupo carboxilico para las formas neutra (C4, Cs, Cs, O1, O2, N1, N2, N3, Hg y H7) y aniénica
(C4, Cs, Cs, O1, Oz, N1, N2, N3 y H7), empleando la estructura optimizada de las moléculas
después del célculo DFT y sus cargas parciales de Mulliken, electrostéaticas y naturales.

Para las formas neutrales, todos los descriptores fueron empleados para la
construccién de los modelos QSAR. Sin embargo, para las formas anidnicas solo se
utilizaron los descriptores moleculares de Quantum Mechanicals, ya que el software Dragon
no calcula descriptores moleculares para estructuras aniénicas.

7.3.3 Construccién y validacién de QSAR.

Los modelos mateméaticos se construyeron considerando todos los descriptores
moleculares como variables independientes y el porcentaje de inhibicién de la enzima de
GABA-AT de Pseudomonas como variable dependiente mediante el algoritmo genético,
técnica implementada en MobyDigs 01.17° Para validar nuestro modelo QSAR, empleamos
el coeficiente de determinacion (R?), validacion cruzada R? (Q?), desviacion estandar (s) y
prueba de Fisher (F).

R? es la varianza total de la actividad biolégica (en este caso, el porcentaje de inhibicién)
explicada por un modelo de regresion. Se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:

2ie1 (i — ¥i)?
2 i — ¥)?

donde J; es el valor estimado de la actividad biolégica por el modelo QSAR, yi es el valor

RZ =1-— 2)

de la actividad experimental y y corresponde a su promedio. Este parametro esta
relacionado con la capacidad de descripcion de nuestro modelo QSAR.

Q? es la varianza explicada en la prediccién de nuestro modelo matematico. Se
obtiene mediante la ecuacion:
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izt (J’i - }A’i/i)z
- e (i — ¥)?

Q* = (3)

donde 371-/_ denota la actividad biologica de la i-ésima molécula estimada usando un modelo
2

obtenido sin usar la i-ésima molécula. Q2 se emplea generalmente para evaluar la capacidad
predictiva de los modelos QSAR. F y s son parametros que proporcionan informacién sobre
la probabilidad de que el modelo QSAR ocurra por casualidad (ecuacion 4), y cémo la
correlacion entre la actividad experimental y calculada se ve afectada por el nimero de
moléculas en el estudio (ecuacion 5), respectivamente.

Yiea (i — 37)2/ .

_ df,
F= S Gi— ] )
dfs
?=1@i - J’i)z
- ©

En la ecuacion 4 dfy, y dfy son los grados de libertad del modelo (descriptores
moleculares en la ecuacién) y error, respectivamente. En la ecuacion 5, n representa el
namero de moléculas en el estudio. El resto de variables en las ecuaciones 4 y 5 se han
explicado anteriormente. En el modelo QSAR, s y F deben tener el menor y mayor valor
posible respectivamente, para garantizar que el modelo QSAR sea fiable. Ademas, la matriz
de correlacion de Pearson, Q?asinwstica, 12s reglas de redundancia y sobreajuste se utilizaron,
estas han demostrado ser Utiles para validar modelos QSAR.

7.3.4 Modelado y refinamiento estructural de homologia.

Dado que no esta disponible una estructura 3D completa de la enzima GABA-AT de
P. fluorencens, generamos su modelo estructural de homologia. Dado que el sitio catalitico
se encuentra en la interfaz del dimero, era necesaria su construccion. Para este proposito,
empleamos nuestro método previamente informado para el construccién y refinamiento de
este modelo de homologia GABA-AT.®°

7.3.5 Calculos de acoplamiento molecular.

Se llevaron a cabo los célculos del acoplamiento molecular de los derivados de
triazol con la enzima GABA-AT de Pseudomonas utilizando el método empleado en
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nuestros trabajos anteriores con el programa Molegro Virtual Docker 6.0.8° El docking fue
realizado sobre el sitio catalitico, utilizando como funciones de busqueda y puntuacion el
MolDock Optimizer y MolDock Score [GRID] respectivamente. Los parametros de las
funciones de busqueda se establecieron como: 20 corridas con un méaximo de 4000
iteraciones y 200 individuales (GABA-AT de Pseudomonas) por corrida y 400 individuales
(para el modelo humano). El método se validé mediante la reproduccion del modo de unién
experimental del inhibidor de referencia dentro de la estructura cristalina (PDB: 3R4T) con
una desviacion cuadratica media (RMSD) de 1.7 A para validar el modelo de Pseudomonas
(figura 8S, ver anexos) y PDB: 1ohw con una desviacién cuadratica media (RMSD) de 1.3
A para validar el modelo humano (figura 9S, ver anexos).
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9. Anexos

9.1 Espectros de resonancia magnética nuclear

sintetizados.
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RMN H (200 MHz, CDCls) del compuesto 144a.
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RMN 3C (50 MHz, CDCls) del compuesto 144b.
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RMN H (200 MHz, CDCls) del compuesto 144d.
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RMN 13C (50 MHz, CDCls) del compuesto 144e.

N 0O
//\N
N_ X CH,CH,
OCH,
| P

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

RMN *H (200 MHz, CDCls) del compuesto 144f.

o MUOVLOOVWMMOO

T o AONO T NOY® NON -
B o SWHS YO Q@i “
© © TOMOMAN- o 1 © <
- - Al ol i o o ©oun< -

(. Il foN N <N [

|

!
|
|

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

RMN 13C (50 MHz, CDCIls) del compuesto 144f.

(o}
N//N\N\/\)ko
_ CH,CH;,

Cl
7 - I
o d'Ae & 3 'S =3
QONKN © o - ™
T T o= -0 T T e oL T N T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
)

f1 (ppm

177



RMN H (200 MHz, CDCls) del compuesto 144g.

Anexos

- TN
N om0 N &M N N
0 SNOmoo Y < ~ N
© TOOOONNN - © <
- L ol ol ol ol o © < -
\ ——N e | | \
!
|
|
NERw m |
T T T T T T ‘\ T T T T T T T T T T
80 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 20 10 0

f1 (ppm)

RMN 3C (50 MHz, CDCls) del compuesto 144g.

/s

)

.06 - __
A.01=—

N
nwNN [ =} o o o
T T — ‘\_ T T T T ‘_\ = T \‘- e f‘\‘ T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

RMN H (400 MHz, CDCls) del compuesto 145b.

N oM=< O

N “Yhbwo ¥ @ = @

- SHMO OO @ o «Q © Nege

- Ll S o © n <t ™ -NN®M

I e N I I (I NS/

|
I I
I
LI |

T : : : T T : : : : : : : : : T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 30 20 10 0

f1 (ppm)

RMN 3C (100 MHz, CDCIs) del compuesto 145b.

178



Anexos

+10

20

50
60

Cl +70

+80

8

|MH‘|

f1 (ppm)

90

(0] 100
F110
CH,CH,

+120

e, 8 F130

Ml‘

L 140

. . . . . . . . . . . . . .
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

RMN 2D (HSQC, 400 MHz, CDCls) del compuesto 145b.

JU T Wl MJL

— 30

+10
20

50

+70
80
+90
100

f1 (ppm)

110
120
) @ o F130
00 oo o 6o [140

+150

160

_ 00 (036 +170
180

190

. . . . . . . . . . . . . . .
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
2 (ppm)

RMN 2D (HMBC, 400 MHz, CDCIs) del compuesto 145b.

179



Anexos

.
f

N
S S @ =
L . . . . : o . . . oo
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)
RMN H (200 MHz, CDsOD) del compuesto 146.
I ONO OO ®
! NEKROQO® g QX ®
0 oMo ooN M~ N
~ OO OOm®N - - ©
- - T o n M N
I — I (.
I | |
l . . il .ﬁ,_ud . TR TRTI A . R~ -
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

f1 (ppm)

RMN 13C (50 MHz, CDsOD) del compuesto 146.

N\//i\N%/\)OKOH

\\
T
S
\
—

/
%L TV

0.89]—

Y & 3
) [ =} «© (-] ~
T T T T T T T T T \‘- N T e T = = T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f1 (ppm)

RMN *H (200 MHz, CDCls) del compuesto 147.

180



Anexos

N © v
2 S S 2 28 er
~ S 8 N o < N @
- - - < ™ N N ®
I I I I [ /
I
|
| W e
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 10
f1 (ppm)
RMN 3C (50 MHz, CDCls) del compuesto 147.
/N i
N
_ H
LS
L - ST
S% 99 © S <
T T = o\c = T T T T T F\ T T T T o N T T
5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)
RMN H (200 MHz, CDCls) del compuesto 148.
- WYTONON
© nowT-e-nN - o O
< OANNNOWY ™~ v o
~ OMNNNN N o <
- Anll ol ol o < M N
| ——
I
| I
™ Ak ™ m b Ll et ot mlnl ok ' " YY) L L Al L Lt ¥ A el J“‘L i L 1
90 180 170 160 150 140 130 120 110 90 80 70 60 50 40 30 20

100
f1 (ppm)

RMN 3C (50 MHz, CDCls) del compuesto 148.

181



Anexos

/S

%\

N e
-

NA.00F0——+
] —
| %\\

11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

RMN H (200 MHz, CDCls) del compuesto 149.

[ N O

N~ © ®© T2} NeSd Mo
© N o« o Nm Qe
N~ ™M ™ © oUW T—®™M
- - - < M NNN
I [ — !

S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

RMN 13C (50 MHz, CDCls) del compuesto 149.

(0]
N
7 \N\/\)ko
N\__{ H
J CF,
. " |

|

2 3 u )

S S N DT
‘ ‘ 0oL ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ o ‘ ‘ ‘ L ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -0.5

kil (ppm)

RMN *H (200 MHz, CDCls) del compuesto 150.

182



Anexos

o] TOONODODNLNO
< O MONNNTOQ 2 Ic
< CH=OC0©©OO - N ¥ =
N~ MMOMOMHONNNNNN N o v
- Lol ol o S S o < ™ N
I e = I I
|
! |
l L ; m ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

1 (ppm)

RMN 3C (50 MHz, CDCls) del compuesto 150.

OCH;,4
ST / [/
iy N

h.97]
2.35{

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.2 807876 7472706866 646.26.05856545250484.6 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.

f1 (ppm)

RMN H (200 MHz, CDCls) del compuesto 151.

KN

T T T T
2.2 2.0 18 1.6

N < © © N <
© < oo N ™ n o ™ N
I = VM= O No@ il
N~ © 0 oMm N~ n N o
- - - - - - - n < ™ N
I I NN [ I I (.
|
|
| ‘ ‘
| L) ,
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

RMN 3C (50 MHz, CDCls) del compuesto 151.

183



Anexos

N i
N N
_ H
Cl
—
-
IV A lA
¥ 3 S'd
NN S o 9
o : : : : : N : : : T : : : :
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
RMN H (200 MHz, CDCIls) del compuesto 152.
© NNOONWD
n o0« «- [+°] n o
< NONOOW N n -
~ MOMmOONN ~ o 1
- Ll o ol < ™ N
| — ) \ Lo
|
! |
I
| Lk m
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

f1 (ppm)

RMN 13C (50 MHz, CDCls) del compuesto 152.

Cl
(0]
N
Z N
N_ H
/f//f / Ve f
JJ MM
TTEBE Y T 'y o
Q@S0 S o S
FNN‘-\(“ N\ T T o\ T \N\ T T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.4 82 80 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 50 4.8 4.6 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.
f1 (ppm)

184



RMN H (200 MHz, CDCls) del compuesto 153.
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RMN 13C (150 MHz, CDCI3) del compuesto 160.
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RMN 13C (125 MHz, CDCI3) del compuesto 168.
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9.2 Datos cristalograficos.

Acido 4-(5-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanoico (146).

Formula empirica =

Peso molecular =
Temperatura =

Sistema cristalino =

Grupo espacial =
a=
b=
c=
q=
B =
y =
V=
Z=

Densidad calculada =

p/mm-t
F (000) =

Reflexiones colectadas =

Valor R final =

C12H13N302
231.25 g/mol
99.8(6) K
monoclinico
P2i/n

11.85345 (11) A
5.60415 (5) A
17.63036 (15) A
90°

103.7829 (9)°
90°

1137.435 (18) A3
4

1.350 g/cm3
=0.779

488.0

14910

0.0380

Anexos
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9.3 Detalles de acoplamiento molecular (docking).
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Figura 2S. Interacciones entre los analogos 72-75 y la GABA-AT de Pseudomonas fluorescens. a)
72,b) 73, ¢) 74, d) 75. El grupo prostético PLP se muestra como esferas van der Waals, los residuos
de 4 A en color purpura y azul y los enlaces de hidrégeno como lineas discontinuas azules.
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Figura 3S. Interacciones entre los analogos (R)- y (S)-76-79 y la GABA-AT de Pseudomonas
fluorescens. a) (R)-76, b) (S)-76, c) (R)-77, d) (S)-77, e) (R)-78, f) (S)-78, g) (R)-79, h) (S)-79. El
grupo prostético PLP se muestra como esferas van der Waals, los residuos de 4 A en color purpura
y azul y los enlaces de hidrégeno como lineas discontinuas azules.
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Figura 4S. Interacciones entre los analogos (R)- y (S)-81 y 83 y la GABA-AT de Pseudomonas
fluorescens. a) (R)-81, b) (S)-81, c¢) (R)-83, d) (S)-83. El grupo prostético PLP se muestra como
esferas van der Waals, los residuos de 4 A en color purpura y azul y los enlaces de hidrégeno como
lineas discontinuas azules.
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Figura 5S. Interacciones entre los analogos 72-75 y la GABA-AT de humano. a) 72, b) 73, ¢) 74 y d)
75. El grupo prostético PLP se muestra como esferas van der Waals, los residuos de 4 A en color
verde y amarillo y los enlaces de hidrégeno como lineas discontinuas azules.
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Figura 6S. Interacciones entre los analogos (R)- y (S)-76-79 y la GABA-AT de humano. a) (R)-76, b)
(S)-76, c) (R)-77, d) (S)-77, e) (R)-78, f) (S)-78, g) (R)-79, h) (S)-79. El grupo prostético PLP se
muestra como esferas van der Waals, los residuos de 4 A en color verde y amarillo y los enlaces de
hidrégeno como lineas discontinuas azules.
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Figura 7S. Interacciones entre los analogos (R)- y (S)-81y 83 y la GABA-AT de humano. a) (R)-81,
b) (S)-81, c) (R)-83, d) (S)-83. El grupo prostético PLP se muestra como esferas van der Waals, los
residuos de 4 A en color verde y amarillo y los enlaces de hidrégeno como lineas discontinuas azules.
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\
Gin 265 % A lle 65

Figura 8S. Validacion de los calculos del docking molecular del modelo de Pseudomonas. Ligando
experimental (amarillo) y conformacion calculada (verde).

N

Figura 9S. Validacion de los calculos del docking molecular del modelo de humano. Ligando
experimental (gris) y conformacién calculada (naranja).
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