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RESUMEN

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso central y es responsable de los procesos de regulacion fisioldgica en los seres vivos,
la reduccion en las concentraciones de GABA est4 asociado a trastornos neuronales tales

como epilepsia, mal de Parkinson Alzheimer entre otros.

El presente proyecto se centrd en la sintesis de nuevas moléculas analogas al &cido vy-
aminobutirico (GABA) a partir de una ruta de sintesis que involucrd una reaccion de N-
alquilacion y adiciones conjugadas 1,4 del reactivo de Grignard a partir de diversos
heterociclos de cinco y seis miembros. Estos nuevos analogos fueron disefiados como

inhibidores de la y-aminotransferasa de GABA, encargada de la regulacion del GABA.

Se sintetizaron 17 nuevos analogos de GABA; seis analogos estructurales de GABA, 5
anélogos p-sustituidos en analogia con (R)-baclofen y 6 andlogos p-sustituidos en analogia a
la (S)-pregabalina. Todos los analogos finales se obtuvieron en rendimientos que fueron de
buenos a moderados, los andlogos se caracterizaron mediante resonancia magnética nuclear
de 'H y 13C y experimentos bidimensionales. Se determing la actividad inhibitoria in vitro de
los 17 analogos en contra de la enzima GABA-AT de Pseudomonas fluorescens, el analogo
87b mostré un 73% £5.16 de inhibicion contra la enzima de GABA-AT, la cinética
enzimatica dio como resultado que 87b es un inhibidor competitivo a bajas concentraciones
e inhibidor no competitivo a concentraciones mas elevadas. Se realiz6 el estudio in vivo de
87b mediante el analisis de latencia en el primer ataque, el nUmero de ataques tonico-clonicos

generados en el primer periodo de observacion y la proteccion contra la muerte.

Con la finalidad de entender y explicar la actividad bioldgica presentada por los andlogos
sintetizados previamente se realizaron los estudios de relacion cuantitativa estructura-
actividad (QSAR) y de acoplamiento molecular (Docking) en dos modelos de homologia;
GABA-AT de Pseudomonas y GABA-AT humano, mostrando que los analogos se unen al
sitio activo de la enzima en diferentes afinidades y conformaciones que se asociaron a la

actividad biolégica presentada.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Actualmente, se estima que 47 millones de personas sufren trastornos demenciales a nivel
mundial, esta cifra equivale al nimero de personas de la poblacion actual espafiola y a la
tercera parte de la poblacion mexicana. Se estima que este nimero pase a mas de 131 millones
para el 2050, a medida que la poblacion envejezca. Los costos mundiales de las implicaciones

de esta enfermedad se estiman en $818 mil millones de ddlares.?

Otro trastorno neuroldgico preocupante es el mal de Parkinson, se estima que de 7 a 10
millones de personas en el mundo padecen esta enfermedad y se espera que la prevalencia
por encima de los 50 afios se duplique para 2030, a su vez, se estima que 1 millén de
estadounidenses padecen la enfermedad de Parkinson, con 60,000 nuevos casos

diagnosticados cada afio.®

En México, el Estudio Mexicano de Salud y Envejecimiento (MHAS) y la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT), en un estudio prospectivo de panel de
envejecimiento y salud, encontraron que la prevalencia de demencia es del 6.1 por ciento en
la poblacién de 60 afios 0 mas, con una tasa de incidencia estimada de 27.3 por cada 1000
personas. Ademas de que la hipertension, la diabetes y la depresion son factores de riesgo.
Las estimaciones de la encuesta ENSANUT 2012 mostraron una prevalencia de demencia
del 7.9 por ciento.!

Se ha estimado una prevalencia de 7.4 por ciento en areas urbanas y 7.3 por ciento en areas
rurales, similar a las estimaciones de ENSANUT 2012, y una incidencia de 30.4 por cada
1,000 personas. EI World Alzheimer Report estimd que en 2015 habia un poco mas de
800,000 personas con Alzheimer y otros trastornos neuroldgicos en México, y de estas, el

64% eran mujeres. Para el 2030, se estima que el niimero de personas se eleve a 1.5 millones.!

Por otra parte, cabe destacar que tan solo en Estados Unidos el sector salud estima que 2.5
millones de personas son tratadas por epilepsia?, y que cada afio se diagnostican alrededor de

150,000 casos nuevos y otros mas permanecen sin diagnosticar.®



La gran mayoria de las personas con este tipo de padecimientos no han recibido un
diagndstico, y por lo tanto son incapaces de acceder a la atencion y el tratamiento adecuado,
incluso cuando se diagnostica la enfermedad, la atencion médica brindada a menudo es
deficiente, descoordinada e insensible a las necesidades de las personas que viven con

demencia, sus cuidadores y sus familias.

Una caracteristica comun de estas enfermedades se relaciona estrechamente con la
concentracion del GABA (&cido y-aminobutirico) siendo el principal neurotransmisor
inhibitorio del sistema nervioso central y responsable de los procesos de regulacion
fisioldgica presente en los seres humanos. Cuando los niveles de este neurotransmisor
disminuyen, se presentan algunos de los trastornos neuroldgicos ya descritos. Actualmente,
la clinica dispone de algunos farmacos para el tratamiento de estas enfermedades, algunos de
ellos a través de un mecanismo de accién que logra incrementar los niveles de GABA. Aun
asi, los farmacos disponibles son muy limitados por lo que cada afio cientos de moléculas

son sintetizadas y evaluados para este objetivo.

En el presente proyecto de investigacion se desarrollé la sintesis, evaluacion in vitro, in vivo
e in silico de nuevos analogos heterociclicos de GABA. Los analogos disefiados se dividieron
en dos series (A 'y B) y se mantuvo el grupo farmac6foro de GABA en donde el &tomo de
nitrégeno en la posicion y forma parte de sistemas heterociclicos tales como; tiazolidina,

piperidina, piperidinas sustituidas con los grupos metilo, morfolina y tiomorfolina.

Los andlogos en la serie A contienen la estructura del GABA sin sustituyentes en las
posiciones a 0 B. Sin embargo, la serie B incluye un sustituyente i-butilo o p-Cl-fenilo en la
posicion 3 en analogia con la pregabalina y baclofen con la finalidad de incrementar su

caréacter lipdfilo.

Contrariamente a lo que sucede en el caso de los andlogos de GABA con grupos amino
primarios que les permiten reaccionar con el grupo aldehido de la coenzima Piridoxal 5-
fosfato (PLP) de la enzima GABA-AT, la inclusion del &tomo de nitrégeno en estos sistemas
heterociclicos no aromaticos los convierte en aminas terciarias con mayor basicidad
(pKb~4.2). Esta basicidad incrementada puede favorecer la transferencia del proton del acido

carboxilico a los atomos de nitrégeno de los sistemas heterociclicos para generar especies



zwitterionicas que pueden facilitar su interaccion de una manera no covalente, con la enzima
GABA-AT.

Todos los compuestos disefiados en este trabajo cumplen con la regla de Lipinski de cinco

para predecir su probabilidad de convertirse en un pre-farmaco.

El trabajo previo de nuestro laboratorio ha demostrado que estas modificaciones estructurales
conducen a compuestos con actividad inhibidora de la GABA-AT. También se llevo a cabo
la determinacion del potencial inhibitorio in vitro sobre la enzima GABA-AT de
Pseudomonas fluorescens, el estudio in vivo de uno de los compuestos que resulté mostrar
actividad inhibitoria, asi como los estudios de acoplamiento molecular y de relacion
cuantitativa estructura-actividad para explicar su actividad inhibitoria sobre la enzima de
GABA-AT.

Ademas, también llevamos a cabo un estudio de acoplamiento molecular sobre una enzima
GABA-AT humana modelada por homologia para identificar compuestos como posibles

candidatos para futuros estudios in vivo.



ANTECEDENTES

ANTECEDENTES

1. Acido y-aminobutirico (GABA).

Los dos mayores neurotransmisores involucrados en la regulacion de la actividad neuronal
en los seres vivos son el acido y-aminobutirico 1 (GABA), un neurotransmisor inhibitorio y
el 4cido L-glutamico, un neurotransmisor excitatorio.® La disminucion de los niveles de
GABA esta asociada a un gran conjunto de trastornos psiquiatricos y neuroldgicos tales como
epilepsia’, mal de Parkinson®, Alzheimer® y enfermedad de Huntington®°. Sin embargo, la
administracion de GABA como terapia farmacolégica no es posible debido a su deficiente
capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica asociado a su hidrofobicidad.

El &cido y-aminobutirico se encuentra ampliamente distribuido a través del sistema nervioso
central (SNC). Las concentraciones altas y distribucion de GABA en el cerebro y la médula
espinal sugieren un papel importante en la modulacion de la mayoria de las funciones del
SNC. Este concepto se apoya por el hecho de que los agonistas y antagonistas del receptor
GABA muestran una amplia gama de efectos farmacoldgicos, incluyendo ansiodlisis,
hipnosis, relajacion muscular, amnesia, mejora cognitiva, estimulante, y actividades

anticonvulsivantes.?

Por esta razon, numerosos grupos de investigacion se han dado a la tarea de generar afio con
afio miles de moléculas que son sintetizadas y evaluadas como candidatos a farmacos en el
tratamiento de estos trastornos neuroldgicos. En este contexto, la sintesis de analogos del
neurotransmisor acido y-aminobutirico 1 (GABA) es tema de investigacion por su potencial
terapéutico. Dentro de la literatura se ha reportado una gran variedad de analogos de GABA
y de algunos de los farmacos mas representativos que son analogos estructurales de este

neurotransmisor.
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1.1. Sintesis y metabolismo de GABA.

El GABA se sintetiza a nivel bioldgico en diferentes sitios a partir de la a-descarboxilacion
del &cido L-glutdmico en una reaccion catalizada por dos enzimas &cido glutamico
descarboxilasa (GAD65 y GAD67), es almacenado dentro de las vesiculas sinapticas por
neurotransportador vesicular del GABA y es liberado a las terminales nerviosas por
exocitosis dependiente de calcio. Al igual que ocurre con otros neurotransmisores el GABA
es recaptado por las neuronas circundantes y las células gliales se produce a través de la
actividad de proteinas transportadoras de GABA (GATSs)*? (Figura 1).
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Figura 1. Ruta de sintesis y metabolismo de GABA a nivel neuronal.

Continuando con su ciclo, el GABA es metabolizado por una reaccion de transaminacion
catalizada por la GABA aminotransferasa (GABA-AT) en presencia de la coenzima piridoxal
5-fosfato (PLP por sus siglas en inglés) generando semialdehido succinico, que por accién
de la enzima semialdehido succinico deshidrogenasa (SSDH) se transforma en &cido
succinico, un sustrato importante en el ciclo de Krebs, y posteriormente en a-cetoglutarato.
La degradacion del GABA a semialdehido succinico convierte la coenzima piridoxal 5-
fosfato (PLP) a piridoxiamina 5-fosfato (PMP).13

Finalmente, se regenera ¢l glutamato a partir del a-cetoglutarato por accién de la coenzima

piridoxiamina 5-fosfato (PMP), comenzando un nuevo proceso ciclico (Esquema 1).
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Esquema 1. Ruta bioquimica de sintesis y metabolismo de GABA.

1.2 Receptores GABA.
Los receptores a GABA se encuentran en los sitios pre- y post-sinapticos, se han identificado

tres tipos de receptores; GABAa, GABAg y GABAc. El receptor GABAAa situado
generalmente postsindpticamente, a nivel de la membrana plasmatica, dendritas o segmento
inicial del axdn, forma parte de una familia de receptores ionotrépicos. Es un canal de cloruro
activado por ligando. Es el receptor GABA mas abundante e interviene en los procesos
rapidos de transmision de tipo inhibidor que conducen a la reduccion de la excitabilidad de
la membrana celular. Estructuralmente se trata de una glucoproteina formada por cinco
subunidades polipeptidicas. El receptor GABAA puede ser modulado alostéricamente por dos

importantes farmacos; las benzodiazepinas y los barbittricos.**

Los receptores GABAB son receptores metabotropicos. Se tratan de un receptor acoplado a
proteinas G, cuya activacion da lugar a una inhibicién de la adenililciclasa, a la inhibicion
presinaptica por supresion del flujo de Ca?* y reduccion de la liberacion del neurotransmisor,
e inhibicion postsinaptica por activacion de las corrientes de K" que conducen a la

hiperpolarizacion de la membrana celular.

Los receptores GABAC estan compuestos por cinco subunidades p que se ensamblan en un
complejo de proteinas pentaméricas para formar un canal de cloruro en su centro, muestra
distintas propiedades eléctricas (sus corrientes son mas pequefias) en comparacion con los

receptores GABAA.
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Los receptores GABAC tienen una mayor sensibilidad para GABA. Son insensibles a los
moduladores del receptor GABAAa, como los barbituricos, las benzodiazepinas, asi como a la
bicuculina, y no son activados por el agonista del receptor de GABAg baclofeno.®

1.3. Trastornos neuroldgicos asociados a la deficiencia de GABA.

La deficiencia del GABA en seres humanos se asocia a severos trastornos de tipo neurolégico
como lo es el Alzheimer®, enfermedad que causa discapacidad de memoria y demencia,
caracterizada por un declive progresivo de la memoria y funciones cognitivas, lo que
repercute no solo a la persona que la padece, sino a la familia total. Por otro lado, la
enfermedad de Parkinson® es un trastorno neurodegenerativo progresivo, que se caracteriza
por sintomas motores como temblor, rigidez, lentitud de movimiento y problemas al caminar.
Los sintomas motores a menudo van acompafados de fatiga, depresion, dolor y problemas

cognitivos.®

Bajo la misma directriz, la epilepsia’ (condicion neuroldgica caracterizada por convulsiones
recurrentes no provocadas) y trastornos de tipo psiquiatrico como la depresién y la ansiedad,
han sido atribuidos a una deficiencia de GABA.

2. Andlogos de GABA reportados en la literatura.

2.1. Andlogos de GABA comercializados: farmacoterapia.

Los niveles de GABA no pueden ser incrementados por administracion directa de la misma,
debido a su bajo grado de lipofilicidad, misma que representa su deficiente capacidad para
cruzar la barrera hematoencefalica (BHE)®. En consecuencia, se ha originado una extensa
investigacion en la sintesis y aplicacion clinica de analogos de GABA con mayor caracter
lipofilico capaces de cruzar la BHE e inhibir la GABA-aminotransferasa (GABA-AT), la
enzima que degrada al GABA.Y

En este sentido, algunos andlogos de GABA y que son analogos de y-aminoacidos han
alcanzado el estatus terapéutico para el tratamiento de los trastornos neurologicos descritos
previamente, ejemplo de ellos son la vigabatrina 2, baclofen 3, pregabalina 4 y gabapentina
518 (Figura 2).
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Cl

Figura 2. Vigabatrina 2, baclofen 3, pregabalina 4 y gabapentina 5.

El acido (S)-4-amino-5-hexenoico (y-vinil GABA, vigabatrina) 2, un analogo sintético del
GABA, es un importante medicamento anticonvulsivo comercializado en forma racémica
como Sabril®. No obstante, s6lo el enantiomero (S) es el farmacoldgicamente activo'® como
inhibidor irreversible y selectivo de la GABA-AT, es empleado en casos en donde los

antiepilépticos usuales son ineficaces.?

Desafortunadamente, el tratamiento con vigabatrina 2 tiene el potencial de tener efectos
secundarios, alrededor de 25-50% de pacientes suelen exhibir anormalidades irreversibles en
la vision periférica luego de una administracion crénica®, ademas de presentar una baja
permeabilidad hacia la BHE, lo que requiere dosis que van de 1-3 g/dia, dejando una clara

necesidad por buscar mejores inactivadores de GABA-AT.

El &cido (R)-4-amino-3-(p-clorofenil) butirico (baclofen) 3 fue el primer agonista de los
receptores GABAg y fue disefiado originalmente como un anélogo lipofilico de GABA con
una afinidad hacia la barrera hematoencefalica.?? El baclofen 3 es comercializado en forma
racémica como Lioresal®* o Baclon®; sin embargo, diversos reportes de la literatura

sugieren que la actividad bioldgica de 3 reside mayoritariamente en el enantiémero (R).2*

Baclofen esta prescrito como relajante muscular, agente en el tratamiento de la espasticidad
en la esclerosis multiple (via oral), desordenes espasticos de origen cerebral y para la
neuralgia del trigémino (via intratecal). Los efectos secundarios que puede ocasionar este
farmaco son somnolencia, mareos, debilidad, confusion, malestar estomacal, dificultad para

respirar y crisis convulsivas.

El &cido (S)-3-aminometil-5-metilhexanoico (pregabalina) 4, es un potente anticonvulsivo
relacionado con la actividad neurotransmisora del GABA® cuya actividad bioldgica reside
en el enantidmero (S). 2° La (S)-pregabalina esta indicada en el tratamiento de epilepsia, dolor

8
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neuropatico y trastornos generalizados de ansiedad. 2® La pregabalina causa efectos adversos
como reacciones alérgicas graves a mortales, pensamientos o actos suicidas, hinchazén de

manos, piernas y pies, mareos y somnolencia.

La gabapentina 5 (Neurontin), es un analogo aquiral de GABA, es empleado para el
tratamiento de desordenes cerebrales, epilepsia, sindrome de piernas inquietas y

principalmente en el tratamiento del dolor neuropatico periférico. 2’

2.2. Disefio de andlogos de GABA.

Dentro de la literatura se han reportado la preparacion de una gran variedad de analogos de
GABA y y-aminoacidos,?®? en la blsqueda de agonistas/antagonistas mejorados, 0 para
modular el metabolismo de GABA. En particular, se han wusado analogos
conformacionalmente restringidos, en un intento de evaluar la unién 6ptima de GABA a sus

receptores.

En este sentido, diversos grupos de investigacion han propuesto una diversidad de
modificaciones a la estructura de GABA conservando el grupo farmacoldgico intacto, que
resulta ser exactamente la misma estructura molecular de GABA y cuyas modificaciones
contemplan reemplazos bioisostéricos,® analogos ciclicos y conformacionalmente
restringidos®! y sustituyentes heterociclicos aromaticos en la posicion p con respecto al grupo
carbonilo.®? Debido a que el GABA es una molécula con maltiples sitios a los que puede
unirse, es de esperarse gque los analogos actien como agonistas, inhibidores de la captura de
GABA o inhibidores de la degradacion de GABA dependiendo del blanco farmacologico

para el que fueron disefiados.

2.2.1. Andlogos de GABA conformacionalmente restringidos.

Los analogos ciclicos conformacionalmente restringidos de GABA han sido ampliamente
estudiados,?®?° descritos en una amplia variedad de publicaciones dentro de la literatura,
disefiados como agonistas 0 antagonistas y con actividad terapéutica que muestran una
interaccion con los receptores de GABA. De forma general estos no presentan

modificaciones del grupo amino libre, algunos ejemplos de ellos se muestran en la figura 3.
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O ph O
(15.2R)-CAMP BMeAPhg (1R,2S) (18,3R)-CACP
? 0 0
H2N\@/Z<OH HZN\QJ(OH Hsz)(OH <—§\
(4R)-ACPCA (1S,4R)-ACPECA (1R,3R) H (R)

Figura 3. Estructuras de analogos de GABA, agonistas, agonistas parciales y antagonistas

con efectos en los receptores de GABA.

En 1990, Krogsgaard-Larsen et al® reportaron la sintesis de analogos de GABA
conformacionalmente restringidos, en donde el grupo amino forma parte de un heterociclo
(Figura 4). Adicionalmente, Krogsgaard-Larsen llevo a cabo estudios in vitro de la afinidad

de dichos compuestos a los receptores GABAaA, GABABE.

o L
HN HN
”"/U\OH OH

(R)-(-)-homo-B-prolina  (S)-(+)-homo-pB-prolina
(R)-6 (S)-6

Figura 4. Analogos de GABA reportados por Krogsgaard-Larsen.

La sintesis de los analogos ciclicos de GABA (R)-6 y (S)-6 se realiz6 por la adicion conjugada
de (R)-1-fenil-etilamina al acido itaconico 7 y una subsecuente ciclizacion, generando la
mezcla diastereomérica de ésteres (S,R) y (R,R)-9, mismos que se transformaron a ésteres
metilicos. Después de su purificacion, se realiz6é la reduccion de (S,R) y (R,R)-9 con LiAlHa,
obteniendo los aminonitrilos (S,R) y (R,R)-12 correspondientes después de dos pasos de
reaccion. El aminoacido (S,R)-14 fue preparado mediante un tratamiento acido, seguido de
una hidrogendlisis para su desproteccion y obtencién de (S)-6. La transformacion de (R,R)-
12 a (R)-6 fue llevada a cabo por la desproteccion mediante hidrogenacion catalitica e

hidrolisis para generar el analogo (R)-6 (Esquema 2).

La moderada afinidad de la mezcla al receptor GABAg se debe exclusivamente al
enantiémero (S)-6. Ademas, se encontré que ambos enantiomeros interactian con el GABAA.
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La potencia del enantiomero (R)-6 es mayor que la de (S)-6 por mas de un orden de magnitud,

mostrando una afinidad comparable a la unién de GABA.

HCI/MeOH
[ l 1
0 0
N/D\/OH LIAIH, b\'(OCHS V., \(OCHS LA, N_ ., OH
0
(R,R)-10 (R,R)-9 (S,R)-9 (S,R)-10
l socl, l SocCl,
/3\/ _ NaCN _ N/D\/ Nj" NaeN N: e
(R.R)-11 (S,R)-12 (R,R)-12 (S,R)-11
1) HCI (conc)
2)H,0
OH 5 OH
0 1) HPA-C O:<
1) Hy/Pd-C N/D\)LOH DY )Lo )
- 2) IRA-400 D
N (5)-6 (S,R)-14 (R,R)-13 N~ (R)-6
N H

Esquema 2. Sintesis de (R)-(-) y (S)-(+)-homo-B-prolina como agonistas de GABA.

2.2.2. Disefio de andlogos de GABA conformacionalmente restringidos como inhibidores de
GABA-AT.

El disefio de analogos de GABA conformacionalmente restringidos se ha caracterizado por
no realizar modificaciones en el grupo amino libre, debido al importante papel que presenta
dentro del mecanismo de inhibicion de la GABA-AT. La elucidacion de este mecanismo fue
descrito por Silverman et al** en 1991 (Esquema 3), demostrando la inhibicion de la GABA-
AT por accion de vigabatrina 2, esto ha sido ampliamente aprovechado en el disefio de
nuevos inhibidores de GABA-AT.

11



ANTECEDENTES

e . .
~ e B X T
L. = 4 =
+ - : +
B | o~
N ay 7 NH Cco, HNf co,
Pyr »—~ NH CO, * [
Pyro PLP o PLP 5 B—H Fgr Pyr Pyr H
e
X
b + Ji/\ —
rNH CO,
Pyr
E_ —\‘ Ji/\ - H "/E/\ - H2 K/E/\ A
§ NH, (/y co, = %wzy co, = \L\l’m HaN ") CO,
Pyr Pyr Pyr

HoN co,
H>
150
* H
Pyr

Esquema 3. Mecanismo de inhibicion de GABA-AT por accion de vigabatrina 2.3*

Silverman demostr6 que la vigabatrina 2 inactiva la GABA-AT mediante dos mecanismos
principales: un mecanismo de adicion de Michael (a) y un mecanismo via enamina (b).3
Estas dos vias se producen por desprotonacion del carbono-y seguido de la tautomerizacion
a través del anillo PLP (a, que conduce a la adicion de Michael) o tautomerizacién a través

del doble enlace de vinilo (b, que conduce a la formacion de enamina).

Con la finalidad de inhibir una de las tautomerizaciones posibles e incrementar la otra,
Silverman et al*®® report6 la sintesis de una serie de analogos de ciclopentano de GABA (15-
16) y evalué su actividad frente a la GABA-AT, estos andlogos previamente habian
demostrado ser excelentes mimeticos de GABA durante los estudios del receptor GABAA y

la absorcion de GABA.%® Ninguno de estos analogos exhibi6 una inhibicion dependiente del
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tiempo de GABA-AT; sin embargo, todos los andlogos mostraron ser inhibidores

competitivos, y los andlogos (+)-15, (-)-16 son buenos sustratos para GABA-AT.

NH
O 6N HCI D\ (t-Boc),0, Et;N - CHaNp D\
% 12 h H02C NH2 MeOH, 3 h M602C NH¢t-Boc

(1S,4R)-(+)-18
-(+)-1
el (R 451115

DBU, THF
reflujo
/@\ ACOH _ \e0 C/O\NHt-Boc
HO,C NH, W 2
(4R)-(-)-16 (4R)-(-)-19
(4S)-(+)-16 (4S)-(+)-19

Esquema 4. Sintesis de los andlogos de ciclopentano de GABA 15y 16.

Los enantiomeros de 15 se sintetizaron mediante la hidrolisis acida de las correspondientes
lactamas enantiopuras 17 comercialmente disponibles (Esquema 4). Los enantidmeros de 16
se sintetizaron mediante proteccién con (t-Boc)20 de cada enantiomero de 15, seguido de la
esterificacion, tratamiento con DBU y desproteccién con HCI 1N para la obtencion de 16.

Silverman et al®’ disefiaron y sintetizaron una serie de analogos de &cidos 4-
aminociclopentacarboxilicos como inhibidores de GABA-AT, ejemplo de este fue la sintesis
del andlogo 20 el cual fue un potente inactivador dependiente del tiempo de GABA-AT e

inactivador irreversible de la misma.

Br
BrBn, KOH . K,CO
7 NH ren N/Bn 1,3-dibromo-5,5- 2 ° \%O
DMSO, TBAI / dimetilhidantoina MeOH/HZO HO N

ACOH, 85% 99%

0 84% \
21 ° 22 © 23 Bn 24 Bn
DAST, 0°C
88 %
F Br
1) Na/NH; Bu3SnH, AIBN
HoN - tBUOH \L]Eﬁéo : ©
2 .., _OH F N
'If 2) HCI (2M) CeHeg, 94% \
) 86% Bn
20 26 25

Esquema 5. Sintesis de analogo 20 conformacionalmente restringido.
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La reaccién de la lactama (1R,4S)-21 comercialmente disponible con bromuro de bencilo
(BrBn) en presencia de KOH genero la lactama bencilada 22 con 84% de rendimiento, que
por tratamiento con 1,3-dibromo-5,5-dimetilhidantoina en acido acético (AcOH) produjo el
derivado de bromo 23 con 85% de rendimiento. La hidrdlisis basica de 23 seguida de la
fluoracion con trifluoruro de (dietilamino) azufre (DAST) produjo 25 con 88% de
rendimiento. La deshidrobrominacion de 25 con hidruro de tributilestafio (BusSnH) en
presencia de AIBN proporciond la monofluorolactama 26 con un 94% de rendimiento, la
reduccién de Birch y subsecuente hidrdlisis genero el analogo 20 con 86% de rendimiento

(Esquema 5).

A partir de los estudios realizados con andlogos conformacionalmente rigidos de vigabatrina
2 y acidos 4-amino-5-halopentanoicos, parece que la restriccion conformacional afecta la
inactivacion por un mecanismo de adicion de Michael mas que la inactivacion por una via

enamina.®’

Continuando con el desarrollo de inhibidores conformacionalmente restringidos de GABA-
AT, en 2003 Silverman et al® reportaron la sintesis del analogo difluoro-sustituido
conformacionalmente restringido 27, el cual resultd ser un inhibidor 186 veces méas potente
que vigabatrina 2 en experimentos in vitro y a una misma concentracion en la inhibicién de
la enzima de GABA-AT. Bajo condiciones similares, el analogo 27 fue 52 veces mas potente

que vigabatrina 2. La sintesis de 27 se muestra en el esquema 6.

%E\fo CF,HPO(OEt), o)
g N
N t-BuLi, 68% F~~ \

O PMB PMB
(1S,4R)-28 F1s.4R)-29
(NH4)2Ce(NO3)g
68%
o)
OH _ HCI (4M)
iy N
W 72% F~/ b
o
(1S,35)-27 F1s,4R)-30

Esquema 6. Sintesis de analogo 27 difluoro-sustituido conformacionalmente restringido.
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La reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) del (1S,4R)-28 enantioméricamente
puro con el compuesto dietil (difluorometil) fosfonato genero el derivado de difluorometileno
(1S,4R)-29 con 68% de rendimiento. La desproteccion del grupo N-p-metoxibencilo (PMB)
de 29 con nitrato de cerio y amonio ((NH4)2Ce(NOz)s) condujo a lactama (1S,4R)-30 con
68% de rendimiento, que por hidrdlisis acida produjo el aminoacido conformacionalmente

restringido (1S,3S) -27, que demostrd ser un inactivador mas potente que vigabatrina 2.

La potente actividad inhibitoria mostrada por 27 representd un area de aprovechamiento para
Pan et al*® quienes subsecuentemente continuaron reportando*® el disefio y sintesis de

analogos flourados*! conformacionalmente restringidos similares a 2742 (Figura 5).

F FF
\ F\ F <
OH ; \_OH \O
e g W T W ", OH ‘ OH
HN i H,N ' H,N 7 HN M
3 O 32 0O 33 o 34 o
F
FoF iB FsC
. 3 \
OH SN RL N
A o HoN" ( H,N i(
35 0 sr O B ©

CF3

F
FaC\
OH HN\“@/ OH
a

HzN‘\‘ "'/\(
39 (0] 40

Figura 5. Estructuras de compuestos flourados conformacionalmente restringidos

sintetizados por Pan et al*®.

Los analogos 33 y 34 no mostraron actividad frente a la GABA-AT, los compuestos 35 y 36
fueron inhibidores reversibles débiles de la enzima GABA-AT,* por otra parte los
compuestos 37 y 38 fueron inhibidores reversibles de GABA-AT, mientras que 39 result6
ser inhibidor débil, esto atribuido al segundo grupo de trifluorometilo.*® El compuesto 40
demostré ser un inhibidor irreversible de la enzima. En general, se determinaron los
mecanismos bajo los cuales estos compuestos inhiben a la GABA-AT, sin embargo, ninguno
de los anélogos flourados sintetizados mostrd la potencia del compuesto 27.
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En la basqueda de nuevos analogos, Silverman et al** en 2012 continuaron reportando la
sintesis y evaluacion de una serie de compuestos aromaticos y heteroaromaticos®? como
inhibidores de GABA-AT (Figura 6). Los compuestos 41 y 42 resultaron ser inhibidores
competitivos débiles de la enzima, el compuesto 43 no mostro actividad inhibitoria, esto se
atribuye a la carencia de un H adyacente al grupo amino que sea capaz de iniciar el

mecanismo de inhibicién.

\/©\/COZH Q
CO,H

HN COZH
[ COzH b. X=8
~ ~COyH 2 =
- 2 COzH c. X=NH

Figura 6. Estructuras aromaticas y heteroaromaticos reportadas por Silverman et al.

Los compuestos 44a y 44b son comercialmente disponibles, sin embargo, los compuestos
45a (Esquema 7) y 45b (Esquema 8) fueron sintetizados. La sintesis de 45a comenz6 con
acido 4,5-dibromofuran-2-carboxilico 47. La deshalogenacion selectiva de 47 utilizando zinc
metalico, seguido de esterificacion, proporciond 48 con buen rendimiento. La cianacion
catalizada por paladio de 48 generd el nitrilo 49, que luego se redujo y protegié con Boc para
producir 50. La saponificacion del éster seguida de la desproteccién del grupo Boc de 50 dio

el compuesto 45a como la sal de hidrocloruro.

Br. 0 0 (6]
|_)—COH "2 1,50, MeOH /) COMeZnCN), , DMF ¢
Br Br™ 48 49

47

(Boc),0, NaBHy,
NiCIZ*Hzo(Cat), MeOH

o) o) 0

Hl/}cow HCI@6N) | )—COH . LiOH, H,0 | )—Cco,Me
G MeOH, H,0

NH; 452 NHBoc 51 NHBoc 50

Esquema 7. Sintesis del compuesto 45a.

El compuesto 45b se sintetizo a partir del éster 4-metiltiofeno-2-carboxilato de metilo 52. La

bromacion radicalaria de 52 proporciond el compuesto 53 con buen rendimiento. El
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desplazamiento del bromuro por la azida seguida de la hidrogenacion catalitica y proteccion
con Boc generd 54. La saponificacion del éster, seguida de la desproteccion del grupo Boc

produjo el compuesto 45b como la sal de hidrocloruro.

S S

S
NBS, (PhC0O),0, 1. NaNg, DMF
/E/)—come cel | )—CoMe — Boo.5. H, | )—co,Me
52 Br 93 NHBoc 54
LiOH, H,0
MeOH, H,0
S HCI (BN) S
| )—CO,H | )—cosH
HCI NH, 45b NHBoc 55

Esquema 8. Sintesis del compuesto 45b.

De manera general los compuestos 44-46 mostraron ser inhibidores competitivos de la
enzima. Posteriormente, el mismo grupo de investigacion report6 la sintesis de analogos
conformacionalmente restringidos que incluyen en su estructura un ndcleo de

tetrahidrotiofeno** (Figura 7) en la inactivacion de la GABA-AT.

/,

S S S=0
+\‘ v - + \Q‘ ~ + ‘QM ~
HsN® 'CO, HsNY CO,  HaN“ CO,

N

57
(25,45)-56 (2R,4S)-56 0
S S =0
S UER o W gt
H3N COZ H3N /COZ H3N C02
(2R,4R)-56 (2S,4R)-56 58

Figura 7. Analogos de GABA con nucleo de tetrahidrotiofeno.

Los compuestos (2S,4S)-56 y (2R,4S)-56 se sintetizaron a partir del éster metilico de la (R) -
cisteina comercialmente disponible 59 con (Boc).0, seguido de la reaccion con bromoacetato
de etilo, que produjo el tioéter (R)-60 con 74% de rendimiento, la reaccion de TMSOTf/ EtsN
y posterior tratamiento con el 2,2,6,6-tetrametilpiperidida de litio (LiTMP)/THF proporciond
el compuesto (3R, 4R)-61 con 36% de rendimiento. La escision del enlace O-TMS en
(3R,4R)-61 con HF/TBAF seguido de la reaccion con MsCI/EtzN, genero el dihidrotiofeno
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(S)-62, que por hidrogenacion del doble enlace con magnesio en metanol, generd los
derivados de tiofeno (2S,4S)-63 y (2R,4S)-63 en 25% y 32% de rendimiento respectivamente.

Finalmente, la desproteccién del grupo amino y la hidrélisis del grupo éster en (2S,4S)-63 y
(2R,45)-63 con HCI (4N) y AcOH, gener6 los acidos 4-aminotetrahidrotiofeno-2-
carboxilicos (2S,4S)-56 y (2R,4S)-56 con buen rendimiento, estos compuestos se evaluaron

como inactivadores de la aminotransferasa (Esquema 9).

SH

S COzMe
on 1-(Boc)0. EteN ~ 1. TMSOTY, Et,N S\~ CO,Me
N 2.BrCH,COMe™ 5w\ ~OH 2. LiTMP, THF ' Lome
o 4% 0 36% BocHN' OTMS
HCI 59 60 61
1. HF, TBAF
2. NaBHy, 0°C
3. MsCl, Et;N
S\ <CO,M S s
(_7‘ 2ve Q-\\COzMe Mg, NH,CI gCOzMe
~ MeOH \_/
BocHN BocHN BocHN\\ 62
(2R,45)-63 (25,4S)-63
HCI (4N)
AcOH
S
el [ S HCl Q
HoN' COH " HaN' 'COzH
(2R ,4S)-56 (25,45)-56

Esquema 9. Sintesis de los compuestos (2S,4S)-56 y (2R,4S)-56 derivados de

tetrahidrotiofeno.

Recientemente Silverman® y colaboradores reportaron la sintesis del acido (S)-3-amino-4-
(difluorometilen)ciclopent-1-eno-1-carboxilico 64, el cual mostro ser al menos 10 veces méas
efectivo en la inhibicion de la GABA-AT que el compuesto 27. Para esto los grupos acido
carboxilico y amino de 27 se protegieron para generar 65, seguido de la selenacion del
carbono a al grupo éster, dando como resultado una mezcla inseparable en proporcion 7:3 de
seleniuros diastereomeéricos 66. La eliminacion de los grupos protectores de 66, proporciono
el compuesto 68; se encontrd que la pureza de 68 era crucial para la pureza final de 64. La
eliminacion oxidativa del grupo fenilselenilo en 68 bajo condiciones suaves dio una mezcla
isomérica (5:3) de 69 y 70 (Esquema 10).
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F
. 1. AcCI (5 eq) F 1. KHMDS (2.2 eq.)
N\ MeOH, r. t. FR THF, -78 °C a 25 °C
. ., OH ——— > . .0~
HaN i 2EN(eq) BocHN ( 2. PhSeCl (1.1 eq), 70 %
0

o) Boc,0O (1.2 eq) 65
27 rt. 97 %
Mezcla de
diastereoisémeros (7:3)
LiOH (3eq.)
MeOH, r.t.
87 %
OH NalO, (1.1 eq.) F
W )\®/§ NaHCO; (2.2 eq.) TFA (20%) F
H,0, 0°C a 25 °C A CH,Cl, OH

CI HaN' CIHN 70 96 % 0°C,98%  BocHN'™

Mezcla (5:3), 69 mayoritario

SH

COH B
F
(3 eq.) 0
X
F o)
MeOH" H,O (4:1) S

0°Ca25°C
76 % a partir de 69

Esquema 10. Sintesis del compuesto 64 reportado por Silverman y colaboradores.

La separacion de 69 y 70 por cromatografia resulto sin éxito, pero se descubrio en el proceso
que 70 era mucho mas reactivo que 69. En consecuencia, se desarrollé con éxito una
estrategia que implicaba la modificacién selectiva y la eliminacion de 70 mas reactivo usando

un nucleofilo de tiol blando (acido 2-mercaptobenzoico) para la obtencién de 64.

2.2.3. Disefio, sintesis y evaluacion de andlogos de GABA en el grupo de investigacion.

Los trabajos realizados dentro de nuestro grupo de investigacion, se han orientado a la sintesis
de analogos de GABA que presenten un mayor caracter lipofilico, por esto el &tomo de
nitrégeno forma parte de un sistema heterociclico que mantiene una relacion y con respecto
al acido carboxilico, ademas de la adicion de sustituyentes en la posicion 3 en analogia a los

sustituyentes presentes en baclofen 3 y pregabalina 4 (Figura 8).
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HN— 0 =\ Q C\ Q \/\)?\
gMOH NVNV\)J\OH N\/\)J\OH N OH
72 73 74

N ; o :

Figura 8. Analogos estructurales de GABA 1 sintetizados dentro del grupo de investigacion.

De manera general los andlogos 71 - 78 han sido evaluados como inhibidores de la GABA-
AT y comparados con VGB 2, los analogos 75 y 76 mostraron un 35% y 32% de inhibicion
respectivamente, comparable con el control de VGB 2 (43%). EI compuesto 75 fue sometido
a pruebas de actividad bioldgica in vivo en un modelo de induccion de convulsiones con
pentilentetrazol (PTZ). No se observo reduccion en el grado de convulsiones a ninguna de
las dosis administradas; sin embargo, se observo un aumento en el tiempo de latencia de 1.5
veces, comparable con el control positivo 2 a la dosis de 2 mmol/kg.*® Los resultados

generados fueron protegidos bajo solicitud de patente.*’

Recientemente, el grupo de investigacion ha incursionado en la sintesis de anédlogos
heterociclicos®® de GABA vy triazoles*® como inhibidores de la GABA-AT (Figura 9).

Cl Cl
R A ¢ s @Q%
N
o " ®/N o (SI)\IMOH N OH
=N 79 80 81 82

Cl

N=N

\ \/\)OJ\ N:Nil:’\/ﬁ\ N=N © o
N N A
w OH w OH O&N OH
83 84 85

Figura 9. Analogos heterociclicos y de triazol sintetizados dentro del grupo de investigacion.

20



HIPOTESIS

HIPOTESIS

Las estructuras moleculares anéalogas al acido y-aminobutirico que muestran actividad
bioldgica presentan las siguientes caracteristicas: 1) Tienen restriccion en su conformacion
dado que el grupo amino se encuentra enlazado a una estructura ciclica. 2) EI grupo amino
es de tipo primario y en diversos casos se encuentra en su forma zwitterionica lo cual favorece
que sean capaces de actuar como inhibidores de la enzima de aminotransferasa de GABA de
una manera irreversible. Ademas, cuando el grupo amino forma parte de una estructura
ciclica se ha demostrado que actan como agonistas de los receptores GABAA Yy GABAg Y
GABA.

A este respecto en nuestro grupo de investigacion se ha estudiado la sintesis, y actividad
biolégica de analogos de GABA en los que el grupo amino también forma parte de un
heterociclo de cinco miembros y se encontré que tienen actividad bioldgica inhibitoria
significativa contra la enzima de GABA-AT. Este hallazgo fue muy importante ya que su
mecanismo de accidn tiene que ser distinto al de los inhibidores irreversibles. Por ello es de
nuestro interés el disefio de nuevas estructuras moleculares que pueden darnos informacion
sobre un mecanismo potencial de inhibicion. Por lo que en este proyecto de tesis nos
planteamos las siguientes hipétesis:

a) Al incrementar el tamafio del anillo heterociclico de cinco a seis miembros aumentara la
libertad conformacional ademas de que debe incrementar la liposolubilidad de estos

sustratos.

b) Al introducir sustituyentes metilo en el anillo de seis miembros en las posiciones 3y 4 la
lipofilicidad sera favorecida la cual es muy importante para que atraviesen la barrera

hematoencefalica.

c) Al incorporar en los anillos de seis miembros los heteroatomos azufre y oxigeno en
posicion 4 los sustratos adquieren la posibilidad de actuar como bases, favoreciendo la

formacion de enlaces tipo puente de hidrégeno.

Por estas modificaciones estructurales se podrian mejorar las interacciones supramoleculares
entre las biomoléculas y nuestros analogos del acido y-aminobutirico. Con estas hipotesis

nos planteamos los siguientes objetivos.
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Realizar el disefio, sintesis, caracterizacion y evaluacion de la actividad bioldgica de andlogos
de GABA 1 (86a-f), (R)-baclofen 3 (87a-f) y (S)-pregabalina 4 (88a-f) en los cuales el &tomo
de nitrégeno forma parte de un sistema heterociclo y mantiene la posicion (y) con respecto al

grupo acido carboxilico.

Cl

0 © 0 )\ o
: N ! N\}\)J\ ' \ N
\\\ /// \/\)J\OH \\\ y OH \\\ ’/N OH

86a-f 87a-f R= p-CICgH, 88a-f R = i-Bu

SOTOO0
N N N N N N
89(a) 90(b) 91(c) 92(d) 93(e) 94 (f)

3.2. Especificos

Sintesis de los precursores (95a-f) de los analogos estructurales de GABA 1 (86a-f).

SC\N V\)OJ\O/ Rzﬁ\‘V\j\o/ K/NM\)J\O/

95a 95b-d 95e-f
R{= Ry= H, 95b X= 0, 95e
R1= CH3, R2= H, 95¢c X=S, 95f

R1= H, R2= CH3, 95d

Sintesis de sistemas «, f-insaturados (96a-f) precursores de los analogos de baclofen 3 (87a-
f) y de pregabalina 4 (88a-f), a través de la reaccion de N-alquilacion del 4-bromobutanoato

de metilo 97 con los heterociclos seleccionados (89-94).
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@ O/\ jé M )O\'v\)oj\o/\

96b-d 96e-f
Ry= R,= H, 96b X= 0, 96e
Ry= CH3, Ro= H, 96¢ X=S, 96f

R1= H, R2= CH3, 96d

Sintesis de los precursores (98a-f) de baclofen 3 y (99a-f) de pregabalina 4 en su forma
racémica mediante la reaccion de adicién conjugada 1,4 de cupratos de i-butilo y p-

clorofenilo.

Cl Cl Cl

&, 28 o5

SC M NNOA

98a 98b-d 98e-f
R,= R,= H, 98b X= 0, 98e
R1— CH3, R2 H 98¢ X= S, 98f

Ry= H, Ry= CH3, 98d

99a 99b-d 99e-f
R1=R,=H, 99b X=0, 99%e
R{= CH3, R,=H, 99¢ X= S, 99f

R4= H, Ry= CH3, 99d

Realizar los estudios de inhibicion enzimatica in vitro de GABA-AT de los analogos de
GABA 1 (86a-f), baclofen 3 (87a-f) y pregabalina 4 (88a-f) en forma racemica contra la
GABA-AT en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. José Guadalupe Trujillo

Ferrer de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional.

En funcién de los resultados obtenidos de los estudios de inhibicién enzimatica in vitro de
GABA-AT, realizar la resolucion quimica de los compuestos con actividad biolégica

promisoria.
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Llevar a cabo los estudios de acoplamiento molecular (Docking) sobre la enzima GABA-
aminotransferasa (GABA-AT) de los compuestos que resulten con actividad biologica

promisoria, para determinar las caracteristicas estructurales estereoelectonicas que los hacen

activos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Disefio de nuevos analogos de GABA, baclofen y pregabalina.

Dentro del disefio de los nuevos anadlogos de GABA, baclofen y pregabalina se determind

conservar el grupo farmacéforo dentro de la estructura.

Grupo farmacoférico

Por otra parte, con la finalidad de incrementar el caracter lipofilico de nuestros analogos, se
establecio que el &tomo de nitrégeno se encuentre ligado a un sistema heterociclico, esto en
contexto a lo que se ha desarrollado previamente dentro del grupo de investigacion, 6474849
La restriccion conformacional del grupo amino constituye la variante méas interesante y
novedosa de los compuestos a sintetizar, por lo que se vuelve imprescindible determinar su

actividad y potencial bioldgico.

4.2. Propiedades moleculares de los analogos de GABA, baclofen y pregabalina.

Los procesos de disefio y optimizacion de farmacos han permitido establecer de una forma
empirica que la mayoria de los farmacos presentan ciertas similitudes en determinados
parametros fisicoquimicos y estructurales. En este sentido, Lipinski et al,*° analizaron de
manera experimental y computacional las propiedades fisicoquimicas de mas de 2000
farmacos, y concluyeron que hay mayor probabilidad de que un compuesto y/o “molécula
activa” sea permeable a las membranas y facilmente absorbido por el cuerpo si cumple con

las reglas de cinco de Lipinski:

1. Su peso molecular debe ser menor a 500 u.m.a.

2. La liposolubilidad (solubilidad en lipidos) del compuesto, expresada en un valor
conocido como logP (el logaritmo del coeficiente de particion entre el agua y el
octanol), debe estar en el rango de -1 a 5.

3. El nimero de grupos que pueden donar atomos de hidrogeno (usualmente la suma de

grupos hidroxilos y amino) debe ser menor a 5.
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4. El nimero de grupos que pueden aceptar atomos de hidrogeno para formar enlaces
de hidrégeno (estimado por la suma de &tomo de oxigeno y nitrégeno) debe ser menor
a 10.

Los compuestos que son sustratos de transportadores biologicos (por ejemplo, proteinas
transportadoras) son las excepciones a las reglas. En la actualidad, es posible conocer las
propiedades moleculares de un compuesto, con base en su estructura, gracias a programas
gratuitos que se encuentran disponibles en linea. Los analogos propuestos para éste proyecto
de tesis fueron evaluados con el programa molinspiration,®! el cual utiliza una base de datos
para comparar la estructura del compuesto deseado con la de farmacos existentes, y predecir

de esa manera sus propiedades de farmaco.

En las Tablas 1, 2 y 3 se presenta la estructura de los andlogos propuestos, para cada uno de
ellos se realiz6 un breve anélisis de las propiedades estructurales de cada uno, que incluyen:
coeficientes de particion (cLogP), el cual indica, en un rango menor a 5, si el compuesto
posee caracter lipofilico; valores mayores a 5 son indicativos de bajo caracter lipofilico.

También se muestra un breve analisis de algunos pardmetros de las reglas de Lipinski.
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Tabla 1. Propiedades moleculares de los andlogos de GABA 86a-f.

Molécula cLogP Donadores  Aceptores PM NUmero
deH deH (g/mol) de
violaciones
HoN OH -1.10 3 3 103.12 0
GABA1 O
OH 0.500 1 3 175.25 0
NN
/8 O
N/\/\H/OH 1.040 1 3 171.24 0
86b O
N/\/YOH 1.280 1 3 185.27 0
86c O
N/\/\H/OH 1.280 1 3 185.27 0
86d O
(\NWOH -0.03 1 4 173.21 0
o\) 86e O
0

N/\/\H/OH 0.520 1 3 189.27
s._J) s O

Tabla 2. Propiedades moleculares de los andlogos de baclofen 87a-f.

Molécula cLogP Donadores  Aceptores PM NUmero
deH deH (g/mol) de
violaciones
HZN/\E/\H/OH -0.42 3 3 213.66 0
~ O
Cl
(R)-baclofen 3
SN OH 1.18 1 3 285.80 0
\/ o)
87a
Cl
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Tabla 2 (continuacion). Propiedades moleculares de los analogos de baclofen 87a-f.

Molécula cLogP Donadores  Aceptores PM NUmero
deH deH (g/mol) de
violaciones
N/\{\WOH 1.72 1 3 281.78 0
(X
87b
Cl

OH 1.96 1 3 295.81 0
N
XY

Cl
N OH 1.96 1 3 295.81 0
/Q o
87d
Cl
ﬁN OH 0.65 1 4 283.75 0
(0] (@]
87e
Cl

ﬁN/\{\WOH 1.19 1 3 299.82 0
S 0]

Cl
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Tabla 3. Propiedades moleculares de los andlogos de pregabalina 88a-f.

Molécula cLog Donadores Aceptores PM Numero de

P de H de H violaciones

HZNWOH 0.66 3 3 159.23 0
A

(S)-pregabalina 4

S/\N/\{\H/OH 2.26 1 3 231.36 0
\J 0

OH 2.79 1 3 227.35 0
N
S DR
OH 3.03 1 3 241.38 0
T
(@]
OH 3.03 1 3 241.38 0
JOD R
(@)
OH 1.73 1 4 229.32 0
oy
ISBRY

(\N/\{\WOH 2.27 1 3 245.38 0
[ 3]

4.3. Andlisis retrosintético.

La ruta de sintesis de los analogos objetivo estd basada en los analisis retrosintéticos
mostrados en los esquemas 11 y 12. Debido a que los andlogos de GABA no presentan
sustituyente, la ruta es corta. De tal forma que la sintesis de los compuestos 86a-f inicia a
partir de los heterociclos 89-94 y el éster metilico 100, que a su vez proviene del acido 4-
bromobutanoico 101. Esta estrategia involucra una reaccion de N-alquilacion entre 100 y las
aminas 89-94.
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o) P,
:‘\_,N\/\)J\OH :>:> I E}IH + Br/\/\ﬂ/O\ — Br/\/\H/OH
@)

R 100 O 101
86a-f 89-94
S
5w (ol )
a) b) c) d) e) f)

N N N N N N
H H H H H H
89 90 91 92 93 94

Esquema 11. Analisis retrosintético de los andlogos de GABA.

La sintesis de los &cidos 87a-f y 88a-f provienen de los ésteres 98a-f y 99a-f. Dado que los
sustituyentes R se requieren en la posicion 3 con respecto al grupo carbonilo de los ésteres
98a-f y 99a-f, la introduccion de estos sustituyentes es factible a través de la adicion
conjugada de cupratos que contienen estos sustituyentes (102 y 103) a los ésteres 96a-f. La
sintesis de los ésteres 96a-f puede llevarse a cabo nuevamente por reacciones de N-

alquilacidn entre los heterociclos 89-94 y el 4-bromocrotonato de etilo 97 (Esquema 12).

CuMgBr
o <CI/ : jz

(/ \‘, ,” } —\\ —— \ O
N ' N ! '
\—‘N\/K)J\OH j— \\_/, O/\ — \\ _,’N,’Nj\o/\ . 102b
87a-f, R = pCl-CgH, 98a-f, R = pCl-CgH, 96a-f
88a-f, R = i-Bu 99a-f, R = i-Bu ﬂ CumgBr
2
103b
. \\‘ 0
. NH T Br/\/\ﬂ/ ~
89-94 97 O

Esquema 12. Analisis retrosintético de los andlogos de baclofen y pregabalina.

4.4. Sintesis de los analogos de GABA.

Como se describe en el esquema 13, la ruta de sintesis de los andlogos de GABA (86a-f)
inicio con la esterificacion del &cido 4-bromobutanoico 101, una vez obtenido el éster 100 se
hizo reaccionar con las aminas heterociclicas 89-94 para obtener los productos de la N-
alquilacion 95a-f. El Gltimo paso de reaccion consistio en la hidrdlisis de estos compuestos

en medio basico para la obtencién de los analogos de GABA 86a-f.
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Br/\/\ﬂ/c"-I

101°

(CH3)3SiCl
CH,OH

0
Br ~
T /\/\c[)( Q 1)LIOH, CHsOH/ H,0 ¢ % \/\)?\
\ K > ) \/\)J\O/ > ‘\\_‘,N OH

2) NH,CI/H,0
89-94 95a-f 86a-f

a) tiazolidina 1) S
b) piperidina S [ j
c) 3-metilpiperidina a) () b) O c) (\/rﬁ d) e) [ j f)

d) N N N N N N
o) H H H H H H

Z

T
-
o
o

>--

4-metilpiperidina
morfolina

f) tiomorfolina 89 20 91 92 93 94

Esquema 13. Ruta general de sintesis de los analogos de GABA 86a-f.

El primer paso en la sintesis de los analogos de GABA, consistio en realizar la
correspondiente esterificacion del acido 4-bromobutanoico 101, se evaluaron dos métodos
diferentes. Por un lado, la esterificacién con SOCI, en metanol condujo a la obtencion de 100
con un 68%, sin embargo, cuando la esterificacion se realizé con (CH3)3SiCl en MeOH por

48 h se obtuvo el éster 100 en un 78% de rendimiento (Esquema 14).

SOCl, (1.05 Eq)/ CH3OH

Br/\/\H/OH 4 h, 65 - 68 °C, 68 % Br/\/\ﬂ/o\
6

101 O 100 O
(CH3)3SiCl (2 Eq) / CH30H,
48 h, 25°C, 78 %

Esquema 14. Reaccion de esterificacion del acido 4-bromobutirico.

4.4.1. Reacciones de N-alquilacién de los heterociclos 89-94 con el éster 100.

La sintesis de los ésteres 95a-f se llevaron mediante reacciones de N-alquilacion en ausencia
de base y disolvente al observarse previamente dentro del grupo de investigacion*® que estas
condiciones disminuian el tiempo de reaccion y generaban buenos rendimientos, por lo que
el éster 95a derivado de la tiazolidina 89 se sintetizo a temperatura ambiente, sin embargo,
95a se obtuvo con solo un 25 % de rendimiento, y cuando la reaccidn se realizé a 65-70 °C,

el éster 95a se obtuvo con un 37 % como rendimiento maximo (Esquema 15).
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(o]
100 O 95 o)
65-70°C, 2.5 h, 37 % a

S
{ o 25°C,5.5h, 25 % N o
B \ E) H S \
H) + rw . L/N/\/\[(

89

Esquema 15. Sintesis del compuesto 95a.

La quimioselectividad observada en la N-alquilacién de 95a sobre el atomo de nitrégeno se
debe a que la formacion de la amina terciaria se ve favorecida por el efecto electron-donador
que un tercer grupo alquilo genera sobre el i6n alquil amino intermediario formado y que
después de tratamiento basico genera la amina libre terciaria. La sintesis de los ésteres 95b-
d (Esquema 16) se realiz6 a temperatura ambiente, sin embargo, los rendimientos oscilaron
entre 60 % al 67 %. Cuando se incrementd la temperatura de las reacciones (Entrada 2, 4 y

6) no se obtuvo un incremento significativo en el rendimiento de cada éster (Tabla 4).

Rz Brwo\
ﬁj/l:h 100 O R1DWO\
N 65-70 °C R, o
H 2-25h
90, R1: R2: H 95b, R1: R2: H, %, 67 %
91, Ry= CH3, R,=H 95¢, R1= CH3, Ro=H, 79 %
927 R1= H, R2= CH3 95d, R»]: H, R2= CH3, 67 %

Esquema 16. Sintesis de los compuestos 95b-d.

Tabla 4. Condiciones de sintesis de los compuestos 95b-d.

Entrada Estructura Tiempo Temperatura Rendimiento

1 90,R=R-H 5h 25 0C 67 %
2 90,R-R-H 2h 6570 9C 67 %
3 9LR=CH,R=H 55h 550 60 %
4 9L,R=CH,R-H 2h 5700 79 %
5 92,R-H,R=CH, 5h 55 0C 62 %
6 92,R=H,R=CH, 25h g5700C 67 %
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La sintesis de los compuestos 95e-f inicialmente se realiz6 a temperatura ambiente (tabla 5),
sin embargo, los rendimientos no superaron el 45 %, por lo que la reaccion se llevé a
calentamiento, con esto los ésteres se obtuvieron con rendimientos del 52 % y 58 % para los
ésteres 95e y 95f respectivamente (Esquema 17). De la misma forma, la selectividad de la
formacion de la amina terciaria se ve favorecida por el efecto electrén-donador de un tercer

grupo alquilo presente en las aminas terciarias generadas.

o\
X Br o
() —mo oy
N 65-70 °C x 0
H 23h
93,X =0 95e, X = 0, 52 %
94.X=5S 95f, X = S, 58 %

Esquema 17. Sintesis de los compuestos 95e-f.

Tabla 5. Condiciones de sintesis de los compuestos 95e-f.

Entrada Estructura Tiempo Temperatura Rendimiento (%)

1 93,X=0 4h 25°C 45 %
2 93,X=0 2h 65-70 °C 52 %
3 94, X=S 4h 25°C 43 %
4 94,X=S 3h 65-70 °C 58 %

4.4.2. Hidrdlisis de los ésteres 95a-f.

La hidrolisis en medio basico de los ésteres 95a-f se llevo a cabo en primera instancia con
LiOH y tratamiento con HCI, sin embargo, se obtuvieron los compuestos 86a-f con
rendimientos menores al 10% en todos los casos (Esquema 18).

! NWO\ 1) LIOH (1.1 Eq), ! \,‘\,/\/\WOH
-7 95af o CH3OH/H,0 (1:1),4h,25°C  *-~.--~  -HCl 3
2) HCI (pH= 1), H,0, 10 %. 86a-f

Esquema 18. Hidrolisis de los compuestos 95a-f.
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El 10 % de rendimiento obtenido se atribuye a que se alcanzé un pH &cido, en donde el grupo
amino terciario es capaz de aceptar un proton y formar la sal, razon por la cual dificulta la
extraccion del compuesto orgénico de la fase acuosa. Posteriormente, se incrementd el
numero de equivalentes de la base y se utiliz6 una solucién saturada de NH4Cl en lugar de
HCI con lo que se obtuvieron los analogos de GABA 86a-f (Tabla 6, esquema 19) con

rendimientos mayores al 80 % y en un tiempo de reaccion menor a 2 h,

N N 1)LOH (1.3Eq), ,""‘N/\/WOH
" esat O CHsOH /H,0 (1:1),2h,25°C° . " gpas O
2) NH,CI (2 Eq) / H,0

Esquema 19. Sintesis de los compuestos 86e-f empleando NH4Cl como tratamiento &cido.

Tabla 6. Rendimientos obtenidos de los compuestos 86a-f.

OH 2 95% OH 1 86 %

Todos los analogos fueron caracterizados por resonancia magnética nuclear de *H y *C, en
los cuales se observd la desaparicion de la sefial correspondiente al grupo éster (ver parte
experimental y anexos). Por otro lado, la técnica de espectrometria de masas de alta

resolucion mostré el ion molecular en cada uno de los compuestos.

4.5. Sintesis de analogos de baclofen y pregabalina.

Como se describe en el esquema 20, la ruta de sintesis de los anédlogos de baclofen y
pregabalina inicid con la N-alquilacion del 4-bromocrotonato de etilo 97 con los heterociclos
89-94, generando los sistemas ., B-insaturados 96a-f, seguido de la adicidn conjugada 1, 4 a
estos sustratos. La hidrolisis de estos 98a-f y 99a-f en medio basico para la obtencion de los
anélogos 87a-f y 88a-f.
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CuMgBr Cl Cl
1)
ge) » e
1) LiOH

102b

(0] . (0]
o et A AL
l Et,0,0°C e o™\ 2)HCIH,0 Het OH

2) NH,Cl / H,0 98a-f 87a-f
_~_O
BT 0
- O .. NMO/\
89-94 97 o 96a-f

1) <)\>,CuMgBr )\ )\
Het O/\ OH

Et,0,0°C 99af 2) HCIH,0 88a-f
2) NH,CI/ H,0
S
SIS :
a) b) <) d) e) f)

N N N N N N
H H H H H H
89 90 91 92 93 94

Esquema 20. Ruta de sintesis para la obtencion de los analogos de baclofen y pregabalina.

4.5.1. Reacciones de N-alquilacion para la obtencidn de los ésteres a,[3-insaturados 96a-f.

La sintesis de los ésteres 96a-f inicié con la piperidina 90, se eligié esto debido al costo
accesible del heterociclo. El primer experimento se realizd en ausencia de base y disolvente,
sin embargo, no se observd la formacion de 96b. A partir de esto, se plante6 mejorar el
rendimiento obtenido de esta reaccion a traves de la modificacion de las condiciones de
reaccion y tomando como modelo base de la reaccién de piperidina 90 y el etil-4-

bromocrotonato 97 (Tabla 7).

Se encontrd en la literatura® que las reacciones de estos heterociclos procedian con buenos
rendimientos en presencia de K>COz como base en CH2Cl, y a 0 °C, sin embargo,
experimentalmente estas condiciones (Entrada 2) solo permitieron obtener el compuesto 96b
con rendimientos similares a los obtenidos previamente (Entrada 1). Por ello se opto por
emplear EtsN como base a -50 °C con lo que se obtuvo el compuesto 96b con un rendimiento
del 75 % (Entrada 4) y a su vez este rendimiento se mantuvo cuando se escald la reaccién

con 1 g de piperidina 90 (Entrada 5).

Continuando con la revision de la literatura® se encontr6 que la N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) se ha empleado como base en la N-alquilacion de aminas secundarias a aminas
terciarias, por lo que se procedié a hacer uso de la misma, lo que permitié obtener el

compuesto 96b con un 90 % de rendimiento (Entrada 7).
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Tabla 7. Condiciones base para las reacciones de N-alquilacion de piperidina 90.

96b O

o) = o)
O i Brw ~ 1h NW ~
N 97 O

90

Entrada 97(Eq) Base (Eq)  Temperatura  Disolvente  Rendimiento
1.0 - 25°C - 35 %
1.1 K2CO3(2) 0°C 30 %
1.1 K2CO3(2) -30°C 35 %
“ 1.1 K2CO3(2) -50 °C CHCl 35 %
1.1 EtsN (2) -30°C 75 %
“ 1.1 EtsN (2) -30°C 75 %
1.1 DIPEA (2) -20°C 90 %

La preferencia por la sustitucion nucledfilica (N-alquilacién) sobre otras posibles reacciones
secundarias que se pueden presentar como la adicién 1,2 al grupo carbonilo o la adicion 1,4
al doble enlace se debe a que el atomo de bromo forma parte de un sistema alilico lo que lo
vuelve mas reactivo hacia la sustitucion nucleéfilica por la amina secundaria, aunado al
efecto estabilizador que genera la formacion de una amina terciaria. Esta serie de efectos se
ve influenciada por el empleo de una base voluminosa no nucleofilica como lo es la DIPEA,

la cual reacciona en el transcurso de la reaccién con el acido bromhidrico generado.

Simultaneamente se realizaron los experimentos correspondientes para la N-alquilacion de
3-metilpiperidina 91 (Tabla 8) y 4-metilpiperidina 92 (Tabla 9), obteniendo los mejores
rendimientos cuando se us6 la DIPEA como base.
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Tabla 8. Reacciones de N-alquilacion de 3-metilpiperidina 91.

0] = )
DS L e
N 97 O 96c O

H
91

Entrada 97 (Eq) Base (Eq)  Temperatura  Disolvente  Rendimiento

1 10 - 25°C e 35 %
2 11 K2CO3(2) -30°C CH.Cl; 27 %
3 1.1 DIPEA (2) -20°C 77 %

Tabla 9. Reacciones de N-alquilacion de 4-metilpiperidina 92.

96d O

(0] = 0]
ﬁj LN O I IO
N 97 O

H

92

Entrada 97 (EQ) Base (Eq)  Temperatura  Disolvente  Rendimiento

1 10 - 25°C e 35 %
2 1.1 K2CO3(2) 0°C 30 %
3 1.1 K2CO3(2) -30°C CH.Cl, 45 %
4 1.1 DIPEA (2) -20°C 80 %

Una vez que se optimizaron las condiciones de reaccion para las N-alquilaciones, se procedid
a hacer uso de las mismas para la sintesis de los ésteres 96e-f, logrando obtener rendimientos
del 89 % para el éster 96e y del 80 % para el éster 96f (Tabla 10).
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Tabla 10. Reacciones de N-alquilacion de morfolina 93 y tiomorfolina 94.

[X] ) Brwov 1h ﬁN/\/ﬁO(OV

H 96e, X = 0, 89 %
93, X=0 96f, X =S, 80 %
94, X =S

Entrada 97 (Eq) Base (Eq)  Temperatura  Disolvente  Rendimiento

1 10 25°C e 35 %
2 1.1 DIPEA (2) -20°C CH.Cl, 89 %
3 1.0 25°C e 45 %
4 1.1 DIPEA (2) -20°C CH.Cl, 80 %

El uso de la DIPEA a -20 °C y en CHClI> se establecié como las condiciones ideales para la
obtencion de los ésteres 89b-f. Se procedié a emplear estas condiciones de reaccion con el
heterociclo de tiazolidina 89, con el cual hasta el momento no se habia podido obtener su
producto de N-alquilacion 96a. Bajo estas condiciones de reaccion se obtuvo con un 50 % de
rendimiento (Tabla 11, entrada 3).

Cuando se increment6 a 1.3 los equivalentes de 4-bromocrotonato de etilo 97 y se disminuy6
a 1.5 equivalentes de la base, 96a se obtuvo con un 63% de rendimiento.

Tabla 11. Reacciones de N-alquilacion de la tiazolidina 89.

S _~_O N 0
[é) +Brwv 1h SL/NWV

97 O 96a O
89
Entrada 97 (EQ) Base (Eq) Temperatura  Disolvente  Rendimiento
1 ww B == [ ==
2 1.1 DIPEA (2) -20°C CH:Cl, 50 %
3 1.3 DIPEA (1.5) -20°C CH.Cl, 63 %
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4.5.2. Adicién conjugada 1,4 de cupratos de i-butilo.

Las adiciones conjugadas con reactivos organometalicos a sustratos organicos o, [3-
insaturados, son un método de formacién de enlaces C-C de suma importancia en sintesis
orgénica. Una vez obtenidos los ésteres a, B-insaturados 96a-f, se procedio a la sintesis de
los precursores de los analogos de baclofen y pregabalina a traves de la adicion conjugada de
los cupratos que contienen a los grupos p-clorofenilo e i-butilo. La primera etapa de esta
reaccion consistio en la formacién del reactivo de Grignard in situ, que en presencia de Cul
gener0 los cupratos correspondientes (Esquema 21), a los cuales, en un paso posterior les fue

adicionado los ésteres a, B—insaturados 96a-f.

Br Mg®, I ELO, i o b : Cl cli
/©/ 25 °C : By, i cul : Cu :

Cl Mg\ L7 H Et,O. 0°C . ’Mg Mg\B 1

102 : Br P : B L cu T
: 102a : : :

: : : 102b :

: PG cl o

Mg®, I, E,O, )/ : : :
e e g s L _ou i 9 :
: 9. 7 : Et,0,0°C & :
103 : Br . . .Mg Mg~pg, H
E 103a H : Cu .

Reactivos de Grignard. ----------------------------

Nucledfilos fuertes Reactivos de cobre.
. s Nucledfilos débiles,
selectivos a adicion 1,2.

selectivos a adicion 1,4.

Esquema 21. Formacion de los cupratos de p-clorofenilo e i-butilo.

El sistema o, B-insaturado 96b se eligié como sustrato base para los respectivos ensayos de
adicion conjugada. Las condiciones desarrolladas en el laboratorio no permitieron obtener el
compuesto 99b (Tabla 12, entrada 1). Por ello se probaron diferentes condiciones de
reaccion. Un incremento en los equivalentes de cuprato,®* utilizando THF (Entrada 2) no tuvo
ningun efecto para la obtencidn de 99b. Por otra parte, el incrementar el tiempo de reaccion
para la generacion del cuprato (Entrada 3) permitié obtener 99b en un 35 % de rendimiento.
Con base a este resultado se incremento el tiempo para la formacién del reactivo de Grignard
(Entrada 4) con el cual el rendimiento de 99b subi6 a 52 %, sin embargo, cuando el tiempo
de la formacion del reactivo de Grignard fue de tres horas no se observd mejora en el

rendimiento, esto se atribuye a que el reactivo de Grignard dispuso de mas tiempo y reacciono
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con el halogenuro de alquilo 103 lo que conllevo a un proceso de dimerizacion en lugar de

generar mas reactivo de Grignard para reaccionar con el Cul (Entrada 5).

Tabla 12. Reacciones de adicion conjugada 1,4 de cupratos de i-butilo al sistema a, B-

insaturado 96b.

WOV MCuMgBr Q
Q %b 0o 99b "

2. NH,CI/ H,0

Entrada Etapa . Disolvente  Tiempo Temp. Rendimiento
1 Grignard 4 Eter 30 min 25°C -
Organocuprato 2 15 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 8.5 THF 30 min 25°C -
Grignard
Organocuprato 4.25 15min -78 °C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
3 Reactivo de 4 Eter 30 min 25 °C 35 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 72h 25°C
4 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 52 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
5 Reactivo de 4 Eter 3h 25°C 30 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C

Simultaneamente se explord la sintesis del compuesto 99c (Tabla 13) mismo que se llevo a
cabo bajo las condiciones descritas previamente. En este caso el rendimiento obtenido fue
unicamente del 15 % (Entrada 1). Al utilizar THF o incrementar los tiempos de reaccion no

se excedio el 20 % de rendimiento (Entradas 2 y 3).
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Tabla 13. Adicidn conjugada de cupratos de i-butilo al éster 96c.

= o~ MCuMgBr
N
Y O
990

2. NH4Cl/ H,0
Entrada Etapa . Disolvente  Tiempo : Rendimiento
1 Grignard 4 Eter 1h 25°C 15 %
Organocuprato =~ 2 30 min 0°C
Adicidn 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 THF 1h 25°C 20 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
3 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 19 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min -40 °C
Adicién 1, 4 1 24 h 25°C

Por otra parte, la sintesis del éster 99d se realiz6 bajo las condiciones encontradas con lo que

se obtuvo el mismo con un 37 % de rendimiento (Tabla 14).

Tabla 14. Adicién conjugada de cupratos de i-butilo al éster 96d.

/ NG 1 )\}CuMgBr
96d O
99d

2. NH,Cl/ H,0
Entrada Etapa Eg. Disolvente  Tiempo Temp. Rendimiento
1 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 37%
Grignard
Organocuprato =~ 2 30 min 0°C
Adicién 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 THF 1h 25°C
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicién 1, 4 1 24 h 25°C
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La sintesis del éster 99e se obtuvo con un rendimiento del 20 % (Tabla 15, entrada 1) ain
cuando se bajo la temperatura de la formacion del organocuprato (Entrada 3) mientras que

en THF (Entrada 2) no se observo el producto.

Tabla 15. Adicion conjugada de cupratos de i-butilo al éster 96e.

e s | )\%C”MQBF L OV

o_J 9% o 2. NH,CI/ H,0 o\){ggeo

Entrada . Tiempo Temp. Rendimiento

1 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 20 %
Grignard
Organocuprato = 2 30 min 0°C
Adicién 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 THF 1h 25°C -
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
3 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 20 %
Grignard
Organocuprato = 2 30 min -40 °C
Adicidn 1, 4 1 24 h 25°C

Los bajos rendimientos obtenidos nos llevaron a explorar las condiciones descritas por
Lipshutz®® y colaboradores para las adiciones conjugadas a cetonas o, B-insaturadas, sin
embargo, bajo estas condiciones solo se obtuvo 99e con un 10 % de rendimiento (Esquema
22).

Mg, 1.8 Eq, CuBrSMe,, 2 Eq
P mger - L _cumo wgsrswe, TMSCL2E0

0 .
96, 1.8 Eq 1h, 25°C, THF, 15 min, -78 °C
THF
= o~
N
1. K\ /\/\n/ Ov
@) (¢} N

)\/CU(MQ)MQBF'SMez-TMSCI 96e, 1 Eq 5 \‘/ I
99%e

THF, 12 h, - 78 °C
2. NH4CI/ H,0, 10 %

Esquema 22. Adicién conjugada a 96e mediante las condiciones descritas por Lipshutz.
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Con el objetivo de preparar el derivado de tiomorfolina 99f, se llevo a cabo la adicion del

cuprato sobre el éster a, B-insaturado 96f, generando 99f con un 25 % de rendimiento

(Esquema 23).

0 1_< MCuMgBr, 2 Eq, O~
s._J et © Eter, 25 °C, 24 h S ‘r ©
) ) ) 99f

2. NH4CI/ Hy0, 25 %
Esquema 23. Adicién conjugada de cupratos de i-butilo al éster 96f.

Por ultimo, se abord6 la sintesis del compuesto 99a, por lo que 96a se hizo reaccionar bajo
las condiciones estandar, sin embargo, estas solo permitieron obtener 99a en un 5 % de
rendimiento (Tabla 10, entrada 1), cuando se cambio de disolvente (Entrada 2), no se observo
la formacion de 99a, por otro lado, aunque se disminuyeron los equivalentes del
organocuprato y la temperatura de la reaccion (Entrada 3) la reaccion continu6 sin proceder,
recuperando parte de la materia prima (Tabla 16).

Tabla 16. Adicion conjugada de cupratos de i-butilo al éster 96a.

— o~ 1_<)\>CuMgBr /\N/\{\[(Ov

o)
9%a O 2. NH,CI/ H,0 ] oa

Entrada Etapa . Disolvente Tiempo Temp. Rendimiento
1 Reactivo de 4 Eter 1h 25 °C 5 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 THF 1h 25°C | -----
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0 °C
Adicién 1, 4 1 24 h 25°C
3 Reactivo de 3 Eter 1h 25 °C -—--
Grignard
Organocuprato = 1.5 30 min -40 °C
Adicién 1, 4 1 24 h -40°C

Probablemente, los bajos rendimientos con los que procedieron las reacciones con el cuprato

derivado del grupo isobutilo se deban a que el reactivo de Grignard generado no se convierte
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en su totalidad al organocuprato, ademas de que en este tipo reacciones los compuestos
organometalicos son muy l&biles, por ello las condiciones bajo las cuales se sintetizan deben
ser controladas, ya que los reactivos son susceptibles a hidrdlisis incluso por la humedad del

ambiente, razén por la cual, se generan in situ y no es posible su purificacion (Esquema 24).

P

R R
R™ O H
‘k/\& Hy0
R R
Cu
PN Mg®, 15, Et,0, Cul _ j_ _(
R Br 25 00 R Mg B R Br Mg~pg,
S Mg~/  Et0,0°C )_C
3 B 103a 103b R
- J°
Cl
102 103

Esquema 24. Reacciones secundarias de los reactivos de Grignard generados.

4.5.3. Adicién conjugada 1,4 de cupratos de p-clorofenilo.

Nuevamente el éster a, B-insaturado 96b, se empledé como modelo para la evaluacion de las
condiciones de reaccion que generara 98b con el mejor rendimiento, para esto se emple6
primero dos equivalentes de cuprato en éter como disolvente de reaccion, esto permitio
obtener el compuesto 98b en un 52 % de rendimiento (Tabla 17, entrada 1), por otro lado,
cuando se emple6 THF como disolvente el rendimiento de la reaccion no mejoro (Entrada
2).
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Tabla 17. Adicidn conjugada del reactivo de p-clorofenilo al éster 96b.

CuMgBr

OWOV 1. \cl ) Owov

96b O 2. NH4CI/ H,0 © 98b

of
Entrada Etapa . Disolvente Tiempo Temp. Rendimiento
1 Reactivo de 4 Eter 1.5h 25°C 52 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 THF 1.5h 25°C 31 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
3 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 52 %
Grignard
Organocuprato =~ 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C

Simultaneamente se exploré la sintesis del compuesto 98¢ (Tabla 18) mismo que se llevo a
cabo bajo las condiciones encontradas previamente. En este caso el rendimiento obtenido fue
del 49 % (Entrada 1), sin embargo, al escalar la reaccién a 1 g, el rendimiento disminuyo
(Entrada 2).

45



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 18. Adicidn conjugada de cupratos de p-clorofenilo al éster 96c.

CuMgBr

Nea 2 el BN g5 ¢ o

2. NH,Cl/ H,0 ©

Cl

Entrada Etapa = Eq. Disolvente Tiempo Temp. Rendimiento |
1 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 49 %
Grignard
Organocuprato =~ 2 30 min 0°C
Adicién 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 Eter 1.5h 25°C 30 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adiciéon 1, 4 1 24 h 25°C

Por otra parte, la sintesis del éster 98d se realiz6 bajo las mismas condiciones, con lo que se

obtuvo el mismo con un 49% de rendimiento (Esquema 25).

CuMgBr
2 W
Ov

2Eq,24h,25°C
/Q 96d O R o84

2. NH4CI/ H,0, 49 %

Cl
Esquema 25. Adicion conjugada de cupratos de p-clorofenilo al éster 96d.

La sintesis del éster 98e se obtuvo con un rendimiento del 55 % (Tabla 19, entrada 1) aun

cuando la reaccion se escal6 el mismo resultado se mantuvo (Entrada 2).
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Tabla 19. Adicidn conjugada de cupratos de p-clorofenilo al éster 96e.

CuMgBr
o
N = NG 1 C|/©>/2 K\NW ~

2. NH4Cl/ H,0 98e
Cl
Entrada Etapa Eq. Disolvente Tiempo Temp. Rendimiento
1 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 55 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 53 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C

Tabla 20. Adicién conjugada de cupratos de p-clorofenilo al éster 96f.

CuMgBr

N
S(\) 96f O 2. NH,CI/ H,0 s @9(;

Cl
Entrada Etapa Eq. Disolvente Tiempo Temp. Rendimiento
1 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C 58 %
Grignard
Organocuprato =~ 2 30 min 0°C
Adicion 1, 4 1 24 h 25°C
2 Reactivo de 4 Eter 1.5h 25°C 45 %
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicién 1, 4 1 24 h 25°C
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De la misma forma, la preparacion del derivado de tiomorfolina 98f se llevé a cabo mediante
las condiciones estandar, la adicion del cuprato sobre el éster o, -insaturado 96e generd 98f
con un 58 % de rendimiento (Tabla 20, entrada 1), sin embargo, al escalar la reaccion a 1 g,
el rendimiento disminuyo hasta el 45 % (Entrada 2).

Por ultimo, se abordd la sintesis de compuesto 98a, para esto se hizo reaccionar el sistema
a, B-insaturado 96a bajo las condiciones que permitieron obtener previamente los productos
98b-f, sin embargo, esto no genero el producto 98a (Tabla 21, entrada 1), por otro lado, se
decidio bajar la temperatura de la reaccion debido a la reactividad observada en el sustrato,

(Entrada 2 y 3), sin embargo, no se observo la formacion de 98a.

Tabla 21. Adicion conjugada de cupratos de p-clorofenilo al éster 96a.

CuMgBr
P o 1 S/\N/\g/\f(ov
~ - \ClI 2
] 98a

9%6a O 2. NH,Cl/ H,0 ©

Cl

Entrada Etapa Eq. Disolvente Tiempo Temp. Rendimiento
1 Reactivo de 4 Eter 1h 25°C
Grignard
Organocuprato = 2 30 min 0°C
Adicién 1, 4 1 6h 25°C
2 Reactivo de 4 Eter 1.5 h 25°C
Grignard
Organocuprato 2 30 min 0°C
Adicién 1, 4 1 4 h 0°C
3 Reactivo de 4 Eter 1.5h 25°C
Grignard
Organocuprato = 2 30 min -20°C
Adicién 1, 4 1 4 h -20°C

4.5.4. Hidrdlisis de los precursores 98a-f de baclofen.
La obtencion de los andlogos de baclofen 87b-f se realizé por medio de la hidrolisis en medio
basico de los ésteres 98b-f (Tabla 22). La reaccion se llevo a cabo en presencia de LiOH en

una mezcla de EtOH:H,O (2:1) por 24 horas para cada uno de ellos. El proceso de
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acidificacion de las sales de litio obtenidas representd un reto en particular para estos
compuestos, debido a la presencia del &tomo de nitrégeno que puede ser protonado durante
la acidificacion, esta acidificacion se llevo a cabo con NH4CI, &cido citrico (CeHgO7) y HCI,
si empleaba un exceso de HCI los compuestos 87b-f no se recuperaban de la fase acuosa, sin
embargo, cuando se empled 1 eq de HCI por 1 equivalente de sal de litio obtenida, el proceso

de extraccion resultaba mas sencillo.

Tabla 22. Rendimientos de los analogos de baclofen 87b-f.

o CH5CH,0H/H,0 (3:1), 25°C 0

98b-f 2. HCI/H,0 87b-f
cl of
Anélogo T() R (%) Anélogo T (h) R (%)
. L

0 0
O}l 24 h 85 % ﬁN}L 24 h 69 %

87b 87e
24 h 2% 24 h 70 %
N/ILLL 5 0 (\N/‘le?. 0 0
S
87c 87f

La caracterizacion de los nuevos analogos de baclofen 87b-f se realiz6 mediante RMN de *H
y 13C y experimentos bidimensionales para corroborar la estructura de los analogos (Ver

anexos), ejemplo de esto, es el espectro de 87b que se muestra en la figura 10.
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A //

H-10, H-9

H-3 H-4, H-5 H-2 H-2 ¢

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
39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 2.? ( 2.6) 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14

Figura 10. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3s0D) del analogo 87b.

Las sefiales desplazadas en campo bajo, 7.34 ppm y 7.27 ppm corresponden al grupo fenilo
(H-9 y H-10), a 3.52 ppm el H-3 correspondiente al carbono quiral, hacia campo mas alto se
muestran las sefiales de los H-4 y H-5 (3.4 ppm-3.32 ppm) de forma traslapada, ademas de
las sefiales en 3.14-3.09 restantes correspondientes a H-4 y H-5, por otra parte en 2.91 ppm
y 2.63 ppm se observd la sefiales de hidrégeno adyacentes al grupo carbonilo H-2, en 1.89
ppm-1.82 ppm se encuentran parte de las sefiales correspondientes a H-6 del heterociclo de

piperidinay en 1.64 ppm de H-7.

179.28
142.37
— 134.06
130.11
129.81
64.71
54.68
45.63
38.12
—24.62
—~22.93

c-10] c-9 87b c-7

C-8 C-3

e

c 4 C5
c1 C'T &4 o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 11. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDsOD) del analogo 87b.
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El espectro de RMN de *3C mostro las 11 sefiales de carbono esperadas para la estructura del

anélogo 87b.

4.5.5. Hidrdlisis de los precursores 99a-f de pregabalina.

La obtencion de los analogos de pregabalina 88a-f se realizd por medio de la hidrdlisis en
medio basico de los ésteres 99a-f (Tabla 23). La reaccion se llevd a cabo en presencia de
LiOH en una mezcla de MeOH:H,O (2:1) por 72 horas. Los experimentos realizados
mostraron que el empleo de 1 equivalente de HCI para la acidificacion resultaba en una

extraccion manejable.

Tabla 23. Rendimientos de los analogos de pregabalina 88a-f.

Li . OH
ot o~ 1.LiOH, 13Eq
I CH5OH/H,0 (2:1), 25 °C I
\(99a-f 2. NH,CI/ H,0 \( 88af

Condiciones de reaccion

Anélogo T (h) R (%) Anélogo T((h) R (%)
/\N/ N/‘15_

S 0 0
) 2h  TT% /Q 72h  90%
88a 88d

2, By
O 72h  90% N 72h  85%

Y Y
@ 2h  70% N 2h 90 %

De la misma forma, la caracterizacion de los nuevos analogos de pregabalina se realizé
mediante RMN de 'H y 3C y experimentos bidimensionales. Un ejemplo, fue la elucidacion
de 88b. En la figura 12 se muestra el espectro de *H de 88b, como se observa, debido a la
naturaleza alifatica del compuesto fue de esperarse que todas sus sefiales de hidrégeno se

desplazaran en campo alto y debajo de 4 ppm y con multiplicidad no bien definida.
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Las sefiales correspondientes en 3.04- 2.99 ppm y 2.85 ppm (1H, H-4, NCH,)
correspondientes a los hidrogenos diastereotopicos adyacentes al grupo amino, las sefiales de
2.52 y 2.35 correspondientes a los hidrogenos adyacentes al acido carboxilico (H-2), el H-3
en 2.20 ppm correspondiente al hidrogeno del carbono quiral, de 1.86 ppm los hidrogenos de
H-6, H-7, y en la region de 1.74 -1.63 ppm de H-7 y H-9, por ultimo en 1.14 (H-8) y de H-
10 y H-11 en 0.935 ppm y 0.925 ppm respectivamente (Figura 12).

/////// //

H-10f H-11

61
-1
3
941
5]
o
o]
(=
5.99]

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
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 2.f81 ( 2.6) 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02 0.0
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H-4 Ha oo 5
H-3

E A a e R i Y T T
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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
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3s0D) del analogo 88b.

De la misma forma, para el espectro de carbono se observé una sola sefial en 181.03 ppm,
correspondiente al grupo carbonilo (C-1) del acido carboxilico y el resto de las sefiales por

debajo de 70 ppm.
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mmmmmm
MMMMMM

oooo

C-7,C-11
6 5 . 4 24 oH c-1d
Y cs
7© ¢4

8 O
o 11‘9‘/ 88b cs
f1 (ppm) 0

181.03
65.16
_~44.96

T T T T T T T
182.0 181.6 181.2 180.8 180.4

C-4) C-5
3

¢! L M |

T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100

T T T T T T T T T
90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CD30D) del analogo 88b.

La confirmacion de la estructura de 88b se realizd por el experimento bidimensional
HETCOR (figura 14), el C-4 desplazado en 64.5 ppm correlaciona con las sefiales de
hidrégeno de H-4 en 3.03 y 2.87 ppm, a su vez, el C-2 (45 ppm) correlaciona con las sefiales
de H-2 (2.56 - 2.35 ppm), la sefial de C-8 (44.2 ppm) correlacion6 con los H-8 (1.17 ppm)
desplazados hacia campo bajo, estas tres sefiales son correspondientes a los tres pares de

hidrdgenos diastereotopicos presentes en la molécula.

Por otra parte, el C-3 (30 ppm) correlaciona con H-3 (2.21 ppm) que corresponden a la sefial
del carbono quiral (racémico), de la misma forma, la sefial de C-9 (26 ppm) correlaciona con
las sefiales en 1.67 ppm del H-9, las sefiales C-6 (24.75 ppm) con las sefiales de H-6 (1.86
ppm), las sefiales en 23 ppm y 22.7 ppm de los carbonos metilicos (C-10 y C-11)

correlacionaron con las sefiales de hidrogeno en 0.81 ppm.
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Figura 14. 2D NMR (HETCOR 400 MHz, CD30D) de 88b.

La elucidacion de las moléculas de la misma serie se realizd de manera anédloga a la
presentada anteriormente. Una vez obtenidos todos los analogos, el siguiente paso fue llevar
a cabo la evaluacién in vitro de estos compuestos para determinar su potencial inhibitorio
sobre la enzima GABA-AT y de esta manera identificar que compuestos pueden ser
inhibidores de esta enzima y que en complemento con estudios adicionales identificar si los

mismos pueden ser considerados candidatos a farmacos potenciales.

4.6. Estudios de resolucion de mezclas racémicas.
Con la finalidad de realizar la resolucion de las mezclas racémicas 87b-f y 88a-f, y

particularmente de los compuestos que posteriormente mostraron una actividad in vitro
promisoria sobre la enzima de GABA-AT, se exploraron diversas metodologias de
resolucion. Dentro de la literatura se encontré que la (R)-pantolactona®® 104 puede emplearse
para este fin, por lo que 88b se hizo reaccionar en presencia de N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) en acetonitrilo (CH3CN) por 24 h, sin embargo,
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aunque la reaccion procedié no se consiguio separar a los diastereoisomeros (R,R)-105a y
(S,R)-105b (Esquema 26).

OH HO DCC, DMAP, CH,CN, T/)/\’r ﬁ
Q W ;:(/ 25 °C - 80 °C, 24 h (R, R) 105a

88b

(R) 104 Q/\/\H/ ﬁ/

(s R) -105b
Esquema 26. Acoplamiento de 88b con (R)-pantolactona 104.

e \

0
/_\ HO, | o
@ /i/o N/O 0 + H | A N~ o}
NY
N\}\/U\o)'\N,H & - 104 gw SN N~ + ;i(/o
106 [ :79/\0) O DMAP

- e
@MQ G QO

104

)

] _ /K»N\\Q | |
107 N~ 0 10T N N~ H H
I - | DCU
L N _
(R) - 104 l
I
/\/\n/ X N\
;f* Q )
(R,R) - 105a S ;R) - 105b DMAP

Esquema 27. Mecanismo de acoplamiento de 88b con (R)-pantolactona 104.
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El acoplamiento con DCC y DMAP es un método eficiente para la formacion de ésteres, el

mecanismo comienza por la activacion del grupo carbonilo de 88b por la DCC para formar

el intermediario de O-acilurea 106, este intermediario es susceptible al ataque nucleofilico

de la DMAP que actia como un nucledfilo mas fuerte que el alcohol lo que acelera la reaccion

para formar una amida reactiva 107. Este intermedio reacciona rapidamente con 104 para

generar los ésteres (R,R)-105a y (S,R)-105b.

Por otra parte 87b se hizo reaccionar con (S)-mandelato de metilo®’ 109 (Tabla 24), mismo

que se obtuvo primeramente por la esterificacion del (S)-acido mandélico 108 (Esquema 28).

OH

(CH3)3SiCl (2 Eq),

OH

(S) - 108

4 h, 95%

-85°C,

Esquema 28. Esterificacion del &cido mandélico 107.

Tabla 24. Condiciones de reaccién para la esterificacion de 87b.

Cl

O —

87b

Cl

o

(S)-109

> Y O
()

(S,S) -110a @)

~

0
(S) - 109

DCC, DMAP,

CH,Cl,, 25°C, 12 h

Cl
@%
N o N

(R,S)-110b

Entrada Eq (DCC/ DMAP) Eq ((S)-109) Rendimiento
1 2.0 2.0 1 No determinado
2 2.0 2.0 0.95 No determinado
3 1.1 1 0.95 No determinado

Una vez obtenido el compuesto (S)-109, se realizaron las primeras pruebas (Tabla 24) para

generar los diastereoisdmeros (S,S)-110a y (R,S)-110b, en donde (S)-109 se hizo reaccionar
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en presencia de DCC y DMAP por 12 h, sin embargo, aunque se observé el consumo total
de 87b, la purificacion de los diastereoisomeros resulté compleja, debido a que la

diciclohexilurea formada en la reaccién como subproducto fue dificil de remover.

Uno de los métodos clésicos para la resolucion de mezclas racémicas es el empleo de la (S)-
o-feniletilamina 109 (S)-FEA, seguida de la cristalizacion fraccionada de las dos sales
diastereoméricas formadas, siendo un método ampliamente reportado en la literatura, 8596061
De acuerdo a esta estrategia, se procedié a hacer reaccionar 87b con (S)-FEA 109, para
formar las sales diastereoméricas (R)-110a y (S)-110b (Esquema 29).

C o odn

H,N” “Ph (R)-110a

@N 10 :
CHCls, 25 - 65 °C, 4h f
GBS

(S) -110b H

CH3

Esquema 29. Formacion de sales diastereoméricas de 110b con (S)-FEA 1009.

La separacion de las sales diastereoméricas se realizé mediante recristalizacion de las mismas

a 0 °C en CHCIs, sin embargo, no se lograron separar las sales formadas.

4.7. Pruebas preliminares de inhibicién enzimatica sobre GABA-AT de Pseudomonas
fluorescens de los analogos sintetizados.
Las pruebas de inhibicion enzimética se realizaron en colaboracién con el grupo de

investigacion del Dr. José Guadalupe Trujillo Guevara y el Dr. Juan Alberto Guevara Salazar
de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional. El estudio establecio
como sitio blanco la enzima GABA-AT de Pseudomonas fluorescens, debido a que
proporciona resultados comparables a los de GABA-AT humana al conservarse el sitio de

unién de la enzima. Este ensayo esta basado en la reaccién del esquema 1.
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El principio de la prueba enzimética esta fundamentado en el cambio en la absorbancia a 340

nm, correspondiente a la formacién de NADPH a partir de NADP* a 25°C y pH= 8.6, que es

proporcional a la actividad de GABA-AT. De tal manera que al hacer pruebas con

compuestos que pudieran actuar como inhibidores enzimaticos, lo que se espera es que

disminuya la formacion de NADPH en consecuencia a la reduccion de la actividad

enzimaética. Para esto fue necesario llevar a cabo un estudio exploratorio a una concentracion

de 0.8 mM de los inhibidores sintetizados y determinar el potencial inhibitorio de cada uno,

ademas fue necesario preparar las disoluciones stock de los reactivos que a continuacién se

mencionan:

A

Solucién buffer de K4P207 0.1 M a pH= 8.6 en H.O desionizada, ajustando el pH con
HCI concentrado.

Solucion buffer de KH2PO4 0.075 M a pH=7.2 con 25% v/v de glicerol, ajustando el
pH con KOH 3.0 M.

Solucién stock de GABA 0.016 M para las pruebas de potencial inhibitorio y de 0.128
M para la inhibicion enzimética en buffer de K4P20-.

Solucidn stock de acido 2-cetoglutarico 0.04 M.

Solucion stock de B-NADP* 0.05 M en H,O desionizada.

F. GABA-AT 3.14 mg de sélido/mL en buffer de KH2PO4 (solucién B), equivalente a

1.1618 U capaces de convertir 1.1618 umol de GABA a semialdehido succinico y

luego a succinato, con una reduccion estequiométrica de 1.1618 umol de NADP™,

. Soluciones stock de inhibidores de la serie 86a-f, 87b-f, 88a-f y vigabatrina 2 a

concentraciones de 0.008 M para la prueba de inhibicion preliminar y a
concentraciones de 0.020, 0.010, 0.005 y 0.0025 M para los estudios de inhibicion
enzimatica, estas ultimas obtenidas por dilucion sucesiva de la disolucion 0.020M en
buffer de K4P207 (solucion A).

En la Tabla 25 se presentan las concentraciones iniciales (stock) de cada reactivo preparado

(en mM) y las concentraciones finales en el experimento de cada reactivo en una disolucion
final de 700 pL:
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Tabla 25. Concentracion inicial (stock) y final (en el experimento) de las soluciones C-G.

Solucion C (o D = F G
[mM] 16 128 40 50 3.14 mg/mL 25 5 8 10 20
inicial

[WM] final 08 64 20 125 0.0209mg 025 05 08 1.0 20

En la tabla 26 se muestran las proporciones volumétricas utilizadas de los reactivos para
realizar las pruebas preliminares de inhibicién enzimatica y los estudios cinéticos de los
compuestos que presentaron mayor inhibicion de la enzima, para ello se prepararon
soluciones por triplicado para cada concentracion, con la finalidad de obtener un buen

analisis estadistico de los resultados.

Tabla 26. Proporcion volumétrica requerida en presencia y ausencia de inhibidor.

BLANCO SIN INHIBIDOR
INHIBIDOR, uL pL
(0.25,0.5,0.8,1.0y 2.0 mM) (0.25,0.5,0.8,1.0y 2.0 mM)
Buffer KsP207 607.84 537.84
Acido 2-cetoglutarico 35 35
GABA 35 35
Inhibidor (2, 86a-f, - 70
87b-f, 88a-fy 111)
B-NADP* 17.50 17.50
GABA-AT 4.66 4.66
Volumen final en el 700 700

experimento

Las disoluciones fueron mezcladas por inversion y mantenidas a una temperatura constante
de 25°C, posteriormente se adiciond el volumen requerido de GABA-AT y se mezcl6
nuevamente por inversion, con un tiempo de incubacion de 30 min. Posteriormente, se

registrd la absorbancia de cada solucidn a una Amax de 340 nm (Esquema 30).
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Blanco sin inhibidor y
con inhibidores (700

pL)

Mezclar por

(e}
inversion Atemperar a 25 °C

Lectura de - Adicion de
absorbancia a 340 ‘ Inc:;tmc;o;spocg 30 GABA-AT e
nm inicio de reaccion

Determinacion de
actividad
inhibitoria

Obtencion de
graficas

Esquema 30. Procedimiento seguido para determinar actividad inhibitoria.

4.7.1. Pruebas preliminares de inhibicion enzimatica.
Se efectuaron pruebas preliminares para determinar el potencial inhibitorio de los analogos

86a-f, 87b-f y 88b-e en comparacion con el control positivo vigabatrina 2 y valproato de
sodio 111 a una concentracion final de 0.8 mM, utilizando las proporciones volumétricas
establecidas en la Tabla 26 y las mismas condiciones de temperatura y longitud de onda,
obteniendo las siguientes lecturas promedio de absorbancia para cada experimento. Los datos

obtenidos fueron analizados estadisticamente por analisis de varianza (ANOVA).

Para la obtencion de las Gréficas 1, 2 y 3, se tomd el valor promedio de absorbancia mostrado
en cada experimento, correspondiente a la formacién de NADPH a partir de NADP™ que es
proporcional a la actividad de GABA-AT, la absorbancia promedio del grupo control
representa el 100% de actividad catalitica, es decir, la conversion de GABA (umol/mg*min)
a semialdehido succinico transformado por la GABA-AT, por lo que un valor inferior al del
control representa un determinado porcentaje de inhibicion de la enzima para cada inhibidor
(vigabatrina 2, valproato de sodio 111 y los analogos sintetizados) estudiado.

A partir de las gréaficas es posible deducir que la 2 y valproato de sodio 111 tienen una
actividad promedio del 60% +2.05 y 49% +1.91 de inhibicion de la actividad catalitica de la
enzima. En este mismo orden, y de acuerdo a la gréafica 1 los andlogos de GABA presentan

60



RESULTADOS Y DISCUSION

un 20% - 26% de inhibicion maxima, y aunque comprueban ser inhibidores, estos no son

comparables con 2 y 111.

% de actividad enzimatica a 0.8 mM

70.0
60.0 I
% de inhibicién
50.0 I
40.0
30.0

20.0 = —

[% de inhibicion]

10.0
0.0 -[
Cm{trol 2 111 86a 86b 86¢ 86d 86e 86f
Inhibidor

-10.0

X

- OH 0 ® ,~ OH N/\/\H/OH
H,N N
? /\z/\g ona S\/'/:Ga/\cfar Q 86b O

111
o

OH OH OH
RGP G D NG G S G §

Control EEM +8.76, 2 EEM £2.05, 111 EEM +1.91, 86a EEM +2.31, 86b EEM %2.31, 86c EEM +1.23, 86d
EEM £2.58, 86e EEM +1.04, 86f EEM £1.45.

Graéfica 1. Estudio preliminar de potencial inhibitorio de los analogos 86a-f.

Un analisis similar de la grafica 2 mostré que el analogo 87b presentaba un 73%5.16 de
inhibicidn enzimatica, mejor que vigabatrina 2 53% +2.05, al realizar un segundo estudio por
triplicado el andlogo 87b contindo mostrando el mismo porcentaje de inhibicion, mientras
que el resto de los inhibidores de la serie evaluados presentaron porcentajes de inhibicion de

8% - 30%, inferiores a los valores de vigabatrina 2 y valproato de sodio 111.
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% de actividad enzimatica a 0.8 mM

90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0

I % de inhibicion

[% de inhibicidn]

20.0 =
10.0 =

-10.0 CorJIroI 2 111 87b 87c 87d 87e 87f
Inhibidor

87b 87c 87f

O“ OH @ OH/O\' OH N OH N OH
0 o s% O\) Sg)e S\) >

Cl Cl Cl Cl cl

Control EEM £8.76, 2 EEM +2.05, 111 EEM +0.42, 87b EEM %5.16, 87c EEM £1.46, 87d EEM +0.31, 87e
EEM £1.72, 87f EEM 0.43.

Graéfica 2. Estudio preliminar de potencial inhibitorio de los analogos 87b-f.

En este mismo sentido tenemos que los analogos 88a-e (Grafica 3) tienen porcentajes de
inhibicién menores a vigabatrina 2 y valproato de sodio 111, solo el andlogo 88f present6 un

porcentaje de inhibicion 14.2%+4.54.
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Inhibicidon enzimatica a 0.8 mM
60.0
50.0
% de inhibicidon
40.0
30.0

20.0 - I

10.0

[% de inhibicion]

T I

T x

trol 2 111 88a 88b 88c 88d 88e 88f

0.0
Co

(= S —

-10.0
Inhibidor

OH
S/\N N OH N OH
88a 88b 88c
OH
JOBRNS N YO
88a © 0 s8e O s/ 88f O

Control EEM £8.76, 2 EEM £2.05, 111 EEM 0.42, 88a EEM=+0.98, 88b EEM +1.09, 88c EEM +0.71, 88d
EEM +0.61, 88e EEM +1.23, 88f EEM +4.54.

Gréfica 3. Estudio preliminar de potencial inhibitorio de los analogos 88a-f.

Con los resultados obtenidos en las pruebas preliminares de inhibicion enzimatica, se decidid
que el analogo 87b era el candidato ideal para realizar el estudio de inhibicion enzimatica

completa evaluando diferentes concentraciones del inhibidor: 2.0, 1.0, 0.5y 0.25 mM.

4.7.2. Estudio de cinética enzimatica del analogo 87b.
Debido al alto potencial inhibitorio que mostro el analogo 87b en las pruebas a la

concentracion de 0.8 mM, 87b fue evaluado a diferentes concentraciones (0.25 mM, 0.5 mM,
1.0 mM y 2.0 mM) contra diferentes concentraciones de GABA (0.2 mM, 0.4 mM, 0.8 mM,
1.6 mM, 3.2 mM, 6.4 mM) por cuadruplicado, en donde el eje (y) representa los valores

promedio de absorbancia observados.
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Cinética enzimatica de 87b
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Gréafica 4. Actividad catalitica del inhibidor 87b.

Nuestro blanco a 0 mM nos representa la actividad catalitica de la GABA-AT en ausencia de
inhibidor, es decir, la conversion méxima de GABA (umol/mg*min) que se transforma a
semialdehido succinico por accién de la GABA-AT. Al igual que en las inhibiciones
preliminares se espera que la actividad enzimatica de GABA-AT disminuya conforme
aumentan las concentraciones del inhibidor (0.25 mM, 0.5 mM, 1.0 mM, 2.0 mM), es decir

que exista una disminucion en el valor de absorbancia experimental observado.

Estos valores de absorbancia obtenidos fueron importantes para la determinar el tipo de
inhibicidn que se presenta con 87b y es que se han descrito varios métodos graficos para
determinar el modo de inhibicion de una molécula en particular. De estos, el diagrama de
Lineweaver-Burk, es el medio mas sencillo para determinar el modo de inhibicién, en este
una doble grafica reciproca grafica el valor de la velocidad reciproca en funcién de la
concentracion de sustrato reciproco para producir, en la mayoria de los casos, una linea recta.
La superposicion de las lineas reciprocas dobles para una reaccidn enzimatica llevada a cabo
a varias concentraciones fijas de inhibidor producira un patrén de lineas que es caracteristico
de un tipo de inhibidor particular.®? EI grafico de Lineweaver-Burk de 87b se muestra en la

gréfica b.
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Grafica de Lineweaver-Burk de 87b
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Grafica 5. Doble reciproco de Lineweaver-Burk del inhibidor 87b.

A partir de los patrones de lineas observados, la grafica 5 mostré que 87b presentaba dos
tipos de inhibiciones, siendo inhibicion competitiva a bajas concentraciones e inhibicion no

competitiva a concentraciones mas elevadas.

4.7.3. Estudio in vivo del analogo 87b.
Los experimentos fueron llevados a cabo utilizando ratones CD1 en dos tiempos diferentes

de pretratamiento con 87b y valproato de sodio 111, que fueron de 1 y 4 h antes de la
administracion de pentilentetrazol (PTZ). Los resultados obtenidos en estas pruebas
consistieron en el andlisis de la latencia en el primer ataque, el nimero de ataques generados

en el periodo de observacion y la proteccion contra la muerte.

Los experimentos de latencia en el primer ataque del compuesto 87b y 111 se realizaron con
pretratamiento de 1 h y 4 h previo a la administracion de pentilentetrazol (PTZ), en relacion
al experimento llevado a 1 h el compuesto 87b y 111 con respecto al control no mostraron
una diferencia significativa, es decir, al menos a las dosis probadas no hay cambios en el
tiempo de generacion de la primera convulsion (Grafica 6). Al analizar los resultados a las 4
h de pretratamiento se observd que 87b presentd una ligera tendencia al incrementar el

numero de convulsiones, mientras que con 111 esta tendencia fue mayor.
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Tiempo de latencia

30.00 4
25.00 -

20.00 -
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Control (1h)  87b(0.50) 87b(1.00) 111(0.50) 111(1.00)  Control (4 h)  87b(0.50) 87b(1.00) 111(0.50) 111(1.00)

1h Dosis (mmol/kg) 4h

Graéfica 6. Tiempo de latencia del compuesto 87b en comparacion con 111 a diferentes dosis
(0.50 y 1.00 mmol / kg) a 1 y 4 h de pretratamiento. *p<0.05: diferencia significativa al
comparar el grupo de control con 87b y 111 como grupo de control positivo. Las
comparaciones se realizaron mediante la prueba ANOVA de una via y la prueba de rango

multiple de Duncan (anélisis de medias de Duncan).

Por otra parte, se cont6 el nimero de convulsiones que presentaron cada uno de los ratones
por cada grupo de experimentacion, con el propdsito de observar la actividad anticonvulsiva
a través de la disminucion del namero de las mismas, con lo que se observo que a la dosis de
1.00 mmol/kg de 87b no disminuyé el nimero de convulsiones, sino que aumentaron de
manera significativa, mientras que a la dosis de 0.50 mmol/kg no hubo diferencia
significativa comparado con el grupo control. En el caso de las dosis probadas con 111
tampoco hubo diferencia significativa; sin embargo, los resultados muestran una tendencia
hacia la disminucion del namero de convulsiones (Grafica 7). En el caso del nimero de
ataques generados durante el tiempo de observacion, en primer lugar, se observo la
disminucion esperada en el nidmero de ataques con 111. Sin embargo, en el caso del
compuesto 87b, hay una disminucion muy clara en el nimero de ataques a una dosis de 0.5
mmol/kg. Por otro lado, con una dosis de 1.00 mmol/kg, no hay diferencia con el grupo
control, es decir, el compuesto 87b no tiene un efecto protector, al menos en la dosis mas alta
contra el niamero de convulsiones (Gréafica 7). La tabla 27 muestra algunos parametros de la

actividad anticonvulsiva en este modelo.
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Numero de ataques vs dosis
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Gréfica 7. Numero de ataques tonico-clonicos provocados por el compuesto 87b en
comparacion con 111 en diferentes dosis (0,5 y 1,00 mmol/kg) a 1 hora y 4 horas de
pretratamiento. *p<0.05: diferencia significativa al comparar el grupo de control con 87b y
111 como grupo de control positivo. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba

ANOVA de unaviay la prueba de rango multiple de Duncan (analisis de medias de Duncan).

Tabla 27. Parametros de actividad anticonvulsiva de los compuestos 87b y 111 en el modelo

de convulsiones inducidas por PTZ. *p <0.05.

Dosis (mmol/kg) Pretratamiento (h) Latencia +- DES NuUmero de ataques +-

(min) DES

Control 12.69 + 2.06 1.22 +0.32
87b (0.50) 10.27 +2.38 1.16 + 0.16
87b (1.00) 1 9.81+1.67 3.33+0.84*
111 (0.50) 11.00 + 4.36 0.50 +0.22
111 (1.00) 11.00 + 3.06* 0.50 +0.22

Control 4.24 +1.03 1.66 +0.40
87b (0.50) 11.22 +7.89 0.33+0.21*
87b (1.00) 4 9.79+1.72 1.50 + 0.34
111 (0.50) 14.00 0.16 +0.16"
111 (1.00) 22.50 + 3.50 0.33+0.21*
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Finalmente, con respecto a la proteccion contra la muerte, 111, en ambas dosis, protege
contra la accion letal de la PTZ, mientras que en el caso del compuesto 87b, existe una
proteccion a una dosis de 0.5 mmol/kg; a una dosis de 1.00 mmol/kg, la accion letal aumenta
significativamente (Gréafica 8). Finalmente, ni 111 ni 87b tienen una diferencia significativa,
es decir, practicamente ningdn animal muestra un efecto letal desde el punto de vista
estadistico (Tabla 27).

Proteccién contra muerte

120.00 -+
100.00 -
80.00 -
60.00 -
40.00
20.00 -
0.00 -

Control  111(0.50) 111(1.00) 87b(0.50) 87b(1.00) Control 111(0.50) 111(1.00) 87b(0.50) 87b(1.00)
-20.00 | " @n

% de proteccion contra la muerte

-40.00 -

-60.00 - 1h * ah

Dosis (mmol/kg)
Gréfica 8. Porcentaje de proteccidn contra la muerte del compuesto 87b en comparacién con
111 a diferentes dosis (0.50 y 1.00 mmol/kg) a 1 h y 4 h de pretratamiento. *p<0.05:
diferencia significativa al comparar el grupo de control con 87b y 111 como grupo de control

positivo. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba exacta de Fisher.

Es muy importante mencionar que el compuesto 87b presenta un comportamiento atipico o
no dependiente de la dosis, y eso ocurre sobre todo a la dosis mas alta (1.00 mmol/kg) para
los experimentos a 1 h y 4 h de pretratamiento antes de la administracion de PTZ. En los
resultados del numero de convulsiones, 87b en lugar de disminuirlas las aumento cuando el
pretratamiento es de 1 h, cuando es a 4 h a la misma dosis no existié diferencia con el control;
sin embargo, en la dosis de 0.50 mmol/kg hay una clara tendencia hacia la disminucion de
las mismas, este fendmeno probablemente se deba a una respuesta bifasica u hormesis que

en muchas sustancias con actividad bioldgica se ha presentado,83:646566.67
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4.8. Estudios de relacién cuantitativa estructura-actividad.
Con la finalidad de entender la actividad bioldgica presentada por los anélogos sintetizados,

se procedio a realizar los estudios de relacion cuantitativa estructura-actividad y de
acoplamiento molecular, dichos estudios se realizaron en colaboracién con el Dr. Rodrigo
Said Razo Hernandez del Centro de Investigacion en Dinamica Celular de la UAEM. Este
estudio busca comprender el mecanismo bioldgico de nuestros compuestos y conocer que
enantibmero mostrara la mayor probabilidad de ser la forma biolégicamente activa. Por lo
tanto, se emplearon descriptores moleculares geométricos y de carga para la construccion de
los modelos QSAR; estos descriptores son sensibles a la posicion espacial de los &tomos en
la molécula y nos permitieron estudiar ambos enantiémeros de cada compuesto. Por lo tanto,

la inclusion de al menos uno de estos descriptores en el modelo QSAR final fue un requisito.

El mejor modelo matematico que correlaciona el porcentaje de inhibicion () de los analogos
de GABA con sus descriptores moleculares, fue validado por las reglas de redundancia, quik,

sobreajuste Y Q2 ,¢oricq- LA €CUACION Obtenida con los enantiéomeros (S) fue la siguiente:

Y = 1624.02548[RCI] — 394.09487[HOMT] + 0.4927[T (0 ...S)] M
+ 34.48134[TI2] — 99.99144

R? =86.96 Q7,, =73.03s =454 F =213

AK =0.003(0.0) AQ = 0.075(-0.005) R? = 0.356 (0.1) RN = —0.217(-0.24)
Por lo tanto, los descriptores moleculares de los anadlogos de GABA sintetizados que se
relacionan con la inhibicion de la GABA-AT son: el indice de Jug RC, el indice de
aromaticidad del modelo de oscilador armonico (RClI y HOMAT respectivamente) que
pertenecen a la familia de descriptores geométricos. Ademas, en este modelo matematico, se
incluye la suma de la distancia topologica entre los &tomos de oxigeno y azufre (O...S) y el
segundo indice de Mohar (T (O...S) y TI2 respectivamente) de la familia de descriptores
topoldgicos (Tabla 28). Ademas, se muestran los valores experimentales de inhibicion de los
anélogos 86a-f, 87b-f y 88a-f (Y) y los valores pronosticados por el modelo QSAR (Y pred)
de los derivados de GABA.

69



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 28. Valores de los descriptores moleculares, % de inhibicion experimental de los
anélogos 86a-f, 87b-f y 88a-f (Y) y la prediccion (Ypred) de andlogos de GABA presentes en
el modelo QSAR.

Anélogo T(0..S) TI2 HOMAT RCI Y Yored
86a 14 3.435 0 0 24.9 25.35
86b 0 3.483 0 0 24.9 18.62
86¢ 0 3.503 0 0 194 21.27
86d 0 3.532 0 0 22.9 21.8
86e 0 3.483 0 0 18.3 20.67
86f 16 3.483 0 0 26.5 29.65
87b 0 2.897 5.781 1.404 73 -
87c 0 3.08 5.747 1.408 28 27.46
87d 0 3.105 5.781 1.404 8.6 9.34
87e 0 2.897 5771 1.404 7 5
87f 16 2.897 5.767 1.404 14.2 16.05
88a 14 2.755 0 0 -3.5 5.54
88b 0 2.95 0 0 0.84 2.06
88c 0 3.106 0 0 5.96 7.11
88d 0 3.135 0 0 2.64 9.2
88e 0 2.95 0 0 6.2 0.06
88f 16 2.95 0 0 16.8 6.31
111 0 2.02 0 0 40 -

En laecuacién (1), T (O...S) posee un coeficiente positivo que indica que si su valor aumenta,
lainhibicion de GABA-AT también aumentara. T (O...S) indica que la presencia de un &tomo
de azufre aumentara la actividad inhibitoria de los andlogos de GABA, es decir, aumentar el
valor de T (O..S) se correlaciona directamente con el tamafio de la molécula. Por lo tanto,
aumentar la distancia entre estos dos atomos en un compuesto aumentara sus interacciones
con la enzima GABA-AT. En cuanto a T12, su coeficiente en la ecuacién (1) es positivo, lo
que indica que el aumento del tamafio y la forma esférica de la molécula aumentara su
actividad inhibitoria.

Para el descriptor molecular de RCI, su coeficiente en la Ecuacion (1) indica que, si el valor
del descriptor de SPP aumenta, la inhibicion de GABA-AT por los andlogos de GABA
también se incrementara. RCI se define como un indice de aromaticidad basado en la idea de
corriente de anillo, cuya magnitud esta determinada por su enlace mas débil en el anillo.

El descriptor HOMAT depende del grado de conjugacion de una molécula, asi como del

numero total de enlaces m. De acuerdo con el signo de coeficiente en la ecuaciéon 1 que
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corresponde a este descriptor, si la aromaticidad molecular de los derivados de GABA
aumenta, su actividad inhibitoria aumentara.

Los valores de % de inhibicion de GABA-AT (Y), calculados y predichos por el modelo
QSAR (Ycal Y Ypred) Se presentan en la Tabla 29, ademas se muestran las diferencias del valor
absoluto entre cada Ycai Y Ypred Y Y.

Tabla 29. Inhibicidn experimental de GABA-AT% (Y), calculada (Yca) y predicha (Y pred)
para los andlogos 86a-f, 87b-f y 88a-f. También se muestran los valores residuales calculados

y predichos (residualca y residualpred).

86a 24.9 - 25515 - 0.45
86b 24.9 20.11 18.62 —4.79 —6.28
86¢c 194 20.8 21.27 1.4 1.87
86d 22.9 - 21.8 - -1.1
86e 18.3 20.11 20.67 1.81 2.37
86f 26.5 27.99 29.65 1.49 3.15
87b 73 - - - -
87¢c 28 27.98 27.46 —0.02 —0.54
87d 8.6 8.94 9.34 0.34 0.74
87e 7 5.71 5 -1.29 —2
8rf 14.2 15.17 16.05 0.97 1.85
88a -3.5 1.9 5.54 5.4 9.04
88b 0.84 1.73 2.06 0.89 1.22
88c 5.96 - 7.11 - 1.15
88d 2.64 8.11 9.2 5.47 6.56
88e 6.2 1.73 0.06 —4.47 —6.14
88f 16.8 9.61 6.31 —7.19 —10.49
111 40 - - - -

Las moléculas que formaron parte del conjunto de prueba fueron: 86a, 86d y 86c. De la Tabla
29. las moléculas 88a y 88f presentaron valores mayores de residualpred, quizas, esto puede
estar relacionado con el hecho de que son las Unicas dos moléculas de esa serie que poseen
un atomo de azufre en su estructura. Debido al valor residual de 87b y 111, estos compuestos
se consideraron valores atipicos; ya que su valor es mas de tres veces el valor de la desviacion

estandar. La correlacion lineal de Yca Vs Y con R?=0.87 se muestra en la gréafica 9.

71



RESULTADOS Y DISCUSION

30
R2=10.8696

Ycal

Gréfica 9. Correlacion linear entre Yca vs Y.

La capacidad predictiva del modelo matematico se muestra en la grafica 10, dado que se
muestran todos los valores de inhibicion de los andlogos 86a-f, 87b-f y 88a-f obtenidos con
la técnica de omision (LOO) y las moléculas que pertenecen al conjunto de prueba (circulos

de color rojo). El valor R?=0.78 indica que el modelo tiene un buen poder predictivo.

30 [9)
Rz =0.7807 °
25
(o]
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- 0]
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Gréfica 10. Correlacion linear de Ypred VS Y. Los circulos de color azul y rojo representan

las moléculas de entrenamiento y de prueba, respectivamente.
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La evaluacion de la capacidad predictiva del modelo QSAR se muestra en el anexo (Tabla
S1). Las gréficas 9 y 10 muestran la capacidad descriptiva y predictiva del modelo QSAR.
En términos generales, el modelo posee un poder descriptivo y predictivo respetable (basado
en sus valores R? y Q?). Ademas, los descriptores moleculares en este modelo pueden ayudar
a explicar la actividad inhibitoria mostrada por los andlogos 86a-f, 87b-f y 88a-f, en base a
las propiedades que pueden ser importantes para la union a la GABA-AT.

Dado que todos los descriptores moleculares incluidos en el modelo QSAR pueden estar
relacionados con la interaccion con GABA-AT (forma molecular, tamafio y caracter de
aromaticidad), los resultados de acoplamiento son importantes para confirmar el poder

descriptivo de nuestro modelo matematico QSAR.

4.9. Estudio de acoplamiento molecular (Docking).
A través de estos estudios se identificaron los sitios alostéricos presentes sobre la enzima de

GABA-AT, ademas del grado de afinidad de los inhibidores hacia la misma. De los 17
analogos sintetizados y evaluados, 87b y 88f son los inhibidores con mayor afinidad hacia la
enzima de la GABA-AT.

Las estructuras tridimensionales de GABA aminotransferasa de humano y P. fluorencens no
se encuentran disponible, por lo que se generaron los modelos de homologia estructural
correspondientes. La basqueda de las estructuras de GABA aminotransferasa se realizo en el
servidor del banco de datos de proteinas (PDB, Tabla 30) y se emplearon como plantillas
estructurales. De acuerdo con la alineacion de secuencias de GABA aminotransferasas, las
de bacterias son similares entre ellas, y lo mismo ocurre para las GABA aminotransferasas

de animales (humanos y cerdo).

Se empled la estructura cristalografica 4yOh de cerdo, en funcion de su resolucion (1,63 A)
y la mayor secuencia de identidad (~ 95%). Por otra parte, el modelo de P. fluorencens se
realizé utilizando la estructura cristalografica 1sf2 de E. coli, debido a que presenté una mejor
conservacion (~74% de identidad).
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Tabla 30. Estructuras cristalinas de GABA aminotransferasa disponibles en el servidor PDB.

PDB_ID Resolucion (&)  Organismo % de identidad con % de identidad con

respecto a la respecto a
humana P. fluorencens
4zswo8 1.70 Cerdo 95.46 27.52
4y0h®® 1.63 Cerdo 95.46 27.52
4y0i 1.66 Cerdo 95.46 27.52
1ohv’® 2.30 Cerdo 95.46 27.52
1lohw 2.30 Cerdo 95.46 27.52
1sf2"t 2.40 E. coli 26.35 73.82
4ffc’? 1.80 M. abscessus 27.99 42.79

4.9.1. Acoplamiento molecular para el modelo GABA-AT de Pseudomonas.
Con el fin de explicar la inhibicion de GABA-AT por los analogos de GABA, se realizo el

acoplamiento molecular sobre el modelo de homologia de Pseudomonas. Se analiz6 los
céalculos del modelado molecular por medio de las estructuras de andamio (GABA 1,
baclofen 3 y pregabalina 4) y considerando sus interacciones ligando-receptor igual y/o
menores a 5 angstroms (A). En la figura 15 se muestra la forma de la cavidad en la que se
realizaron todos los calculos de acoplamiento, se puede observar que esta cavidad tiene forma
de "Y", este hecho puede ayudar a explicar por qué los analogos de GABA (86a-f) fueron
menos potentes, esto se ve reforzado por el hecho de que el descriptor molecular T(O...S) y
TI2, relacionado con el tamafio molecular y que de acuerdo a nuestro modelo QSAR aumenta
la actividad inhibitoria resulto ser el de valor més bajo para todos los analogos de GABA
(86a-f) con respecto a las series de analogos de baclofen (87a-f) pregabalina (88a-f).
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a)=S

Figura 15. a) Forma de la cavidad (malla de color azul) del sitio catalitico de GABA-AT de
Pseudomonas. b) Los analogos de GABA (86a-f) en el sitio catalitico de GABA-AT de

Pseudomonas.

Debido a la forma lineal y tamafio de los andlogos de GABA, estos no pueden interactuar
fuertemente con la cavidad de GABA-AT (Figura 15 b). De hecho, son las moléculas que
poseen menores energias de interaccion (Anexos, Tabla S2). Todas estas moléculas se unen
en una forma similar con su parte carboxilica orientada al PLP, con la excepcion de 86f.
Ademas, forman enlaces de hidrégeno con la Lys 153 (a 2.6 A, -2.5 kcal/mol), con la
excepcion de 86f (Lys 270 a 2.59 A, -2.48 kcal/mol) y 86a (Arg 143 a 2.8, -1.16 kcal/mol).
Esta diferencia en la forma de interaccion puede estar relacionada con la presencia del atomo
de azufre en su estructura, ya que 87f y 88f (que también poseen un atomo de azufre en su

estructura) también interactian de forma diferente que las otras moléculas.

Los analogos de baclofen 87a-f con configuracion (S) poseen un mejor modo de union a la
GABA-AT (coincidente con los valores de energia de interaccion, anexo, Tabla S2) que los
de configuracion (R) (Figura 16). Debido a su tamafio y forma, estas moléculas interactian
en la parte exterior del sitio catalitico, sin aproximar uno de sus grupos funcionales al PLP.
Los anélogos 87b-f de configuracion (S) interactian de manera similar, con su grupo
carboxilico a través de la formacion de enlace de hidrégeno con Arg 143 (2.6 A, -2.5
kcal/mol), a excepcion del analogo 87f que no forma enlaces de hidrdégeno, mientras que
tunicamente el grupo amino de 87b interacttia con Tyr 157 (3.39 A, 0.79 kcal/mol), y el anillo
de clorobenceno ubicada en la zona hidrofébica del sitio catalitico formado por lle 24, lle 52,
Val 82y Cys 79.
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Los analogos 87b-f de configuracion (R) interacttan diferente, de tal forma que el grupo
carboxilico de 87b lo hace con la Try 157 (2.89 A, -1.78 kcal/mol), 87c y 87f no forma
enlaces de hidrogeno, 87d con Arg 143 (2.6 A, energia: -2.75 kcal/mol) y 87e con Arg 143
(2.6 A, -2.49 kcal/mol) mientras que el grupo amino no forma enlaces de hidrégeno en
ninguno de los andlogos 87b-f de configuracion (R), y donde el &omo de oxigeno
perteneciente al heterociclo de morfolina de 87e interactia con la Cys 79 (3.11 A, -1.76
kcal/mol).

Figura 16. a) Los analogos 87a-f de (S)-baclofen en el sitio catalitico de GABA-AT de
Pseudomonas. b) Los analogos 87a-f de (R)-baclofen en el sitio catalitico de GABA-AT de

Pseudomonas.

En la figura 17 (se afiaden los valores de energia de interaccion (kcal/mol) de los analogos
(S)-87b y (R)-87b se muestran las interacciones de las moléculas 87b de configuracion (S) y
(R) con GABA-AT. La molécula (S)-87b se une de una mejor manera y mas fuerte que el
enantibmero (R)-87b, debido a la orientacion mas favorecida de los grupos amino
(protonados) y carboxilato para generar interacciones de enlaces de hidrdégeno con los
residuos GABA-AT (Tyr 157 para amina y Arg 143 y GIn 81 para carboxilato).
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(S)-87b (R)-87b

E=-94.5623 kcal/mol

Ligando en paralelo con el PLP.

No se observan interacciones tipo -r del
anillo aromético.

Enlaces de hidrégeno:

GIn 81(B, N-H): H--Oa2.69 A, -2.5
Arg 143(B, =N-H): O-Ha 2.6 A, -2.5
Arg 143(B, -N-H): 0-Ha 3.09 A, -1.83
Try 157(B): H-N a 3.39 A, -0.79
Electrostéaticas:

Arg 143(B, =N-H): 0-Ha 2.6 A, -3.06
Arg 143(B, -N-H): O-Ha 3.09 A, -2.16
Interacciones estéricas:

GIn 81(A): -0 a3.05 A, 1.54

Val 82(A): -Cla2.42 A, 5.33

lle 24(B): C (9)a3.07 A, 1.41

lle 24(B): C (10)a3.04 A, 1.6
Glu213(B): C (5)a3.1 A, 1.23

Gly 393(B): C (7)a2.84 A, 2.8

E«= -82.3833 kcal/mol

Ligando en paralelo con el PLP.
No se observan interacciones tipo n-r del anillo
aromatico.

Enlaces de hidrogeno:

Try 157(B): H-Oa2.89 A, -1.78
Lys 153(B): H-O a 2.84 A, -0.34
Electrostaticas:

Arg 400(B, =N-H): O-H a A, -3.65
Glu 213(B, N-H): O-H 4.41 A, 1.06
Lys 153(B): H-O a2.84 A, -5.11
Lys 153(B): H-O a 3.16 A, -4.14
Interacciones estéricas:

Glu 213(B): -0 a2.84 A, 2.76

Tyr 157(B): C (9) a 3.07 A, 1.38
Pro 156(B): -Cl a 2.74 A, 3.39

Gly 294 (A): -Cla2.99 A, 1.9

Ser 391(B): C (4)a3.15 A, 0.93

lle 24(B): C (5) a3.01 A, 1.79

Val 82 (A): C (6)a3.16 A, 0.87

Figura 17. a) Interacciones del enlace de hidrogeno de (S)-87b (lineas punteada azules) con

GABA-AT de Pseudomonas. b) Interacciones del enlace de hidrogeno de (R)-87b (lineas

punteada azules) con GABA-AT de Pseudomonas. Energias de interaccién en kcal/mol.

Para los analogos de 88a-f, los enantiomeros (S) se unen de una mejor manera y similar que

los enantidbmeros (R) (Figura 18). Los enantidmeros (S) de 88a-e orientan el grupo amino de

la molécula hacia el PLP, de tal forma que solo el grupo amino de 88c (3.13 A, -2.31

kcal/mol) y 88d (2.78 A, -2.5 kcal/mol) interactian con Glu 213 y el grupo carboxilico se

orienta hacia la parte externa del sitio catalitico, con la excepcion de 88f. El carboxilato de

estos enantiémeros interactia formando enlaces de hidrdgeno con Arg 143 (2.60 A, -2.37
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kcal/mol) en 88a, con Arg 400 (2.3 A, -3.9 kcal/mol) en 88b, GIn (2.78 A, -2.5 kcal/mol) en
88c, Arg 400 (2.78 A, -2.5 kcal/mol) en 88e y Arg 143 (2.78 A, -2.5 kcal/mol) en 88f.

Los analogos de (R)-pregabalina poseen energias de interaccion bajas en comparacion con
sus enantiomeros (S) (Anexos, Tabla S2). Los enantidmeros (R) de 88a-e orientan el grupo
amino de la molécula hacia el PLP, de tal forma que el grupo amino de 88a (2.73 A, -2.5
kcal/mol), y 88b (3.06 A, -2.5 kcal/mol) y 88f (2.86 A, -2.5 kcal/mol) interactian con Glu
213. El carboxilato de estos enantiomeros interactiia formando enlaces de hidrégeno con Arg
143 (2.73 A, -2.5 kcal/mol) en 88b, Try 140 (2.76 A, -2.5 kcal/mol) en 88c, Try 157 (2.06
A, -2.04 kcal/mol) en 88d, Arg 400 (2.29 A, -3.92 kcal/mol) en 88e y Arg 143 (2.59 A, -2.27
kcal/mol) en 88f.

Figura 18. a) Los analogos 88a-f de (S)-pregabalina en el sitio catalitico de GABA-AT de
Pseudomonas. b) Los analogos 88a-f de (R)-pregabalina en el sitio catalitico de GABA-AT

de Pseudomonas.

4.9.2. Acoplamiento molecular para el modelo GABA-AT humano.
Los estudios de acoplamiento molecular para el modelo de homologia en GABA-AT humano

se realizaron en colaboracion con el grupo de la Dra. Nina Pastor del Centro de Investigacion
en Dindmica Celular, se realizaron los calculos de acoplamiento molecular de todos los

analogos de GABA sintetizados para estudiar su interaccion.

En la figura 19 se muestran las interacciones de enlace de todos los analogos de GABA sobre
el modelo GABA-AT humano. Ademas, se muestra la forma de la cavidad en la que se
realizaron todos los célculos de acoplamiento. Se puede observar que esta cavidad posee un

mayor volumen que el modelo de Pseudomonas y una forma diferente. Sin embargo, los
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estudios han demostrado que las moléculas con mayor tamafio poseen los valores de energia

de interaccién mas altos.

Figura 19. a) Forma de la cavidad (malla de color morado) del sitio catalitico GABA-AT
humano. b) Los analogos 86a-f de GABA en el sitio catalitico GABA-AT humano.

En la figura 19b se muestra la interaccion de los analogos 86a-f de GABA. El grupo
carboxilico de moléculas 86¢, 86f se orientan hacia la parte externa de la cavidad (hacia el
disolvente), mientras que los analogos 86b, 86d, 86e tienen su grupo amino cercano al PLP.
Por otro lado, el carboxilato de 86b interactiia formando enlaces de hidrégeno con Lys 193
(2.59 A, -0.5 kcal/mol), 86¢ con Arg 182 (2.63 A, -2.18 kcal/mol), 86d con Glu 260 (2.85 A,
-2.5 kcal/mol), 86e con Lys 193 (2.6 A, -2.01 kcal/mol) y Thr 343 (3.34 A, -1.28 kcal/mol)
por medio del 4&tomo de oxigeno de la morfolina y 88f con Thr 343 (3.32 A, -1.35 kcal/mol).
Por otra parte, (inicamente el grupo amino de 86d interactiia con Glu 260 (2.85 A, -2.5
kcal/mol) y de 86f Glu 260 (2.6 A, -2.5 kcal/mol).

La figura 20 muestra a los analogos de baclofen, su interaccion con GABA-AT humana fue
muy similar, su grupo carboxilico se encuentra orientado a la zona positiva del sitio catalitico
de la cavidad. Los analogos de configuracion (S) de 87b, 87c y 87e orientaron la amina
heterociclica al PLP, mientras que en los analogos 87d y 87f orientaron el clorobenceno hacia
el PLP. EIl grupo carboxilico de 87b, 87d, 87e y 87f interactlan a través de la formacion de
enlace de hidrégeno con Lys 193 (2.59 A, -1.98 kcal/mol) mientras que 87c con Arg 182
(2.59 A, -1.84 kcal/mol), mientras que el grupo amino no formo enlaces de hidrogeno en
ningun caso. Por otro lado, todos los analogos de (R)-baclofen se unen de manera similar,
interactuando su parte de clorobenceno de la molécula con lle 416 residual, mientras tanto
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su grupo amino esta orientado hacia el PLP. El grupo carboxilico de estos anadlogos
interactdan a través de la formacion de enlace de hidrogeno con Lys 193 (2.59 A) a excepcion
de 87d que lo hace con Arg 412 (3.03 A, -2.26 kcal/mol), mientras que el grupo amino no

formo enlaces de hidrogeno en ningun caso, sin embargo, el atomo de oxigeno presente en
la morfolina de 87e interactia con Arg 182 (3.07 A, -2.5 kcal/mol).

—_
Pys 198 @%

Figura 20. a) Los analogos 87a-f de (S)-baclofen en el sitio catalitico GABA-AT humano.
b) Los analogos 87a-f de (R)-baclofen en el sitio catalitico GABA-AT humano.

Tabla 31. Interacciones de las configuraciones (S) y (R) de 87b con GABA-AT en el modelo
de homologia humano. Energias de interaccién en kcal/mol.

(S)-87b (R)-87b

E=-100.144 kcal/mol Ei=-95.7124 kcal/mol

No se observan interacciones tipo m-m del Anillo heterociclico orientado hacia el PLP
anillo aromatico. (90°). No se observan interacciones tipo w-nt del
Enlaces de hidrégeno: anillo aromatico.

Arg 412(A, -N-H): O-Ha 2.87 A, -0.69 Enlace de hidrégeno:

Lys 193(A): H-N a 2.59 A, energia: -1.98 Lys 193(A): H-O a2.59 A, -0.96
Electrostaticas: Electrostaticas:

Arg 412(A, =N-H): O-H a 4.06 A, -1.25 Arg 412(A, -N-H): -0 a 2.3 A, -3.92

Arg 412(A, -N-H): O-Ha 2.87 A, -2.5 Arg 412(A, -N-H): -0 a 2.3 A, -3.92

Lys 193(A): H-Na 259 A, -6.16 Lys 193(A): -0 a 2.59 A, -6.15

Lys 193(A): H-N a3.54 A, -3.29 Interacciones estéricas:

Interacciones estéricas: Arg 412(A): -0 a 2.7 A, 3.63

lle 416: --Cla2.99 A, 1.91 Asn 413(A): --Cl a2.97 A, 2.00

lle 416: C (10)a3.15 A, 0.9 Tyr 59(A): C (4) a 2.88 A, 2.53

Glu 260(A): C (7)a2.81 A, 2.95 Gly 428 (A): C (1) a2.96 A, 2.07

Gly 428(A): C (5)a2.73 A, 3.45 Gly 428 (A): C (2) a3.14 A, energfa: 1.00
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En la tabla 31 se muestran los valores de energia de interaccion (kcal/mol) del andlogo 87b

en configuracion (S) y (R) con GABA-AT en el modelo de homologia humano.

Por ltimo, en la figura 21 los enantiomeros de los andlogos de pregabalina 88a-f interactdan
de forma similar, por lo que su grupo carboxilico busca la una zona electrostatica altamente
positiva de la cavidad. Esta zona esta conformada por Lys 193, Lys 429, Arg 412, His 196 y
Arg 182. Mientras tanto, el grupo amino se orienta hacia el PLP o interactuando con los
residuos de His 34. La energia de interaccion de los andlogos de (S)-pregabalina es en
promedio 13.6 kcal/mol mas fuerte que la de los enantiomeros (R) (Tabla suplementaria S3).
El grupo carboxilico de los analogos de configuracion (S) interacttan a través de la formacion
de enlace de hidrégeno con Lys 193 (2.85 A) con 88a-c y 88f, a excepcion de 88d, 88e que
lo hace con Glu 260 (2.78 A, -1.85 kcal/mol) y Glu 260 (3.08 A, -1.34 kcal/mol).

Los analogos de (R)-pregabalina: 88a, 88c y 88d interactlian en una forma diferente que los
otros analogos de pregabalina, orientando su grupo amino hacia His 34 en lugar de al PLP.
El grupo carboxilico de los analogos 88a, 88b, 88d y 88f interactan a través de la formacion
de enlace de hidrégeno con Lys 193 a 2.6 A, -2,36 kcal/mol, 3.23 A, -1.39 kcal/mol, 2.6 A,
-0.37 kcal/mol y 2.6 A, -0.76kcal/mol respectivamente. 88e lo hace a través de la Arg 412
(2.87 A, -0.82 kcal/mol). El grupo amino de 88a interactia con Gly 428 (3.44 A, -0.58
kcal/mol), mientras que el de 88f lo hace con Try 59(3.32 A, -0.48 kcal/mol).

ﬁ%‘%ﬂ 95 ; W 186

Figura 21. a) Los analogos 88a-f de (S)-pregabalina en el sitio catalitico GABA-AT humano.
d) Los analogos 88a-f de (R)-pregabalina en el sitio catalitico GABA-AT humano.
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» La sintesis de una nueva serie de analogos de GABA, pregabalina y baclofen
sustituidos en la posicion gamma con los sistemas de anillos heterociclicos de
tiazolidina, piperidinas, morfolina y tiomorfolina se realizé mediante rutas de sintesis
cortas y eficientes. Las modificaciones quimicas logradas por la union de estos
sistemas heterociclicos al esqueleto de GABA, conducen a compuestos con actividad
inhibidora de GABA-AT como ocurre con los compuestos 87b y 88f.

» Los ésteres 95a-f se sintetizaron mediante reacciones de N-alquilacién en ausencia de
base y disolvente, las reacciones fueron optimizadas y procedieron con rendimientos
moderados.

» Se desarroll6 un método de sintesis para los sistemas «,f-insaturados 96a-f a traves
de la reaccion de N-alquilacién del 4-bromobutanoato de metilo 97 con los
heterociclos seleccionados (89-94). Estas reacciones procedieron con buenos
rendimientos cuando se empled DIPEA como base y en presencia de diclorometano
como disolvente.

» Se llevd a cabo la sintesis de los precursores 98a-f de baclofen 3 y 99a-f de
pregabalina 4 en su forma racémica mediante la reaccion de adicién conjugada 1,4 de
cupratos de i-butilo 103 y p-clorofenilo 102 a los sistemas «,f-insaturados 96a-f. La
obtencion de estos precursores procedié con rendimientos moderados cuando se usé
éter como disolvente de reaccion.

» La hidrolisis de los ésteres 95a-f, 98a-f y 99a-f genero los analogos de GABA 86a-f,
baclofen 87a-f y pregabalina 88a-f que procedieron con buenos rendimientos, en
medio basico. El proceso de acidificacion resultd complejo debido a que el empleo
de un exceso de medio acido implicaba que los analogos finales sintetizados
permanecieran en la fase acuosa, sin embargo, controlando los equivalentes de &cido
empleado permitié que este proceso resultara eficiente.

» Las pruebas preliminares in vitro de inhibicion enzimatica arrojaron que los analogos
mas promisorios son los compuestos 87b y 88f. El andlisis de los datos de actividad
enzimatica se llevd a cabo mediante el analisis grafico del doble reciproco de

Lineweaver-Burk, estableciéndose en ambos casos inhibicién no competitivo.
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Cl

88f

» Los estudios in vivo realizados con ratones CD1 muestran que 87b tiene un efecto
neuroprotector dependiente de la dosis. En la cantidad de convulsiones generadas
durante el tiempo de observacion, hay una disminucion en la cantidad de convulsiones
a una dosis de 0.5 mmol/kg. Sin embargo, a una dosis de 1.00 mmol/kg, 87b no tiene
ningun efecto protector.

» Todos los analogos de GABA 86a-f, baclofen 87a-f y pregabalina 88a-f fueron
evaluados por modelado molecular de las interacciones ligando-enzima, se realizaron
2 modelos de homologia; GABA-AT de Pseudomonas y GABA-AT humana, se
selecciond la cavidad con base en los resultados de los experimentos cinéticos, donde
se demostrd que el analogo 87b presenta un mecanismo de inhibicion no competitivo.

» Nuestro modelo QSAR nos permitié encontrar los pardmetros estructurales y
electrénicos de los andlogos de GABA que mejoran su actividad inhibidora sobre
GABA-AT. Modificaciones estructurales como la introduccién de heterodtomos de
azufre, el incremento en tamafio y aromaticidad molecular incrementan la actividad
biolégica, estos parametros y en conjunto con los descriptores moleculares
encontrados permiten establecer nuevas alternativas a explorar con la finalidad de
encontrar inhibidores méas potentes contra la enzima de GABA-AT.

» Con base en los valores de energia de interaccién, el inhibidor mas potente posible
fue (S)-87f (Anexos, tabla S3). Todos los analogos de pregabalina (88a-f) y baclofen
(87a-f) poseen un buen valor de su energia de interaccion con GABA-AT humano.
También para los analogos de GABA, 86b tiene un valor de energia de interaccion
gue es uno de los mas altos.

» Los estudios acoplamiento molecular sugieren que los enantiomeros (S) de los
analogos de baclofen 87a-f y pregabalina 88a-f pueden tener mayor afinidad hacia la
enzima GABA-AT que sus enantiomeros de configuracion (R), ademas de que los

estudios sugieren que un incremento en el tamafio de los analogos genera mayores
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energias de interaccion, lo que explica la baja actividad inhibitoria de los analogos de
GABA 86a-f y describe el incremento méximo de esta actividad para los analogos de
baclofen 87b-f.

A partir de los estudios de estos inhibidores sintetizados y los estudios de
acoplamiento molecular se sugiere que la sintesis de los andlogos de baclofen 87b-f
y pregabalina 88a-f en su configuracion (S) resultan interesantes para un estudio mas
profundo a nivel experimental, ademés de que la inclusion de un componente estéerico
en la posicion B de los andlogos permitiria incrementar su actividad inhibitoria de
manera considerable.

Los resultados del acoplamiento molecular confirmaron la capacidad descriptiva de
nuestro modelo QSAR al correlacionar los descriptores moleculares de analogos de
GABA con los elementos de interaccion que son clave para unirse a GABA-AT.
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» Llevar a cabo la sintesis de los analogos en forma enantiomeéricamente pura,
particularmente de los analogos de configuracion (S) que de acuerdo a los modelos
de acoplamiento molecular presentan valores de energia de interaccion altos que les
confiere mayor potencial de actividad bioldgica.

» Disefio de una nueva serie de analogos de baclofen 3 y pregabalina 4 que tienen como
caracteristica principal la introduccién de un grupo voluminoso que favorezca las
interacciones con el sitio activo de la enzima de GABA-AT.

> Llevar a cabo la cinética enzimatica de los inhibidores identificados dentro de la
investigacion, particularmente de los compuestos 87b y 88f que han mostrado los
mayores porcentajes de inhibicion sobre la enzima de GABA-AT.

» Realizar los estudios de actividad bioldgica in vitro e in vivo de los compuestos 87b
y 88f enantioméricamente puros y evaluar el incremento y/o decremento de la

actividad biolégica sobre la enzima de GABA-AT.
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5.1. Consideraciones generales.
El material de vidrio, las barras de agitacion magnética, las canulas, las jeringas y las agujas

que se emplearon en las reacciones se secaron en la estufa a una temperatura de 70-80 °C por

al menos 12 h.

El THF utilizado en las reacciones anhidras fue secado con sodio metélico empleando
benzofenona como indicador bajo atmdsfera de N2, hasta adquirir una coloracion azul intenso

a morado. El CH2ClI, fue secado con CaH> (5% pp/100 mL) bajo atmosfera de No.

Los disolventes empleados (AcOEt, CH.Cl,, Hex, MeOH) fueron destilados y secados en
presencia de Na;SO4. La purificacion de los productos obtenidos se llevaron a cabo por
cromatografia en columna siguiendo la técnica descrita por Still,” utilizando silica gel Merk
60 (0.04-0.06 mm), y la cromatografia de capa fina en placas de silica gel 60 F2s4, empleando

como reveladores UV auxiliados de vainillina, yodo y ninhidrina.

Los puntos de fusion fueron medidos con un equipo Fisher-Jones y para determinar las

rotaciones Opticas se emple6 un polarimetro Perkin-Elmer.

Los espectros de *H RMN y *C RMN fueron obtenidos con equipos Varian Mercury 200
MHz (4.7 T), Varian Inova 400 MHz (9.4 T, deteccion inversa), Varian Mercuty 400 MHz
(9.4 T, deteccion directa) empleando como disolventes DMSQOq.6, D20, CDCl3, CD30D y

TMS como referencia interna, todos obtenidos de la marca Sigma Aldrich.

Los desplazamientos quimicos (3) se reportan en partes por millén (ppm) con respecto a la

referencia interna de (TMS) para *H; las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hertz.
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5.2. Sintesis de los analogos de GABA.

5.2.1. Sintesis de 4-bromobutanoato de metilo 100.
En un matraz redondo de 250 mL provisto de agitacion

5 3
2 O At A Ve 7 -
Br/\4/\ﬂ/ N magnética y atmosfera de Nz, se pesé el &cido-4-
100 0 bromobutanoico 101 (7.5 g, 45.2 mmol, 1.0 eq) y se disolvid

en 50 mL de metanol, se adicioné lentamente (CHs)sSiCl
(11.4 mL, 90.4 mmol, 2 eq) a 0 °C por 30 min y 72 horas mas a 25 °C.

El disolvente fue evaporado en el rotavapor a 45°C, el crudo de reaccion obtenido fue
purificado por columna cromatografica en un sistema Hex : AcOEt (90:10) obteniendo 6.78
g de 100 (83.4 % de rendimiento) de un aceite ligeramente amarillo. RMN H (400 MHz,
CDCla): §3.68 (s, 3H, H-1), 3.46 (t, J= 6.4 Hz, 2H, H-5), 2.50 (t, J= 7.2 Hz, 2H, H-3), 2.22—
2.13 (m, 2H, H-4). RMN 3C (100 MHz, CDCls): 173.11 (1C, C-2), 51.85 (1C, C-1), 32.80
(1C, C-5), 32.34 (1C, C-3), 27.87 (1C, C-4). HRMS (FAB*): m/z calculado para CsH1oBrO2:
180.9864, experimental (M+1): 180.9786.

5.3. Metodologia general para la sintesis de los ésteres 95a-f.
En un matraz redondo de 25 mL provisto de agitacion magnética se pesé 4-bromobutanoato

de metilo 100 (1 Eq) y el heterociclo correspondiente (1 Eq) a 25°C, posteriormente se elevo
la temperatura a 65-70 °C por 2 h. Al término de la reaccion, se adicion6 una solucion
saturada de NaHCO3 hasta la desaparicion de efervescencia. La fase acuosa fue extraida con
AcOEt (3 x 10 mL) y las fases organicas fueron combinadas y secadas con Na>SOs,

concentradas en el rotavapor y purificadas por cromatografia en columna.

5.3.1. Sintesis de 4-(tiazolidin-3-il)butanoato de metilo 95a.
Se empled 4-bromobutanoato de metilo 100 (1.14, 6.35 mmol,

6 5 3
s/\N/\Ll/\[Z(O\1 1 Eq) y tiazolidina 89 (0.5 mL, 6.35 mmol, 1 Eq). El producto

7 8 gsa 0 fue purificado por columna cromatografica con Hex : AcOEt
(9:1) obteniendo 0.445 g (37 % de rendimiento) de 95a como

un aceite amarillo. RMN *H (200 MHz, CDCls): § 4.00 (s, 2H, H-6), 3.63 (s, 1H, H-1), 3.02
(dd, J=9.5, 3.3 Hz, 2H, H-8), 2.82 (dd, J= 9.3, 3.6 Hz, 1H, H-7), 2.37 (t, J= 7.4, 2H, H-3),
2.35(t, J= 7 Hz, 2H, H-5), 1.77 (q, J= 7.2 Hz, 1H, H-4). RMN 3C (50 MHz, CDCls) § 173.94
(1C, C-2),60.44 (1C, C-6), 58.01 (1C, C-8), 52.07 (1C, C-5), 51.62 (1C, C-1), 31.71 (1C, C-
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7), 29.61 (1C, C-3), 24.28 (1C, C-4). HRMS (FAB®): m/z calculado para CgHisNO3S:
190.0901, experimental (M+1): 190.0904.

5.3.2. Sintesis de 4-(piperidin-1-il)butanoato de metilo 95b.
Se empled 4-bromobutanoato de metilo 100 (0.5469 g, 3.03

6 5 3
7 2.0 mmol, 1 E iperidina 90 (0.3 mL, 3.03 mmol, 1 Eq) a
OW 1 q) y pip ( " a)
8 - 6 g5p ° 25°C. El producto fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1)
obteniendo 0.377 g (67 % de rendimiento) de 95b como un aceite amarillo. RMN *H (400
MHz, CDCls): 6 3.62 (s, 3H, H-1), 2.33 (sa, 4H, H-6), 2.28 (t, J= 8 Hz, 2H, H-3), 2.27 (t, J=
8 Hz, 2H, H-5), 1.77 (q, J= 8 Hz, 2H, H-4), 1.55-1.49 (m, 4H, H-7), 1.4-1.37 (m, 2H, H-8).
RMN 3C (100 MHz, CDCls): 6 174.13 (1C, C-2), 58.49 (1C, C-5), 54.54 (2C, C-6), 51.56
(1C,C-1),32.23(1C, C-3),25.98 (2C, C-7), 24.48 (1C, C-8),22.24 (1C, C4). HRMS (FAB"):
m/z calculado para C10H20NO2, 186.1494, experimental (M+1): 186.1532.

5.3.3. Sintesis de 4-(3-metilpiperidin-1-il)butanoato de metilo 95c.
Se emple6 4-bromobutanoato de metilo 100 (0.6134 g, 3.4

8. 7 6 2 3 20 T
I, 1E 3-metil dina 91 (0.4 mL, 3.4 I, 1
@W ~1 mmo q) y 3-metilpiperidina 91 (0.4 m mmo
10

1 95¢ 0 Eqg) a 25°C. El producto fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1)
obteniendo 0.537 g (79 % de rendimiento) de 95¢c como un aceite amarillo. RMN tH (400
MHz, CDCls): 6 3.67 (s, 3H, H-1), 2.84-2.78 (m, 2H, H-6, H-11), 2.35-2.29 (m, 4H, H-5, H-
3), 1.87-1.77 (m, 3H, H-4, H-6), 1.71-1.49 (m, 6H, H-7, H-9, H-10, H-11), 0.85 (d, J= 6.4
Hz, 3H, H-8). RMN *3C (100 MHz, CDCls): § 174.13 (1C, C-2), 62.08 (1C, C-6), 58.25 (1C,
C-5), 54.02 (1C, C-11), 51.54 (1C, C-1), 33.14 (1C, C-9), 32.22 (1C, C-3), 31.18 (1C, C-7),
25.62 (1C, C-10), 22.30 (1C, C-4), 19.83 (1C, C-8). HRMS (FAB™): m/z calculado para
C11H22NOz2, 200.165, experimental (M+1): 200.1636.

5.3.4. Sintesis de 4-(4-metilpiperidin-1-il)butanoato de metilo 95d.
Se empled 4-bromobutanoato de metilo 100 (0.6054 g, 3.36

6 5 3
; 2.0 e
/Ow ~ mmol, 1 Eq) y 4-metilpiperidina 92 (0.4 mL, 3.36 mmol, 1
g 8% 95d

Eq) a 25°C. El producto fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex: AcOEt (3:1)
obteniendo 0.45 g (67 % de rendimiento) de 95d como un aceite amarillo. RMN H (400
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MHz, CDCls): & 3.67 (s, 3H, H-1), 2.87-2.84 (m, 2H, H-6), 2.35-2.3 (m, 4H, H-3, H-5), 1.92-
1.86 (m, 2H, H-6), 1.85-1.77 (m, 2H, H-4), 1.62-1.58 (m, 2H, H-7), 1.40-1.28 (m, 1H, H-8),
1.28 (m, 2H, H-7), 0.91 (d, J= 6.4 Hz, 3H, H-9). RMN C (100 MHz, CDCls): & 174.18
(1C, C-1),58.21 (1C, C-1), 54.05 (1C, C-6), 51.61 (1C, C-5), 34.43 (1C, C-7), 32.30 (1C, C-
8), 30.93 (1C, C-3), 22.47 (1C, C-4), 22.02 (1C, C-9). HRMS (FAB"): m/z calculado para
C11H22NO2, 200.165, experimental (M+1): 200.1656.

5.3.5. Sintesis de 4-morfolinbutanoato de metilo 95e.
Se empled 4-bromobutanoato de metilo 100 (0.823 g, 4.57

7 : N A2 O mmol, 1 Eq) y morfolina 93 (0.4 mL, 4.57 mmol, 1 Eq) a
OQE‘/?;T 25°C. El producto fue purificado por columna cromatografica
con Hex: AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1) obteniendo 0.445
g (52 % de rendimiento) de 95e como un aceite amarillo. RMN *H (400 MHz, CDCls): § 3.7
(dd, J= 4, 4 Hz, 4H, H-7), 3.68 (s, 3H, H-1), 2.43 (dd, J= 4, 4 Hz, 4H, H-6), 2.36 (t, J= 8 Hz,
4H, H-5, H-3), 1.82 (q, J= 8 Hz, 1H). RMN 3C NMR (100 MHz, CDCls): 6 173.92 (1C, C-
2), 66.92 (2C, C-7), 57.97 (1C, C-1), 53.55 (1C, C-6), 51.48 (1C, C-5), 31.87 (1C, C-3),
21.73 (1C, C-4). HRMS (FAB"): m/z calculado para CgH1gsNQOs, 188.1286, experimental
(M+1): 188.1308.

5.3.6. Sintesis de 4-tiomorfolinbutanoato de metilo 95f.
Se empled 4-bromobutanoato de metilo 100 (0.7158 g, 3.97

786\16/5\;;3\[012/0\1 mrzlol, 1EQ)y tiomorfoIiT\a.l 94 (0.4 mL, 3.97 mmol, 1 Eq) a
= 25°C. El producto fue purificado por columna cromatogréafica

con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1) obteniendo 0.47 g
(58 % de rendimiento) de 95f como un aceite amarillo. RMN *H (400 MHz, CDCls): § 3.60
(s, 3H, H-1), 2.64-2.62 (m, 4H, H-6), 2.6-2.58 (m, 4H, H-7), 2.31 (t, J= 8 Hz, H-3), 2.26 (t,
J= 8Hz, H-5), 1.73 (g, J= 8 Hz, H-4). RMN 3C (100 MHz, CDCls): & 173.93 (1C, C-2),
58.24 (1C, C-1), 54.92 (2C, C-6), 51.47 (1C, C-5), 31.88 (1C, C-3), 27.93 (2C, C-7), 21.78
(1C, C-4). HRMS (FAB®): m/z calculado para CoH1sNO,S, 204.1058, experimental (M+1):
204.1057.
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5.4. Metodologia general de hidrélisis de los ésteres metilicos 95a-f.
En un matraz redondo se peso el éster metilico correspondiente (1 Eq) y se disolvié en 6 mL

de MeOH, seguida de la adicion de una solucion de NaOH (1.1 Eq) disueltos en 2 mL de
agua. La reaccion se monitoreo hasta el consumo de la materia prima. Al final de la reaccion,
el MeOH y el agua fueron evaporados. En algunos casos los acidos fueron tratados con acido
citrico (CsHsO7, 0.33 Eq) hasta un pH=5, posteriormente se adiciono AcOEt para extraccion

del producto final. EI AcOEt fue concentrado a sequedad.

5.4.1. Sintesis del acido 4-(tiazolidin-3-il)butanoico 86a.
Se emplearon las siguientes cantidades: 4-(tiazolidin-3-

5 4 2
PN 1. OH . .

S\/JNW il)butanoato de metilo 95a (0.22 g, 0.64 mmol, 1 Eq) y NaOH

6 7 8a © (0.027 g, 1.1 Eq), manteniéndose en agitacion por 2 h. 86a se

obtuvo como un aceite viscoso 0.165 g (81 % de rendimiento)
de un liquido amarillo. RMN *H (200 MHz, CDs0D):  4.02 (s, 2H, H-5), 3.08 (t, J=5.9 Hz,
2H, H-7), 2.88 (t, J= 6.2 Hz, 2H, H-6), 2.54-2.41 (m, 2H, H-4), 2.29 (t, J= 7.3 Hz, 2H, H-2),
1.90-1.68 (m, 2H, H-3). RMN C (50 MHz, CD3;0D): § 180.16 (1C, C-1), 60.29(1C, C5),
58.68 (1C, C-7), 53.73 (1C, C-4), 35.05 (1C, C-6), 29.94 (1C, C-2), 26.13 (1C, C-3). HRMS
(FAB™): m/z calculado para C7H14NO2S, 176.0745, experimental (M+1): 176.0769.

5.4.2. Sintesis del 4cido 4-(piperidin-1-il)butanoico 86b.
Se emplearon las siguientes cantidades: 4-(piperidin-1-

5 4 2
GO\IWOH il)butanoato de metilo 95b (0.25 g, 1.35 mmol, 1 Eq) y NaOH
/ 5 5 geb © (0.059 g, 1.1 EQq) y se mantuvo en agitacion por 2 h. 86b fue

obtenido como un liquido amarillo (0.22g) con un 95% de
rendimiento. RMN *H (400 MHz, CD30D): & 3.3-3.12 (sa, 2H, H-5), 3.08 (t, J= 7.2 Hz, 2H,
H-4), 2.74 (ddd, J= 15.5, 12, 12 Hz, 2H, H-5), 2.41 (t, J= 6.6 Hz, 2H, H-2), 2.01-1.92 (m,
2H, H-3), 1.86-1.84 (m, 4H, H-6), 1.66 (sa, 2H, H-7). RMN 3C (100 MHz, CD3;OD): &
181.22 (1C, C-1),59.77 (1C, C-4), 54.39 (2C, C-5), 37.50 (1C, C-2), 24.73 (2C, C-6), 23.15
(1C, C-3), 21.54 (1C, C-7). HRMS (FAB"): m/z calculado para CoH1sNO., 172.1337,
experimental (M+1): 172.1344.
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5.4.3. Sintesis del acido 4-(3-metilpiperidin-1-il)butanoico 86c.
Se empled 4-(3-metilpiperidin-1-il)butanoato de metilo 95¢

7 5 4 2
1 OH 0.25 g, 1.25 mmol) y NaOH (0.055 g, 1.1 Eq). 86¢ fue
“\6@\1/\3/\( ( g )Y ( g a)
8 10 ¢
3 86¢c

obtenido como un liquido ligeramente rosa con un

rendimiento del 93% (0.21 g). RMN 'H (400 MHz, D20): §
2.92 (m, 2H, H-5, H-10), 2.46-2.41 (m, 2H, H-4, H-2), 2.09 (td, J= 12.4, 2.6 Hz, 1H, H-5),
2.02 (t, J= 7.3 Hz, 2H, H-3), 1.81 (t, J= 11.4 Hz, 1H), 1.68-1.47 (m, 5H), 1.46-1.34 (m, 1H),
0.86-0.75 (m, 1H), 0.71 (d, J= 6.5 Hz, 3H, H-7). RMN 3C (100 MHz, D,0): § 182.34 (1C,
C-1),59.72 (1C, C-5), 57.37 (1C, C-4), 52.70 (1C, C-10), 35.20 (1C, C-8), 31.10 (1C, C-2),
29.65 (1C, C-6), 23.62 (1C, C-9), 21.53 (1C, C-3), 18.45 (1C, C-7). HRMS (FAB"): m/z
calculado para C10H20NO2, 186.1494, experimental (M+1): 186.1532.

5.4.4. Sintesis del acido 4-(4-methylpiperidin-1-il)butanoico 86d.
Se empled 4-(4-metilpiperidin-1-il)butanoato de metilo 95d

/Q (0.2 g, 1.0 mmol) y NaOH (0.044 g, 1 Eq). 86d fue obtenido
5 8ed © como un liquido ligeramente rosa con un rendimiento del 80%
(0.14 g). RMN 'H (400 MHz, D20): & 2.81 (d, J = 11.6 Hz,
2H, H-5), 2.30-2.22 (m, 2H, H-5), 2.02-1.96 (m, 4H, H-4), 1.63-1.46 (m, 4H, H-3, H-2),
1.28-1.21 (m, 1H, H-7), 1.05-0.95 (m, 2H, H-), 0.71 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-8). RMN *3C (100
MHz, D20): 6 182.67 (1C, C-1), 57.36 (1C, C-6), 52.78 (1C, C-5), 35.41 (1C, C-7), 32.57
(1C, C-8), 29.41 (1C, C-3), 22.13 (1C, C-4), 20.84 (1C, C-9). HRMS (FAB™): m/z calculado
para C10H20NO2, 186.1494, experimental (M+1): 186.1532.

5.4.5. Sintesis del acido 4-morfolinbutanoico 86e.
Se empleé 4-morfolinbutanoato de metilo 95e (0.29 g, 1.54

5 4 2
OH

NW mmol) y NaOH (0.068 g, 1.1 Eq). 86e fue obtenido como un

O%S gee © s6lido amarillo con un rendimiento del 83% (0.22 g, pf= 73.5

°C). RMN 'H (400 MHz, CD30D): § 3.73-3.66 (m, 4H, H-6),
2.46 (s, 4H, H-5), 2.36 (m, 2H, H-4), 2.17 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-2), 1.79 (q, J = 7.5 Hz, 2H,
H-3). RMN *3C (100 MHz, CDsOD): & 180.87 (1C, C-1), 66.28 (2C, C-6), 58.7 (1C, C-4),
53.41 (2C, C-5), 35.61 (1C, C-2), 22.89(1C, C-3). HRMS (FAB"): m/z calculado para
CsH16NO3: 174.1178, experimental (M+1): 174.1171.
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5.4.6. Sintesis del acido 4-tiomorfolinbutanoico 86f.
Se peso 4-tiomorfolinbutanoato de metilo 95f (0.29 g, 1.4

6%"‘/4\3/2*% mmol) y NaOH (0.062 g, 1 Eq). 86f fue obtenido como un
SJS ser O solido amarillo con un rendimiento del 83% (0.22 g, p.f = 82-

83 °C). RMN *H (400 MHz, CDCla): § 2.77-2.70 (m, 4H, H-
5), 2.66-2.65 (m, 4H, H-6), 2.41-2.37 (m, 2H, H-4), 2.14 (t, J= 7.5 Hz, 2H, H-2), 1.78 (q, J=
7.6 Hz, 2H, H-3). RMN *3C (100 MHz, CDCl3): 5 182.32 (1C, C-1), 60.37 (1C, C-4), 56.20
(2C, C-5), 36.95 (1C, C-2), 28.37 (2C, C-6), 24.14 (1C, C-3). HRMS (FAB*): m/z calculado
para CgH1sNO>S, 190.0878, experimental (M+1): 190.1053.

5.5. Metodologia general para la sintesis de los ésteres 96a-f mediante reacciones
de N-alquilacién.
En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacién magnética se adicionaron 50 mL de

CH.Cl, a -20 °C, seguida de la adicion de N, N-diisopropiletilamina (1.5 Eq), de (E)-4-
bromobut-2-enoato de etilo 97 al 75% (1.3 Eq) y el heterociclo correspondiente 89-94 (1 Eq)
gota a gota. La mezcla fue agitada a -20°C por 1 hora. Posteriormente la reaccion fue extraida
con CH2Cl2 y una solucion saturada de NaHCO3 (3 X 30 mL) y agua (1x30 mL). Las fases
organicas fueron combinadas, secadas con Na2SO4 y concentradas. El crudo de reaccion fue
purificado por columna cromatogréafica en un sistema de gradiente Hexano: AcOEt (9:1) y
Hexano: AcOEt (3:1).

5.5.1. Sintesis de (E)-4-(tiazolidin-3-il)but-2-enoato de etilo 96a.
Se empled N, N-diisopropiletilamina (2.48 mL, 1.5 Eq, 14.27

8/7\,\,/\5/\%0%1 mmol), de (E)-4-bromobut-2-enoato de etilo 97 al 75% (2.24
}{'J9 96a O mL, 1.3 Eq, 12.36 mmol) y tiazolidina 89 (0.75 mL, 1 Eq, 9.51
mmol). 96a fue obtenido con un rendimiento del 63 % (1.21Q)
de un aceite amarillo. RMN H (400 MHz, CDCls): § 6.93 (dt, J= 16, 8 Hz, 1H, H-5), 6.01
(dt, J= 16, 1.8 Hz, 1H, H-4), 4.18 (q, J= 7 Hz, 2H, H-2), 4.03 (s, 2H, H-7), 3.15 (dd, J= 8,
1.8 Hz, 2H, H-6), 3.07 (t, J= 6.4 Hz, 2H, H-9), 2.87 (t, J= 6.4 Hz, 2H, H-8), 1.27 (t, J= 7 Hz,
3H, H-1). RMN C (100 MHz, CDCls): § 3C NMR (100 MHz, CDCls): § 166.24 (1C, C-
3), 144.94 (1C, H-5), 123.42 (1C, C-4), 60.59 (2C, C-2, C-6), 57.92 (1C, C-7), 53.90 (1C, C-
9), 29.62 (1C, C-8), 14.34 (1C, C-1). HRMS (FAB"): m/z calculado para CgHisNO>S:
202.2918, experimental (M+1): 202.2912.

92



PARTE EXPERIMENTAL

5.5.2. Sintesis de (E)-4-(piperidin-1-il)but-2-enoato de etilo 96b.
Se empled N, N-diisopropiletilamina (1.32 mL, 1.5 Eq, 7.59

O /\;j%oy1 mmol), de (E)-4-bromobut-2-enoato de etilo 97 al 75% (1.12
7 96b O mL, 1.3 Eq, 6.58 mmol) y piperidina 90 (0.5 mL, 1 Eq, 5.06
mmol). 96b fue obtenido con un rendimiento del 90 % (0.9
g) de un aceite café. RMN H (400 MHz, CDCls): § 6.95 (dt, J= 15.7, 6.3 Hz, 1H, H-5), 5.92
(dt, J=15.7, 1.6 Hz, 1H, H-4), 4.16 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-2), 3.07 (dd, J=6.3, 1.6 Hz, 2H, H-
6), 2.37 (sa, 4H, H-7), 1.56 (q, J= 5.6 Hz, 4H, H-8), 1.44-1.38 (m, 2H, H-9), 1.25 (t, J= 7.1
Hz, 3H, H-1). RMN C (100 MHz, CDCls): § 166.39 (1C, C-3), 145.69 (1C, C-5), 123.34
(1C, C-4),60.45 (1C, C-2), 60.25 (1C, C-6), 54.84 (2C, C-7), 26.05 (2C, C-8), 24.24 (1C, C-
9), 14.39 (1C, C-1). HRMS (FAB™): m/z calculado para C11H20NO2: 198.1494, experimental
(M+1): 198.1506.

5.5.3. Sintesis de (E)-4-(3-metilpiperidin-1-il)but-2-enoato de etilo 96c.
Se empled N, N-diisopropiletilamina (1.33 mL, 1.5 Eq, 7.66

“@ WOV mmol), de (E)-4-bromobut-2-enoato de etilo 97 al 75% (1.13
12 96c O mL, 1.3 Eq, 6.64 mmol) y 3-piperidina 91 (0.6 mL, 1 Eqg,
5.11 mmol). 96¢ puro fue obtenido con un rendimiento del
77 % (0.83 g) de un liquido amarillo. RMN H (400 MHz, CDCls): & 6.96 (dt, J= 15.7, 6.3
Hz, 1H, H-5), 5.94 (dt, J= 15.7, 1.6 Hz, 1H, H-4), 4.17 (q, J= 7.2 Hz, 2H, H-2), 3.09 (dd, J=
6.3, 1.6 Hz, 2H, H-6), 2.85-2.74 (m, 2H, H-7, H-12), 1.87 (d, J= 11.3, 3.2 Hz, 1H, H-12),
1.71-1.54 (m, 5H, H-7, H-8, H-10, H-11), 1.27 (t, J= 7.2 Hz, 3H, H-1), 0.84 (d, J= 6.4 Hz,
4H, H-9, H-10). RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 166.44 (1C, C-3), 145.63 (1C, C-5), 123.43
(1C, C-4), 62.22 (1C, C-7), 60.50 (1C, C-2), 60.01 (1C, C-6), 54.32 (1C, C-12), 32.90 (1C,
C-10), 31.31 (1C, C-8), 25.65 (1C, C-11), 19.83 (1C, C-9), 14.42 (1C, C-1). HRMS (FAB"):
m/z calculado para C12H22NO>: 212.165, experimental (M+1): 212.1651.

5.5.4. Sintesis de (E)-4-(4-metilpiperidin-1-il)but-2-enoato de etilo 89d.
Se empled N, N-diisopropiletilamina (1.31 mL, 1.5 Eq, 7.56

3.0~
/C M mmol), de (E)-4-bromobut-2-enoato de etilo 97 al 75% (1.12

7 96d O L

mL, 1.3 Eq, 6.55 mmol) y 4-piperidina 92 (0.6 mL, 1 Eq,
5.04 mmol). 96d fue obtenido con un rendimiento del 80 %
(0.85 g) de un aceite café. RMN *H (400 MHz, CDCls): § 6.94 (dt, J= 15.6, 6.4 Hz, 1H, H-
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5),5.92 (dt, J=15.5, 1.6 Hz, 1H, H-4), 4.15 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-2), 3.08 (dd, J=6.4, 1.6 Hz,
2H, H-6), 2.82 (d, J= 11.8 Hz, 4H, H-7), 2.02-1.80 (m, 2H, H-8), 1.65-1.55 (m, 2H, H-8),
1.38-1.31 (m, 1H, H-9), 1.25 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-1), 0.89 (d, J= 5.7 Hz, 3H, H-10). RMN
13C (100 MHz, CDCls): & 166.46 (1C, C-3), 145.77 (1C, C-5), 123.42 (1C, C-4), 60.53 (1C,
C-2), 59.96 (1C, C-6), 54.35 (2C, C-7), 34.45 (2C, C-8), 30.73, (1C, C-9) 22.06 (1C, C-10),
14.46 (1C, C-1). HRMS (FAB"): m/z calculado para C12H21NO2: 212.165, experimental
(M+1): 212.1651.

5.5.5. Sintesis de (E)-4-morfolinbut-2-enoato de etilo 96e.
Se empled N, N-diisopropiletilamina (1.49 mL, 1.5 Eq, 8.57

4

SKKN/ES\{%OY1 mmol), de (E)-4-bromobut-2-enoato de etilo 97 al 75% (1,27
O 7 96e O mL, 1.3 Eq, 7.43 mmol) y morfolina 93 (0.5 mL, 1 Eq, 5.71
mmol). 96e fue obtenido con un rendimiento del 89 % (1.02
g) de un aceite amarillo. RMN H (200 MHz, CDCls) & 6.91 (dt, J= 15.7, 6.2 Hz, 1H, H-5),
5.96 (dt, J=15.7, 1.6 Hz, 1H, H-4), 4.17 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-2), 3.72-3.67 (m, 4H, H-8), 3.1
(dd, J= 6.2, 1.6 Hz, 2H, H-6), 2.49-2.39 (m, 4H, H-7), 1.26 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-1). RMN
13C (50 MHz, CDCls): § 166.05 (1C, C-3), 144.38 (1C, C-5), 123.65 (1C, C-4), 66.83 (2C,
C-8), 60.38 (1C, C-2), 59.55 (1C, C-6), 53.64 (2C, C-7), 14.20 (1C, C-1). HRMS (FAB"):
m/z calculado para C10H1sNOs: 200.1286, experimental (M+1): 200.1291.

8

5.5.6. Sintesis de (E)-4-tiomorfolinbut-2-enoato de etilo 96f.

4 Se empled N, N-diisopropiletilamina (1.29 mL, 1.5 Eq, 7.45

1
SKLN 5/ 2 OZV mmol), de (E)-4-bromobut-2-enoato de etilo 97 al 75% (1.1
Sg 7 9ef © mL, 1.3 Eq, 6.46 mmol) y tiomorfolina 94 (0.5 mL, 1 Eq, 4.97

mmol). 96f fue obtenido con un rendimiento del 80 % (0.85
g) de un aceite ligeramente amarillo. RMN tH (400 MHz, CDCls): § 6.88 (dd, J= 15.7, 6.1
Hz, 1H, H-5), 5.94 (dd, J= 15.7, 1.7 Hz, 1H, H-4), 4.16 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-2), 3.11 (dd, J=
6.1, 1.7 Hz, 2H), 2.67 (m, 8H, H-6, H-7), 1.25 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-1). RMN *C (100 MHz,
CDCls): 6 166.00 (1C, C-3), 144.72 (1C, C-5), 123.43 (1C, C-4), 60.30, (1C, C-2), 59.91
(1C, C-6), 54.97 (2C, C-7), 27.88 (2C, C-8), 14.15 (1C, C-1). HRMS (FAB*): m/z calculado
para C12H1sNO»: 216.1058, experimental (M+1): 216.1044.
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5.6. Metodologia general para las adiciones conjugadas 1, 4 del reactivo de Grignard

a los sistemas a, B-insaturados 96a-f.
En un matraz redondo de 50 mL se pes6 Cul (2 Eq), se suspendi6 en éter anhidro y se

mantuvo en agitacion a 0 °C en atmdsfera de N2. En un segundo matraz de 25 mL se pesé
Mg metalico (4.1 Eq), se afiadieron cantidades cataliticas de 12, se suspendid en éter anhidro
y se mantuvo en agitacion a 25°C en atmosfera inerte; se afiadié gota a gota 1-bromo-4-

clorobenceno 102 disuelto en eter 6 1-bromo-2-metilpropano 103 (4 EQ).

Al término de la adicion, se observo el cambio de coloracién de la solucién de &mbar a gris
tenue y la desaparicion del Mg metélico en un tiempo de 30 min, posteriormente el reactivo
de Grignard formado fue agregado a la suspension de Cul generando el nucle6filo

alquilcuprato a 0 °C.

En otro matraz redondo de 10 mL se peso el sustrato o,-insaturado 96f correspondientes (1
Eq) y se disolvid en éter anhidro. Posteriormente, el compuesto o, B insaturado fue
adicionado lentamente a la suspension del cuprato a 0 °C via canula. Se mantuvo la agitacién
a 0 °C por 30 min y a después por un periodo de 24 h a 25°C. Al término de la reaccién, se
adiciond 30 mL de una solucién saturada de NH4Cl y la fase organica fue separada. La fase
acuosa fue lavada con CH2Cl, (3x30) y las fases organicas fueron combinadas y secadas con

Na>SOs. El crudo de reaccion fue purificado por columna cromatografica.

5.6.1. Sintesis de 3-(4-clorofenil)-4-(piperidin-1-il)butanoato de etilo 98b.
Se empled 1-bromo-4-clorobenceno 102 (0.97 g, 5.07 mmol,

s@ o " | 4Eq), Mg, (0.126 g, 5.19 mmol, 4.1 Eq), Cul (0.48 g, 2.53
9 1 o)
8

1 98b mmol, 2 Eq) y 96b (0.25 g, 1.26 mmol, 1 Eq). El crudo de
213 reaccion fue purificado por columna cromatografica con

1

Cl

Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1), 98b fue obtenido
como un aceite ambar con un rendimiento del 52% (0.2 g). RMN *H (400 MHz, CDCls): §
7.25 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-12) 7.13 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-11), 4.03 (g, J= 7.1 Hz, 2H, H-2),
3.35(ddd, J=11.9, 9.1, 6.0 Hz, 1H, H-5), 2.87 (dd, J= 15.5, 6.3 Hz, 1H, H-4), 2.49-2.41 (m,
3H, H-4, H-7), 2.41-2.32 (m, 2H, H-6), 2.31-2.23 (m, 2H, H-7), 1.55-1.46 (m, 4H, H-8),
1.42-1.38 (m, 2H, H-9), 1.16 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-1). RMN *3C (100 MHz, CDCls): § 172.57
(1C, C-3), 141.72 (1C, C-10), 132.11 (1C, C-13), 128.90 (1C, C-12), 128.47 (1C, C-11),
65.17 (1C, C-6), 60.19 (1C, C-2), 54.87 (2C, C-7), 39.25, (2C, C-4, C-5), 26.00 (1C, C-8),
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24.34 (1C, C-9), 14.12 (1C, C-1). HRMS (FAB"): m/z calculado para Ci7H2sCINO2:
310.1574, experimental (M+1): 310.1556.

5.6.2. Sintesis de 3-(4-clorofenil)-4-(3-metilpiperidin-1-il)butanoato de etilo 91c.

s 7 & 4 Ny Se emple6 1-bromo-4-clorobenceno 102 (1.08 g, 5.67
1 Nﬂ > | mmol, 4 Eq), Mg, (0.14 g, 5.89 mmol, 4.15 Eq), Cul (0.54

10 14 98¢ g, 2.83 mmol, 2 Eq) y 96¢ (0.3 g, 1.42 mmol, 1 Eq). El crudo
1517 de reaccion fue purificado por columna cromatogréafica con

Cl Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1), 98c fue obtenido

como un aceite ambar con un rendimiento del 49% (0.22 g). RMN *H (400 MHz, CDCls): §
7.24 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-15), 7.13 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-14), 4.02 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-2),
3.42-3.32 (m, 1H, H-5), 2.86 (dd, J= 15.5, 6.3 Hz, 3H, H-4, H-7, H-12), 2.69 (d, J= 8.8 Hz,
2H, H-7, H-12), 2.49-2.39 (m, 2H, H-4, H-6), 2.35 (dd, J=12.6, 5.7 Hz, 1H, H-6), 1.96 (ddd,
J=11.2,11.2,3.0 Hz, 1H, H-12), 1.75 (ddd, J=11.4, 11.4, 2.7 Hz, 1H, H-12), 1.71-1.39 (m,
6H, H-7 (2), H-8 (1), H-10 (1), H-11(2)), 1.15 (t, J= 7.1 Hz, 3H), 0.83 (t, J= 6.2 Hz, 3H, H-
9, H-10). RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 172.66 (1C, C-3), 141.66 (1C, C-13), 132.14 (1C,
C-17), 128.90 (1C, C-16), 128.48 (1C, C-14), 64.93 (1C, C-6), 64.90 (C-6), 63.35 (1C, C-7),
61.42 (1C, C-7),60.25 (1C, C-2), 55.28 (1C, C-12), 53.40 (1C, C-12), 39.32 (1C, C-5), 39.24
(1C, C-4), 32.92 (1C, C-10), 31.14 (1C, C-8), 30.87 (1C, C-8), 25.52 (1C, C-11), 25.38 (C-
11), 19.67 (1C, C-9), 19.63 (C-9), 14.10 (1C, C-1). HRMS (FAB"): m/z calculado para
C18H27CINO2: 324.173, experimental (M+1): 324.1734.

5.6.3. Sintesis de 3-(4-clorofenil)-4-(4-metilpiperidin-1-il)butanoato de etilo 98d.
Se empled 1-bromo-4-clorobenceno 102 (3.62 g, 18.9 mmol,

6 4
BOV'I
N 4 Eq), Mg, (0.477 g, 19.63 mmol, 4.15 Eq), Cul (1.8 g, 9.46
jém 7 ). Mg, (0477 g q), Cul (18
10 8 ]

1 98d mmol, 2 Eq) y 96d (1 g, 4.7 mmol, 1 Eq). El crudo de
3 1 reaccion fue purificado por columna cromatogréafica con Hex

cl - AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1), 98d fue obtenido como
un aceite ambar con un rendimiento del 49% (0.75 g). RMN *H (400 MHz, CDCl3): § 7.24
(d, J= 8.5 Hz, 2H, H-13), 7.13 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-12), 4.03 (g, J= 7.1 Hz, 2H, H-2), 3.39-
3.31 (m, 1H, H-5), 2.94-2.89 (d, J= 11.1 Hz,1H, H-74x), 2.85 (dd, J= 15.5, 6.3 Hz, 1H, H-4),
2.74 (d, J= 11.1 Hz, 1H, H-7x), 2.50-2.41 (m, 2H, H-4, H-6), 2.36 (dd, J=12.6, 5.7 Hz, 1H,

H-6), 2.03 (ddd, J=11.1, 11.1, 2.5 Hz, 1H, H-7¢), 1.83 (ddd, J= 11.1, 11.1, 2.5 Hz, 1H, H-
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7"eq), 1.59-1.52 (m, 2H, H-8), 1.35-1.24 (m, 1H, H-9), 1.15 (t, J= 7.1 Hz, 6H, H-1, H-8), 0.89
(d, J= 6.4 Hz, 3H, H-10). RMN 13C (100 MHz, CDCls) § 172.36 (1C, C-3), 141.75 (1C, C-
11), 132.06 (1C, C-14), 128.88 (1C, C-13), 128.42 (1C, C-12), 64.76 (1C, C-6), 60.04 (1C,
C-2), 55.34 (1C, C-7), 53.18 (1C, C-7"), 39.38 (1C, C-5), 39.18 (1C, C-4), 34.55 (1C, C-8),
34.28 (1C, C-8), 30.71 (1C, C-9), 21.90 (1C, C-10), 14.11 (1C, C-1). HRMS (FAB*): m/z
calculado para C1gH27CINO»: 324.173, experimental (M+1): 324.1772.

5.6.4. Sintesis de 3-(4-clorofenil)-4-morfolinbutanoato de etilo 98e.

Se empled 1-bromo-4-clorobenceno 102 (2.88 g, 15.05 mmol,

SKLN 54 3 02V1 4 EQ), Mg, (0.379 ¢, 15.62 mmol, 4.15 Eq), Cul (1.43 g, 7.52
O?m > 9C8)e mmol, 2 Eq) y 96e (0.75 g, 3.76 mmol, 1 Eq). El crudo de
11@ reaccion fue purificado por columna cromatografica con Hex

Cl : ACOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1), 98e fue obtenido como un

aceite ambar con un rendimiento del 55% (0.645 g). RMN *H (400 MHz, CDCls): & 7.25 (d,
J=8.4 Hz, 2H, H-11), 7.13 (d, J= 8.4 Hz, 2H, H-10), 4.05 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-2), 3.67-3.59
(m, 4H, H-8), 3.43-3.32 (m, 1H, H-5), 2.85 (dd, J= 15.5, 6.6 Hz, 1H, H-4), 2.58-2.30 (m, 7H,
H-4, H-6, H-7), 1.16 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-1). RMN 3C (100 MHz, CDCls): 5 172.25 (1C, C-
3), 141.22 (1C, C-9), 132.21 (1C, C-12), 128.82 (2C, C-11), 128.50 (2C, C-10), 66.89 (2C,
C-8), 64.71 (1C, C-6), 60.20 (1C, C-2), 53.79 (2C, C-7), 39.12 (1C, C-4), 38.67 (1C, C-5),
14.09 (1C, C-1). HRMS (FAB"): m/z calculado para C16H23CINO3: 311.1366, experimental
(M+1): 312.1299.

5.6.5. Sintesis de 3-(4-clorofenil)-4-tiomorfolinbutanoato de etilo 98f.
Se empleé 1-bromo-4-clorobenceno 102 (2.66 g, 13.93

6 4
SKLN 3 o~
mmol, 4 Eq), Mg, (0.35 g, 14.45 mmol, 4.15 Eq), Cul (1.32
NV F T s d. Mg, (0359, Q). Cul (
g 10 98f g, 3.48 mmol, 2 Eq) y 96f insaturado (0.75 g, 3.48 mmol, 1
12 Eqg). El crudo de reaccion fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1),
98f e fue obtenido como un aceite &mbar con un rendimiento del 58% (0.66 g). RMN *H (400
MHz, CDClz): 6 7.25 (d, J= 8.5 Hz, 1H, H-11), 7.12 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-10), 4.05 (q, J=
7.1 Hz, 2H, H-2), 3.40-3.30 (m, 1H, H-5), 2.83-2.77 (m, 3H, H-4, H-7), 2.66-2.56 (m, 6H,
H-7, H-8), 2.5-2.39 (m, 3H, H-4, H-6), 1.18 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-1). RMN 3C (100 MHz,
CDCl3): 6 172.42 (1C, C-3), 141.23 (1C, C-9), 132.29 (1C, C-12), 128.86 (1C, C-11), 128.55
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(1C, C-10), 65.06 (1C, C-6), 60.34 (1C, C-2), 55.39 (2C, C-7), 39.13 (2C, C-4, C-5), 27.92
(2C, C-8), 14.14 (1C, C-1). HRMS (FAB™): m/z calculado para C1sH23CINO>S: 328.1138,
experimental (M+1): 328.1084.

5.6.6. Sintesis de 5-metil-3-(tiazolidin-3-ilmetil)hexanoato de etilo 99a.

7 6 445 1 Se empled 1-bromo-2-metilpropano 103 (0.75 ml, 6.95
P
S g ° 0 mmol, 4 Eq), Mg, (0.17 g, 7.12 mmol, 4.1 Eq), Cul (0.66 g,
& ﬁr 99a 3.47 mmol, 2 Eq) y 96a (0.35 g, 1.74 mmol, 1 Eq). El crudo
12

de reaccion fue purificado por columna cromatogréafica con
Hex : AcOEt (95:5) y 9:1, 99a fue obtenido como un aceite &mbar con un rendimiento del
5% (0.0225 g). RMN H (400 MHz, CDCls): § 4.16-4.07 (m, 2H, H-7), 4.02 (g, J= 9.2 Hz,
2H, H-2), 3.04-3.0 (m, 2H, H-9), 2.90-2.82 (m, 2H, H-8), 2.44-2.36 (m, 2H, H-6, H-4), 2.27
(dd, J= 15.1, 5.6 Hz, 1H, H-4), 2.12-2.06 (m, 2H, H-6, H-5), 1.64 (m, 1H, H-11), 1.25 (t, J=
7.1 Hz, 3H, H-1), 1.22-1.08 (m, 2H, H-10), 0.89 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-12, H-13). RMN C
(100 MHz, CDCls): 6 173.54 (1C, C-3, C0O), 61.44 (1C, C-2), 60.25 (1C, C-7), 58.65 (1C,
C-9), 58.14 (1C, C-6), 42.40 (1C, C-10), 38.58 (1C, C-4), 33.28 (1C, C-5), 29.88 (1C, C-8),
25.40 (1C, C-11), 23.02 (1C, C-12), 22.77 (1C, C-13), 14.42 (1C, C-1). HRMS (FAB*): m/z
calculado para C13H2sNO>S: 260.1684, experimental (M+1): 260.1699.

5.6.7. Sintesis de 5-metil-3-(piperidin-1-ilmetil)hexanoato de etilo 99b.
Se empled 1-bromo-2-metilpropano 103 (0.55 ml, 5.06

O 2 Ov mmol, 4 Eq), Mg, (0.1262 g, 5.19 mmol, 4 Eq), Cul (0.48

13%0 g, 2.53 mmol, 2 Eq) y 96b (0.25 g, 1.26 mmol, 1 Eg). El

crudo de reaccion fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hexano: AcOEt (3:1), 99b fue obtenido como un
aceite &mbar con un rendimiento del 52% (0.168 g). RMN 'H (400 MHz, CDCls): § 4.05 (q,
J= 7.2 Hz, 2H, H-2), 2.44-2.32 (m, 3H, H-7, H-4), 2.24-2.11 (m, 5H, H-7, H-6, H-5, H-4),
2.05-1.99 (m, 1H, H-6), 1.68-1.57 (m, 1H, H-11), 1.52-1.46 (m, 4H, H-8), 1.39-1.32 (m, 2H,
H-9), 1.19 (t, J= 7.2 Hz, 3H, H-1), 1.11-0.97 (m, 2H, H-10), 0.81 (dd, J= 6.5, 5.3 Hz, H-12,
6H, H-12, H-13). RMN *3C (100 MHz, CDCls): § 173.85 (1C, C-3), 64.54 (1C, C-6), 60.04
(1C, C-2), 55.21 (2C, C-7), 43.00 (1C, C-10), 39.25 (1C, C-4), 30.97 (1C, C-5), 26.23 (2C,
C-8), 25.52 (1C, C-11), 24.69 (1C, C-9), 22.95 (2C, C-12), 14.40 (1C, C-1). HRMS (FAB™):
m/z calculado para C1sH30NO2: 256.2276, experimental (M+1): 256.2267.

98



PARTE EXPERIMENTAL

5.6.8. Sintesis de 5-metil-3-((3-metilpiperidin-1-il) metil)hexanoato de etilo 99c.
Se emple6 1-bromo-2-metilpropano 103 (0.72 ml, 6.63

6 4
3 Ov’l
N/\5{\f( 5 mmol, 4 Eq), Mg, (0.161 g, 6.63 mmol, 4 Eq), Cul (0.63

7

10 . 112 193;,(:0 g, 3.31 mmol, 2 Eq) y 96¢ (0.35 g, 1.66 mmol, 1 Eq). El
15 crudo de reaccion fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt
(3:1), 99c fue obtenido como un aceite ambar con un rendimiento del 20 % (0.09 g). RMN
'H (400 MHz, CDCls): & 4.09 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-2), 2.84 - 2.76 (m, 1H, H-7, H-12), 2.68
-2.61 (m, 1H, H-7, H-12), 2.38 - 2.32 (m, 1H, H-4), 2.21 - 2.09 (m, 3H, H-4, H-5, H-6), 2.08
-1.99 (m, 1H, H-6), 1.92 - 1.85 (m, 1H, H-12), 1.71 - 1.36 (m, 6H, H-7, H-10, H-11, H-12,
H-14), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H-1), 1.17 - 1.02 (m, 2H, H-13), 0.88 — 0.81 (m, 10H, H-9,
H-10, H-15, H-16). RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 173.79 (1C, C-3), 64.31 (1C, C-6), 64.27
(1C, C-6), 63.69 (1C, C-7), 62.03 (1C, C-7), 60.01 (1C, C-2), 55.52 (1C, C-12), 53.90 (1C,
C-12), 43.10 (1C, C-13), 43.07 (1C, C-13), 39.21 (1C, C-4), 33.33 (1C, C-10), 31.41 (1C, C-
8), 31.13 (1C, C-5), 25.80 (1C, C-11), 25.70 (1C, C-11), 25.54 (1C, C-14), 23.03(1C, C-15),
22.97 (1C, C-16), 19.83 (1C, C-9), 19.81 (1C, C-9), 14.40 (1C, C-1). HRMS (FAB*): m/z
calculado para C16H32NO2: 270.2433, experimental (M+1): 270.2411.

5.6.9. Sintesis de 5-metil-3-((4-metilpiperidin-1-il) metil)hexanoato de etilo 99d.
Se empled 1-bromo-2-metilpropano 103 (0.72 ml, 6.63

4
6 1
NWOY mmol, 4 Eq), Mg, (0.165 g, 6.79 mmol, 4.1 Eq), Cul (0.63

12 (@]
T 304 g, 3.31 mmol, 2 Eq) y 96d (0.35 g, 1.66 mmol, 1 Eq). El

15 crudo de reaccion fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1), 99d fue obtenido como un aceite
ambar con un rendimiento del 37 % (0.164 g). RMN *H (400 MHz, CDCls): § 4.12 (9, J=7.2
Hz, 2H, H-2), 2.87 (d, J= 11.3 Hz, 1H, H-12), 2.71 (d, J= 11.8 Hz, 1H, H-7), 2.36 (dd, J=
5.7 Hz, 1H, H-4), 2.18-2.11 (m, 2H, H-4, H-5), 2.07 (m,1H, H-6), 1.96 (ddd, J= 11.5, 11.5,
2.5 Hz, 1H, H-7), 1.74 (ddd, J=11.6, 2.4 Hz, 1H, H-12), 1.64 — 1.6 (m, 1H, H-14), 1.57-1.53
(m, 2H, H-8, H-11), 1.26 (t, J= 7.1 Hz, 4H, H-1, H-9), 1.20-1.03 (m, 4H, H-8, H-11, H-13),
0.91-0.85 (m, 9H, H-10, H-15, H-16). RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 173.89 (1C, C-3),
64.13 (1C, C-6), 60.06 (1C, C-2), 55.56 (1C, C-7), 53.67 (1C, C-12),42.98 (1C, C-13), 39.27
(1C, C-4), 34.78 (1C, C-11), 34.52 (1C, C-8), 31.05 (1C, C-9), 31.03 (1C, C-5), 25.44 (1C,
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C-14), 22.95 (2C, C-15, C-16), 22.13 (1C, C-10), 14.41 (1C, C-1). HRMS (FAB™): m/z
calculado para C16H32NO2: 270.2433, experimental (M+1): 270.2429.

5.6.10. Sintesis de 5-metll-3-(morfolinmetil)hexanoato de etilo 99e.
Se empled 1-bromo-2-metilpropano 103 (0.76 ml, 7.02
SKK

4

NWOM1 mmol, 4 Eq), Mg, (0.175 g, 7.2 mmol, 4.1 Eq), Cul (0.669
2

0J7 9 O g, 3.51 mmol, 2 Eq) y 96e (0.35 g, 1.75 mmol, 1 Eq). El

8 10| 99e

11

crudo de reaccion fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1), 99e fue obtenido como un aceite
ambar con un rendimiento del 37 % (0.166 g). RMN 'H (400 MHz, CDCls): § 4.13 (q, J=7.2
Hz, 2H, H-2), 3.71-3.59 (m, 4H, H-8), 2.50 (m, 2H, H7), 2.34 (m, 3H, H-4, H-7), 2.26-2.16
(m, 3H, H-4, H-5, H-6), 2.13-2.06 (m, 1H, H-6), 1.71-1.59 (m, 1H, H-10), 1.26 (t, J= 7.1 Hz,
3H, H-1), 1.20-1.06 (m, 2H, H-9), 0.89 (d, J= 6.3 Hz, 6H, H-11, H-12). RMN 3C (100 MHz,
CDCl3): 6 173.71 (1C, C-3), 67.23 (2C, C-8), 64.25 (1C, C-6), 60.21 (1C, C-2), 54.16 (2C,
C-7),42.82 (1C, C-9), 39.09 (1C, C-4), 30.42 (1C, C-5), 25.41 (1C, C-10), 22.96 (1C, C-11),
22.86 (1C, C-12), 14.40 (1C, C-1). HRMS (FAB*): m/z calculado para CisH2sNOs:
258.2069, experimental (M+1): 258. 2077.

5.6.11. Sintesis de 5-metil-3-(tiomorfolinmetil)hexanoato de etilo 99f.
Se empled 1-bromo-2-metilpropano 103 (0.707 ml, 6.5

7 6 4 1
5N O~ | mmol, 4 Eq), M
5 , q), Mg, (0.162 g, 6.66 mmol, 4.1 Eq), Cul
Y T

7 (@)
XW( %00f (0.6191 g, 3.25 mmol, 2 Eq) y 96f (0.35 g, 1.63 mmol, 1
11

Eq). El crudo de reaccion fue purificado por columna

cromatografica con Hex : AcOEt (9:1) y Hex : AcOEt (3:1), 99f fue obtenido como un aceite
ambar con un rendimiento del 25 % (0.11 g). RMN *H (400 MHz, CDCls): § 4.17-4.07 (m,
2H, H-2), 2.78-2.71 (m, 2H, H-7), 2.63-2.53 (m, 6H, H-7, H-8), 2.32-2.24 (m, 2H, H-6, H-
4), 2.2-2.13 (m, 2H, H-4, H-5), 2.04 (dd, J= 12.2, 9.0 Hz, 1H, H-6), 1.69-1.57 (m, 1H, H-
10), 1.27 (t, J= 7.2 Hz, 3H, H-1), 1.16-1.03 (m, 2H, H-9), 0.88 (d, J= 6.2 Hz, 6H). RMN 3C
(100 MHz, CDCls): 6 173.76 (1C, C-3), 64.60 (1C, C-6), 60.22 (1C, C-2), 55.75 (1C, C-7),
42.82 (1C, C-9), 39.15 (1C, C-4), 30.87 (1C, C-5), 28.18 (1C, C-8), 25.47 (1C, C-10), 23.03
(1C, C-11), 2291 (1C, C-12), 14.46 (1C, C-1). HRMS (FAB®): m/z calculado para
C14H28NO3S: 274.184, experimental (M+1): 274.1858.
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5.7. Metodologia general de hidrdlisis de los ésteres etilicos 98b-f y 99a-f.
En un matraz redondo se peso el éster etilico correspondiente (1 Eq) y se disolvio en 6 mL

de MeOH, seguida de la adicion de una solucion de la base correspondiente (1.1 Eq) disueltos
en 2 mL de agua. La reaccion se monitored hasta el consumo de la materia prima. Al final de
la reaccién, el MeOH fue evaporado y el sélido obtenido fue redisuelto en H.0O, la fase
orgénica se extrajo con AcOEt y la fase acuosa concentrada a sequedad. La fase acuosa fue
acidificada con 1 eq de HCI, seguida de la extraccion de la fase acuosa nuevamente con

acetato de etilo.

5.7.1. Sintesis del acido 3-(4-clorofenil)-4-(piperidin-1-il)butanoico 87b. |
5 4 .2 1 on A una solucion de 98b (0.4 g, 1.29 mmol, 1 Eq) en metanol
6 3 .
SNW se agregaron 6 mL de una solucion acuosa de NaOH (1.42 g,
7 o]
6 9© 87b 1.42 mmol, 1.1 EqQ) y se mantuvo en agitacion por 48 h. 87b
11

10
se obtuvo como un sélido blanco con un rendimiento del 85%

Cl

(0.3 g, p.f=146-149 °C). RMN 'H (400 MHz, CD30D): § 7.34
(d, J= 8.6 Hz, 2H, H-10), 7.27 (d, J= 8.6 Hz, 2H, H-9), 3.52 (dddd, J= 8, 8, 4, 4 Hz, 1H, H-
3),3.37(dd, J=14, 8 Hz, 3H, H-4, H-5), 3.11 (ddd, J=13.0, 2.0, 1.2 Hz, 3H, H-4, H-5), 2.91
(dd, J=16.7, 5.2 Hz, 1H, H-2), 2.63 (ddd, J= 13.6, 13, 1.2 Hz, 1H, H-2), 1.89-1.82 (m, 4H,
H-6), 1.64 (sa, 2H, H-7). RMN 3C (100 MHz, CDs0D): & 179.28 (1C, C-1), 142.37 (1C, C-
8), 133.06 (1C, C-11), 130.11 (2C, C-10), 129.81 (2C, C-9), 64.71 (1C, C-4), 54.68 (1C, C-
5), 45.63 (1C, C-2), 38.12 (1C, C-3), 24.62 (2C, C-6), 22.93 (1C, C-7). HRMS (FAB*): m/z
calculado para C1sH21CINO>: 282.1261, experimental (M+1): 282.1287.

5.7.2. Sintesis del acido 3-(4-clorofenil)-4-(3-metilpiperidin-1-il)butanoico 87c.
A una solucion de 98c (0.42 g, 1.32 mmol, 1 Eq) en metanol

& 8 %324 0H
@W se agregaron 6 mL de una solucion acuosa de LiOH (0.06 g,
10 11
8 s o)
1

2 87¢ 2.64 mmol, 2 Eq) y se mantuvo en agitacion por 48 h. 87c se
3 7 obtuvo como un sélido café con un rendimiento del 52 % (0.2

cl g, p.f= 142 -143 °C). RMN H (400 MHz, CDs0D): § 7.37 -
7.26 (M, 4H, H-12, H-13), 3.76 (d, J = 11.5 Hz, 1H, H-7*), 3.68 (d, J = 11.8 Hz, 1H, H-7%),
3.58 - 3.47 (m, 1H, H-3), 3.43 — 3.36 (m, 2H, H-4, H-5), 3.08 (d, J = 13.0 Hz, 1H, H-4), 2.93
(dd, J = 16.7, 10.8 Hz, 1H, H-2), 2.70 - 2.55 (m, 2H, H-2, H-5), 2.41 (t, J = 11.7 Hz, 1H, H-
10), 1.95 - 1.79 (m, 4H, H-6, H-8, H-9), 1.21 - 1.09 (m, 1H, H-8), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 1H,
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H-7%), 0.99 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-7*). RMN *3C (100 MHz, CD30D): § 179.60 (1C, C-1),
179.57 (1C, C-1), 142.62 (1C, C-11), 134.13 (1C, C-14), 130.23 (2C, C-13), 129.97 (1C, C-
12), 64.91(1C, C-4), 64.81 (1C, C-4), 61.19 (1C, C-5), 59.66 (1C, C-5), 54.89 (1C, C-10),
53.48 (1C, C-10), 45.93 (1C, C-2), 38.34 (1C, C-3), 38.19 (1C, C-3), 31.67 (1C, C-8),31.21
(1C, C-6), 30.85 (1C, C-6), 24.39 (1C, C-9), 24.27 (1C, C-9), 19.13 (1C, C-7), 19.11 (1C, C-
7). HRMS (FAB™): m/z calculado para CisH23CINO2: 296.1417, experimental (M+1):
296.1445.

5.7.3. Sintesis del acido 3-(4-clorofenil)-4-(4-metilpiperidin-1-il)butanoico 87d.
A una solucién de 98d (0.42 g, 1.29 mmol, 1 Eq) en metanol

4 2
6 N/\E/\F(OH se agregaron 6 mL de una solucion acuosa de NaOH (0.057 g,
9 o)
7% 1
1

0 87d 1.42 mmol, 1.1 Eq) y se mantuvo en agitacion por 48 h. 87d se
1 T obtuvo como un sélido café con un rendimiento del 68% (0.26
Cl g, p.f=142 -144 °C). RMN H (400 MHz, CD30D): § 7.34 (d,

J=8.6 Hz, 1H, H-11), 7.27 (d, J= 8.6 Hz, 1H, H-10), 3.77 (d, J= 11.7 Hz, 1H, H-5), 3.54-
3.49 (m, 1H, H-3), 3.47-3.34 (m, 2H, H-4, H-5), 3.08 (d, J= 12.9 Hz, 1H, H-4), 3.01-2.95
(m, 1H, H-5), 2.93 (dd, J= 16, 16 Hz, 1H, H-2), 2.78 (dd, J= 11.4, 11.4 Hz, 1H, H-5), 2.62
(dd, J=16, 4 Hz ,1H, H-2), 1.94-1.85 (m, 2H, H-6), 1.69 (m, 1H, H-7), 1.59-1.45 (m, 2H, H-
6), 1.01 (d, J= 6.5 Hz, 3H, H-8). RMN 3C (100 MHz, CD30D): § 179.75 (1C, C-1), 142.61
(1C, C-9), 134.00 (1C, C-12), 130.10 (1C, C-13), 129.74 (1C, C-10), 64.59 (1C, C-4), 54.86
(1C, C-5),53.36 (1C, C-57), 46.09 (1C, C-2), 38.25 (1C, C-), 32.84 (1C, C-5), 32.57 (1C, C-
57), 29.94 (1C, C-7), 21.22 (1C, C-8). HRMS (FAB*): m/z calculado para C1sH23CINO2:
296.1417, experimental (M+1): 296.1445.

5.7.4. Sintesis del acido 3-(4-clorofenil)-4-morfolinbutanoico 87e.

s 42 A una solucion de 98e (0.45 g, 1.44 mmol, 1 EqQ) en metanol se
6ﬁN/\7§/ﬁ1(OH agregaron 4 mL de una solucion acuosa de NaOH (0.063 g, 1.58
© 8 8(7)e mmol, 1. Eq) y se mantuvo en agitacion por 48 h. 87e se obtuvo

9@ como un solido café con un rendimiento del 69% (0.28 g, p.f=
Cl

166 -168 °C). RMN *H (400 MHz, CDsOD): & 7.32 (d, J= 8.5 Hz,
2H, H-9), 7.25 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-8), 3.81-3.78 (m, 4H, H-6), 3.5-3.43 (dddd, J = 4.8, 4.8,
4, 4 Hz, 1H, H-3), 3.08-2.98 (m, 3H, H-4, H-5), 2.94-2.81 (m, 4H, H-2, H-4, H-5), 2.57 (dd,
J=16.2, 4.5 Hz, 1H, H-2). RMN *C (100 MHz, CDs0OD): & 178.35 (1C, C-1), 142.88 (1C,
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C-7), 133.90 (1C, C-10), 130.13 (2C, C-9), 130.00 (2C, C-8), 66.77 (2C, C-8), 65.41 (1C, C-
4), 54.26 (2C, C-5), 43.60 (1C, C-2), 38.88 (1C, C-3). HRMS (FAB™): m/z calculado para
C16H23CINO>: 284.1053, experimental (M+1): 284.10009.

5.7.5. Sintesis del 4cido 3-(4-clorofenil)-4-tiomorfolinbutanoico 87f.
2 4 on A una solucién de 98f (0.45 g, 1.37 mmol, 1 Eq) en metanol
6 3 -
@W se agregaron 4 mL de una solucion acuosa de NaOH (0.6 g,
SQ 87f 1.5 mmol, 1.1 Eq) y se mantuvo en agitacion por 48 h. 87f se
10

obtuvo como un soélido blanco con un rendimiento del 70%

Cl

(0.288 g, p.f = 144-146 °C). RMN 'H (400 MHz, CD30D): &
7.32 (d, J= 8 Hz, 2H, H-9), 7.25 (d, J= 8 Hz, 2H, H-8), 3.53-3.44 (m, 1H, H-3), 3.37 -3.33
(m, 2H, H-5), 3.17-3.06 (m, 3H, H-4, H-5), 2.97-2.85 (m, 2H, H-2, H-4), 2.87-2.85 ( m, 4H,
H-6), 2.58 (dd, J= 16.3, 3.8 Hz, 1H, H-2). RMN 3C (100 MHz, CD30D): & 178.90 (1C, C-
1), 142.77 (1C, C-7), 133.79 (1C, C-10), 129.92 (2C, C-9), 129.89 (2C, C-8), 65.79 (1C, C-
4), 55.95 (2C, C-5), 44.32 (1C, C-2), 38.78 (1C, C-3), 27.23 (2C, C-6). HRMS (FAB*): m/z
calculado para C16H23CINO2: 300.0825, experimental (M+1): 300.0811.

5.7.6. Sintesis del acido 5-metil-3-(tiazolidin-3-ilmetil)hexanoico 88a.

2 A unasolucion de 99a (0.08 g, 0.312 mmol, 1 Eq) en metanol
a 1 OH
é’JNW se agregaron 2 mL de una solucién acuosa de LiOH (0.011 g,
88a 0.468 mmol, 1.5 Eq) y se mantuvo en agitacién por 72 h. 88a

se obtuvo como un aceite ambar con un rendimiento del 77%
(0.055 g). RMN H (400 MHz, CD30D): & 3.83 (s, 2H, H-5), 3.51-3.42 (m, 1H, H-7), 3.23
(m, 2H, H-6, H-7), 3.10-2.68 (m, 3H, H-4, H6), 2.56-2.44 (m, 1H, H-2), 2.37-2.18 (m, 2H,
H-2, H-3), 1.74 -1.63 (m, 1H, H-9), 1.22-1.12 (m, 2H, H-8), 0.94 -0.91 (m, 6H, H-10, H-11).
RMN 23C (100 MHz, CDs0D): § 180.44 (1C, C-1), 60.81 (1C, C-6), 59.41 (1C, C-5), 51.43
(1C, C-7),43.92 (1C, C-8), 39.09 (1C, C-2), 31.45 (1C, C-3), 30.39 (1C, C-6), 26.31 (1C, C-
9), 23.36 (1C, C-10), 22.65 (1C, C-11). HRMS (FAB"): m/z calculado para C11H22NO3S:
232.1371, experimental (M+1): 232.138.
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5.7.7. Sintesis del acido 5-metil-3-(piperidin-1-ilmetil)hexanoico 88b.
A unasolucion de 99b (0.069 g, 0.27 mmol, 1 Eq) en metanol

5 4 2
6 1_OH ) )
N" 3 se agregaron 2 mL de una solucion acuosa de LiOH (0.008 g,
179] 88b 0.35 mmol, 1.3 Eq) y se mantuvo en agitacion por 72 h. 88b
0

se obtuvo como un aceite &mbar con un rendimiento del 90%
(0.055 g). RMN 'H (400 MHz, CD30D): § 3.04-2.99 (m, 1H, H-4), 2.85 (dd, J= 13.2, 10.4
Hz, 1H, H-4), 2.52 (dt, J= 16.6, 1.8 Hz, 1H, H-2), 2.35 (dd, J= 16.6, 10.3 Hz, 1H, H-2), 2.20
(m, 1H, H-3), 1.86 (s, 5H, H-6, H-7), 1.74-1.63 (m, 2H, H-7, H-9), 1.14 (dd, J=7.2, 7.2 Hz,
2H, H-8), 0.935 (d, J= 4 Hz, 3H, H-10), 0.925 (d, J= 4 Hz, 3H, H-11). RMN 3C (100 MHz,
CDs0D): 6 181.03 (1C, C-1), 65.16 (2C, C-4, C-5), 44.96 (1C, C-2), 44.16 (1C, C-8), 30.36
(1C, C-3), 26.11(1C, C-9), 24.76 (2C, C-6), 23.00 (1C, C-10), 22.96 (1C, C-7), 22.77 (1C,
C-11). HRMS (FAB®): m/z calculado para Ci3H26NO2: 228.1963, experimental (M+1):
228.1988.

5.7.8. Sintesis del acido 5-metil-3-((3-metilpiperidin-1-il) metil)hexanoico 88c.
A una solucion de 99c (0.065 g, 0.24 mmol, 1 Eq) en

7.+ 5 \ 4. 2.4 OH
@ m metanol se agregaron 2 mL de una solucién acuosa de LiOH
9 12

88c (0.009 g, 0.36 mmol, 1.5 Eq) y se mantuvo en agitacion por

13 ita 4
72 h. 88c se obtuvo como un aceite ambar con un

rendimiento del 70 % (0.04 g). RMN H (400 MHz, CD30D): § 3.61-3.47 (m, 2H, H-5, H-
10), 3.28-3.26 (m, 1H, H-5), 3.04 (d, J = 13.2 Hz, 1H, H-4), 2.94-2.85 (m, 2H, H-4, H-10),
2.74-2.59 (m, 1H, H-10), 2.53 (dd, J = 16.7 Hz, 1H, H-2), 2.36 (dd, J = 16.6, 10.2 Hz, 1H,
H-4), 2.27-2.17 (m, 1H, H-3), 1.94-1.88 (m, 2H, H-6*, H-9), 1.88-1.77 (m, 2H, H-8), 1.73-
1.64 (m, 1H, H-12), 1.15 (dd, J = 7.2, 7.2 Hz, 2H, H-11), 1.02-0.99 (m, 3H, H-7), 0.95-0.92
(m, 6H, H-13, H-14). RMN *3C (100 MHz, CD3;0D): & 180.92 (1C, C-1), 65.05 (1C, C-4),
59.38 (1C, C-5),53.18 (1C, C-10), 44.79 (1C, C-2),44.70 (1C, C-2), 44.15 (1C, C-11), 44.13
(1C, C-11), 31.54 (1C, C-8), 30.37 (2C, C-6, C-9), 30.26 (1C, C-3), 26.11(1C, C-12), 23.05
(1C, C-15), 22.99 (1C, C-15), 22.80 (1C, C-16), 22.77 (1C, C-16), 18.95 (1C, C-7). HRMS
(FAB™): m/z calculado para C14H2sNO>: 242.212, experimental (M+1): 242.2107.
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5.7.9. Sintesis del acido 5-metil-3-((4-metilpiperidin-1-il) metil)hexanoico 88d.

5 4 2 A una solucion de 99d (0.1356 g, 0.5 mmol, 1 Eq) en
N 1_OH
5 m metanol se agregaron 4 mL de una solucion acuosa de
8 6 10/ 88d NaOH (0.022 g, 0.55 mmol, 1.3 Eq) y se mantuvo en

11

agitacion por 72 h. 88c se obtuvo como un aceite &mbar con
un rendimiento del 90% (0.1 g). RMN *H (400 MHz, CD30D): & 3.64-3.56 (m, 2H, H-5),
3.04-3.00 (m, 1H, H-4), 2.88 (dd, J= 13.4, 10.3 Hz, 1H, H-4, H-5), 2.57-2.48 (m, 1H, H-2),
2.35 (dd, J= 16.8, 10.3 Hz, 1H, H-2), 2.25-2.14 (m, 1H, H-3), 1.91-1.82 (m, 2H, H-6), 1.68
(m, 1H, H-10), 1.53-1.48 (m, 3H, H-6, H-7), 1.14 (ddd, J= 7.3 Hz, 2H, H-9), 1.01 (d, J= 6.7
Hz, 3H, H-8), 0.93 (d, J= 6.7, 6H, H-11). RMN *C (100 MHz, CDs0D): § 180.86 (1C, C-
1), 64.63 (1C, C-4), 53.21 (2C, C-5), 44.75 (1C, C-2), 44.07 (1C, C-9), 32.56 (2C, C-6),
30.37 (1C, C-3), 28.50 (1C, C-7), 26.05 (1C, C-10), 22.99 (1C, C-11), 22.76 (1C, C-12),
21.24 (1C, C-8). HRMS (FAB"): m/z calculado para C14H2sNO-: 242.212, experimental
(M+1): 242.2121.

5.7.10. Sintesis del acido 5-metil-3-(morfolinmetil)hexanoico 88e.

4 2 A una solucion de 99e (0.1338 g, 0.52 mmol, 1 Eq) en
GKS\N 1_OH
oﬂ /\37{7)( metanol se agregaron 4 mL de una solucién acuosa de
6 g 88e LiOH (0.018 g, 0.78 mmol, 1.5 Eg) y se mantuvo en
9

agitacion por 72 h. 88e se obtuvo como un aceite &ambar con
un rendimiento del 85 % (0.1 g). RMN H (400 MHz, CD30OD): § 3.89-3.87 (m, 4H, H-6),
3.29-3.24 (m, 2H, H-5), 3.12-3.06 (m, 2H, H-5), 3.05-3.00 (m, 1H, H-4), 2.88 (dd, J= 13.1,
10.2 Hz, 1H, H-4), 2.54-2.48 (m, 1H, H-2), 2.41 (dd, J= 16.6, 9.6 Hz, 1H, H-2), 2.29-2.18
(m, 1H, H-3), 1.75-1.62 (m, 1H, H-8), 1.16 (dd, J= 3.9, 3.9 Hz, 2H, H-7), 0.93 (d, J=4.8 Hz,
6H, H-9), 0.92 (d, J=4.8 Hz, 6H, H-10). RMN *C (100 MHz, CD3;0D): & 180.28 (1C, C-1),
65.80 (2C, C-6), 64.92 (1C, C-4), 53.58 (2C, C-5), 43.95 (2C, C-2, C-7), 29.94 (1C, C-3),
26.12 (1C, C-8), 23.03 (1C, C-9), 22.79 (1C, C-10). HRMS (FAB*): m/z calculado para
C14H28NO2: 230.1756, experimental (M+1): 230.1743.
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5.7.11. Sintesis del acido 5-metil-3-(tiomorfolinmetil)hexanoico 88f.

Krk 4 1 _OH A una solucién de 99f (0.084 g, 0.3 mmol, 1 Eq) en metanol
N A

5 se agregaron 4 mL de una solucion acuosa de NaOH (0.013

S 7 0O
6 o8 8sf g, 0.33 mmol, 1.1 Eq) y se mantuvo en agitacion por 72 h.
10

88f se obtuvo como un aceite ambar con un rendimiento del
90% (0.067 g). RMN 'H (400 MHz, CD3s0OD): § 3.51 -3.44 (m, 2H, H-5), 3.35-3.29 (m, 2H,
H-5), 3.11-3.02 (m, 1H, H-4), 2.95-2.92 (m, 4H, H-6), 2.88-2.80 (m, 1H, H-4), 2.50 (d, J=
16.6 Hz, 1H, H-2), 2.39 (dd, J=16.6, 10.0 Hz, 1H, H-2), 2.25-2.16 (m, 1H, H-3), 1.68 (sept,
J=8 Hz, 1H, H-8), 1.14 (dd, J= 7.2, 7.2 Hz, 2H, H-7), 0.92 (d, J= 5.2 Hz, 3H, H-9), 0.9 (d,
J=5.2 Hz, 3H, H-10). RMN *C (100 MHz, CD3;0D): § 179.55 (1C, C-1), 64.35 (1C, C-4),
54.31 (2C, C-5), 43.16 (1C, C-2), 42.58 (1C, C-7), 28.83 (1C, C-3), 25.24 (2C, C-6), 24.71
(1C, C-8), 21.72 (1C, C-10), 21.41 (1C, C-9). HRMS (FAB"): m/z calculado para
C14H28NO2: 246.1527, experimental (M+1): 246.1524.

5.8. Pruebas de actividad bioldgica.
Las pruebas in vitro e in vivo se realizaron en colaboracion con el Dr. José Guadalupe Trujillo

Ferrer y el Dr. Juan Alberto Guevara Salazar de la Escuela Superior de Medicina del Instituto

Politécnico Nacional.

5.8.1. Pruebas in vitro de potencial inhibitorio.
Para llevar a cabo la determinacion de la actividad inhibitoria de cada uno de los compuestos,

fue necesario preparar las disoluciones stock de los reactivos que a continuaciéon se
mencionan:

A. Solucidn buffer de KsP207 0.1 M a pH= 8.6 en H20 desionizada, ajustando el pH con

HCI concentrado.

B. Solucion buffer de KH2PO4 0.075M a pH=7.2 con 25% v/v de glicerol, ajustando el
pH con KOH 3M.
Solucion stock de GABA 0.128M en buffer de K4P20x.
Solucién stock de acido 2-cetoglutarico 0.04M.
Solucion stock de g-NADP* 0.05M en H,O desionizada.
GABA-AT 3.14 mg de sélido/mL en buffer de KH2PO4 (solucién B), equivalente a
1.1618 U capaces de convertir 1.1618 umol de GABA a semialdehido succinico y

nmoo

luego a succinato, con una reduccion estequiométrica de 1.1618 umol de NADP™,
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G. Soluciones stock de inhibidores (86a-f, 87a-f y 88a-f y VGB) 0.020, 0.010, 0.005 y
0.0025 M, obtenidas por dilucion sucesiva de la disolucion 0.020M en buffer de
K4P207 (solucion A).

Las disoluciones fueron mezcladas por inversion y mantenidas a una temperatura
constante de 25°C, posteriormente se adiciond el volumen requerido de GABA-AT vy se
mezclo nuevamente por inversion, con un tiempo de incubacion de 30 min. Posteriormente,

se registro la absorbencia de cada solucion a una Amax de 340 nm.

5.8.2. Pruebas in vivo de actividad anticonvulsiva en el modelo de ataques inducidos por
PTZ.
Se utilizaron ratones CD1 con un peso corporal entre 20 y 26 g. Los compuestos de prueba

y los medicamentos de referencia’">7%"" se inyectaron via intra peritoneal con volumen de
inyeccion de 1.0 m1/100 g de peso para grupos entre 6-9 ratones a 0.50 y 1,00 mmol/kg para
87by 111. Otro grupo entre 6 y 9 ratones sirvié como control, que recibi6 el vehiculo (buffer
de fosfato, C=0.1M a pH = 8.0).

Los ensayos se realizaron a 1 h y 4 h de pretratamiento. 1 hora o 4 horas después, se
inyectaron por via subcutanea 75 mg/kg de PTZ con un volumen de inyeccién de 1.0 m1/100
g de peso. Cada animal se coloc6 en una jaula de plastico individual para observacién durante
1 h. Se registran convulsiones, convulsiones tonico-clonicas, muerte y latencia. Al menos el

80% de los animales en el grupo de control tienen que mostrar convulsiones.

Todos los experimentos se realizaron con ratones CD1 machos con un peso corporal entre
20 y 26 g, que se encontraban en las mismas condiciones, ciclo natural de luz-oscuridad y

temperatura a 22 °C y cuatro dias de adaptacion a las condiciones de laboratorio.

Todos los resultados de latencia y namero de convulsiones se analizaron con una prueba
ANOVA de una via y analisis de medias con la prueba de Duncan. Los valores de p <0.05

fueron estadisticamente significativos.

Todos los resultados de proteccion contra la muerte fueron analizados con la prueba exacta

de Fisher. Los valores de p <0.05 fueron estadisticamente significativos.
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5.9. Estudios computacionales
Los estudios de relacion cuantitativa estructura-actividad y de acoplamiento molecular se

realizaron en colaboracién con la Dra. Nina Pastor y el Dr. Rodrigo Said Razo Hernandez

del Centro de Investigacion en Dinamica Celular de la UAEM.

5.9.1. Analisis conformacional y optimizacién de la geometria.
Todas las moléculas en el estudio (en su forma natural y zwitteridnica) se sometieron a un

andlisis conformacional dentro del nivel de teoria de la mecénica molecular empleando el
campo de fuerza SYBIL.” Se llevd a cabo una optimizacion adicional dentro del enfoque de
la teoria funcional de la densidad, empleando el funcional hibrido B3LYP® y el conjunto de
bases 6-31*G.8 Todos los célculos se realizaron en el programa SPARTAN 08.8! Se
obtuvieron tipos de cargas parciales electrostaticas y de Mulliken para usarse adicionalmente

como descriptores cuanticos moleculares.

5.9.2. Célculos de descriptores moleculares.
Obtuvimos un total de 209 descriptores moleculares derivados de los grupos constitucionales,

topoldgicos, geométricos, grupos funcionales, carga molecular y familias de propiedades
moleculares de los descriptores (Anexos Tabla S4). La seleccion de estas familias de
descriptores moleculares se basd en encontrar las modificaciones estructurales (grupos
funcionales, forma, distribucion de carga y propiedades fisicoquimicas) sobre el andamiaje
GABA que mejora su potencia como inhibidores GABA-AT. Para estos célculos se utilizo
el software DRAGON 05.82

5.9.3. Construccion y validacion del QSAR.
La construccion del modelo matematico se llevo a cabo con la técnica de algoritmos

genéticos (AG) en el programa MobyDigs 01.8 Todos los descriptores moleculares de los
analogos de GABA se usaron como variables independientes (X) y el porcentaje de
inhibicién como la variable dependiente (Y). La seleccion del modelo QSAR se basé en sus
valores estadisticos (R?, Q?, s, y F) y que paso las reglas redundancia, quik, sobreajuste y
Q?asintstica. EI modelo QSAR final se validé con un grupo de prueba que consistio con el 20%
de todas las moléculas en este estudio, estas moléculas se seleccionaron al azar. Este

procedimiento se realizé un minimo de diez veces.

La regla quik permite el rechazo de modelos con descriptores moleculares elevados de co-

linearidad que pueden conducir a una correlacion casual .3 Esta regla se basa en el indice de
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correlacion multivariable K que mide la correlacion total de un conjunto de variables,

definido como:

5[5 -3l

jti Pl
=——j=1,..,pand0<K<1 2
2(p -1 P ()

p
Donde 2; son los datos de los valores propios de la matriz X(n,p) conjunta, n es el numero

de objetos y p es el nimero de variables en el modelo. La correlacion total en el conjunto
dada por los descriptores X més la respuesta Y (Kyy ) siempre debe ser mayor que la medida
solo en el conjunto de descriptores (Ky); Si Kxy — Kx < AK, el modelo es rechazado; AK puede

tener valores entre 0.0 y 0.05.

El objetivo de la regla sobreajuste detecta los modelos con un exceso de descriptores
moleculares "malos". Esta regla estipula que: si RN < t¥(¢) el modelo se rechaza. Los valores
de t" (&) se calculan mediante la siguiente ecuacion:

P-€—R
PR ®)

th(e) =

donde p es el nimero de descriptores en el modelo y los valores de ¢ varian de 0.01 a 0.1.
Para este estudio € = 0.01. RN se define por:
-

RV= > M;M;<0and —1<R">0 4)
j=1

Donde »; se define por la ecuacion:

M= - _Z<m="—= 5
7op o p T p ©®)

Rjy es el valor absoluto del coeficiente de regresion entre el descriptor j-th y la respuesta Y.
El parametro R" representa un exceso de variables ruidosas o indtiles y puede considerarse
como una medida de sobreajuste. Toma el valor maximo igual a cero cuando hay variables

no ruidosas en el modelo.

Como se mencion0 anteriormente, para probar nuestro modelo de manera mas rigurosa en
términos del aspecto predictivo, se realizé una evaluacion del error estimado en todas las

moléculas que se excluyeron del proceso de entrenamiento. Para evaluar la capacidad
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predictiva interna de nuestros modelos, se empled la técnica de omitir uno (Q%,,). Esta
técnica consiste en evaluar cada molécula dentro del conjunto de entrenamiento para
determinar como corresponde al conjunto de validacion.®® Se evalta cada molécula

individual y se predice su valor Y:

2
Yi-1 ()’i - 7i/i)
(i — )2
Otra forma de evaluar la capacidad predictiva de nuestro modelo matematico es mediante la

(6)

Qioo =1-—

regla de Q cuadrada asintética QZ;,stica que indica que un modelo es predictivo si QZ,, —
Q2 intsrica > AQ, donde los valores AQ varian desde -0.005 hasta 0.005. QZasintctica S€ define

como:

2 ” n \2
=1- (1- R®).(—— 7
Qisym ( ) <n —1'7> (7)
Donde n es el nimero de objetos y p es el nimero de variables en el modelo.

Ademas, se calcularon los valores de la desviacion estandar (s) y la prueba de Fisher (F),
donde el pardmetro s contiene informacion sobre la correlacion entre las actividades

experimentales y calculadas y el namero de moléculas en el estudio.

5= Yie1(i — yi)?
n—2

n representa el nimero de moléculas en el estudio, 9; representa la actividad experimental y

®)

y; €s la actividad calculada a partir del modelo QSAR.

Mientras tanto, el parametro, F esta relacionado con la probabilidad de que el modelo

matematico ocurra de manera casual:

T = 9/,
M
RN ©)

fe

dfy Y dfg se refieren a los descriptores moleculares del modelo y error, respectivamente.

F =

Ademas, 9;, ¥ y y; se refieren al valor experimental, promedio de las actividades

experimentales y calculadas, respectivamente. En el modelo matematico, s y F deberian tener
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los valores méas pequefios y mas grandes posibles, respectivamente, para garantizar que el
modelo QSAR sea confiable.?

5.9.4 Calculos de acoplamiento molecular (Docking)
Los calculos de acoplamiento molecular de todos los analogos de GABA (incluidos

enantibmeros R y S para moléculas de las series 2 y 3) sobre Pseudomonas y estructuras
GABA-AT humanas, generados en el proceso de modelado de homologia, se realizaron en
el software Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0.87# Las cavidades fueron detectadas por el
método expandido de esfera de Van der Waals. Los céalculos se realizaron sobre el sitio
catalitico; con un volumen de cavidad de 137.73 A3y 339.46 A3 para las Pseudomonas y el

modelo humano, respectivamente.

La seleccion de la cavidad se baso en los resultados de la alta similitud molecular con el
ligando enddgeno. Se emplearon las geometrias de energia minima de todos los analogos de
GABA en su forma zwitteridnica y las cargas parciales de Mulliken obtenidas por los
calculos de DFT. Los residuos dentro de 6 A se establecieron como flexibles, se establecieron
2000 pasos de minimizacién para cada residuo flexible y 2000 pasos de minimizacion global
por ejecucion. Se utilizé la funcidn de busqueda MolDock Optimizer, basada en un algoritmo
evolutivo. Se establecieron un total de 20 carreras con un maximo de 4000 iteraciones con
una poblacion de 200 individuos (para el modelo de Pseudomonas) y 400 individuos (para el

modelo humano) por ejecucion.

Para calcular la energia de interaccién, utilizamos la funcion de puntuacion Moldock Score
[GRID]. La funcion de puntuacion GRID se establecio en 0.2 A y la esfera de blsqueda se
fijo en un radio de 15 A. Para el analisis energético del ligando, se consideraron las
interacciones electrostaticas internas, los enlaces internos de hidrdgeno y las torsiones sp2-
sp2. El método se valido mediante la reproduccion del modo de unidn experimental del
inhibidor de referencia dentro de la estructura cristalina 3r4t para validar el modelo de
Pseudomonas, y 1ohw y 1lohy para validar el modelo humano, con una desviacion cuadrada
de los medios (RMSD) de 1.7 A, 1.3 A y 1.8 A respectivamente.
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ANEXOS

ANEXOS
6.1. Espectros de RMN 'H y 13C de los analogos finales

6.1.1. Espectros de RMN 'H y 13C de los andlogos de GABA.
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6.1.2. Espectros de RMN H y 3C de los analogos de baclofen.
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6.1.3. Espectros de RMN H y 13C de los analogos de pregabalina.
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6.2. Tablas suplementarias.

ANEXOS

Tabla S1. V Valores del porcentaje experimental (Yexp), calculado (Ycar) y predicho (Ypred) de inhibicion de los analogos 86a-f,

88a-f. Los compuestos que se consideraron de la validacion de la prueba estan marcados con un simbolo de script.

87b-fy

Mol | Yecaic | Yerear | Yecacz | Yeredz | Ycaies | Yereds | Ycaica | Yereds | Ycaies | Yereds | Ycaics | Yereds | Ycaier | Yerear | Ycaics | Yereds | Ycaico | Yereds | Ycacio | Yeredo | Yexp
86a 25.68 | 26 - 26.91 | 25.79 | 26.19 - 26.18 | 24.28 | 23.97 | 23.71 | 23.19 | 25.33 | 25.52 - 25.84 - 27.67 - 25.35 | 24.9
86b 19.65 | 18.12 | 20.76 | 19.59 | 20.43 | 19.15 | 20.19 | 19.06 | 19.9 | 18.33 | 21.19 | 20.34 | 20.47 | 19.07 | 20.67 | 19.4 | 21.29 | 19.88 | 20.11 18.62 | 24.9
86¢ 20.39 | 20.7 | 21.49 | 22.13 - 21.14 | 20.78 | 21.14 | 20.59 | 21.01 | 21.92 | 22.54 | 21.14 | 21.73 | 21.39 | 22.03 - 22.05| 20.8 21.27 | 194
86d - 21.45| 2255|2242 | 22.17 | 21.92 | 21.65 | 21.28 - 21.59 | 22.99 | 23.01 - 22.12 | 22.42 | 22.25 | 23.16 | 23.29 - 21.8 22.9
86e 19.65 | 20.05 | 20.76 | 21.45 | 20.43 | 21.04 | 20.19 | 20.64 | 19.9 | 20.41 | 21.19 | 21.85 | 20.47 | 21.15 - 20.67 | 21.29 | 22.46 | 20.11 20.67 18.3
86f 28.54 | 29.91 - 29.8 | 28.51 | 29.96 | 28.67 | 30.88 | 26.79 | 27.01 | 26.08 | 25.8 | 27.87 | 28.87 | 28.54 | 30.86 - 30.67 | 27.99 29.65 | 26.5
g7b* | - | - - - - - - - - - -] - - - - - - - - - 73
87¢c - 26.19 | 27.89 | 25.5 | 27.99 | 12.55 | 27.69 | 20.73 | 28.12 | 31.25 | 28.07 | 52.09 | 28.17 | 35.81 - 28.34 | 27.9 | 25.78 | 27.98 27.46 28
87d 9.21 | 18.37 | 8.87 | 9.17 - 7.64 | 812 | 755 | 9.23 | 10.15 - 11.64 | 9.26 | 10.4 | 9.08 | 16.37 | 8.96 | 9.38 8.94 9.34 8.6
87e 5.14 | 356 | 521 | 4.03 - 445 | 595 | 537 6 548 | 743 | 827 | 6.16 | 554 | 563 | 441 | 499 | 3.68 5.71 5 7
87f 15.45 | 18.65 | 15.83 | 17.97 | 14.21 | 29.61 | 16.04 | 17.9 | 14.45|14.81 | 13.7 | 13.01 - 15.13 | 15.09 | 17.44 | 1594 | 18.12 | 15.17 16.05 14.2
88a 081 | 452 | 205 | 581 | 159 | 543 - 5.91 - 095 | -1.26 | 159 | 239 | 6.86 | 1.52 | 524 | 1.82 | 5.33 1.9 5.54 -3.5
88b 016 | -0.12 | 1.27 | 1.47 | 146 | 166 | 429 | 594 | 1.62 2 162 | 191 | 249 | 311 | 1.61 | 1.85 | 1.03 11 1.73 2.06 0.84
88c 5.87 | 5.85 - 697 | 701 | 722 | 895 | 964 | 697 | 7.19 | 735 | 763 | 7.75 | 817 | 7.19 | 741 | 6.96 | 7.14 - 7.11 5.96
88d 6.93 | 7.88 | 8.03 | 9.08 | 8.04 | 9.03 - 9.81 | 7.96 9 - 8.41 - 8.73 | 822 | 9.18 | 8.06 | 8.97 8.11 9.2 2.64
88e - 0.16 | 1.27 | -099 | 1.46 | -0.06 | 429 | 3.39 | 162 | -0.64 | 162 | -0.09 | 249 | 1.08 | 161 | 0.17 | 1.03 | -0.9 1.73 0.06 6.2
88f 9.05 | 5.27 [ 1031 | 581 | 954 | 585 | 12.78 | 9.08 - 8.5 - 6.51 | 989 | 6.39 | 948 | 549 | 104 | 594 9.61 6.31 16.8
111* - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 40

* Moléculas consideradas como valores atipicos.

- Compuestos considerados para la validacion de la prueba.
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Tabla S2. Valores de las energias de interaccion obtenidas de los célculos de acoplamiento
molecular de todos los andlogos de GABA en un modelo GABA-AT de Pseudomonas.

Valores en kcal/mol.

86b -69.4043 -3.21553 -7.4961
86¢ -63.4051 -8.18821 -3.26379
86d -88.9465 -5.28229 -5.17495
86e -81.1331 -10.6664 -5.7402
86f -82.0854 -9.3513 -8.95745
88a_S -88.4367 -7.59611 -2.37557
88a_R -80.2747 -4.34932 -1.54938
88b_S -95.13 -3.82411 -3.42391
88b_R -82.2497 -1.10123 -9.99797
88c_S -106.003 -11.4722 -6.60934
88c_R -84.4955 -2.78647 -5.59387
88d_S -102.496 -12.1057 -7.491
88d_R -79.0166 -1.77168 -3.27213
88e_S -97.1576 -7.49549 -4.62095
88e_R -85.5462 -5.56573 -1.57816
88f_S -110.456 -9.48398 -2.62015
88f_R -80.3773 -1.33976 -5.50014
87b_S -94.5623 -5.33333 -7.63276
87b_R -82.3833 -8.45774 -4.99611
87c_S -105.201 -4.4125 -6.8652
87c_R -92.4029 0.375594 -4.915
87d_S -93.087 -3.43971 -3.94599
87d_R -102.403 -5.70107 -3.30324
87e_S -97.4871 -4.61057 0
87e_R -90.7655 -4.02959 -8.75642
87f_S -92.252 -4.16681 -2.49799
87f_R -83.726 -0.300184 0
111 -64.703 -5.43962 -6.16675
2 -54.2288 -6.04954 -6.59933
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Tabla S3. Valores de las energias de interaccion obtenidas de los célculos de acoplamiento

molecular de todos los analogos de GABA en un modelo GABA-AT de humano. Valores en

kcal/mol.

- Ligand  MolDock Score  Electro  HBond
86b -90.0906 -14.3794 -2.70548
86¢ -87.1437 -4.79249 -4.66131
86d -93.3451 -16.3569 -1.2265
86e -101.729 -10.9936 -4.12353
86f -83.6899 -11.9784 -3.44067

88a_S -112.119 -7.99459 -3.85277
88a_R -97.5094 -6.93326 -3.08695
88b_S -98.5854 -11.0659 -5.84991
88b_R -93.2925 -12.0228 -1.80199
88c_S -113.181 -7.06026 -2.5
88c_R -89.7572 -13.2412 -3.34681
88d_S -107.919 -2.81265 -4.36016
88d_R -93.1624 -5.66396 -2.5
88e_S -111.347 -2.23916 -0.215018
88e_R -103.812 -14.4581 -3.64372
88f_S -105.834 -13.386 -2.83697
88f_R -89.8468 -13.3805 -2.49901
87b_S -100.144 -8.84278 -3.14615
87b_R -95.7124 -11.0181 -2.4786
87c_S -105.791 -11.6063 -2.11356
87c_R -91.5724 -8.52886 -3.78333
87d_S -107.209 -10.6489 -2.5
87d_R -98.4869 -10.3527 -3.17113
87e_S -109.605 -9.38255 -2.5
87e_R -112.69 -10.5368 -8.05182
87f_S -122.362 -10.3354 -2.5
87f_R -103.599 -9.33766 -2.4934
111 -73.7153 -7.61745 0
2 -70.0993 -12.3167 -2.50138
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Tabla S4. Descriptores moleculares obtenidos de DRAGON 05.

Descriptor molecular Tipo

MW, AMW, Sy, Se, Sp, Ss, Mv, Me, Mp, Ms, nAT, nSK, nBT, Constitucional
nBO, nBM, SCBO, ARR, nCIC, nCIR, RBN, RBF, nAB, nH,

nC, nO, nS, nCL, nX, hR06, nBnz

ZM1, ZM1V, ZM2, ZM2V, Qindex, SNar, HNar, GNar, Xt, = Topoldgico
Dz, Ram, Pol, LPRS, VDA, MSD, SMTI, SMTIV, GMTI,

GMTIV, Xu, SPI, W, WA, Har, Har2, QW, TI1, TI2, STN,

HyDp, RHyDp, w, ww, Rww, D/D, Wap, WhetZ, Whetm,

Whetv, Whete, Whetp, J, JhetZ, Jhetm, Jhetv, Jhete, Jhetp,

MAXDN, MAXDP, DELS, TIE, SOK, S1K, S2K, S3K, PHlI,

BLI, PW2, PW3, PW4, PW5, PJI2, CSI, ECC, AECC,

DECC, MDDD, UNIP, CENT, VAR, BAC, Lop, ICR,

D/Dr06, T(N..O), T(N..S), T(N..Cl), T(O..0), T(O..S),

T(O..Cl)

W3D, J3D, H3D, AGDD, DDI, ADDD, G1, G2, RGyr, Geométrico
SPAN, SPAM, SPH, ASP, FDI, PJI3, L/Bw, SEig, HOMA,

RCI, AROM, HOMT, DISPm, QXXm, QYYm, QZZm,

DISPv, QXXv, QYYv, QZZv, DISPe, QXXe, QYYe, QZZe,

DISPp, QXXp, QYYp, QZZp, G(N..O), G(N..S), G(N..CI),

G(0..0), G(0..5), G(O..Cl)

nCp, nCs, nCt, nCrs, nCrt, nCar, nCbH, nCb-, nRNH2, Conteo de
NRNR2, nROR, nRSR, nArX, nHDon, nHAcc, C-001, C-002, grupos
C-003, C-006, C-024, C-025, C-026, H-046, H-047, H-050,  funcionales
H-052, 0-059, N-066, N-068, CI-089, S-107

Ui, Hy, AMR, TPSA (NO), TPSA (tot), MLogP, MLogP?  Propiedades
ALogP, ALogP? moleculares
gpmax, gnmax, Qpos, Qneg, Qtot, Qmean, Q2, RPCG, Carga atomica
RNCG, SPP, TE1, TE2, PCWTe, LDI
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