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Resumen

on Paraque se lleven a cabo las funciones normales del

H,N sistema nervioso central y la actividad neuronal es
necesario un equilibrio de excitacion e inhibicion de

o las neuronas. El acido y-aminobutirico (GABA) 1, es

GABA el neurotransmisor inhibitorio mas importante del

1 sistema nervioso central de los seres vivos. Debido a

esto este proyecto de investigacion desarrollo una
sintesis diasteroselectiva de analogos de GABA previamente preparados en el grupo
de investigacion y que, ademas, permita la asignacion de la estereoquimica absoluta
de estos analogos. En el laboratorio se logr6 obtener los compuestos
enantioméricamente puros, gracias al auxiliar quiral que permitié la formacion de los
diasteroisomeros 10a y 10b, facilitando su separacion por técnicas de columna de
cromatografia, y posteriormente la asignacion de la estereoquimica absoluta de estos
compuestos por medio de correlacion quimica de la rotacion éptica.
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1 Introduccidn

Una convulsion es la manifestacion clinica de una descarga anormal, excesiva e
hipersincronica de una poblacion de neuronas corticales. La epilepsia es un desorden
del sistema nervioso central caracterizado por convulsiones recurrentes inducidas por
el mal funcionamiento de dos neurotransmisores que regulan la actividad neuronal, el
L-glutamato como neurotransmisor excitatorio y el &cido y-aminobutirico (GABA)
como neurotransmisor inhibitorio (Figura 1), provocando un exceso de actividad
neuronal en el sistema nervioso central. !

~
H2N/\/\H/OH HZN/'\/\H/OH
(o} o
GABA Glutamato
1 2

Figura 1 dcido y-aminobutirico (GABA) y L-glutamato.

La epilepsia es una enfermedad que afecta aproximadamente al 1% 2 de la poblacion
mundial con una incidencia de 1000 a 100,000 nuevos casos por afio; en México,
representa un problema de salud publica, ya que el 1.8% de la poblacion sufre de
ella.® Para tratar y controlar esta enfermedad existen diferentes estrategias, una de
ellas es utilizar farmacos con accion antiepiléptica, que puedan regular la
concentracion de los dos neurotransmisores mencionados anteriormente.*

El principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central, GABA, interactia
con tres receptores especificos de GABA denominados: GABAa, GABAs y GABAc.
Los receptores ionotropicos denominados GABAa y GABAc son canales ionicos, que
como su hombre lo indica, son activados por ligandos permeables a los aniones que
permiten la transmision sinaptica rapida, mientras que el receptor GABAs es un
receptor acoplado a la proteina G, este modula la transmision sinptica lenta y
prolongada a través de sistemas efectores intracelulares,® es decir, estos receptores
pueden modular la liberaciéon sinaptica.

En el cerebro adulto, los receptores GABAA son permeables a los iones CI~; por lo
gue, tras la activacion, la entrada de CI hiperpolariza a la membrana e inhibe los
potenciales de accion. Por lo tanto, las sustancias que son agonistas del receptor
GABAA, como los barbitaricos y las benzodiazepinas, son bien conocidas por suprimir
la actividad convulsiva.

Los receptores GABAs estan asociados con los sistemas de segundo mensajero, y
conducen a la disminucion de la liberacién del neurotransmisor. Los sistemas de
segundo mensajero a menudo resultan en la apertura de canales de K*, lo que
conduce a una corriente hiperpolarizante. Hasta ahora el Unico ligando agonista del




receptor GABAg es el Baclofen, el cual es un farmaco utilizado en la clinica para tratar
espasticidad muscular y lesiones en la medula espinal.t

Las bajas concentraciones de GABA en el cerebro se han asociado con la epilepsia,
y ademas con algunas otras enfermedades y desordenes neurolégicos como;
Parkinson, Alzheimer, la enfermedad de Huntington e inclusive con la adiccion a la
cocaina. Razén por la cual, una de las estrategias que se ha utilizado para
contrarrestar todas estas enfermedades, es el aumento de las concentraciones de
este neurotransmisor. Desafortunadamente GABA no puede ser administrado
directamente debido a su caracter hidrofilico que lo hace incapaz de cruzar la barrera
hematoencefélica (BHE). Uno de los principales métodos para aumentar los niveles
de GABA en el cerebro es usar pequefias moléculas con una mayor lipofilia que
puedan cruzar dicha barrera e inhibir la actividad de la GABA-aminotransferasa
(GABA-AT), enzima responsable de degradar el GABA.5°

Hoy en dia se dispone ya de algunos farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration), lo cuales son analogos lipofilicos del GABA, como es el caso de la
(S)-Pregabalina 2, (R)-Baclofén 3 y Vigabatrina 4.

Cl
(o} 0 o H2N OH
HZN\/\)I\OH H,N oH H,N OH ﬂ
(1) (2) (3) (4)

Figura 2 GABA 1, (S)-Pregabalina 2, (R)-Baclofén 3 y Vigabatrina 4.

La presencia de estos sustituyentes incrementa el caracter lipofilico de estas
moléculas lo que les permite cruzar la barrera hematoencefalica y llegar al sitio de
accion en el sistema nervioso central.’

Otra parte importante en el disefio de estas moléculas es la asignacién de su
estereoquimica absoluta, que nos permite definir la orientacién de los atomos en el
espacio y como esta orientacion puede favorecer una mejor interaccioén con los sitios
activos de la enzima GABA-AT.

En este contexto, la sintesis de analogos del neurotransmisor GABA, asi como de
algunos farmacos representativos que son analogos estructurales, ha sido tema de
investigacion por su promisorio potencial terapéutico. De aqui la gran importancia de
desarrollar sintesis estereoselectivas de analogos de GABA que permitan la
asignacion de la estereoquimica absoluta y el desarrollo de nuevas moléculas
enfocadas principalmente en la modificacion estructural del grupo amino para
determinar el potencial inhibitorio sobre la enzima GABA-AT.




2 Antecedentes

2.1. Acido y-aminobutirico (GABA).

El acido y-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio mas importante del
sistema nervioso central. Es una pequefia molécula aquiral, con un peso molecular
de 103 g/mol, con alta solubilidad en agua, cuyo coeficiente de particion (clogP) es
2.13 y que interactua con tres receptores GABAa, GABAs y GABAc. Fue sintetizado
por primera vez en 1883, pero solo fue descubierto en el tejido cerebral hasta 1950
por tres grupos de investigacion independientes.®

Cuando un paciente experimenta un alto grado de excitacion provocada por un
incremento en la concentracion del L-glutamato el cerebro libera al GABA para
neutralizar los efectos del L-glutamato actuando como un "freno" en momentos de
estrés desbocado.® (Figura 3)

HzN/\/\n/OH

(0
GABA
1

Figura 3 GABA.

Desafortunadamente un buen niamero de alteraciones del sistema nervioso central
pueden terminar en un desequilibrio entre excitacion e inhibicién, provocando
enfermedades neuronales, para tratar dichos casos los farmacos utilizados en su
tratamiento actlan para restaurar el equilibrio entre estos neurotransmisores, una de
estas estrategias se vera mas adelante.

2.1.1. Funciones del GABA en el sistema nervioso central (Ciclo del GABA)

Siendo GABA el neurotransmisor inhibitorio principal en el sistema nervioso central
de los mamiferos, y L-glutamato el neurotransmisor excitatorio, 1° para que se
puedan llevar acabo las funciones normales en el cerebro es necesario un equilibrio
en la red neuronal, es decir, un equilibrio de neurotransmisores inhibitorios y
excitatorios.

GABA se forma a partir del L-glutamato en la neurona presinaptica (Figura 4), la
despolarizacion de la neurona presinaptica estimula la liberacion de GABA al espacio
sinaptico a donde es conducido por transportadores de GABA (GAT). Una vez que
entra al espacio sinaptico GABA se puede unir a uno de los tres receptores de GABA
(GABAA, GABAB 0 GABAC) que se encuentran en la neurona postsinaptica.!! La
transmision sinaptica puede guiar a la union de GABA alostérico a los receptores de
GABAA provocando la apertura de los canales de cloro, creando asi un corto aumento




en la conductancia del anion, lo que conduce a la hiperpolarizacién de una membrana
neuronal, estos eventos resultan en una reduccion de la excitabilidad celular, es decir,
una inhibicién neuronal.’? A diferencia de los receptores GABAa; que son canales
iGnicos activados por ligando, los receptores GABAs son metabotrépicos (acoplados
a proteinas G); la activacion por GABA resulta en una apertura medida por receptores
acoplados a proteinas G de los canales de potasio enlazados, lo que da como
resultado una hiperpolarizaciéon e inhibicion neuronal similar a los receptores
GABAA,.13 Después de la neurotransmisién en el espacio sinaptico, la accion del GABA
termina, ya sea por la recuperacion por la neurona presinaptica, o cuando el GABA
es transportado a la célula glial.'!
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Figura 4 Ciclo de GABA. GAD es glutdmico descarboxilasa, GAT es un transportador de GABA, GAT-AT es GABA
aminotransferasa.

2.1.3. Biosintesis y metabolismo de GABA.

Una vez dentro de la célula glial, GABA es catabolizada por GABA-aminotransferasa
(GABA-AT) y su cofactor, piridoxal 5 fosfato (PLP), que lo transforma al semialdehido
succinico (Figura 5), este metabolito puede ser oxidado a y-hidroxibutirato o reducido
a acido succinico, el acido succinico entra al ciclo de Krebs y se produce el a-
cetoglutarato que posteriormente por accion del GABA-AT y del cofactor
piridoxamina-5-fosfato (PMP) produce L-glutamato que a través de la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD) produce GABA.'4
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Figura 5 Degradacion del GABA. ©

2.2 Receptores de GABA (GABAA, GABAg y GABAC).

Como se menciona anteriormente; una vez que el GABA es liberado en el espacio
sinaptico, se pueden llevar acabo las funciones fisiolégicas mediante la interaccion
con los receptores de GABA que se encuentran en los sitios pre y postsinapticos.®®
Hasta la fecha se han clasificado tres receptores especificos de GABA: GABAA,
GABAs y GABAc'® Los receptores GABAs son definidos como receptores
metabotropicos (acoplados a proteinas G), estos regulan la transmisién sinaptica
lenta y prolongada a través de sistemas de segundo mensajeros que activan a
canales de Ca?*y K*, en el caso de los receptores GABAA y GABAc se definen como
receptores ionotrépicos, y estos regulan la respuesta rapida por la apertura de canales
idnicos, que permiten la entrada de iones CI-.13

2.2.1 Receptor GABAA.

Los receptores GABAA se localizan generalmente en la membrana postsinaptica. Al
igual que otros miembros de la familia de canales idnicos activados por ligando
pentamérico, los receptores GABAa estan constituidos por un ensamblaje
pseudosimetrico de cinco subunidades (a, B, v, 0, €, 8 y p) idénticas u homdlogas que
forman un ion conductor de cloruro. El genoma humano comprende genes que
codifican 19 subunidades de receptores GABAAa diferentes (a1-6, B1-3, y1-3, 9, €, p1-
3, 'y 0) que tedricamente permiten la formacion de multiples subtipos de receptores
GABAAa. La composicion de la subunidad del receptor determina sus propiedades
farmacoldgicas, incluida la sensibilidad a los agonistas, asi como su sensibilidad a los
farmacos. ’El receptor GABAa puede ser modulado alostéricamente por dos grupos




importantes de farmacos, las benzodiazepinas y los barbitlricos, asi como por los
alcoholes.

La activacion del receptor tras la union alostérica de su ligando aumenta la
permeabilidad de los aniones de Cl, dando lugar a una hiperpolarizacion de la célula
receptora, haciendo el potencial de la membrana mas negativo, esto determina un
potencial postsinaptico inhibitorio. 18

2.2.2 Receptor GABA&.

Los receptores GABAs pertenecen a la clase C de los receptores acoplados a proteina
G (GPCR), junto con los receptores de deteccion de calcio (CaS), glutamato
metabotropico (mGlu) y gusto 1 (TAS1). A diferencia de los receptores mGlu y CaS
(que funcionan en formas homodiméricas), el receptor GABAs requiere de la
asociacion de dos subunidades distintas (formar un heterodimero) para que este sea
funcional, estas dos subunidades se clasifican como: GB1 y GB2. Los heterodimeros
GABAB utilizan un mecanismo alostérico Unico para la transduccion de sefales, en el
gue la union de un agonista en la subunidad GB1 conduce a la activacion de la
proteina G a través de un reordenamiento de la interfaz intracelular del dominio
transmembranal de GB2. *°

Cuando estos receptores son activados dan lugar a una inhibicién de la adenililciclasa,
a un aumento de la conductancia de K* y a una disminucion de Caz*. Como
consecuencia, la estimulacién de este receptor conduce a una hiperpolarizacion de la
membrana celular y a un blogueo de la liberacién de neurotransmisores. ’

2.2.3 Receptor GABACc.

El tercer tipo de receptor de GABA, denominado GABAc, también es un canal de iones
cloruro, sin embargo, los receptores GABAc muestran distintas propiedades
electrofisioldgicas, esto les permite tener una mayor sensibilidad para GABA
comparado con los receptores GABAA. Los receptores GABAc también difieren en su
perfil farmacol6gico en comparacion con los receptores GABAa y GABAB, es decir, no
es sensible a los ligandos especificos de estos receptores. Son insensibles a los
moduladores del receptor GABAa, como los barbituricos y las benzodiazepinas, asi
como a la bicucullina, un antagonista del receptor GABAA tipico, y no son activados
por el agonista del receptor GABAg, como el Baclofen.?°




2.3. Acido y-aminobutirico aminotransferasa (GABA-AT).

Las aminotransferasas son enzimas esenciales que catalizan dos reacciones de
transaminacion acopladas entre un aminoacido y un a-cetoacido, por lo que
desempeiian un papel de suma importancia en el metabolismo del nitrégeno en las
células. Todas las aminotransferasas requieren piridoxal 5'-fosfato (PLP) como
cofactor, que esta unido a un residuo de lisina basica en la bolsa catalitica a través
de una base de Schiff, para convertir un aminoacido en el correspondiente compuesto
de carbonilo con la conversion concomitante de PLP en piridoxamina 5 ' -Fosfato
(PMP) en la primera reaccion reversible. En la segunda reaccién reversible, las
aminotransferasas catalizan la reacciéon de PMP con un a-cetoacido aceptor para
realizar otra transferencia de un grupo amino, convirtiendo asi PMP de nuevo en
PLP.?! Por lo tanto el acido y-aminobutirico aminotransferasa (GABA-AT) es un
objetivo de los farmacos neuroactivos debido a que su inhibicién altera el equilibrio
entre su sustrato GABA y el producto L glutamato. Esta encima pertenece a una gran
familia de aminotransferasas homadlogas, que operan por el mismo mecanismo basico
gue consta de dos reacciones reversibles de acoplamiento, en las que el cofactor PLP
oscila entre sus formas piridoxal y piridoxamina (Figura 6).22
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Figura 6 Reacciones de transaminacion acopladas de GABA-AT: A) Conversion de GABA y PLP a Semialdehido succionico y
PMP, B) Conversidn de PMP y a-cetoglutarato a PLP y L-glutamato.?!

Entender las bases estructurales del sustrato ayudara para el desarrollo de nuevos
inhibidores, es de suma importancia ya que si se inhibe la GABA-AT, se podra tratar
trastornos neuroldgicos y psiquiatricos acompafados de niveles alterados de GABA.

2.3.1 Mecanismo Catalitico de Acido y-aminobutirico aminotransferasa
(GABA-AT).

GABA-AT es una enzima dependiente de piridoxal 5 -fosfato (PLP) que cataliza la
degradacion del neurotransmisor inhibidor GABA a semialdehido succinico (Figura
7). Durante este proceso enzimatico, la coenzima PLP unida a Lys329 se convierte
en piridoxamina 5 -fosfato (PMP) a través de los intermediarios que se ven en el
figura, en consecuencia, cuando PLP se convierte en PMP, la enzima no actia como




catalizador porque la enzima se ha modificado. Para alcanzar el estado de
catalizador, se requiere un segundo paso catalitico (Figura 8) en el que la enzima usa
un segundo sustrato, a-cetoglutarato, para devolver el PMP a PLP para que se pueda
retomar la catalisis. Como resultado de ese proceso, el a-cetoglutarato se convierte
en el neurotransmisor excitatorio L-glutamato. En este proceso una molécula de
neurotransmisor inhibitorio GABA, se convierte a una molécula de neurotransmisor
excitatorio L-glutamato. Por ultimo el glutamato descarboxilasa (GAD) otra encima
dependiente de PLP, cataliza la formacion de GABA a partir del L-glutamato, por lo
tanto ambas encimas (GABA-AT y GAD) son indispensables para equilibrar los
niveles de los dos neurotransmisores mencionados.!*
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Figura 8 Conversion de PMP y a -cetoglutarato a PLP y L-glutamato.

2.4 Inhibicion del GABA-AT.

Para elevar las concentraciones de GABA en el sistema nervioso central, Silverman
y su grupo de investigacién (2015)® se concentraron en el desarrollo de moléculas
con capacidad de inactivar la enzima GABA-AT, es decir, se enfocaron en




compuestos no reactivos que requieren catélisis de GABA-AT, para convertirlos en
las especies que inactiven a la enzima.

El mecanismo en el que se basa la inactivacién enzimatica consiste en un compuesto
no reactivo cuya estructura se asemeja a la del sustrato (o producto) de la enzima
objetivo y actua inicialmente como un sustrato alternativo, sufriendo una
transformacion catalitica por la enzima en una especie que, antes de liberarse del sitio
activo, inactiva a la enzima objetivo.?® La ventaja de estos inactivadores es que
pueden disefarse para que se activen mediante una quimica particular; mediante la
identificacion de la estructura de la enzima inactivada o la determinacion de los
metabolitos producidos, se puede racionalizar la quimica razonable y luego validarla
con otras estructuras que pueden o no sufrir esa quimica, esto con el fin de que el
compuesto no reactivo no reaccion indiscriminadamente con otras proteinas o
encimas fuera del objetivo, que conducen a efectos secundarios no deseados.?4

Actualmente el Unico inactivador de GABA-AT aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos es Vigabatrina, que fue
desarrollada por primera vez por Lippert ® y es usada para tratar la epilepsia.
Desafortunadamente este farmaco requiere de dosis diarias de 1-3 g, lo que provoca
graves efectos secundarios, como la psicosis y la ceguera. Por ello, se requiere una
alternativa a la Vigabatrina para el tratamiento de la epilepsia.

Aun asi, el mecanismo de accién de la Vigabatrina para la inactivacion del GABA-AT
fue estudiado por Silverman y su grupo de investigacion para disefiar analogos con
menores efectos secundarios. En el estudio realizado por Silverman © se encontré que
la vigabatrina inactiva GABA-AT a través de dos vias: un mecanismo de adicion de
Michael y un mecanismo de enamina, como se muestra en el Esquema 1.
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Esquema 1 Mecanismo de reaccion de la inhibicion irreversible de la Vigabatrina con la Lys329 de sitio activo de la enzima
aminotransferasa de GABA.*




2.5 Enfermedades relacionadas con alteraciones en los niveles de GABA.

Bajas concentraciones de GABA se ha relacionado directamente o indirectamente
con la patogénesis de varios desordenes neurologicos y psiquiatricos, tales como el
Alzheimer,?® epilepsia,?’?® enfermedad de Huntington,?® Parkinson®°, discinesia
tardia, e incluso con esquizofrenia®l, depresiéon, ansiedad, y algunos otros
desordenes del comportamiento.3’ Para tratar estos desordenes se intenta
incrementar la concentracion de GABA en el cerebro, sin embargo, lo niveles de
GABA en el cerebro no se pueden incrementar por medio de una administracion
directa de GABA, debido a que su alto caracter hidrofilico le hace incapaz de cruzar
la barrera hematoencefélica (BHE). Una estrategia que ha sido efectiva para
incrementar la concentracion de GABA es el uso de analogos de GABA con mayor
lipofiia que el GABA para que estos sean capaces de cruzar la barrera
hematoencefélica (BHE) e inhibidores de la enzima GABA-AT (enzima encargada de
degradar GABA).32

2.5.1 Epilepsia.

La epilepsia es un desorden neuroldgico caracterizado por convulsiones intermitentes
gue involucran los sistemas motores y sensoriales. Estas convulsiones pueden ser
provocadas por varios factores, pero uno que es la preocupacion para este escrito,
involucra el neurotransmisor inhibidor y acido aminobutirico (GABA). Se ha sugerido
gue una reduccion de esta sustancia inhibidora podria ser responsable de la actividad
convulsiva porque los resultados de estudios bioquimicos han mostrado
disminuciones tanto en GABA como en su enzima sintetizadora, acido glutamico
descarboxilasa (GAD), en los focos convulsivos.?® Por lo que los mecanismos de la
mayoria de los farmacos antiepilépticos provocan un incremento directo o indirecto
de los niveles de GABA; mediante la inhibicion GABAérgica (benzodiazepinas,
Fenobarbital, Valproato), la inhibicibn de la recapitulacion de GABA (Tiagabina),
aumentando la concentracion de GABA a través de la inhibicion dela GABA-AT
(Vigabatrina) o mediante la inhibiciéon de los canales de sodio y calcio 3

2.6 Sintesis y evaluacion de analogos en el grupo de investigacion.

Los trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion son parte esencial para el
desarrollo de los analogos a desarrollar en este proyecto de investigacién. Siguiendo
la misma linea de analisis, se considerd importante aumentar el caracter lipofilico de
las moléculas disefiadas y para ello se planteé una serie de analogos que ademas de
tener al grupo amino en posicion y formando parte de un heterociclo y presentaran
sustituyentes en la posicion B en analogia a los sustituyentes de Pregabalina (i-butilo)
y Baclofen (p-clorofenilo), sintetizando una serie de compuestos en forma racémica.

De esta manera se llevo a cabo la sintesis y evaluacion de la actividad biolégica de
analogos de GABA, (S)-Pregabalina y (R)-Baclofén, en los cuales el atomo de

10



nitrégeno estaba englobado dentro de un sistema heterociclico para formar los

analogos.”18:35.36
Cl Cl
q‘ ?)L a %
N:N’N * OH N OH

43% Inhibicion 35% inhibicion
1 3

cl cl
s\
N
Ny 7 OH N OH

73% inhibicion
-Efecto neuroprotector en ratones
4

59% Inhibicién
2

Figura 9 Andlogos de 1 al 4 sintetizados en el grupo de investigacion con su porcentaje de inhibicion enzimdtica sobre
GABA-AT.

Donde 1, 2, 3y 4 presentaron 43%, 59%, 35% y 73% respectivamente, de porcentaje
de inhibicién (Figura 8), "*"comparados con el control positivo Vigabatrina (48%)
(VGB, principal inhibidor de la enzima GABA-AT). 36

2.7 Quiralidad.

Quiralidad (del griego Kheir, que significa “mano”) se define como la propiedad de
un objeto de no ser superponible con su imagen especular. Los objetos quirales son
parte importante de nuestra vida y abundan en la naturaleza y juegan un papel de
suma importancia en diversos procesos biolégicos. Las moléculas quirales son parte
importante de nuestra vida, a nivel molecular, los seres vivos estamos compuestos
por moléculas quirales tales como: aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos o
hidratos de carbono, las funciones biolégicas de las que depende el curso de la vida
se basan en el reconocimiento entre estas moléculas.®®
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3 Objetivos
3.1 Objetivos Generales.

Desarrollar una sintesis diasteroselectiva de analogos de GABA previamente
preparados en el grupo de investigacién y que, ademas, permita la asignacion de la
estereoquimica absoluta de estos analogos. (Esquema 2)

0
H,N \/\)J\OH

cl GABA ol

AN X

C 73 % de inhibicion
35% inhibicion Efecto neuro protector
22 23

Esquema 2

3.2 Objetivos especificos.

e Sintetizar &cido «,f-insaturado 3 partiendo del aldehido 1. (Esquema 3)

oo
o (0]
HOJ\/U\OH X
H 2 . OH
cl 1 @ 0 cl 3
=
" N
N H
90°C
Esquema 3

e Sintetizar el auxiliar quiral 8 a partir del compuesto 4, siguiendo una ruta de
sintesis reportada en la literatura. (Esquema 4)
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Esquema 4

Efectuar el acoplamiento del auxiliar quiral, al acido carboxilico 3 previamente
sintetizados en los pasos anteriores formando asi el compuesto 9. (Esquema

5)

1) (CH3)3COCI (1eq)

Et;N, THF

\ OH

Cl 3

2 (o]
) HNA

o
CH,
CH,
8
n-BuLi, THF

Esquema 5

Ph

Formacién y separacion de diasteroisomeros 10a 'y 10b. (Esquema 6)

Ph
9

O,N_

CH;NO, 0
DBU Cl 10a Ph
CH,Cl, +
O,N
O o
S NJ(O

cl 10b Ph)\<_

Esquema 6

Determinar la estereoquimica de los diasteroisomeros previamente separados
con compuestos conocidos reportada en la literatura. (Esquema 7)
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Esquema 7

e Efectuar la sintesis de Mesilato para poder proseguir a formar los analogos de
GABA. (Esquema 8)

Cl
O,5N o o
(S) NJ(O —_»_»» o (0]
cl Ph)\<_ o\”S:\o OCH,
10b 17

Esquema 8

e Formacion de los analogos de GABA, con estereoquimica previamente
determinada. (Esquema 9)

Cl Cl Cl

ﬁ [

4 S

QLA =— g — (O I3
N
N QH o\//sgg OCH; QH
35% inhibicion 73 % de inhibicién
Efecto neuro protector
22 17 23

Esquema 9
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4 Justificacion

La informacién anterior nos muestra que la actividad biolégica de los anélogos de
GABA pueden estar determinados en gran medida por la configuracion absoluta del
atomo de carbono estereogénico (Figura 6) y la creciente importancia de estos
compuestos en los ultimos afios, nos lleva a desarrollar un método para la sintesis
estereoselectiva de estos analogos de GABA, debido a que la asignacion de la
estereoquimica absoluta de un compuesto es indispensable para identificar sus
propiedades quimicas y fisicas, asi como el efecto que tendran en el organismo.

HoN .~ on

GABA

Cl

o 6l

. 73 % de inhibicion
35% inhibicion Efecto neuro protector

22 23

Figura 10 Carbdn estereogénico posicion f.

En el grupo de investigacion se han sintetizado previamente andlogos racémicos con
estructura de GABA con distintas modificaciones en el grupo amino de este
compuesto y se han evaluado como inhibidores de la GABA-AT como se puede ver
en la Figura 11. El presente proyecto de investigacion busca desarrollar un método
de sintesis estereoselectivo de analogos de GABA que, a la vez, permita la asignacion
de la estereoquimica absoluta de analogos previamente sintetizados en este
laboratorio. Esto permitira la obtencién de compuestos enantioméricamente puros
dando pie a estudios in vivo mas certeros y especificos.
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Figura 11 Andlogos sintetizados en el grupo de investigacion con su
% inhibicion Enzimdtico sobre GABA-AT.

5 Resultados y Discusion.

5.1 Disefio de analogos de GABA y Baclofen.

Para el disefio de andlogos de GABA y (R)-baclofen se decidié conservar el grupo
farmacoéforo (grupo amino NH2) en la estructura.

O
HZN\/\)J\OH

Figura 12 Grupo farmacoforico. Grupo amino (NH3) en posicion y con respecto al grupo carboxilo.

Para incrementar la lipofilia de los analogos, se establece que el atomo de nitrégeno
se encuentra ligado a un sistema heterociclico y se hace una sustitucién en la posicion
B, esto en referencia a lo que se ha desarrollado previamente dentro del grupo de
investigacion. 7 35 18

El sistema heterociclico y la sustitucion en la posicidbn 8 con respecto al grupo
carboxilo aflade una caracteristica importante a la sintesis y a la asignaciéon de la
estereoquimica de estos analogos.

5.2 Analisis retrosintético.

La ruta de sintesis de los analogos de Baclofen estd basada en el andlisis
retrosintético mostrado en el Esquema 10. La sintesis de los compuestos 22 y 23
inician a partir de los heterociclos 18 y 19 y el mesilato 17, que a su vez proviene de
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los diasteroisdmeros 10a y 10b, Posteriormente se propone una desconexion
carbono-carbono (C-C), para generar el sistema a,B-insaturado 9 y nitrometano. La
siguiente desconexion propuesta es la del enlace C-N del auxiliar quiral generando
asi el acido a,B-insaturado 3 y el auxiliar quiral 8. Finalmente, el acido a,B-insaturado
3 proviene del 4-clorobenzaldehido 1y el acido malénico 2. El auxiliar quiral 8 puede
obtenerse a partir de la (R)-Fenilglicina 4, de acuerdo a protocolos reportados
previamente en la literatura.394°

Cl
cl
o :> "0
I\ ,‘N
AR OH
22y 23
@]
H
cl ! 7
0 v A

9 CHj

+

CH3NO, , DBU

+ HN
S O D
3
O O 8

oY

Esquema 10 Andlisis retrosintético.

A
@]
o cH,
CHj Ph
CHj
NH,
OH
4 O

5.3 Sintesis de analogos de Baclofen.

El primer paso para la ruta de sintesis de los analogos 22 y 23 inicia con la reaccion
de Knoevenagel del 4-clorobenzaldehido 1 para obtener el 4cido a,B-insaturado 3.
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Esquema 11 Se obtuvo un rendimiento del 78% en la sintesis del andlogo de Baclofen.

Esta reaccion de Knoevenagel*%4! consiste en someter al aldehido 1 con el acido
malonico 2, en piridina y piperidina con calentamiento a reflujo durante 2 h. Para este
primer paso en la sintesis de los analogos de GABA se obtuvo el &cido a,B-insaturado
3 en un rendimiento del 78% (Esquema 11).

5.4 Sintesis del auxiliar quiral.

El segundo paso de la ruta de sintesis consistié en sintetizar el auxiliar quiral 8
siguiendo las metodologias descritas por Peter B. Wyatt 42 y por Stephen G. Davies*.
Se parte del (R)-fenilglicina 4, el cual se esterifica con cloruro de tionilo (SOCI2) en
metanol para la obtencion del éster 5, el cual se obtuvo con un rendimiento de 99%.
Una vez obtenido el éster 5, se realiza una proteccion del grupo amino con carbonato
de di-tert-butilo (Boc20) generando el compuesto 6, con un rendimiento de 96%.
Después de obtener 6 se lleva a cabo una reaccién de Grignard para obtener el
alcohol 7, el cual se obtuvo con un rendimiento del 67%. Por ultimo, el alcohol 7 se
traté con tert-butoxido de potasio para ciclar el alcohol 7 y obtener el auxiliar quiral 8,
esta reaccion tuvo un rendimiento de 79%. (Esquema 12)

O
OCHs B OtB“
SOClZ 3 0C,0 (1.05eq)
T meon OCH,
EtOH NaHCO;3(3eq)
99% 96%
CH3MgBr
67%
0
A X
HN +BuOK*
o) -0 HN” OtBu
THF
Ph CHj 0°C CHj
CH;
8 79 % 7 o

Esquema 12 Rendimientos de reaccion de sintesis del auxiliar quiral.
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El compuesto 8 es un solido blanco brillante, semejante a una nube o algodon de
azlcar. Se caracterizé por RMN de 'H (ver anexo). En la Figura 13 se muestra el
espectro de 'H de 8, en él se observan dos sefiales en 0.93 y 1.61 ppm que integran
para tres hidrégenos y ambas son sefiales simples, que corresponden a los dos -CHs
(A) de la molécula, la siguiente sefial que se puede observar es en 4.66 ppm que
integra para un hidroégeno y corresponde al -CH (B). Las sefiales alrededor de 7.48 y
7.18 integran para 5 hidrogenos y es una sefial multiple, que corresponde al anillo
aromatico que se encuentra en la molécula.
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Figura 13 Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de 8.

5.5 Acoplamiento del auxiliar quiral.

Una vez obtenidos el compuesto a,B-insaturado 3 y el auxiliar quiral 8, se efectud su
acoplamiento via la formacién del anhidrido mixto 434445  El anhidrido mixto se obtuvo
al tratar el &cido 3 con cloruro de pivaloilo ((CHs)sCCOCI) seguido de la adicion de la
sal de litio del auxiliar quiral 8 para formar el compuesto 9, el cual se obtuvo con un
rendimiento de 85% (Esquema 13).
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Esquema 13 Rendimientos de reaccion del acoplamiento del auxiliar quiral.

La caracterizacion de el compuesto 9 se realiz6 mediante RMN de 'H y 3C para
corroborar la estructura del compuesto (ver anexo). En la Figura 14 se muestra el
espectro de 'H de 9. Se observa dos sefales en 1.03 y 1.64 ppm que integran para
tres hidrégenos y que corresponden a los dos -CHs (A) y se ve una sefial en 5.20 ppm
correspondiente al -CH (B) que corrobora la presencia del auxiliar quiral en la
molécula. Las sefales de 7.19(C), 7.52(E) y 7.35(D) ppm corresponden a los anillos
aromaticos de la molécula. Alrededor de 7.71(F) y 7.99(G) ppm, se observan las dos
Ultimas sefales ambas siendo dobles e integrado para un hidrogeno que
corresponden a los -CH que se encuentran unidos al doble enlace.

G E B
F (of
— LVL I

00/
00,
1205
N
-
1.00=
3.37<
.

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 14 Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de 9.

El espectro de RMN de 3C mostro las 20 sefiales de carbono esperadas para la
estructura del compuesto 9.
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Figura 15 Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCls) de 9.

5.6 Formacion y separacion de diastereoisbmero.

Una vez obtenido el compuesto 9, se procedié a la sintesis de los diastereoisomeros
10a y 10b a través de la adiciébn conjugada del anién del nitrometano (CH3NO2)
generado con la base DBU en diclorometano por un periodo de 6 horas. La mezcla
diastereoisomérica se obtuvo con un rendimiento de 74% y una proporcion de 65:35,
siendo el compuesto 10b el diastereocisdmero mas abundante (Esquema 14).

O,N
2 o o
* N
o o) O Diastereoisémero menos polar
N /( CH;3NO, cl 10a )(,7<—
—_—
cl Ph)\<~ cHyCl, .
0 74% O,N
o 0o
. N/( Diastereoisémero mas polar

0
ci )n?%
106°0

Esquema 14 Se obtuvo un rendimiento de reaccion de 74% en la formacion de los diasteroisomeros, con una proporcion
diasteromérica 65:35, siendo el compuesto 10b el mds abundante.
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Los diasteroisémeros fueron separados
exitosamente utilizando una columna
cromatografica en un sistema 3:1 de
Hexano : AcOEt, como se ven en las
placas de cromatografia rebeladas con
permanganato de potasio (Figura 16),
en ella, se puede observar la separacion
de las fracciones; las fracciones 31 a la
33 corresponden al diastereocisbmero
gue salio primero (10a) y las fracciones
36 y 37 corresponden al
diastereoisomero que sali0 después
(10b). También se calculé el factor de
retencion (Rf) de cada una de las
manchas obteniendo los siguientes
valores: para las tres primeras manchas
gue corresponde a 10a fue de Rf@oa)=
0.387, en el caso de las dos Uultimas 10a 10b
manchas que  cortesponden al 7 7 o o e ol < puc chre
compuesto 10b el factor de retencion fue

de Ri@on)= 0.205.

Como se puede observar por el valor de la proporcion diasteromérica obtenido, el
auxiliar quiral no favorece una adicion conjugada del nitrometano diasteroselectiva,
sin embargo, permite lograr una separacion completa de los diasteroisémeros por
técnicas de cromatografia en columna.

En principio, la parte frontal de 9 estaria impedida estéricamente por el substituyente
fenilo del auxiliar quiral, favoreciendo la entrada del anién del nitrometano por la parte
posterior de la molécula y el producto favorecido en la reaccion seria el
diastereoisomero (R,R). No obstante, el producto mayoritario es el diastereoisémero
(S,R), esto se debe a que el auxiliar quiral rota a una conformacién mas estable (B)
en la que los pares de electrones de los oxigenos de los grupos carbonilos quedan
dispuestos lo mas distante, para minimizar repulsiones electrostaticas. Debido a esta
conformacion el diastereoisémero (S,R) es ligeramente favorecido. (Figura 17).

Esta especulacion es apoyada con el espectro de RMN de 'H que se muestra en la
Figura 14, en el que vemos que el proton G experimenta un pequefio desplazamiento
a campo bajo. #¢ Una posible explicacion del desplazamiento del protéon G es;
precisamente la conformacién mas estable (B) que puede adoptar esta molécula. Una
vez que el auxiliar quiral se acopla al acido carboxilico, la molécula 9 adopta la
conformacién mas estable anti-s-cis (B). En esta configuracion el protdn en cuestién
experimenta la proximidad del oxigeno del grupo carbonilo del auxiliar quiral,
provocando un efecto de desproteccion, induciendo el desplazamiento a campo bajo
de la sefial del proton G.
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Figura 17 Rotacion a conformacion mds estable B del auxiliar quiral.

En el Esquema 18 se muestra como se lleva a cabo la adicion del nitrometano con la
conformacién mas estable (B)

CH3NO,
N (R) __bBU (S) ﬁ?bL
CHZCIZ )‘

10

O,N
O  Pph 2 O  Ph
Q. : :
CH,NO, + DBU "CH,NO Re N/% Ve NW
+ +
3NO; —> GH2NO; cl )‘O - )\0
Base fuerte (o]
H(EBU
0N /
O Ph

Cl 0)\0

Figura 18 Adicién conjugada 1, 4 de Nitro metano favorece ligeramente la formacion del diasteroisomeros 10b (S,R)

Los diasteroisomeros se caracterizaron por medio de RMN en una y dos dimensiones
(ver anexo). En la Figura 18 se muestra el espectro de H de 10, se observan las
sefales del auxiliar quiral muy parecidas a las que se ven en el espectro anterior, se
observan dos sefiales en 0.97 y 1.49 ppm que corresponden a los hidrogenos de los
-CHs (A) y la sefial en 4.95 ppm que integra para 1 hidrogeno que corresponde al
hidrégeno del -CH (E), estas seiales corroboran la presencia del auxiliar quiral. Las
sefales de 3.30 y 3.61 ppm son dobles de dobles e integran para 1 hidrogeno que
corresponden a los protones del -CH2 (B) que se encuentra adyacentes al grupo
carbonilo, una sefial quintuple de -CH en 4.02 ppm (C), seguida de dos sefales dobles
de dobles que integran para 1 hidrégeno en 4.56 y 4.64 ppm, correspondientes al -
CH2 (D) que se encuentra adyacente al grupo nitro; con esto confirmando la formacion
del compuesto 10.
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Figura 19 Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) de 10.

5.7 Reduccion del grupo nitro y asignacion de la estereoquimica.

Posteriormente, los diasteroisomeros fueron sometidos a una reaccién de reduccion
con niquel y NaBH4 para dar las lactamas 12a y 12b, la rotacion Optica de ambas se
encuentran reportadas en la literatura, permitiéndonos de esta manera asignar la
estereoquimica absoluta de los diasteroisomeros por correlacion quimica al comparar
sus valores de las rotaciones Opticas con las reportadas en la literatura (Esquema
15)_40,47

Con esta informacién se logré determinar que el diasteroisomero 10a genera la
lactama 12b con configuracién absoluta (R), Tabla 1. Por consiguiente, el
diasteroisomero 10b genera la lactama 12a con configuracién absoluta (S). Por lo
tanto la asignacion de la configuracion de los diasteroisémeros es la siguiente; (R,R)-
10avy (S,R)-10b.
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O,N H
X 0o o N_o
~ \ J(o N|CI2.6H20; .
cH NaBH, MeOH ®
ci Ph'® CH 3 30 min
10a 3 Cl 12a

N
o
SN M NiCl,.6H,0 (_f

0 \\“(R)
CH NaBH, MeOH /@

10b 3 ¢l 12b

Esquema 15 Reduccion del grupo nitro y asignacion de la estereoquimica.

Compuesto | Rendimiento | Rotacion opticay Rotacion Asignacion de
configuracion Optica configuracién
absoluta experimental
(Literatura)
20 [“]ﬁzz/ﬂal
[@]Na/Hal
12a 63% +21.8 (0.5, CH2Cl,) +20.6 (0.5, S
. CHCly)
(S)
12b 60% -38 (1.02, EtOH) -36.8 (1.02, R
EtOH)

(R)°

Tabla 1 Asignacion de cofiguracion de las lactamas por correlacion de rotacion optica.

5.8 Sintesis del mesilato.

La sintesis del mesilato 17, se llevd a cabo con el diastereoisémero 10b como se
muestra en el Esquema 16. La misma secuencia de reacciones se realiz6 con el
diastereoisémero 10a.

El compuesto 10b se hidrolizo en condiciones suaves para la eliminacion del auxiliar
quiral, dando lugar a la formacion del compuesto 13. Posteriormente, la esterificacion
de 13 genero el éster 14, el cual, bajo las condiciones de la reaccion de Nef oxidativa
condujo al compuesto 15.

Desafortunadamente debido a la suspension de actividades por la contingencia
epidemioldgica no se pudo realizar el resto de la ruta de sintesis, pero los ultimos
pasos de la reaccion consistian; en la reduccion selectiva del grupo &cido en
presencia del grupo éster en 15 se lleva a cabo a través del anhidrido mixto que se
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genero con cloruro de pivaloilo seguida de la adicion de NaBH4 para generar el
alcohol 16. La reaccion del alcohol 16 con CH3zSO2Cl forma el mesilato 17.

O,N
2 o O
(CH3)3SiCl
™) N LiOH, CH3OH CH3OH ocH
3
cl )\6
10b Ph

NaNO,
Nef CH5CO,H
Oxidativa DMSO
ol 35°C
cl H O
C|)17< o]
CH3S0,ClI @ HO o
T O CHyCly, EtsN o) Et;N, THF
\/S< 0CH3 HO\/\)I\OCH 2) OCH3
0% o 3 NaBH, 15
17 16 Cl

Esquema 16 Sintesis del mesilato.

A continuacion, se presentan las secuencias de reacciones realizadas para la
obtencion de los mesilatos

5.8.1 Reaccion de remocion de Auxiliar.

La ruta de sintesis de los mesilatos 17ay 17b inicia con la remocion del auxiliar quiral
del diastereoisébmero 10b, el cual se hidroliz6 con hidréxido de litio (LiOH) en metanol
(CHsOH) y agua (H20) para obtener el acido carboxilico 13, con un rendimiento del
70% como se ve en el Esquema 17. Los compuestos obtenidos son soélidos
blancos/amarillentos.

O,N
2 o o O,N o
S NJ(O LiOH o
ol /l% CH30H / H,0
T 70% cl 13

Esquema 17 Rendimiento de reaccion de la Hidrdlisis del diastereoisomero.

Después de esta reaccién de hidrdlisis que nos permitio la separacion del auxiliar
quiral, este se cristalizé y se obtuvo nuevamente en su forma enantioméricamente
pura.

5.8.2 Esterificacion.
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El siguiente paso de esta ruta de sintesis fue la esterificacion del &cido carboxilico 13,
lo cual se llevd a cabo con (CHz)3SiCl *8 en metanol para la obtencién del éster 14,
obtenido con un rendimiento del 75% como se observa en el Esquema 18. El producto
obtenido fue un liquido viscoso e incoloro.

O,N 0,N
0 (CH3)SiCl 0
H3OH
oy _CH:O

cl 13 5% g 14

Esquema 18 Rendimiento de reaccion de esterificacion.

6.8.3 Reaccion de Nef oxidativa.

Una vez obtenido el éster 14, se llevd a cabo la reaccion de Nef oxidativa,
desafortunadamente debido a la suspension de actividades por la contingencia
epidemioldgica, ya no fue posible calcular el rendimiento obtenido y la caracterizacion
del mismo por medio de la espectroscopia de RMN.

NaNO3
HO
(o) CH3C02H (o)
DMSO
OCH,; —35°C
Nef Cl
Cl 14 Oxidation 15

OCH,

Esquema 19 Reaccion de Nef Oxidativa.

5.9 Rendimientos obtenidos.

En las tablas a continuacion se muestran los rendimientos obtenidos en cada reaccion
a lo largo de todo el proyecto de investigacion

Reaccién Rendimiento

Sintesis de andlogos de Baclofen 78 %
Sintesis del auxiliar quiral 79 %
Acoplamiento del Auxiliar quiral 85 %
Formacidn y separacion de los 74 %

diastereoisomeros
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Hidrdlisis 70 %
Esterificacion 75 %

Tabla 2 Rendimientos de reaccion.
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6 Conclusiones

» Los anédlogos de (R) y (S) Baclofen se han preparado en formas enantiopuras,
a través de una secuencia sintética propuesta en este proyecto, en la cual el
auxiliar quiral 8 juega un papel de suma importancia, permitiendo la formacion
de los diasteroisémeros 10a y 10b y la separacion de estos, obteniendo asi
ambos compuestos puros.

> Se logro obtener el &cido a,B-insaturado 3 mediante la reaccion de
Knoevenagel con buenos rendimientos

(0]

x OH

Cl 3

» La sintesis del auxiliar quiral 8 se relizo en cuatro pasos partiendo del R-
fenilglicina 4.

0
-4
9
Ph&CHs

CH
8 3

> Se logro la formacion del auxiliar quiral 8 y del acido a,B-insaturado 3, al igual
gue el acoplamiento de estos dos compuestos, la caracterizacion por medio de
los espectros de RMN, apoyaron a la confirmacién de esto.

» Mediante la adicibn conjugada con nitrometano se obtuvieron los
diasteroisomeros (R,R) y (S,R)-10a y 10b, gracias a la presencia del auxiliar
quiral 8, fue posible la separacion de los diasteroisomeros por técnica de
columna cromatogréfica, en lo que se vio una proporcion diasteromérica
marginal, es decir, el auxiliar quiral no es estereoselectivo.
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» La formacion de las lactamas 12a y 12b permitieron establecer la
estereoquimica absoluta de los diasteroisdmeros por medio de correlacion
guimica de la rotacion oOptica. De esta manera facilitando los estudios futuros
para identificar el compuesto activo.

H
H

o o
Cl cl 12a

12b

» Se logro recuperar el auxiliar quiral enantioméricamente puro después de la
reaccion de hidrdlisis que nos permito la remocion del auxiliar quiral

O,N
o

OH

Cl 13
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7 Perspectiva

v" Finalizar la sintesis de los mesilatos 17 y llevar a cabo la formacién de los
analogos finales 22 y 23

o Cl
N
CN OH OH
22 23
v Llevar a cabo la sintesis de distintos precursores del Baclofen y la Pregabalina.

v' Realizar pruebas in vitro a los analogos (R)-22, (S)-22, y (R)-23 y (S)-23 para
determinar el porcentaje de inhibicion de GABA-AT de cada uno de ellos.
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8 Parte experimental
8.1 Informacién General.

Los reactivos son comercialmente disponibles y se utilizaron sin previa purificacion.

El material de vidrio las barras de agitacibn magnética, las canulas y las jeringas
gue se ocuparon fueron secadas en una estufa a 100 °C, para realizar las
reacciones en condiciones inertes fue secado por un periodo de 12 h previo a su
uso.

Los disolventes usados (AcOEt, CH2Cl2, Hexano y CH3OH) se destilaron
previamente en un sistema abierto. El éter y THF fue secado con sodio metalico
utilizando como indicador benzofenona, bajo atmosfera de nitrégeno hasta que
adquirieron un color azul intenso.

El curso de las reacciones fue monitoreado con placas cromatogréficas de silica gel
60 F2s4 empleando como revelador luz UV onda corta, vanillina, vapores de yodo,
permanganato de potasio y ninhidrina.

La purificacion de los productos se realizd por cromatografia en columna con silica
gel Merk 60 (0.04-0.06 mm), con sistemas de Hexano/AcOEt.

Las reacciones a bajas temperaturas se realizaron en el equipo Thermo Electron
Corporation, Neslab CC 100 Immersion Cooler.

Las rotaciones épticas se establecieron empleando un polarimetro Perkin — Elmer.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (*H RMN) se obtuvieron
en equipos Varian Gemini 200, MHz, Varian Oxford 400 MHz y Brucker 500 MHz.
Los espectros de carbono (**C RMN) fueron registrados con los mismos equipos a
50, 100, 125 y 150 MHz. Se emplearon distintos disolventes deuterados: cloroformo
(CDCls), metanol (CD3OD), dimetilsulfoxido (DMSOds) y tetrametilsilano (TMS)
como referencia interna.

Los desplazamientos quimicos (&) 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, la multiplicidad de las sefiales esta indicado por medio de
las siguientes abreviaturas: (a) ancha, (s) simple, (d) doble (dd) doble de doble, (t)
triple, (c) cuadruple, (q) quintuple y (m) mdltiple.
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8.2 Procedimiento para la sintesis de analogos del Baclofen.

0 En un matraz bola provisto de un agitador magnético, se

S pes6é el &cido maldnico 2 (1.25 equiv), se adiciono

OH| piperidina (0.1 equiv) y se disolvi6 en piperidina, se

o 3 mantuvo en agitacion y se calent6 a reflujo a 90 °C por 2

h. La solucién resultante se vierte a una solucién acida de
HCI 2M y se enfria a temperatura ambiente, El solido se
filtra y se lava con H20 y recristaliza en EtOH/H20. Se obtuvo 4.42 g (78 %
rendimiento) de un sélido blanco.

8.2 Procedimiento general para la Sintesis del auxiliar quiral 8.

0 La sintesis del auxiliar quiral 8 se llevé acabo siguiendo la
J< metodologia descrita por Peter B. Wyatt 42. En un matraz bola
HIN provisto de un agitador magnético, se peso el cloruro de tionilo
Ph CHs (2equiv) y se disolvié en metanol. Al éster 5 obtenido se le
CHs adiciono éter de petréleo para hacer lavados, el producto

8 obtenido después de los lavados fue un solido blanco.

El siguiente paso fue la proteccion del grupo amino de 5 de igual manera en un matras
bola provisto de un agitador magnético, se peso el bicarbonato de sodio (3 equiv) y el
grupo protector Boc20 (1.05 equiv) y se disolvié en etanol, se confirmo la formacion
del producto por medio de placas de cromatografia, una vez confirmada se utilizo
celita y un embudo de Kitasato para filtrar el compuesto 6.

Al matras donde se encuentra el compuesto 6 se le adicionan bromuro de
metilmagnesio (2 equiv), una vez terminada la reaccion se le adiciona cloruro de
amonio para terminar la reaccién, por ultimo se hacen lavados en un embudo de
separacion con un sistema de acetato y agua, obteniendo el compuesto 7.

El ultimo paso para la obtencion de 8 consiste en adicionar tert-butoxido de potasio
(1.1 equiv) al matraz donde ese encuentra 7 y disolverlo en THF anhidro, para asi
obtener el auxiliar quiral 8.

Se obtuvo 3.26 g (79 % de rendimiento) del compuesto 8 como un solido blanco
brillante. *H RMN (CDClIsz, 500 MHz) & (ppm): 0.93 (3H, s, CH3), 1.61 (3H, s, CHa),
4.66 (1H, S, CH), 6.38 (lH, S, NH), 7.32 (5H, m Harom).

8.3 Acoplamiento del auxiliar quiral.

En un Matraz bola 1 provisto con un agitador magnético se coloco el compuesto 1,
cloruro de pivaloilo (1 equiv), trimetilamina (1 equiv) y se disolvio en THF anhidro a -
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( o o ) 78°C y se dejo reaccionar por 15 min. Elevar la
. J( temperatura a 0° C y dejar por 1 h volver a llevar

N" N a-78°C.
Cl 9 Ph)\é‘CHs EN un Matraz bola 2 provisto de agitador
CHj magneético colocar el compuesto 8 y disolver en
~ < THF anhidro a -78°C por 45 min, adicionar 1 equiv

de N-butil-litio y dejar agitando por 15 min. Transferir a Matraz bola 1 y dejar
reaccionar por 1h a -78°C y posteriormente 2h a temperatura ambiente.

Se obtuvo 4.49 g (85% de rendimiento) del compuesto 9 como un solido blanco. *H
RMN (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.03 (3H, s, CH3s), 1.64 (3H, s, CHs), 5.20 (1H,s,CH),
7.19 (2H, d, J=7.0 Hz, Harom), 7.35 (5H, m, Harom), 7.52 (2H, d, J=8.4 Hz, Harom), 7.71
(1H, d, J=15.7 Hz, CH), 7.99 (1H, d, J=15.7Hz, CH), 3C RMN (CDCls, 125 MHz) &
(ppm): 165.06 (CO), 153.52 (CO), 145.21 (CHCH), 136.79(CH), 136.45(CH), 133.28
(CH), 130.00 (CH), 129.38(CH), 129.15 (CH), 128.87 (C), 126.55 (CH), 117.93
(CHCH), 82.79(CCHsCH3s), 77.52, 77.27, 77.01, 67.52 (CH), 29.24(CH3s), 26.47, 23.99
(CHs).

8.4 Formacion y separacion de diastereoisémeros 10ay 10b.

r N En un matraz bola provisto de un agitador
O,N magnético, se coloco el compuesto 9 con el
disolvente (diclorometano grado reactivo).

o EN un vial separado provisto con un agitador
10a )\<\ magnético, se coloca el nitrometano (5 equiv) y
Ph DBU (0.2 equiv) se deja en agitacién por 5 min,
+ después se pasa con una pipeta al matraz donde
o esta ocurriendo la reaccion. Se deja reaccionar 8h
/[( y la reaccién se termina con acido clorhidrico 1M.

Cl

N
0 Se obtiene 4.26 g (74% de rendimiento) del
Cl 10b Ph)\<' compuesto 10 como un liquido viscoso naranjay se
separo por columna de cromatografia, para la
‘ < separacion de los diasteroismomeros y obtener
enantiomericamente puros a 10ay 10b. *H RMN (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 0.97 (3H,
s, CHa3), 1.49 (3H, s, CH3), 3.30 (1H ,dd, J = 17.4, 6.3 Hz, CH2), 3.61 (1H, dd, J = 17.4,
8.1 Hz, CH2), 4.02 (1H, m, CH), 4.56 (1H, dd, J = 12.8, 8.4 Hz, CH>), 4.64 (1H, dd, J
=12.8, 6.6 Hz, CH>), 4.95 (1H, s, CH), 7.07 (2H d, J = 7.7 Hz, Harom), 7.17 (2H, d, J =
8.5 Hz, Harom), 7.28 (2H, m, Harom), 7.40 — 7.33 (3H, m, Harom). 13C RMN (CDC|3, 125
MHz) & (ppm): 169.97 (CO), 153.36 (CO), 137.14 (C), 135.98(C), 134.06 (CH), 129.43
(CH), 129.25 (CH), 129.07 (CH), 126.47 (CH), 83.21 (C), 79.39 (CH2), 77.52 (CH),
77.27 (CH), 77.01 (CH), 67.22 (CH), 39.29(CH), 38.82 (CH2), 29.03 (CHs),
23.85(CHs).
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8.5 Reduccion del grupo Nitro y asignacion de la estereoquimica.

ZI
ZI

/© 12b 12a

Cl Cl

Celita. Se obtuvo un sdélido blanco.

En un matraz bola provisto de un agitador
magnético, se peso NiClz 6H20, se disolvid
en metanol y se deja a temperatura
ambiente. Después de agitar durant 5 min,
se afiade NaBHa4. La mezcla de reaccion se
agita durante 30min a temperatura
ambiente y se filtra en vacio a través de

Una vez obtenidos y separando los diastereoisémeros, el siguiente paso fue asignar
la estereoquimica de cada uno de ellos. La reducciéon del grupo nitro bajo las
condiciones indicadas en el Esquema 20, condujo a las lactamas 12, previamente
reportadas en la literatura.3®*° La comparacién de las rotaciones Opticas de los
diastereoisomeros 10a y 10b con estas lactamas, permiti6 asignar las

estereoquimicas por correlacién quimica.

0,N

o o]
NJ(Q N|CI2 6H,0
cl ph)\é(:H?’ NaBH, MeOH
10ay 10b CHs 30 min

H H
N
ﬁfc N (0]
/© 12b

Cl Cl

- J/

Esquema 20 Reduccion del grupo Nitro y asignacion de la estereoquimica.

8.6 Sintesis del mesilato 17.
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O,N
2 o O
(CH3)3SiCl
™) N LiOH, CH3OH CH3OH ocH
3
¢l )\6
10b Ph

NaNO,
Nef CH5CO,H
Oxidativa DMSO
35°C
Cl cl o

1)
C|)17< o
CH3S0,ClI @ HO
o]

T O CHyCly, EtsN > Et;N, THF
\/S< 0CH3 HO\/\)I\OCH 2 OCH3
S EN) 3 2) NaBH, 15

17 16 Cl

Esquema 21 Sintesis del mesilato.

8.6.1 Remocion del auxiliar quiral / Hidrélisis

En unos tubos de ensayo provistos con un agitador
(o) magneético, se peso la cantidad de LiIOH (2equiv) requerida
para cada caso, se colocan en una parrilla de agitacion y se
disuelve en agua.

O,N

OH

13
Cl

En viales distintos se separan los diasteroisomeros
previamente separados por columna de cromatografia y se
vierte THF hasta que se disuelve por completo el diastereoisémero, una vez disuelto
se le afiade poco a poco el LiOH+H20 en el tubo de ensayo. La reaccidn reacciono
durante 12 h, se monitorio la reaccién con placas de cromatografia, después de ello
se llevo al roto evaporador para evaporar el THF y después adicionar el HCI 1M para
poder hacer los lavados en embudo de separacion.

El auxiliar quiral se recupera en la fase organica y nuestro compuesto 13 en la fase
acuosa. Se obtuvo 0.227 del compuesto 13 (70% de rendimiento) como un sélido
blanco.

8.6.2 Reacciodn de esterificacion

1 ) Enunvial provisto con un agitador magnético, se colocan
O,N el clorotrimetilsilano (2equiv) y se disolvié en metanol, la
Q reaccion se llevo a cabo en un bafio de hielo y se deja
OCH;, reaccionar durante 2 h.
Cl 14
. J
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8.6.3 Reaccion de Nef

N\ En un matraz bola provisto con un agitador magnético se

o le adicidon una solucién de nitro alcano (1 equiv), nitrito de
0 sodio (3 equiv), acido acético (10 equiv) y se disolvié en
ocH,| DMSO se agita a 35° C por 6 h. Después se acidifica con

15 una solucion acuosa de HCl 10% y el producto se extrae
) varias veces con éster y se purifica en columna

cromatografica con silica gel.

8.7 Formacion de analogos de GABA 22y 23

La sintesis de analogos de GABA substituidos con heterociclicos de piperidina y
pirrolidina se muestra en el Esquema 22. El mesilato 17 se somete a una reaccion de
substitucion Sn2 con la piperidina y pirrolidina respectivamente, para obtener los
ésteres 20y 21.

Una vez obtenidos y caracterizados los compuestos 20 y 21 se llevé a cabo la
reaccion de hidrdlisis de los ésteres a acidos carboxilicos con hidroxido de litio (LiIOH)
en Metanol y agua, que produjeron los analogos heterociclicos de GABA 22 y 23

cl
o)
o)
>s\( > TOCH;
0™ Yo
NH NH
18 19
(S CEEi
N N
20 OCH; OCH,
LiOH |_|0|.|
CH;0H/H,0 CH30HIH20
cl
O C%
N OH
22

Esquema 22 Formacidn de andlogos de GABA.
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10 Anexos

Auxiliar quiral.
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) del compuesto 8.
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Acoplamiento del auxiliar quiral.
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Formacion de Diasteroisémeros.
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LAURA PATRICIA ALVAREZ BERBER | Fecha:2021-09-06 13:42:26 | Firmante
NK3QZooFJklIrm18ne0mx0Pq0gd+wdEv5cNMAoLPvra2buhZLBoalKACcPHs88pHM30R9/dvggwrP+4peEuhD8UIQQEA4KzJ4S1BMY/ubjb6LLLh4+S10Uj3fUglxyFaM/UHXW|/S
OxXHQiMzhCmgvi/sxSz2DOnhJKrtKmZc2pVsw11NWbUP8eRWwDOUSN8ICHU17ZPjVAPRI2sfLNitHa2M725ms+MXjBT2VVvFRIUkeEwQcZYNgSGNjOwsA/S1IN7VqOjOAXIqU
nGUR6qIQnukhME7IDUMEK4FCQ2R4/xoPadgS/uuKSX5AqHKynh4ttlo22nSCNLKKGOzXTDF/gw==

JOSE LUIS VIVEROS CEBALLOS | Fecha:2021-09-07 09:44:11 | Firmante
Ypnpsmw4ZgDFquj7v1uBVIfWFZQ8/+vIpfaXoG+nOCAvpcbsfBRirCagFza2Ehx5UObfVwI2F+IVnrdLaH2UBLjRSWaijK8jtwpsC269Ice X6HN4A03YHu+E4w6WBCWCbKDnlIXudl
g/ylGiIm/q9xA2dTPKIRxkK8wyTwslbxz2f40iWAzIY++2Ig1xthu245RrKeCoE7Bbzu/QRLmMrLGab3/zf7uoionmMO0g88DbEfZQYTm95D7VM+C2TVPGQswwWvjBYwzombdi4lpW
GNQgAD1X+XEeQHfd1L8OVR7zrv7Hpas9TCZpK/7jwP+j0Ly2IPUOMW/ppvqJEcisd+kQ==

MARIO FERNANDEZ ZERTUCHE | Fecha:2021-09-08 11:30:16 | Firmante
jV03d8Z+HavgjT50b9qI2tGMJIfGVINXQTz3/7n5th7afF1/beMHRYWppaC66FzZzrigCchlsqWV+VMUDPmMyNdYnNRoDLd+bwZbiP7GhIvZFXNNIIhRQ9zAHIgN9xrbmRfbKxkQCxE
eAq300ms6cZ2m8cS6cfjxSIfiyN5tPLp3DLgKofK0alAfWHBFHOf5wiZ3IimBiZLR+326pOy9Lqzhw40FLjpygwzbHzKOmM7EVerHNdV96 XDXxxkY QjKAbKDnXbyTDxhAx2njuAJSFYy
WINbsGdLmcyy2mXCy8QCDQaPzed1xEkvwftSzkYhvceHtpr+8xFFFIBksjNQuYqnTg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o

E H.;h E escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:
Y -

ECOfDt

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Z95UM9kdg12cqnXDPclgeSU40Dy5Ivn0

Una unlv



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Z95UM9kdg12cqnXDPclgeSU40Dy5Ivn0

