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Resumen

Las f-lactamas son compuestos heterociclicos de cuatro miembros, representan a
una clase importante de compuestos farmacéuticos como lo son los antibioéticos. De igual
forma se reconoce que los -aminodcidos que presentan un anillo de cuatro miembros en
su estructura, no solo pueden cambiar notablemente las propiedades biolégicas de algunos
amino&cidos naturales, sino que ademas son intermediarios clave en el disefio de ciertos
farmacos.

En el presente trabajo se llevd a cabo la sintesis de tres pares de diastereoisémeros
de f-lactamas derivadas de los &cidos fenilacético y 3-indolacético, usando como auxiliares
quirales a las (S)-feniletilamina y (R)-ciclohexiletilamina. Asi mismo se llevo a cabo el
acoplamiento molecular utilizando AutoDock Vina junto con el software Maestro para
visualizar las interacciones entre los tres pares de diastereoisomeros de f-lactamas y el
receptor 5-HTza.

Para la sintesis se prepararon los correspondientes aceptores de tipo Michael
empleando una estrategia de sintesis disefiada en el grupo de investigacion, donde se resalta
el uso de paraformaldehido como agente metilenante estable y de facil manipulacion; se
realizo la adicion del auxiliar quiral, (S)-feniletilamina y (R)-ciclohexiletilamina, a los sistemas
a,B-insaturados. A continuacion, se realizd la hidrélisis de los B?-aril amino ésteres y asi
aislar a los B%aril aminodcidos diastereoisoméricos. Posteriormente se desarrollaron
reacciones de lactamizacion para el aislamiento de los tres pares de diastereoisomeros de
p-lactamas.

Se caracterizaron cada par diastereoisomérico de [-lactamas y mediante las
correlaciones vistas dentro de los diferentes experimentos NOESY se observo una posible
tendencia con respecto a la diferencia de desplazamiento (A8 mp-1a)) de los hidrogenos
diasterotopicos de las B-lactamas, permitiéndonos asignar la posible configuracion relativa
de cada f-lactama.

Una vez sintetizadas las f-lactamas, se desarrollaron estudios de acoplamiento
molecular que justificaron la unién al receptor 5-HT,s, mediante la descripcion de las
interacciones ligando-receptor en el sitio de unién. A partir de los datos obtenidos de cada
compuesto, es posible precisar que estos se encuentran dentro del rango aceptable de los
valores de RMSD vy fue posible realizar un modelado predictivo explorando el espacio
quimico de las f-lactamas, observando las interacciones presentes con los residuos de
aminoacidos.
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INTRODUCCION

Introduccién

Los derivados de amida ciclica que contienen en su estructura cuatro miembros,
conocidos como anillos S-lactamicos, fueron sintetizados por primera vez en 1907 por
Staudinger.! Sin embargo, no pasaron a primer plano hasta el descubrimiento histérico de
la penicilina en 1928 por Alexander Fleming? y la confirmacion de Dorothy Crowfoot-
Hodgkin de su estructura mediante cristalografia de rayos X en 1945.2 El reconocimiento
de la fraccion B-lactdmica como el componente farmacoforico clave de los antibidticos
penam inici6 una oleada en la actividad sintética de dicho compuesto. Debido a ello, en la
actualidad se conocen miles de compuestos quirales que contienen anillos S-lactdmicos.

Desde la perspectiva del quimico sintético, tanto la sintesis del andamiaje f-
lactamico como la comprension de su reactividad como un bloque de construccion sintético
(sintén) para otras estructuras que no son anillos f-lactamicos, son fundamentales para
iluminar las relaciones in vivo estructura-actividad (SAR), acceder/estudiar a nuevos
compuestos y asignar nuevas posibilidades para el descubrimiento de farmacos.

Pese al manejo de anillos f-lactamicos como antibioticos, se encuentran muchos
usos importantes que se han ido desarrollando a lo largo de los afios. Tal es el caso de
notables descubrimientos que refieren al desarrollo de aplicaciones para mejorar la calidad
de vida, como lo es la serina proteasa basada en mecanismos inhibidores de elastasa, de
proteasas de citomegalovirus, de trombina, de antigeno prostatico especifico, f-lactamasa
y metéstasis celular, y como inhibidores de la acil-CoA colesterol acil tranferasa (Figura 1).*

R-sustituyente

Ts N /0 o
L H R/[( 0
ROOC' N NI j
7]/N H, 2
7, _~Ar
HN

Grupo ROOC
carboxilico

inhibidores del antigeno
prostatico especifico, inhibidores
de la proteasa del citomegalovirus,
inhibidores de la absorcion del
colesterol

Inhibidores de trombina,
inhibidores de elastasa

Figura 1. Estructuras generales para inhibidores [-lactdmicos de serina-proteasa®
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En la actualidad, existen técnicas computacionales que permiten estudiar la
interaccién que existe entre un farmaco y su diana bioldgica,® como lo es el modelado
molecular; el cual mediante el uso de programas informaticos predice si una molécula va a
unirse a un receptor, y por lo tanto si puede ser un punto de partida para el disefio y sintesis
de farmacos. Los procedimientos de modelado molecular van de la mano con la sintesis de
los compuestos méas prometedores.

Por consiguiente, los compuestos que contienen un anillo S-lactadmico siguen siendo
un objetivo valioso para el quimico orgénico. La promesa de que las f-lactamas pudieran
tener utilidad més alla del control de enfermedades infecciosas reside en el hallazgo de que
pueden actuar como una plataforma en el desarrollo de nuevos farmacos acompariado de
métodos in silico.

En este sentido, el presente proyecto de tesis pretende aportar un desarrollo
metodologico para preparar pares de diastereoisomeros y a la par estudios in silico que nos
permitan establecer si alguno de estos diastereoisémeros podria ser candidato para poseer
alguna actividad biologica.

1
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Antecedentes

2.1 Compuestos enantioméricamente puros

Las enzimas y los sitios receptores en los sistemas biolégicos tienen la capacidad de
distinguir entre los dos enantidmeros de un compuesto original a través de la unién
diferencial y, por lo tanto, provocar diferentes respuestas biologicas. En la industria de la
alimentacién, en cuanto a la percepcion de olores y sabores, existe el caso del aspartamo,
cuyo enantiémero (S,S) es dulce, mientras el (R,R) es amargo (Figura 2).

4 N\
o] 0
) OCH O, K OCH
WJ\N 3 W‘\N\ 3
H H H

OH NH, @] OH NH, O
(S,S)-Aspartamo (R,R)-Aspartamo

. J

Figura 2. Aspartamo

La sintesis de compuestos Opticamente puros juega un papel importante en el
desarrollo de nuevos farmacos, agroquimicos e intermediarios. Los quimicos sintéticos han
descubierto una variedad de métodos para complementar los procesos biolégicos y
sintetizar compuesto épticamente puros. Existen tres estrategias generales para disponer de
compuestos enantioméricamente puros (CEP, Figura 3).

El uso de agentes de resolucion quirales es un método para preparar CEP, a partir
de racematos, utilizando métodos como la cristalizacion, la resolucion cinética, la
cromatografia, entre otros. Los racematos se pueden resolver por resolucion cinética, que
depende del hecho de que los diferentes enantiéomeros reaccionen a diferentes velocidades
con otra molécula quiral.

Para la sintesis de firmacos enantioméricamente puros a partir de la “fosa quiral”
existe una gran variedad de materiales de partida disponible. Sin embargo, en muchos casos

1
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pueden ser necesarias transformaciones quimicas extensas para obtener materiales de
partida utiles para la sintesis de fArmacos.

—  Auxiliares Quirales )
Compuestos Sintesis - -

[ No Quirales ]k[ Asimétrica Jk_( Catalizadores Qwrales)-—

—( Enzimas )

Amplificacion Compuestos
Fosa quiral Sintesis P Enantioméricamente
Quiral Puros

—( Quimica )

[ Racematos ]k[ Resolucion ]k—( Fisica )-—

_( Enzimatica )

Figura 3. Métodos para la obtencion de compuesto enantioméricamente puros

La técnica para sintetizar CEP a partir del uso de auxiliares quirales, catalizadores
quirales o enzimas, se conoce como sintesis asimétrica. El reactivo quiral, debe emplearse
en cantidades cataliticas, lo que lo hace una gran ventaja; ademés de que al momento de
eliminarlo se puede reciclar el auxiliar quiral. La mayor parte de auxiliares quirales se basan
en derivados de aminoé&cidos, hidroxiacidos y terpenos.

2.2 p-Lactamas

Los heterociclicos son moléculas organicas ciclicas con al menos un heterodtomo
que no sea carbono e hidrogeno.® Cualquier clase de molécula organica en la que tres 0 mas
atomos se unen para formar una estructura ciclica que contiene uno o més heteroatomos
se clasifican como compuestos heterociclicos.
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( )

R, 0
\Nf(
R3 Ry

Nucleo f-lactamico
. J

Figura 4. B-lactama (2-azetidinona)

Las f-lactamas son derivados carbonilicos de las azetidinas que contienen un grupo
carbonilo en la posicién 2, por lo que, se denominan 2-azetidinona (Figura 4). La barrera
rotacional de un enlace C-N de amida aciclica es de aproximadamente 16-22 kcal/mol,
segun lo determinado en fase gaseosa y por experimentos de RMN dindmica,® debido a un
fuerte grado de resonancia entre el par solitario del &tomo de nitrégeno y el sistema 1t del
carbonilo, la tension angular en la amida ciclica de cuatro miembros interrumpe esta
resonancia armoniosa tanto como para alterar la reactividad del carbonilo de amida
notoriamente estable a la de un cloruro de 4cido en el caso extremo.°

Las caracteristicas unicas y la reactividad in vivo de las f-lactamas la convierten en
un codiciado farmacoéforo para ensamblar y un valioso bloque de construcciéon sintético
para transformar.

2.3 Métodos generales para la sintesis de B-lactamas

Ademas de las actividades antibacterianas, las moléculas que contienen anillos -
lactamicos han demostrado actividades anticancerigenas, antivirales, antihiperglucémicas,
entre otras actividades bioldgicas.!! De manera que es necesario contar con métodos
sencillos y novedosos para el acceso a compuestos f-lactdmicos. A continuacién, se
presentan métodos generales para la obtencion de los mismos (Figura 5).

1
MITZI RODRIGUEZ REYES 5



ANTECEDENTES

Ve

Cicloadicion de
iminas-cetenas

Ciclacion por formacion
del enlace C3 - C4

Ciclacion por formacion
del enlace N4 - C4

Ciclacion de p-aminoacidos
mediante agentes activadores

Ciclacion por formacion
del enlace N4 - C,

~N

Figura 5. Métodos para la preparacion de B-lactamas*®

2.3.1 Cicloadicion de iminas y cetenas

La cicloadicion de Staudinger entre iminas y cetenas es el método més fundamental
y versatil para la sintesis de 2-azetidinonas (Esquema 1).

P
(0] R2 @ / RZ O
i N/Rz \N_C/ \N
C + | —_— 1 1 —_—
I _Co H=C C—
P R H R, Rj
S

Esquema 1. Cicloadicion de Staudinger

Aunque se clasifica como una cicloadiciéon [2+2], involucra un proceso de dos pasos;
el primer paso es el ataque nucleofilico del nitrégeno de la imina al carbono central
electrofilico de la cetena, generado in situ a partir de un cloruro de acido y una base, para
formar un intermediario zwitteridnico, seguido de un cierre de anillo conrotatorio para
generar el cicloaducto de cuatro miembros.! La estereoreoselectividad sigue siendo un

desafio en esta reaccion.
I
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En los ultimos afios se han desarrollado varios precursores nuevos de cetenas, de
azometinas y activadores de 4cido. Un método alternativo para la generacién de cetenas
implica el reordenamiento de Wolff de o-carbonil carbenos, generados a partir de la
descomposicién térmica o fotoquimica de a-diazocarbonilos.!?

p a
N h H,Cl Mo hoH
R30 2 R{—C=N—R | af_>62f? ; RsO al RO~
3 + (e 2 ' +
%H H 45-99 % N N
ol cis/trans 67:33 o "R, o] 'R,
| 1l ]l v
LR1 = Ph; R, = Ph, Bn; R3 = i-Pr, Bn, Ph

Esquema 2. Aplicacidn de a-diazocarbonilos como precursores de cetenas

Se han sintetizado 3-alcoxi/ariloxi 2-azetidinonas III y IV con rendimientos de
buenos a satisfactorios mediante una reaccion de Staudinger fotoinducida entre iminas II'y
diazoacetatos de alquilo/arilo 1.1 Los alcoxi/ariloxicetenas, generados in situ a partir de la
descomposicion fotoquimica de diazoacetatos [ y el reordenamiento de Wolff de los
carbenos resultantes, experimentaron la reaccion de Staudinger con las iminas II para dar
las 2-azetidinonas I1I y IV (Esquema 2).1°

2.3.2 Ciclacién de f-aminoécidos mediante agentes activadores

La ciclacién de f-aminodcidos mediante agentes activadores es uno de los enfoques
mas utiles para la construccion de anillos S-lactdmicos.
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4 ~\
0
P SNH O Ph N\
PhP(0)Cl,
—_——
O Et;N
\ J

Esquema 3. Ciclacidn de B-aminodcidos

La activaciéon del grupo carboxilo en un f-aminoécido por medio de un reactivo
organofosforado es uno de los métodos mas comunes para la construccién de S-lactamas
por condensacién intramolecular (Esquema 3).!6

El cloruro de fenilfosforilo ha demostrado una amplia aplicacion en
transformaciones orgénicas sintéticas, como sucede en la formacion de B-lactamas a partir
de B-aminoacidos.

Otro ejemplo, de agentes activadores del grupo carboxilo, es el reactivo de
Mukaiyama, tal como se muestra en el Esquema 4,'7 realizaron la desproteccion de la
fraccién N-Boc mediante agitacion con TFA en CH,Cl; a 0 °C durante 3 h, seguido del
tratamiento con yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio (CMPI, reactivo de Mukaiyama) en
presencia de un exceso de trietilamina, obteniendo el anillo f-lactdmico con un 53% de

rendimiento.
( \
1.TFA, CH,Cl,
0°C,3h
2. CMPI
TEA, CH,CN
60 °C-t.a, 32 h
. J

Esquema 4. Uso del reactivo de Mukaiyama
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2.3.3 Ciclacién por formacién del enlace N;— C;

La 1-aminoalquildioxolan-4-ona V, experimenta ciclaciéon que produce 3-hidroxi-2-
azetidinonas quirales VI con buenos rendimientos y excelente diastereoselectividad
(Esquema 5). La ciclacion inducida por bases en las dioxolan-4-onas V desprotegidas por el
ataque nucleofilico del grupo amino en el carbono del carbonilo seguido de la apertura del
anillo de dioxolano y la hidroélisis del éster resultante proporciona los productos finales V1.

( N\
Fg '"R3 LHMDS R19 Rag
THF, HMPA_ —l/ 2
T 35.75% > |
7 (de502>98%) 7
Ry~
v Vi

R = Me, Ph; Ry = Me, H; R, = Me, Et, n-Pr, n-Oct; R3 = Me, Et, n-Pr, n-Oct

. J/

Esquema 5. Ciclacion por formacion del enlace N;— C,

2.3.4 Ciclacién por formacién del enlace N;— C,

La ciclacién de p-hidroxiamidas mediante la reaccidon de Mitsunobu!® es la
aproximacién mas utilizada para la ciclacion por formacién del enlace N; — C4 (Esquema 6)

NHOBnN DIAD, PPh,
tolueno, t.a, 3h
OH O 78%
N

o “oBn

Vil Vil

Esquema 6. Ciclacion mediante la reaccidon de Mitsunobu
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El cierre del anillo en el compuesto VII a la f-lactama VIII a través de la reaccion
de Mitsunobu transcurri6 muy suavemente, con un rendimiento aislado del 78% con
inversion de la configuracion.

2.3.5 Ciclacién por formacién del enlace Cs— Cq

OR1 /©/0R1

Cl Me
CH3CN H
—» Me T
o] )N CO,Me j

O b

—=CO:Me
BTPP, 71% N

N

PMP
PMP

IX X

R1 = Bn, 2,4-Clan
PMP = p-metoxifenilo

Esquema 7. Ciclacion por formacion del enlace C;— Cy

El compuesto IX fue ciclado en presencia de terc-butilimino-tris(pirrolidino)fosforano
(BTPP) condujo a la sintesis de la 2-azetidinona X de forma enantiopura.®®

2.4 Disefio de farmacos basados en la estructura (SBDD)

Comprender los principios por los cuales los ligandos de moléculas pequefias
reconocen e interactuan con las macromoléculas es de gran importancia en la investigacion
y el desarrollo farmacéutico.?? SBDD se refiere al uso sistemaético de datos estructurales (por
ejemplo, las dianas biologicas también llamadas receptores), que generalmente se obtiene
experimentalmente o mediante modelos de homologia computacional !

El proposito es concebir ligandos con caracteristicas electrostéaticas y
estereoquimicas especificas para lograr una alta afinidad de unioén al receptor.

1
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SBDD es un proceso ciclico que consiste en la adquisicién de conocimiento paso a
paso. A partir de la estructura de una diana conocida, se llevan a cabo estudios in silico para
identificar posibles ligandos. Los procedimientos de modelado molecular van de la mano
con la sintesis de los compuestos més prometedores.??

La estructura tridimensional del complejo ligando-receptor permite la observacion
de varias caracteristicas intermoleculares que respaldan el proceso de reconocimiento
molecular, estas son utiles para la investigacion de las conformaciones de unién, la
caracterizacion de interacciones intermoleculares clave, la caracterizacion de sitios de union
desconocidos, estudio de mecanismos y la elucidacion de cambios conformacionales
inducidos por ligandos.?* Una vez que se ha determinado el complejo ligando-receptor, los
datos de actividad bioldgica se correlacionan con la informacion estructural.

2.5 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (Docking) es una técnica de mecanica molecular, siendo
uno de los métodos mas utilizados en el SBDD debido a su capacidad para predecir, con un
grado sustancial de precision, la conformacion de ligandos (moléculas pequefias) dentro del
sitio de unién de la diana biolédgica (Figura 6).2* Tras el desarrollo de los primeros algoritmos
en la década de 1980, el acoplamiento molecular se convirtié en una herramienta esencial
en el descubrimiento de farmacos.?®

1
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Figura 6. Representacion del proceso de acoplamiento molecular. (A) Estructura tridimensional del ligando, (B)
Estructura tridimensional del receptor; (C) El ligando se acopla en la cavidad de unidn de receptor y se identifica la
conformacicén de union mds probable. La proteina se presenta en forma de caricatura. El ligando (carbono color azul
claro) se muestra en representacion de barras.

El acoplamiento molecular tiene una amplia variedad de usos y aplicaciones en el
descubrimiento de farmacos, incluidos estudios de estructura-actividad, optimizacion y
busqueda de potenciales lideres mediante cribado virtual, asistencia a la cristalografia de
rayos X en el ajuste de sustratos, estudios de mecanismos quimicos y disefio de bibliotecas
combinatorias.?® Los términos a utilizar son “receptor” para referirse a la diana biologica, ya
sea alguna proteina, ADN o ARN, a la que se acopla una molécula més pequefia llamada
“ligando”.

La identificacién de las conformaciones de unién mas probables requiere de dos
pasos: (1) la exploracién de un gran espacio conformacional que representa varios modos
de unién potenciales; (2) la prediccion precisa de la energia de interacciéon asociada con
cada una de las conformaciones de unién predichas.?” Los programas de acoplamiento
molecular realizan estas tareas a través de un proceso ciclico, en el que la conformacién del
ligando se evalua mediante funciones de puntuacion especificas, este proceso se lleva a
cabo recursivamente hasta converger a una solucién de minima energia.?®

La evaluacion de los resultados a menudo se mide en términos de desviacion
cuadratica media (RMSD) de las coordenadas cartesianas de los atomos del ligando en los
acoplamientos y en las conformaciones cristalograficas; un acoplamiento generalmente se

1
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considera exitoso si es menor de 2 A; existen medidas de éxito alternativas, como observar
las interacciones ligando-receptor correctas.

4>[ Seleccion del receptor] [ Seleccion del ligando ]‘7

Y Y

Preparacion del Preparacion del
receptor ligando

N L

Acoplamiento
Molecular

Y

( Evaluacion de los ]
L resultados J

Figura 7. Diagrama de flujo con los pasos comunes en los protocolos de acoplamiento molecular

2.5.1 Basqueda conformacional

El acoplamiento molecular implica la exploracion computacional de un espacio de
busqueda definido por la representacion molecular y la clasificacion de soluciones
candidatas para determinar el mejor modo de unién. Por lo tanto, el acoplamiento requiere
tanto un método de busqueda como una funcion de puntuacion.

En la etapa de busqueda conformacional, los pardmetros estructurales de los
ligandos, como el angulo de torsion (dngulo diedro), los grados de libertad traslacional y
rotacional, se modifican gradualmente. Los algoritmos de busqueda conformacional
realizan esto aplicando métodos de busqueda sistematico y estocdstico.?®

Los métodos de busqueda sistematica promueven ligeras variaciones en los
pardmetros estructurales, cambiando gradualmente la conformacién de los ligandos.*® El
algoritmo sondea el panorama energético del espacio conformacional y, después de

numerosos ciclos de busqueda y evaluacion, converge a la solucion de minima energia
- - |
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correspondiente al modo de unién mas probable. Aunque el método es efectivo explorando
el espacio conformacional, puede converger a un minimo local en lugar de un minimo
global.

Los métodos estocasticos llevan a cabo la busqueda conformacional modificando
aleatoriamente los pardmetros estructurales de los ligandos.*! Para ello, el algoritmo genera
conjuntos de conformaciones moleculares y proporciona una amplia gama del panorama
energético. Esta estrategia evita atrapar la solucion final en un minimo de energia local y
aumenta la probabilidad de encontrar un minimo global. Como el algoritmo promueve una
amplia cobertura del panorama energético, el costo computacional asociado con este
procedimiento es una limitante importante.®?

Los métodos sistematicos y estocésticos se incluyen en los programas de
acoplamiento molecular ampliamente utilizados, que tienen enfoques especificos para
abordar sus respectivos problemas.®® Independientemente de los detalles de cada método,
cualquier algoritmo de busqueda conformacional deberia poder explorar una amplia gama
del panorama energético en un tiempo razonable. Idealmente, la evaluacion de un conjunto
modesto de moléculas debe concluirse en unos pocos minutos. En la Tabla 1 se proporciona
una lista de algoritmos de acoplamiento molecular ampliamente utilizados clasificados
segun la metodologia de busqueda conformacional.

Tabla 1. Ejemplos de algoritmos de busqueda conformacional *
. . s Busqueda
Busqueda Sistematica Aleatoria(}Estocéstica
eHiTS AutoDock
FRED Gold
Surflex-Dock PRO_LEADS
DOCK EADock
GLIDE ICM
EUDOC LigandFit
FlexX Molegro Virtual Docker
Hammerhead CDocker
Flog GlamDock
SLIDE PLANTS
ADAM MolDock
MOE_Dock

1
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Las funciones de puntuacion pueden ser empiricas, basadas en el conocimiento o
basadas en la mecénica molecular. Algunas estrategias de acoplamiento utilizan una funcion
de puntuacion durante el acoplamiento y otra diferente después del acoplamiento para
volver a clasificar los resultados, sin embargo, dicha puntuacién retrospectiva no puede
afectar la eficiencia y la precision de la funciéon de puntuacién primaria.? La funcion de
puntuacion de AutoDock se basa en el campo de fuerza de la mecénica molecular
AMBER,® con dos términos adicionales: uno para modelar el cambio de energia libre de
desolvatacion en la unién, que se basa en parametros de solvataciéon atémica® y un término
empirico para modelar la pérdida de entropia conformacional en la unién.*

2.6 f-Lactamas en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas

El impacto que ha tenido la penicilina y la familia de antibiéticos S-lactdmicos desde
su introduccion en la medicina clinica a principios de la década de 1940 ha sido de gran
importancia. Estos farmacos actuan inhibiendo el ensamblaje de la pared exterior protectora
de las bacterias; de este modo se usa en el tratamiento de una amplia variedad de
infecciones. Pero esta familia de farmacos del siglo pasado puede tener aun méas potencial
terapéutico sin explotar.

Rothestein® demuestra que ciertos antibiéticos S-lactamicos tienen potencial como
neuroterapéuticos para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas como la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA), la enfermedad de la neurona motora y la lesiéon isquémica.’

Por otro lado, el screening de la FDA in vitro e in vivo demostré una utilidad adicional
de los antibidticos B-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas), la proteccién contra la
neurotoxicidad mediada por la desregulacion del transporte de glutamato (Glu).*

El L-Glutamato es el principal neurotransmisor excitador del sistema nervioso, no
obstante, altas dosis de glutamato en la sinapsis (a menudo inducidas por el estrés) puede
provocar dafio celular nervioso y muerte celular. Este dafio neuronal debido al exceso de
glutamato se asocia a un amplio espectro de enfermedades,*® entre las cuales destacan el
Parkinson, Alzheimer, comportamientos depresivos y posible trastorno depresivo,
esclerosis lateral amiotrofica, tumores cerebrales, epilepsia, accidente cerebrovascular,
entre otros.

1
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2.7 Esquizofrenia

La esquizofrenia es una patologia del sistema nervioso central (SNC) que se centra
en alrededor del 1-2% de la poblacién mundial.®* Su distribucién es independiente del sexo,
edad, raza y nivel socioeconémico.

La esquizofrenia se define como un trastorno crénico, caracterizado por sintomas
los cuales se pueden dividir en tres dominios principales:*°

+ Sintomas positivos como alucinaciones, alteraciones de la percepcién, fendmenos
delirantes y trastornos formales del pensamiento.

¢ Disfuncion cognitiva, que incluye déficits de funciones ejecutivas y motivacionales.

¢ Sintomas negativos, que incluyen afecto plano, pobreza del habla, abstinencia y
respuestas emocionales inapropiadas.

La presentacion de estos sintomas es heterogénea, lo que dificulta el diagnoéstico y
el tratamiento de la enfermedad. El periodo de mayor riesgo para desarrollar esquizofrenia
es durante la edad adulta; ambos sexos se ven igualmente afectados por el trastorno, aunque
la edad de aparicion de los sintomas suele ser mas joven para los hombres?! que para las
mujeres.*? Su causa todavia se desconoce, pero se postula que podria tratarse de una
enfermedad de origen multifactorial, producto de la susceptibilidad genética y de diversos
factores ambientales.*®

Aun existe evidencia de ventriculos agrandados y disminucion del volumen cerebral
(cortical e hipocampal)** asociados con la esquizofrenia, no existe una neuropatologia
distintiva asociada con la enfermedad. Aunado a estos cambios neuropatologicos se ha
conceptualizado a la esquizofrenia como una enfermedad de desconexién funcional o un
trastorno de la sinapsis que afectan la maquinaria de la sinapsis.

La idea de que la 5-hidroxitriptamina (5-HT; serotonina) esta implicada en la
esquizofrenia se ha defendido durante mucho tiempo porque el alucinégeno LSD
(dietilamida de &cido lisérgico) es un agonista de la 5-HT. Para explicar la participacién de
5-HT en la esquizofrenia se planteo la hipétesis que incluye, alteraciones en el papel tréfico
de 5-HT en el desarrollo neurolégico, activacion deficiente de la corteza prefrontal mediada
por el receptor 5-HT:x e interacciones entre 5-HT y dopamina.*®
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2.8 Serotonina

El neurotransmisor serotonina esta involucrado en la regulacién de una amplia gama
de funciones psicolégicas, conductuales y bioldgicas que, cuando se desregulan, influyen en
el desarrollo y el curso de una gama igualmente amplia de trastornos psiquiatricos y
médicos.*

La serotonina ha sido implicada en la funcién serotoninérgica del SNC, por ejemplo,
en la mediacion de emociones negativas, comportamiento agresivo-impulsivo, mayor uso
de alcohol y nicotina, mayor consumo de alimentos, aumento de la salida del sistema
nervioso parasimpatico y simpatico y alteracion de la funcién neuroendocrina.*’

Figura 8. Estructura de la 5-hidroxitriptamina

El primer paso en la direccion de la idea de que el sistema serotoninérgico puede
contribuir a la esquizofrenia probablemente lo propuso el psiquiatra aleman Kurt Beringer
en 1923.%8 Fue el primero en proponer el uso del alucinogeno mescalina (Figura 9, 2-(3,4,5-
trimetoxifenil) etanamina) como modelo experimental de psicosis, a pesar de no tener un
conocimiento de los receptores de serotonina, ni de los principios de la neurotransmision.

HsCO NH,

H,CO
OCH,

Figura 9. Estructura de la mescalina
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En 1943, Albert Hofmann identificé los efectos psicotomiméticos de la dietilamida
de 4cido lisérgico (LSD).# Por otro lado, en 1948 Rapport y colaboradores buscaban una
sustancia vasoconstrictora en las plaquetas,®® descubriendo asi la serotonina.

Posteriormente se demostro que se podia encontrar serotonina en el cerebro de los
mamiferos. Inicialmente se pensé que la serotonina era un residuo de sangre en el cerebro,
pero las similitudes estructurales entre el LSD y la serotonina llevaron a la sugerencia de
que esta puede actuar directamente en el cerebro.

Los primeros estudios post-mortem con pacientes con esquizofrenia, revelaron que
los niveles de 5-HT y acido 5-hidroxiindolacético (Figura 10, 5-HIAA) estaban aumentados
en regiones subcorticales del cerebro,® y que los niveles de 5-HIAA estan disminuidos en
las regiones corticales.®? Estudios posteriores in vivo y post-mortem en pacientes con
esquizofrenia, investigaron la expresion alterada del transportador y del receptor de
serotonina. L.a mayoria de estas investigaciones de receptores exploraron la densidad del
receptor 5-HT2a.

HO

Figura 10. Estructura del dcido 5 hidroxiindolacético

2.9 Receptores de serotonina

La serotonina se sintetiza a partir del amino&cido esencial triptofano y es liberada
por las células nerviosas en los nucleos del Rafe que se proyectan por todo el cerebro.?® Los
receptores de serotonina se expresan en todo el sistema nervioso y la periferia,* y se dividen
en siete clases principales: 5-HT1, 5-HT,, 5-HTs, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTes y 5-HTx.

La mayoria de estas clases se pueden dividir en subtipo, por ejemplo, 5-HT; en 5-
HT,a. A excepcion del subtipo 5-HTs, todos los receptores 5-HT son miembros de la
superfamilia acoplada a proteinas G.*

1
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2.9.1 Receptor 5-HT2a

El receptor 5-HT:a estd ampliamente distribuido por todo el cerebro con una alta
densidad en las areas corticales, una densidad mas baja en las areas del mesencéfalo y el
talamo, y una expresion insignificante en el cerebelo.

El receptor 5-HT,a estd asociado con enfermedades como la esquizofrenia, la
depresion, el trastorno bipolar, la adiccién, los trastornos alimentarios, la enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Alzheimer.%

Estudios post-mortem de tejido cerebral de pacientes con esquizofrenia han
informado una disminucion de la expresiéon del receptor 5-HT:a en areas corticales.’” Esta
disminucion parece ser mas pronunciada en la corteza frontal. Si embargo, los estudios post-
mortem tienen que tomar en cuenta la cronicidad de la enfermedad y el tratamiento previo
con farmacos antipsicoticos, los cuales pueden disminuir la expresion del receptor 5-HT24.58

1
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Justificacion

En el &mbito de la sintesis quiral y el descubrimiento de farmacos, la sintesis
asimétrica desempefia un papel fundamental. En este sentido, la sintesis asimétrica de
compuestos heterociclicos ha recibido una especial atencion, por las actividades biolégicas
mostradas por este tipo de compuestos

Dado que las p-lactamas representan una clase importante de compuestos
farmacologicos, asi como la sintesis de compuestos que poseen una estructura similar a la
serotonina o un resto aminoindol han atraido la atencién por sus propiedades
psicofarmacologicas; es posible sintetizar f-lactamas diastereoisoméricamente puras que
pudieran estar asociadas con enfermedades neurodegenerativas, esto con la finalidad de
obtener compuestos que posean propiedades antagoénicas o de tipo serotonina.

Los receptores 5-HT (5-HTR) son receptores para el neurotransmisor y mediadores
de la sefial periférica de la serotonina como agonista endégeno, siendo el 5-HT:aR, el
principal subtipo de receptor excitador entre los receptores acoplados a proteinas G. En
este sentido, el acoplamiento molecular nos permite estudiar las interacciones que existen
entre los diferentes ligandos y el receptor.

El presente trabajo se centra en estudiar la sintesis de f-lactamas, asi como observar
las posibles interacciones in silico que tendrian con el receptor 5-HT,a, aportando
herramientas para el disefio y sintesis de farmacos.

1
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Hipotesis

Las f-lactamas diastereoisoméricamente puras pueden ser preparadas a través del
uso de auxiliares quirales y poseen una estructura similar a la serotonina, lo que les confiere
caracteristicas apropiadas para acoplarse al sitio de union del receptor 5-HT24 de un modo
consistente, por lo que esto es un punto de partida para el disefio de farmacos basado en la
estructura para atender enfermedades neurodegenerativas (esquizofrenia).

1
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Objetivos
5.1 Objetivo General

Desarrollar una estrategia general de sintesis para obtener tres pares de
diastereoisémeros de f-lactamas derivadas de los &cidos fenilacético y 3-indolacético,
usando como auxiliares quirales a las (S)-feniletilamina y (R)-ciclohexiletilamina.

_ N\
P9 ) 0
od oA ‘& d
) N )
\
Boc
10a 10b 10c
P9 ) 0
Oy O N
N
\
Boc
10a' 10b' 10c¢'
.

Figura 11. B-lactamas a sintetizar
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5.2 Objetivos especificos

¢ Sintetizar ésteres a,B-insaturados 6a y 6b derivados del 2-fenilmalonato de etilo y

del 4cido 3-indolacético respectivamente.

%O/&

Ar
6

6a: Ar = Ph, Ry = Et
6b: Ar = 3-(terc-butoxicarbonil)-1H-indol-3-ilo, Ry = Me

¢ Llevar a cabo adiciones tipo Michael de (S)-feniletilamina (7) sobre 6a y 6b y de la

(R)-ciclohexiletilamina (7’) sobre 6a.

[e) Adicion de o)
Michael
R Y , BN ~ Ao
R4 + o
yj\o Rs NH, Rg H o

Ar Ar
6 7 (ds)-8
6a: Ar = Ph, Ry = Et 7: R, =Ph (ds)-8a: Ar = Ph, Ry = Et, R, = Ph
(ds)-8b: Ar = 3-(terc-butoxicarbonil)-1H-indol-3-ilo, R4 = Me, R, = Ph

6b: Ar = 3-(terc-butoxicarbonil)-1H-indol-3-ilo 7": R, = Cy

R;=Me (ds)-8c: Ar = Ph, Ry = Et, R, = Cy

¢ Realizar la hidrolisis de los p2-aril aminoésteres [(ds)-8a-c] para aislar los
correspondientes 2-aril aminoécidos racémicos [(ds)-9a-c].

0 0
/i R Hidrolisis /i
—_—
Ry N 0~ Ry N OH
Ar Ar

(ds)-8 (ds)-9

(ds)-9a: Ar = Ph, R, = Ph

(ds)-9b: Ar = 3-(terc-butoxicarbonil)-1H-indol-3-ilo, R, = Ph
(ds)-9c: Ar=Ph, R, = Cy

(ds)-8a: Ar = Ph, Ry = Et, R, = Ph
(ds)-8b: Ar = 3-(terc-butoxicarbonil)-1H-indol-3-ilo, Ry = Me, R, = Ph

(ds)-8c: Ar=Ph, Ry = Et, R, = Cy

Desarrollar reacciones de lactamizacion para el aislamiento de los correspondientes

0:0
diastereoisémeros 10.
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0 }\ o]
}\ Lactamizacién
Ry N/YKOH —_— Ry Ni
: Ar Ar

(ds)-9 10

(ds)-9a: Ar = Ph, R, = Ph
(ds)-9b: Ar = 3-(terc-butoxicarbonil)-1H-indol-3-ilo, R, = Phl
(ds)-9¢c: Ar=Ph, R, = Cy

¢+ Caracterizar mediante técnicas espectroscopicas (RMN 'H, BC y experimentos de
dos dimensiones) cada uno de los compuestos sintetizados.

% Asignar la configuracién relativa de cada par de diastereoisémeros de f-lactamas.

¢ Realizar estudios in silico (acoplamiento molecular) de los compuestos sintetizados
sobre el receptor 5-HT24, asi como con el ligando Risperidona.

1
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RESULTADOS Y DISCUSION: PARTE EXPERIMENTAL

Resultados y Discusion

7.1 Parte Experimental

7.1.1 Obtencion de las P-lactamas distereoisoméricamente puras derivadas del 2-
fenilmalonato de dietilo (10a, 10a')

7.1.1.1 Sintesis del 2-fenilacrilato de etilo, 6a

La manera tradicional de preparar acrilatos de metilo dentro del grupo de
investigacion se basaba en una reaccion de condensacion aldolica. Tal como se muestra en
el Esquema 8, se realizé la sintesis del sistema o,f-insaturado 12a, en donde se hizo
reaccionar la materia prima 1la con paraformaldehido (5) empleando hidruro de sodio
como base y tetrahidrofurano como disolvente, sin embargo, bajo estas condiciones sélo se
pudo aislar el producto 12a en un 35.2% de rendimiento.

4 \
(0] (0]
OCH OCH
3 + (CHZO)n THF, NaH 3
30 min
35.2 %
11a 5 12a
L J

Esquema 8. Sintesis del 2-fenilacrilto de metilo, 12a

El bajo rendimiento reportado se puede explicar debido a que cuando se extrae el
atomo de hidrogeno acido alfa al carbonilo con la base, se convierte en un ion enolato, el
enolato 11a, el cual lleva a cabo una sustitucion nucleofilica sobre el paraformaldehido,
obteniendo un intermediario. Dependiendo de la cantidad de 11a, la reaccion puede generar
el compuesto 12a a través de una eliminacion beta, y posteriormente puede ocurrir la
adicion tipo Michael del enolato 11a en 12a para obtener un compuesto de doble adicién
como ha sido reportado (Esquema 9).%°
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H ’\v C)
0 }; O) o]
H OCH, 7 N0CH, ot o o on ot~ }o OCH;
n n

h

5

11a 11a

(0]
OCH3 OCH3
-

12a

Esquema 9. Mecanismo de reaccidn que explica la formacion del 2-fenilacrilato de metilo 12a y su producto de auto-
adicién de Michael

Con el fin de optimizar el proceso de sintesis del compuesto 6a, se probo un nuevo
procedimiento a través de una estrategia disefiada también en el grupo de investigacion
(Esquema 10).

La estrategia de sintesis del 2-fenilacrilato de etilo 6a,° consistié en hacer reaccionar
el 2-fenilmalonato de dietilo 4a en atmoésfera de nitrogeno, disuelto en THF a 0 °C con ¢
BuOK como base y paraformaldehido (5). A continuacién, se elevd la temperatura a
temperatura ambiente y se da por terminada la reaccién por la adicién de &cido nitrico. Se
recuper6 un producto 6a en forma de aceite amarillo claro con un rendimiento de 52.26%,
es posible observar mediante cromatografia en capa fina la formacion del alcohol que se
muestra en el Esquema 11.

1
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t-BUOK,
THF

H

0 °C 20 min,
ta.2h
52.26 %

4a 6a

Esquema 10. Sintesis del 2-fenilacrilato de etilo, 6a

A continuacion, se propone un posible mecanismo de reaccién por el cual podria
obtenerse el compuesto 6a con esta metodologia, como se muestra en el Esquema 11.

1
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4 _ —
o o 0 o) 0 o)e
EtO OE ©® EtO OEt Et0” Y Okt
t t +BuO K o)
H - -
4a
H
Ho’f\oan
5
o
o) (\o 0 o)
OEt

EtO 5 Y% EtO NJoEt

0

©

co, @ o o o
/l\
+ < @O)LCOEt + EtO EtO OEt
EtOH OH
g 6a W,

Esquema 11. Posible mecanismo de reaccion para la sintesis del compuesto 6a

En el Espectro 1 de RMN de 'H se observan las sefiales caracteristicas del
compuesto 6a. En el desplazamiento quimico de 1.33 ppm se observo una sefial triple (J=
7.1 Hz) correspondiente a los hidrégenos del grupo metilo, una sefial cuéddruple en 4.29 (J=
7.1 Hz) correspondiente a los hidrogenos del metileno del éster etilico, dos sefiales dobles a
6.34 y 5.88 ppm correspondientes a los hidrégenos del metileno de la posicion a (/= 1.3 Hz)
y b (J= 1.3 Hz) y una sefial multiple correspondiente a los cinco hidrégenos aromaéticos en
7.12-7.53 ppm.
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734
634
588

430

~~4.28

16" b a

185
285-]

095—=
1.00—=

515{ P —

7. 70 6.5 6.0 55 5.0 4.5

4.0 3.5
f1 (ppm)

Espectro 1. RMN de 'H (CDCl;, 600 MHz) del compuesto 6a

Como se describe anteriormente se obtiene el alcohol del mecanismo sefialado en
el Esquema 11 y fue caracterizado mediante RMN de 'H. En el Espectro 2 se observa una
sefial en 1.26 ppm como un triple (/ = 7.1 Hz) para los metilos de los ésteres etilicos, una
sefial triplete en 3.19 ppm (J = 7.1 Hz) correspondiente al hidrégeno del grupo hidroxilo,
una sefial multiple en 4.25 ppm de los protones metilénicos alfa al grupo hidroxilo, una sefial
multiple en 4.31 ppm de los protones metilénicos de los ésteres etilicos y sefiales multiples
en el rango de 7.28-7.34 ppm de los hidrégenos aromaticos. Al ser caracterizado el alcohol,
podria indicarnos que el mecanismo planteado podria ir por la ruta propuesta.

1
MITZI RODRIGUEZ REYES 29



RESULTADOS Y DISCUSION: PARTE EXPERIMENTAL
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Espectro 2. RMIN de 'H (CDCl;, 600 MHz) del alcohol

7.1.1.2 Sintesis de la mezcla diasterecisomérica (S,S) y (RS) del 2-fenil-3-(((S)-1-
feniletil)amino)propanoato de etilo, 8a

Se hizo reaccionar el compuesto a,f-insaturado 6a con la (S)-feniletilamina (7) y la
adicién de 5% mol de DBU, se dejo reaccionar durante 2 horas a 60 °C. Después de purificar
la mezcla de reaccion, se obtuvo un aceite amarillo claro con un rendimiento del 95.5%; es
importante resaltar que en este punto fue imposible la separacion de los dos
diastereoisémeros 8a por cromatografia en columna.
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e 2

0 . 0

Ot : DBU Ph/\” Ot
+ P NH, (5% mol)
2 h, 60 °C
95.5 %

6a 7 8a

. J

Esquema 12. Sintesis diastereoisomérica del compuesto 8a

Un posible mecanismo de esta reaccién es el que se muestra en el Esquema 13, en
donde el 1,8-diazobiciclo[5.4.0lundeca-7-eno (DBU) abstrae el proton de la (3)-
feniletilamina (7) para formar el amiduro y aumentar su basicidad, dando origen a la adicion
1,4 sobre el sistema a,B-insaturado 6a y asi obtener el compuesto de interés 8a después del
equilibrio ceto-enol Esquema 13.

§
R
7
My
Ph/\r]lH J
O) = oe
) : /‘3 o
Q—“Nj —_— Ph/\"lle —_— ©/\H
\, l
6a

>

H O OH
O — o
H H
8a

Esquema 13. Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis del compuesto 8a
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Como se mencion6 anteriormente la mezcla de los diastereoisbmeros 8a no pudo
separarse, por lo que en el Espectro 3 de RMN de 'H de 8a, se observan los hidrogenos
caracteristicos del grupo metilo del éster etilico desplazados a 1.19 ppm como una sefial
multiple, una sefial doble de doble en 1.29 ppm (J= 6.6, 2.5 Hz) correspondiente al grupo
metilo de la (S)-feniletilamina, una sefial simple amplia en 1.71 ppm para el hidrégeno de la
amina, ademas se observan dos sefiales caracteristicas de los hidrégenos diasterotépicos 3
al carbonilo en 2.73 ppm y 3.12 ppm como sefiales multiples, una sefial multiple en 3.71
ppm del hidrogeno del metino o al carbonilo, una sefial multiple en 3.77 ppm
correspondiente al metino de la (S)-feniletilamina, una sefial en 4.12 correspondiente a los
hidrégenos del metileno del éster etilico y finalmente una sefial multiple para los hidrégenos
aromaticos en 7.04-7.46 ppm.
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Espectro 3. RMIN de 'H (CDCl;, 600 MHz) de la mezcla diastereoisomérica del compuesto 8a
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7.1.1.3 Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (RS) del a&cido 2-fenil-3-(((S)-1-
feniletil)amino)propandico, 9a

Se realiz6 la hidrolisis del éster previamente sintetizado, empleado agua y MeOH
como co-disolvente a reflujo durante 25 h. El crudo de reaccion no necesitd de purificacion
ya que el producto se recuperé como un sélido blanco con un rendimiento del 87.8% y una
temperatura de descomposicion de 179-181 °C (Esquema 14).

( )

= (0] = O

A H,0 : MeOH A

Ph” N OEt N Ph” N OH
H : H
87.8 %
13a 9a

. J/

Esquema 14. Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (R,S) del dcido 2-fenil-3-(((S)-1-feniletil)amino)propandico, 9a

A continuacién, se muestra el Espectro 4 de RMN 'H.
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Espectro 4. RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz) de los diastereoisomeros (S,S) y (R,S) del compuesto 9a

En el espectro de RMN de 'H se observaron las sefiales caracteristicas del acido 9a;
nuevamente las seflales se encuentran traslapadas para ambos diastereoisémeros y ya no
se observan las sefiales caracteristicas del grupo etoxilo del éster en 1.20 y 4.12 ppm, lo cual
es indicativo de que la reaccién de hidrolisis se llevod a cabo de manera exitosa.

7.1.1.4 Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (S,R) de 3-fenil-1-((S)-1-feniletil)azetidin-2-ona,
10a - 10a'

Una vez obtenida la mezcla diastereoisomérica del f-aminoacido 9a se procedio a
realizar la sintesis de las f-lactamas (Esquema 15), empleando benceno como disolvente,
EtsN y cloruro de fenilfosforilo, todo esto bajo atmosfera de N, y reflujo durante 1 hora. Al
terminar el tiempo de reaccion se observo la formacion de las B-lactamas con un 77.9% de
rendimiento.
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- 0]
N OH
H + BN+ /II\ N, benceno -
CI” 1 “Ph A, 1h z 0

cl 77.9 %

N
9a

Esquema 15. Lactamizacion para la identificacion de los diastereoisomeros

El mecanismo propuesto para la obtencion de las S-lactamas 10a y 10a' se muestra
en el Esquema 16. La reaccion comienza con el ataque nucleofilico del aminoacido 9a hacia
el cloruro de fenilfosforilo (PhPOCI,), liberando un ion cloruro, el cual posteriormente
abstraera el proton que se encuentra unido al oxigeno, forméandose &acido clorhidrico, que
sera neutralizado con la trietilamina del medio. A continuacién, el atomo de nitrégeno lleva
a cabo el ataque intramolecular hacia el grupo carbonilo para generar las f-lactamas 10a 'y
10a".

H o /\ﬁ) H O@ o H @
e I
b
H/ Cl Cl

9a

Iz

9 o { 0 0 ® 0
HotiSph T O NHEG * ’]‘:/( N )
Cl ,,

10a 10a’ 60/(|§I\Ph

Esquema 16. Mecanismo propuesto para la obtencion de las B-lactamas 10a, 10a’
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Los compuestos se purificaron por cromatografia en columna y se recuperaron dos
solidos, los cuales difieren en su Rf observable en cromatografia en capa fina (TLC) y fueron
clasificados como “diastereoisémero mas polar” para aquel que tiene un Rf menor y
“diastereoisémero menos polar” para aquel que tiene Rf mayor en Hex:AcOEt (7:3).

Menos polar
- — > @ Mas polar
R;=0.8 °
Rf=0.7

F-4--$-4

Eluente 7:3 Hex:AcOEt

Figura 12. TLC para las B-lactamas diastereoisoméricas 10a y 10a’

El diastereoisémero mas polar se recuperd como un soélido ceroso blanco con un
punto de fusion de 49-51 °C. El diastereoisomero menos polar se recuperd en forma de
agujas cristalinas con un punto de fusion de 64-65 °C. Este ultimo present¢ caracteristicas
apropiadas para su difraccion de rayos X, lo que nos permiti® conocer y asignar su
configuracion relativa del nuevo centro quiral como (R) (Figura 13).

1
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Figura 13. Estructura molecular en la estructura cristalina de la B-lactama menos polar
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Espectro 5. RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) del diastereoisémero mds polar
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Los espectros de RMN 'H y *C muestran sefiales caracteristicas de las f-lactamas
derivadas del 2-fenilacrilato de etilo y unicamente difieren en la sefial de los hidrogenos
diasterotépicos del carbono beta al carbonilo. En el diastereocisémero mas polar, los
hidrégenos diasterotdpicos aparecen a 3.07 ppm (dd, J = 5.5, 2.6 Hz) y 3.65 ppm (¢, J = 5.5
Hz) (Espectro 5), mientras que en el diasterecisobmero menos polar aparecen a 3.24 ppm
(dd, J=15.5,2.6 Hz) y 3.45 ppm (¢, J = 5.5 Hz) (Espectro 6).
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Espectro 6. RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) del diastereoismero menos polar

A través del experimento NOESY (Espectro 7A), también fue posible estimar las
correlaciones que existen espacialmente entre protones que se encuentran en un rango de
2-3.5 A. Dentro del experimento correspondiente al diastereoisémero menos polar se
observé la correlacion entre la sefial a 3.24 ppm y a 3.45 ppm correspondientes a los
hidrogenos diasterotopicos, se observa una segunda correlaciéon entre la sefial a 4.25 ppm
correspondiente al hidrégeno del carbono quiral y la sefial del uno de los hidrégenos
diasterotopicos a 3.45 ppm, una correlacion entre el metilo de (S)-FEA con el hidrogeno

diasterotopico en 3.24 ppm.
-
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Se puede observar dentro del experimento correspondiente al diastereoisémero mas
polar la sefial a 3.65 ppm la cual correlaciona con la sefial en 3.07 ppm mostrando asf la
relacion entre los hidrégenos diasterotépicos, una segunda correlacion entre la sefial en 3.65
ppm y 4.29 ppm mostrando la correlaciéon entre un hidrégeno diasterotépico y el protén
alfa al carbonilo, una tercera correlacion entre el metilo de (S)-FEA y el hidrogeno
diasterotopico etiquetado como Ha (Espectro 7B).

Diastereoisomero Diastereoisémero
menos polar mas polar
n P L N wh X ]J‘
(3.24,167 L ALLs (367,163 ﬁ L1s
2.0 £2.0
[]
2.5 L2.5
£ £
{3.45,3.24, r30 & {3.67,3.11) l3o &
+ ’<4.25,3.45) ) ! bl
- I L3s
B {4.30,3.67} 0 L3.5
4.0 1 o
L 4.0
4.5
4‘5 4‘.0 3‘5 ‘ ‘ ‘ ‘{5 ‘{.0 3;5 Z;.O ;5 ;0
2 (ppm)
1.66 ppm : 1.65 ppm@ 5.05 ppm
T
HC CH
N ;
H
»
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Espectro 7. NOESY para las f-lactamas 10a y 10a'. (A) Diastereoisomero menos polar. (B) Diastereoisomero mds
polar.

El andlisis de los resultados reveld la configuracion relativa de las B-lactamas 10a y
10a' (Figura 14).
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( N\
Diastereoisémero mas polar

(S) N\ﬁ (s)N
(R)"'@ S)

10a 10a’

(AN
o
(AN

0]

Diastereoisomero menos polar
. J

Figura 14. Configuracion relativa de las S-lactamas 10a y 10a’

7.1.2 Obtencion de las f-lactamas distereoisoméricamente puras derivadas del &cido 3-
indolacético (10b, 10b")

7.1.2.1 Sintesis del 2-(1H-indo-3-il)acetato de metilo, 3b

La sintesis del compuesto 3b anteriormente se habia reportado dentro del grupo de
investigacion,® como se muestra en el siguiente Esquema 17.

4 N
OH OMe
(0] MeOH, SOCI, - (0]
AN 0°C,1h A\
91.2 %
N N
H H
2b 3b
. W,

Esquema 17. Metodologia para la obtencidn del éster metilico 3b

El mecanismo propuesto para esta reaccién transcurre a través de la transformacién
del 4cido carboxilico a un clorosulfito de acilo protonado, con intensién de activar al grupo

1
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carbonilo y posteriormente hacer el ataque nucleofilico del metanol, el mecanismo se ilustra
en el Esquema 18.

.
Q‘& W 7
(g) +\O’\\
0
- (] Cl
> N
N
H N
2b H
- H
OMe Cl OMe
HCI
O + (6]
A\ 02 N
N N
H H
3b

Esquema 18. Mecanismo de reaccion para la sintesis del éster metilico 3b

En el Espectro 8 se observan sefiales caracteristicas del éster metilico 3b, la sefial
que confirma que la molécula se sintetizé correctamente es el singulete en 3.70 ppm, el cual

integra para tres protones.

1
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Espectro 8. RMIN de 'H (CDCls, 200 MHz) del éster metilico

7.1.2.2 Sintesis de 3-(2-metoxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de terc-butilo, 4b

La sintesis del siguiente derivado se realizo segun las condiciones que se muestran
en el Esquema 19.

4 N\
OMe OMe
0 (Boc),0 0
A\ > A\
DMAP, Tol:CH sCN

N A, 25h N

H 96.5 % Boc

3b 4b

Esquema 19. Proteccion de grupo amino del anillo indol
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El posible mecanismo inicia al hacer reaccionar DMAP con dicarbonato de diterc-
butil, generando asi una especia activa. A continuacion, la especia activa es atacada
nucleofilicamente por el &tomo de nitrégeno del anillo indol, seguido de la desprotonaciéon
del intermediario N-protegido (Esquema 20).

4 _ _\
NCUR I W
t-BuO_ 0O t-BuO_ O
o)éo o)
NS N N =[]
® 2
/(N\ /NI\
NS L a @ |
3b SO) )4 —_— (|i o )4
@O 0 0% @)
OfCH3 OfCH3
O teuo_Co <
@)

0—CHjs;

Ot-Bu

4b

Esquema 20. Mecanismo de reaccion para la obtencion del derivado 4b
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La sefial simple desplazada en 1.66 ppm que integra para nueve protones
correspondiente al grupo terc-butilo en el espectro de RMN 'H, confirm¢é la obtencion de
dicho derivado (Espectro 9).
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Espectro 9. RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) del compuesto 4b

7.1.2.3 Sintesis del 3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de terc-butilo,
6b

El sustrato que se hizo reaccionar fue el éster metilico V-Boc protegido derivado del
acido 3-indolacético 4b siguiendo la metodologia planteada en el Esquema 21 .62

1
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4 \
OMe OMe
O NaH O
+ (CH,0 >

AN (CH20), THF, 56.4 % AN

N N

\ \

Boc Boc

4b 5 6b

|\ J

Esquema 21. Sintesis del 3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de terc-butilo, 6bs

Esta ruta de sintesis permitio¢ aislar el derivado a,f-insaturado /V-Boc protegido con
un rendimiento del 56.4%. Este rendimiento se justificd debido a que como se publico por
parte de nuestro grupo de investigacion,% si el compuesto 6b se somete a calor, presenta
una dimerizacion tipo Diels-Alder entre las conformaciones s-cis y s-trans para producir el
derivado de tetrahidrocarbazol como se muestra en el Esquema 22.

( \
MeO,C, Boc
— /
N
N\ O+ /
N
\ CO,Me
Boc / 2
s-cis s-trans
exo
. J

Esquema 22. Reaccion Diels-Alder espontdnea del derivado 6b
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El mecanismo propuesto para la formacién de 6b va a través de la desprotonacion
del éster metilico N-Boc protegido 4b, al mismo tiempo que la del paraformaldehido por
accion del ion hidruro. A continuacién, el enolato formado ataca nucleofilicamente a un
metileno de la cadena polimérica del paraformaldehido, una vez adicionada en la posicion
alfa al carbonilo, ocurre un segundo ataque nucleofilico por los iones hidruro presentes en
exceso. Este ataque se da por un equivalente de ion hidruro, el cual abstrae el protén &cido
alfa al carbonilo restante, desplazdndose entonces la cadena polimérica del
paraformaldehido y finalmente el par de electrones del enlace C-H escindido se incorpora,
obteniendo el compuesto 6b.

- — _ )
H /\ H OCH, N OCH,4 OCHs
H AN &%
o () - @O
A\ N N
N N N
\ \ \
Boc Boc Boc
4b L ]
-0
o x
O O O O - OJ
(\/ ~ . H OJ
( OCHs OCHj
© H
O O

O(\/O\/O\a,xC-)1

\
Boc
6b

Esquema 23. Mecanismo de reaccion en la obtencién del derivado a,f3-insaturado N-Boc protegido, 6b
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En la Espectro 10 de RMN de 'H se observan las sefiales caracteristicas del
compuesto 6b. En el desplazamiento quimico de 1.49 ppm se observd una sefial simple
correspondiente a los hidrogenos del terc-butilo, una sefial simple en 3.85 ppm del grupo
metilo del éster etilico, dos sefiales dobles a 6.53 y 6.14 ppm correspondientes a los
hidrogenos del metileno de la posicion a (J= 1.2 Hz) y & (J= 1.2 Hz) y una sefial multiple
correspondiente a los cinco hidrogenos aromaticos en 7.26-8.18 ppm.
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Espectro 10. RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) del derivado 6b

7.1.2.4 Adicién tipo Michael de la (S)-feniletilamina al derivado «,f-insaturado N-Boc
protegido, 8b

La reaccion se llevd a cabo mediante la adicion nucleofilica de la (S)-feniletilamina
sobre el sistema a,f-insaturado, bajo las condiciones del Esquema 24, usando DBU como
catalizador.

1
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4 \
Ph
OMe
NH
5 - DBU (5% mol) OMe
+ : 60°C,3h
N Ph"” > NH, 62 % o)
N N
Boc N
Boc
6b 7 8b
. J

Esquema 24. Condiciones de reaccién para la adicion de Michael de la (S)-feniletilamina (7) al derivado 6b

En esta etapa de reaccion la mezcla de los diastereoisémeros 8b no pudo separarse.
A continuacion, se muestra el Espectro 11 de RMN de 'H del compuesto 8b.
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Espectro 11. RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) de la mezcla diastereoisomérica del compuesto 8b
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Se observan los hidrogenos caracteristicos del grupo metilo de la (S)-feniletilamina
desplazados en 1.25 ppm como una sefial simple, una sefial simple en 1.65 ppm
correspondiente al grupo terc-butilo, sefiales multiples en 2.88 ppm y 3.22 ppm
caracteristicas de los hidrégenos diasterotdpicos 3 al carbonilo, una sefial simple en 3.67
ppm del metilo de éster metilico, una sefial multiple en 3.81 ppm del hidrégeno del metino
a al carbonilo, una sefial multiple en 4.05 ppm correspondiente al metino de la (S)-
feniletilamina y finalmente una sefial multiple para los hidrogenos arométicos en 7.26-8.10

7.1.2.5 Sintesis diastereoisomeérica (S,S) y (R,S) del &cido 2-(1-(terc-butoxicarbonil)- 1H-indol-
3-il)-3-(((S)-1-feniletil)amino)propandico, 9b

Ph /Zh
NH NH
OMe OH
H,O / MeOH
A, 25 h o
0 ’ 0
90.9 %
AN AN
N N
\ \
Boc Boc
8b 9b
. J

Esquema 25. Condiciones de reaccion para la hidrdlisis del éster metilico 8b

Para la obtencién del compuesto 9b se realizo mediante la hidrdlisis del compuesto
8b, en una mezcla agua/metanol a reflujo durante 25 h como se muestra en el Esquema 25.
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Espectro 12. RMN de 'H (MeOD, 200 MHz) del compuesto 9b

En el Espectro 12 se puede observar el espectro de RMN 'H del derivado 9b, sin
embargo, las sefiales no presentan una multiplicidad definida debido a la mezcla
diastereoisomérica presente. A grandes rasgos, los hidrogenos correspondientes al metilo
de la (S)-feniletilamina se observan en 1.29 ppm, los hidrogenos diasterotopicos beta al
carbonilo en 3.31 ppm, y el hidrogeno del carbono quiral adyacente al anillo del indol en
3.75 ppm.

7.1.2.6 Obtencién de las B-lactamas derivadas del 4cido 3-indolacético

Se realizo la preparacion de los compuestos 10b y 10b’ utilizando el reactivo de
Mukaiyama (Esquema 26). La reaccién se llevd a cabo utilizando el aminoécido 9b
suspendido en acetonitrilo, se adiciond el yoduro de 2-cloro-1-metilpiridino y trietilamina a
reflujo durante 3 horas, obteniendo asf las -lactamas.
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Esquema 26. Obtencion de las B-lactamas 10b y 100°, utilizando el reactivo de Mukaiyama

Un mecanismo propuesto de esta reaccion comienza con el ataque nucleofilico del
aminodacido 9bhacia el yoduro de 2-cloro-1-metilpiridino, forméndose asi el intermediario
I, en el cual se regenera la aromaticidad eliminando el ion cloruro formando el intermediario
II. Finalmente, el 4&tomo de nitrogeno en el intermediario I lleva a cabo el ataque
intramolecular hacia el grupo carbonilo para generar las f-lactamas 10b y 10b’ (Esquema
27).

1
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Esquema 27. Mecanismo de reaccion que explica la formacion de B-lactamas utilizando el reactivo de
Mukaiyama

Los compuestos se purificaron por cromatografia en columna en un sistema de
elucion por gradiente, recuperando dos aceites, los cuales difieren en su Rf observable en
TLC y fueron etiquetados como “diastereoisdémero mas polar” para aquel que tiene un Rf
menor y “diastereoisomero menos polar” para aquel que tiene Rf mayor (Figura 15). Los
espectros de RMN 'H y *C muestran sefiales caracteristicas de las f-lactamas derivadas.

1
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Figura 15. TLC para las B-lactamas diastereoisoméricas 10b y 10b’

A continuacion, se muestran el espectro de RMN 'H del diastereoisémero més polar.
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Espectro 13. RMN de 'H (CDCls;, 200 MHz) del diastereoisémero mds polar
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En el Espectro 13 se observa un cuarteto que integra para un hidrégeno con un
desplazamiento quimico de 5.08 ppm (g, J = 7.1 Hz) correspondiente al metino de la (S)-
feniletilamina, una sefial doble de doble de doble a 4.45 ppm (ddd, J = 5.5, 2.7, 1.0 Hz) del
hidrégeno del carbono asimétrico, dos sefiales de los hidrogenos diasterotépicos beta al
carbonilo en 3.70 ppm (¢, /= 5.5 Hz) y a 3.18 ppm (dd, J = 5.5, 2.7 Hz). Estas sefiales nos
indican la presencia de la S-lactama derivada del acido 3-indolacético etiquetada como
diastereoisémero mas polar.

A continuacién, se muestran el espectro de RMN 'H del diastereoisémero menos
polar.
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Espectro 14. RMN de 'H (CDCls;, 200 MHz) del diastereoisémero menos polar

En el Espectro 14 se observa en 5.07 ppm (g, J = 7.1 Hz) un cuarteto para el metino
de la (S)-feniletilamina, una sefial doble de doble de doble a 4.42 ppm (ddd, J = 5.5, 2.7, 1.0
Hz) correspondiente al hidrégeno del carbono asimétrico, dos sefiales de los hidrégenos
diasterotépicos beta al carbonilo a 3.52 ppm (¢, /= 5.5 Hz) y 3.34 ppm (dd, J = 5.5, 2.7 Hz).
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Si comparamos los Espectro 13 y Espectro 14 la diferencia que existe es unicamente en los
desplazamientos de los hidrégenos diasterotdpicos beta al carbonilo. Para asignar la
configuracion relativa de los diastereoisomeros, fueron adquiridos los experimentos de dos
dimensiones de NOESY (Espectro 15).

Diastereoisomero Diastereoisémero
menos polar mas polar

A o

{3.33,1.69

(367,163
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o
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@
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1.66 ppm 5.06 ppm
H
2 o]

Espectro 15. NOESY para las B-lactamas 10b y 10b’. (A) Diastereoisémero menos polar. (B) Diastereoisémero mds
polar.

Dentro del experimento correspondiente al diastereoisomero menos polar se
observé la correlacion entre la sefial a 3.51 ppm y a 3.33 ppm correspondientes a los
hidrogenos diasterotopicos, una segunda correlaciéon entre la sefial a 4.42 ppm
correspondiente al hidrogeno del carbono quiral y la sefial de uno de los hidrégenos
diasterotopicos a 3.51 ppm. Una tercera correlacion entre la sefial de los hidrogenos del
metilo de la (S)-feniletilamina en 1.66 ppm y la sefial de uno de los hidrogenos
diasterotopicos a 3.33 ppm.

Por lo que estas interacciones nos llevan a la conclusiéon de que la posible
configuracion relativa de la f-lactama menos polar es (S,R). En la seccion 7.1.4 se discuten
con mayor detalle los andlisis de estos experimentos NOESY para cada uno de los
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diastereoisémeros de las S-lactamas sintetizadas, con la finalidad de asignar de manera
inequivoca su configuracion relativa (vide infra).

Conrespecto al experimento correspondiente al diastereoisomero mas polar la sefial
a 3.70 ppm la cual correlaciona con la sefial en 3.18 ppm mostrando asf la relacion entre los
hidrégenos diasterotdpicos, una segunda correlacion entre la sefial en 3.70 ppm y 4.46 ppm
mostrando la correlacion entre un hidrogeno diasterotopico y el protén alfa al carbonilo,
una tercera correlacion entre el metilo de (S)-FEA y el hidrégeno diasterotépico etiquetado
como Ha. Por lo que estas correlaciones nos indican que la posible configuracion relativa

es (S,9).

7.1.3 Obtencién de las f-lactamas diastereoisoméricamente puras usando como auxiliar
quiral la (R)-ciclohexiletilamina (10c, 10c’)

7.1.3.1 Sintesis de la mezcla diastereoisomérica (R.R) y (S,R) del 3-(((R)-1-ciclohexiletil)-2-
fenilpropanoato de etilo, 8c

Tomando como material de partida el sistema a,B-insaturado 6a se hizo reaccionar
con la (R)-ciclohexiletilamina (7°) y la adicion de 5% mol de DBU. La reaccion se calentd
durante 2 h a 60 °C y después de purificar el producto se obtuvo un aceite amarillo claro
con un rendimiento del 69.4%; en este punto no fue posible la separacion de los dos
diastereoisémeros por cromatografia en columna.

4 \
(0] (0]
OEt DBU . H OEt
+ NH, 0 -
(5% mol)
2 h,60°C
69.4 %
6a 7 8c
. J

Esquema 28. Sintesis diastereoisomérica del compuesto 8c
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Se muestra el Espectro 16 de RMN de 'H del compuesto 8c, en donde se observan
los hidrégenos caracteristicos del grupo metilo de la (R)-ciclohexiletilamina desplazados a
0.96 ppm como una sefial doble (J= 6.5 Hz), una sefial triple en 1.21 ppm (J= 7.1 Hz) del
grupo metilo del éster etilico, sefiales multiples en un rango de 0.95-1.72 ppm corresponden
a los hidrogenos del ciclohexilo, una sefial multiple en 2.45 ppm del metino de la (R)-
ciclohexiletilamina, se observan dos sefiales caracteristicas de los hidrogenos
diasterotépicos B al carbonilo en 2.92 ppm y 3.30 ppm como sefiales multiples, una sefial
multiple en 3.76 ppm correspondiente al hidrégeno del metino « al carbonilo, una sefial en
4.14 correspondiente a los hidrogenos del metileno del éster etilico y finalmente una sefial
multiple correspondiente a los hidrogenos aromaéticos en 7.15-7.40 ppm.
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Espectro 16. RMN de 'H (CDCl;, 600 MHz) de la mezcla diastereoisomérica del compuesto 8c
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7.1.3.2 Sintesis diastereoisomeérica (R,R) y (S,R) del acido 3-(((R)-1-ciclohexiletil)amino)-
fenilpropandico, 9¢

A continuacion, se llevd a cabo la hidroélisis del éster 8c, empleado agua y MeOH
como codisolvente a reflujo durante 25 h. El crudo de reaccién no necesito de purificacion
ya que se recuperd un soélido blanco con un rendimiento del 84.5% y una temperatura de
descomposicion de 200-202 °C (Esquema 29).

4 \
(0] 0
H,O : MeOH
N OEt A N OH
H > H
84.5%

8c 9¢c

. J

Esquema 29. Sintesis diastereoisomérica del compuesto 9¢

A grandes rasgos se observaron las sefiales caracteristicas del &cido 9c en el
Espectro 17 de RMN 'H. La regién alifatica entre 0.55-2.0 ppm, el conjunto de los protones
quirales y el de ambos diastereocisomeros entre 3.0-3.80 ppm y los aromaticos en 7.0-7.5

1
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Espectro 17. RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz) de los diastereoiscmeros (S,S) y (S,R) del compuesto 9c

7.1.3.3 Sintesis diastereoisomérica (R,R) y (S,R) de 1-((R)-1-ciclohexiletil)-3-fenilazetidin-2-
ona, 10c - 10c'

Continuando con la ruta sintética para la obtencién de las f-lactamas con el auxiliar
quiral la (R)-ciclohexiletilamina, se plante6 las condiciones indicadas en el Esquema 30.

1
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Esquema 30. Obtencicn de las $-lactamas usando como auxiliar quiral la (R)-ciclohexiletilamina

Después de efectuar la reaccion, los compuestos se purificaron por cromatografia
en columna, recuperando dos productos, los cuales difieren en su Rf observable en
cromatografia en capa fina (TLC) y fueron clasificados como “diastereoisomero més polar”
para aquel que tiene un Rf menor y “diastereoisémero menos polar” para aquel que tiene
Rf mayor.

Meno_s polar ° . Mas polar
Rf— 0.8 Rf: 075

F-4--$-4

Eluente 7:3 Hex:AcOEt

\ J/

Figura 16. TLC para las B-lactamas diastereoisoméricas 10c y 10c'

Se obtuvieron los espectros de RMN 'H para cada uno de los diastereoisomeros

correspondientes.
-]
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Espectro 18. RMIN de 'H (CDCl;, 500 MHz) del diastereoisémero mds polar

En el Espectro 18 se muestra el espectro del diastereoisomero maés polar. Se
observan sefiales caracteristicas que nos indican la presencia de la f-lactama; una sefial
doble en 1.19 ppm (J = 7.1 Hz) correspondiente al grupo metilo de la (R)-ciclohexiletilamina,
seflales multiples en un rango de en 1.55-2.00 ppm correspondientes a los hidrogenos del
ciclohexilo, una sefial doble de doble en 3.18 ppm (dd, J = 5.5, 2.5 Hz) referente a un
hidrogeno diasterotopico, una sefial quintuple en 3.64 ppm (g, J = 7.1 Hz) correspondiente
al metino de la (R)-ciclohexiletilamina, una sefial referente a un hidrégeno diasterotépico en
3.69 ppm (¢, J = 5.5, Hz), una sefial doble de doble en 4.28 ppm (dd, J = 5.5, 2.5 Hz) del
proton « al carbonilo y finalmente una sefial multiple para los hidrogenos aromaéticos en
7.16-7.46 ppm.
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Espectro 19. RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) del diastereoisdmero menos polar

Se muestra el Espectro 19 correspondiente para el diastereoisébmero menos polar,

difiere del Espectro 18 con respecto a los desplazamientos quimicos correspondiente a los

hidrogenos diasterotopicos, para el diastereoisomero menos polar estan en 3.27 ppm y 3.60

ppm, mientras que para el diastereoisébmero mas polar estan en 3.69 ppm y 3.18 ppm. Los
espectros de RMN 'H muestran sefiales caracteristicas de las f-lactamas derivadas, sin
embargo, mediante los espectros de RMN de 'H no es posible asignar la configuracion
relativa de los diastereoisémeros.

Continuando con la caracterizacion de los compuestos, se realizaron experimentos

de NOESY para cada diastereoisémero.
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Espectro 20. NOESY para las -lactamas 10c y 10c’. (A) Diastereoisémero menos polar. (B) Diastereoisomero mds
polar.

Dentro del experimento correspondiente al diasterecisomero menos polar se
muestra la correlacion entre la sefial a 3.27 ppm y a 3.60 ppm correspondientes a los
hidrogenos diasterotopicos, se observa una segunda correlacion entre la sefial a 4.31 ppm
correspondiente al hidrégeno del carbono quiral y la sefial del uno de los hidrégenos
diasterotépicos a 3.60 ppm, una correlacion entre el metilo de (R)-CEA con el hidrogeno
diasterotopico en 3.60 ppm. Lo que nos indicaron este tipo de interacciones fue que la
posible configuracion relativa del diastereoisomero menos polar es (R,R).

Se puede observar dentro del experimento correspondiente al diastereoisomero mas
polar la sefial a 3.69 ppm la cual correlaciona con la sefial en 3.18 ppm mostrando asi la
relacion entre los hidrégenos diasterotdpicos, una segunda correlacion entre la sefial en 3.69
ppm y 4.28 ppm mostrando la correlacion entre un hidrogeno diasterotépico y el protén
alfa al carbonilo, una tercera correlacion entre el metilo de (R)-CEA y el hidrogeno
diasterotopico clasificado como Hb. Llegando a la conclusion de que la posible
configuracion relativa para el diastereocisomero menos polar es (R,S).
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7.1.4 Andlisis de resultados de los experimentos NOESY

La Tabla 2 muestra las diferentes interacciones a través de espacio para cada uno
de los diastereocisomeros. En el caso del diastereoisémero menos polar de la f-lactama 10a
con el auxiliar quiral (S)-feniletilamina, la configuracion relativa del nuevo centro asimétrico
ha sido asignado mediante rayos X (Figura 13) siendo esta (RS), mientras que la
configuraciéon para el diastereoisomero mas polar de la fS-lactama 10a’ se asume que es
opuesto a la de la f-lactama 10a por lo que seria (S,S). Asignando de esta manera la
configuracion relativa para las f-lactamas 10a'y 10a'.

Adicionalmente, fue posible observar que para la f-lactama 10a la diferencia que
existe entre los hidrogenos diasterotopicos A8 up-na; €s de 0.21 ppm, en tanto que para la -
lactama 10a' el Adwp-1ai €5 de 0.58 ppm.

Tabla 2. Resultados de los experimentos NOESY para las diferentes -lactamas

Polaridad Ha Hb Hc NOESY A8 | HpHal

Diastereoisomero 3.24 ppm 3.45 ppm 4.25 ppm 3.24 ppm-3.45 ppm

menos polar (dd, /=5.5,2.5 (t,J=5.5Hz,  (dd,J=55,2.5 3.45ppm-4.26 ppm 0.21
10a Hz, 1H) 1H) Hz, 1H) 3.24 ppm-1.66 ppm
Diastereoisémero 3.65 ppm 3.07 ppm 4.29 ppm 3.07 ppm-3.65 ppm

maés polar (t, J=5.5Hz, (dd,J=5.5,25 (dd,J=5.5,2.5 3.65ppm-4.29 ppm 0.58
10a' 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) 3.65 ppm-1.66 ppm
Diastereoisémero 3.33 ppm 3.52 ppm 4.42 ppm 3.33 ppm-3.52 ppm

menos polar (dd, /=5.5,2.5  (t, J=5.5 Hz, (ddd, J=5.5,  3.52 ppm-4.42 ppm 0.19
10b Hz, 1H) 1H) 2.5,0.8 Hz, 1H) 3.33 ppm-1.66 ppm
Diastereoisémero 3.70 ppm 3.18 ppm 4.45 ppm 3.18 ppm-3.70 ppm

maés polar (t, J=55Hz, (dd,J=5.5,25 (ddd, /=5.5,  3.70 ppm-4.45 ppm 0.52
10p’ 1H) Hz, 1H) 2.5,0.8 Hz, 1H) 3.70 ppm-1.64 ppm
Diastereoisémero 3.27 ppm 3.60 ppm 4.31 ppm 3.27 ppm-3.60 ppm

menos polar (dd, J=55,2.5 (t,J=55Hz  (dd,J=55,2.5, 3.60 ppm-4.31 ppm 0.33
10c Hz, 1H) 1H) Hz, 1H) 3.60 ppm-1.21 ppm
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Diastereoisémero 3.69 ppm 3.18 ppm 4.28 ppm 3.18 ppm-3.69 ppm
maés polar (t,/=5.5Hz, (dd,J=55,25 (dd,J=55,25, 3.69ppm-4.28 ppm 0.51
10c' 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) 3.18 ppm-1.20 ppm

Examinando los resultados obtenidos en la Tabla 2 para las f-lactamas 10b, 10b’,
10c y 10c’ es posible sefialar que existe una posible tendencia con respecto a 10S Ad Hp-Hal
de las S-lactamas cuya configuracion relativa ya ha sido asignada (10a y 10a'). Ya que, en
el caso de la B-lactama 10a habia sido clasificada como diastereoisémero “menos polar” y
el Adm-Ha) Observado es menor (0.21 ppm) con respecto al A8 mp-ra) (0.58 ppm) de la -
lactama 10a' la cual fue establecida como diastereoisbmero “més polar”.

En el caso de la -lactama 10b (diastereoisémero menos polar) el A8 up-Ha €5 de 0.19
ppm y para la f-lactama 10b’ (diastereoisémero mas polar) el A8 mp-1a; €s de 0.52 ppm. Para
la S-lactama 10c (diastereoisomero menos polar) el A8 mp-Ha) €s de 0.33 ppm y para la -
lactama 10c¢’ (diastereoisbmero mas polar) el A8 m-na; €S de 0.51. Observando que para
ambos pares de diastereoisbmeros se sigue la misma tendencia con relacion al par de f-
lactamas 10ay 10a', el A8 m-+a) del diastereoisémero menos polar serd menor que el A -
nal del diastereoisomero mas polar.

Proponiendo asi una posible asignacion de la configuracion relativa a partir de una
correlaciéon de los AS ) (Tabla 3).

Tabla 3. Posible asignacion de la configuracion relativa de las B-lactamas

Configuracién P-lactama Polaridad
HiC H o
(é) N H Diastereoisémero
, / menos polar
R 2 1
Ha'l © 10a
HiC H ¢
(é) N H Diastereoisdémero
(S 9) ohe mas polar
Ha\“Hb(S) 10a'
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(S) . .,
Diastereoisomero
’z
(R S) Ha \\‘ menos polar

10b
HiC H o
(S) . .,
©/<N oHe 0 Diastereoisémero
(S, S) Hat'l O N-—< més polar
Hb o—é 10b’
HyG, H
(R) Diastereoisémero
(R R) menos polar
(R’ 10c
HaG, H

(R) Diastereoisémero
(S, R) oH maés polar
(S) 10¢
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7.2 Parte Computacional

Basados en los resultados experimentales de este trabajo en la sintesis asimétrica de
B-lactamas (10a-c), se desarrollaron estudios de acoplamiento molecular que justificaron la
union al receptor 5-HT,a, mediante la descripcion de las interacciones ligando-receptor en
el sitio de union.

Los célculos de acoplamiento molecular se realizaron en AutoDock Vina. AutoDock
Vina es uno de los motores de acoplamiento de codigo abierto més rapido y utilizado, se
basa en una funcién de puntuacion simple y una busqueda conformacional de optimizacion
de gradiente. Se requieren las estructuras de las moléculas que se acoplan y la especificacién
del espacio de busqueda, incluido el sitio de union.

7.2.1 Preparacion de las moléculas (ligando y receptor)

7.2.1.1 Preparacién de ligandos

Las estructuras de las f-lactamas derivadas del 2-fenilmalonato de dietilo 10ay 10a’,
las f-lactamas derivadas del acido 3-indolacético 10b y 10b’ y las S-lactamas usando como
auxiliar quiral la (R)-ciclohexiletilamina 10c y 10c¢’, fueron construidas utilizando
MarvinSketch. La minimizacion de la energia de los ligandos se llevo a cabo con el campo
de fuerza MMFF94 y basado en la matriz de Mikowski en MarvinSketch (Figura 17).53
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Figura 17. Estructuras de las B-lactamas 10a, 10a’, 10b, 10b°, 10c y 10c’
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7.2.1.2 Anélisis estructural del receptor 5-HT2a

Se eligi6d la estructura cristalina del receptor 5-HT2a (PDB-ID: 6A93) la cual se
encuentra cocristalizado con el ligando Risperidona (8NU), con una resolucién de 3.00 A y
fue tomada del Banco de Datos de Proteinas PDB, por sus siglas en inglés Protein Data Bank.

La estructura general de 5-HT:aR consiste en la estructura canénica del receptor
acoplado a proteina G con siete hélices transmembranales (TM1-7) y una hélice anfipatica
intracelular H8 (Figura 18).5

Hendidura hid
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Figura 18. Estructura de 5-HT:R. (A) La Risperidona se encuentra coloreado de magenta. (B) Seccién transversal®
de (A). Los circulos punteados azules y rojos indican la cavidad extendida lateralmente y la hendidura hidrofébica
inferior, respectivamente.

La estructura de 5-HT2aR exhibe dos caracteristicas importantes; la primera es la
hendidura hidrofébica inferior en el bolsillo de unién al ligando (Figura 18B), la hendidura

hidrofébica inferior esta rodeada por residuos aromaticos altamente conservados o
- |
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hidrofébicos, incluidos la 1le163, Phe332 y Trp336. Los reordenamientos conformacionales
de estos residuos son importantes para la activacion del receptor.

La segunda caracteristica es la cavidad lateral extendida ubicada entre TM4 y TM5,
esta conecta el sitio ortosterico y la membrana plasmatica cerca de la hendidura hidrofébica
inferior Asp155, un residuo estrictamente conservado para la interaccion con ligandos en
receptores aminérgicos. La presencia de Gly238 en la entrada es fundamental para la
formacion de la cavidad.

7.2.1.3 Sitio de unién de ligandos

La Risperidona adopta una conformacion extendida en el sitio de unién al ligando, y
forma un puente salino entre Asp155 y los nitrégenos bésicos de la molécula, estando
estabilizado por los enlaces de hidrégeno entre Asp155 y Tyr370 (Figura 19).

Figura 19. Sitio de union del ligando a 5-HT.4R. Interacciones entre la Risperidona (magenta) y residuos de
aminodcidos en el sitio de union en 5-HT:4R. Los puentes de hidrégeno se muestran como lineas coloreadas de verde.

La Risperidona coloca el anillo de fluorobencisoxazol en la hendidura hidrofébica
inferior. Este anillo forma interacciones CH-Tt con Ser159, interacciones hidrofébicas con
lle163, Phe243 y Phe332, e interacciones 1 con Trp336 y Phe340.
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7.2.2 Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular, en este trabajo se llevd a cabo sobre el receptor de
serotonina 5-HT2a, €l cual se encuentra co-cristalizado con el ligando Risperidona (8NU).
Para iniciar el proceso de acoplamiento el ligando y el receptor 5-HT,a se importaron a
Chimera,% con el fin de separarlos y asi introducir sobre el sitio de reconocimiento de
farmacos a los compuestos sintetizados.

Se llevaron a cabo 500 corridas independientes para cada f-lactama en el programa
AutoDock Vina. Lo anterior con la finalidad de tener una mayor reproducibilidad en cuanto
a los datos obtenidos. Se ha utilizado AutoDock Vina tanto para la prediccion del modo de
union como para el acoplamiento. Las dimensiones de la malla tridimensional son 15.29 X
0.152585 x 62.5126 A, situandose centradas en el sitio de unién del ligando y con
coordenadas en (29.45, 21.2252, 20.3156).

Al momento de realizar el acoplamiento molecular, se originan una serie de
conformaciones (poses) probables, las cuales representan posibles modos de union del
ligando sobre el receptor. Un criterio para saber si la pose es confiable es determinar su
desviacién cuadratica media de las posiciones atémicas conocido como RMSD (Root Mean
Square Deviation). Un valor de RMSD menor a 2 A implica que es capaz de seleccionar
como mejor pose aquella que presenta una gran semejanza con la pose original de aquellos
ligandos evaluados dentro del receptor bioldgico. Este valor determina la diferencia entre
las coordenadas de los dos ligandos, es decir, qué tan cerca se encuentra la estructura
acoplada a la estructura de rayos X.

7.2.2.1 Validacion del Acoplamiento Molecular

La Risperidona (8NU) se reacoplo frente a 5-HT,aR para validar la metodologia, y
posteriormente realizar el acoplamiento de los ligandos sintetizados. Se produjo un RMSD
de 0.060 A (Figura 20A), por lo que podria mantener una orientacion similar con el ligando
cristalografico.
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& Charged (negative) Polar -~ Distance —= Pi-cation

& Charged (positive) & Unspecified residue = H-bond — Salt bridge
Glycine Water — Halogen bond Salvent exposure

~ Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

o Metal X Hydration site (displaced) e Pi-Pi stacking

Figura 20. Resultados de acoplamiento de la Risperidona y 5-HT:uR. (A) Acoplamiento de la Risperidona; (B)
Representacion grdfica en 2D del acoplamiento entre la Risperidona, (C) Representacicn grdfica en 3D. A lo largo de
la tesis se usard el mismo cddigo de colores, en el cual el ligando esta coloreado de color amarillo en las
representaciones en 2D y las demds estructuras coloreadas en el sitio de union dependen del tipo de residuo de
aminodcido al que corresponden.

Al obtener un valor de RMSD menor a 2.0 A, se considera que los parametros
empleados para el acoplamiento molecular son reproducibles, mismo que se observa al
comparar el conformero obtenido con el ligando cocristalizado observando que mantienen
la misma posicién dentro de la cavidad de 5-HT2aR. Con base en los resultados, el
procedimiento de validacién del acoplamiento molecular es aceptable y con esto, es posible
utilizarse para los siguientes ligandos.
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7.2.2.2 Anédlisis de la interaccién ligando-receptor de las B-lactamas de interés

A continuacion, se visualizaron los resultados de acoplamiento para determinar las
interacciones y el modo de unién del complejo receptor-ligando, estos resultados se
muestran en la Figura 21 y las Tabla 4 y 5.

Tabla 4. Valores de RMSD y Energia de Afinidad para los compuestos finales

RMSD Energia de Afinidad

Compuestos Promedio Desviacion Promedio Desviacion

Estandar Estandar

PB-lactama 10a 0.024 0.016 -8.999 0.013
B-lactama 10a' 0.109 0.076 -9.396 0.022
B-lactama 10b 0.278 0.030 -10.199 0.087
PB-lactama 10b' 0.556 0.356 -10.575 0.137
B-lactama 10c 0.022 0.003 -9.102 0.018
B-lactama 10c' 0.033 0.002 -8.961 0.064
Risperidona 0.060 0.018 -11.270 0.045

Los valores de Energia de Afinidad estan dados en kcal/mol
Los valores de RMSD estédn dados en A

El anélisis de los resultados reveld que la B-lactama 10a interactua formando un
enlace de hidrégeno con el residuo de Ser159, asi como interacciones 1 con Trp336 y
Phe340; la B-lactama 10a coloca el fenilo en la hendidura hidrofébica, interactuando con
[le163, Phe339.

Para la B-lactama 10a' se observa la interaccién por enlace de hidrogeno entre el
grupo carbonilo del anillo S-lactamico y la Ser159, interacciones T con Trp336 y Phe340 e
interacciones hidrofébicas con Val336, Tyr370 y Phe339.
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La B-lactama 10b muestra interacciones T entre el fenilo y los residuos Trp336 y
Phe340, del mismo modo interacciones Tt entre el anillo indélico y Phe339, enlace de
hidrégeno con Asp155 e interacciones hidrofébicas con Val156, lle163, Leu229 y Leu228.

El andlisis de los resultados para la B-lactama 10b’ mostré un perfil de afinidad
similar al de la Risperidona (Tabla 4) al igual que interacciones similares. El andlisis revelo
que este ligando tuvo la mejor conformacion de union con el receptor 5-HT,a con una
energia de union de -10.575 kcal/mol, formando interacciones de enlace de hidrégeno con
Val156, interacciones 1 con Phe340 y Trp336, e interacciones hidrofébicas con [lel163,
Phe339. Esté podria representar una clase de bioisostero con respecto a la Risperidona, por
su anillo de tipo indol.

Tabla 5. Interaccion de las B-lactamas y el receptor 5-HT

Residuos que interactiian

Ligandos
Enlaces de hidrégeno TE-TC Hidrofébicas

PB-lactama 10a Ser159 Trp336, Phe340 lle163, Phe339
. Val366, Tyr370,

PB-lactama 10a Ser159 Trp336, Phe340 Phe339
Trp336, Phe339, Val156, 1le163,
p-lactama 10b Asp195 Phe340 Leu229, Leu228
B-lactama 10b' Val156 Trp336, Phe340 lle163, Phe339

PB-lactama 10c

PB-lactama 10c'

Risperidona

Asp155, Tyr370

Trp336, Phe340

Ser159, Trp336,
Phe340

Phe243, Phe339

Vall56, lle163,
Trp336, Phe340

[le163, Phe243,
Phe332

Las B-lactama 10c interacciones T con Trp336 y Phe340 e interacciones
hidrofobicas con Phe243 y Phe339. La B-lactama 10¢’ es el ligando que muestra las menores
interacciones con respecto al sitio activo de receptor 5-HTa, al colocar el ciclohexilo en la
hendidura hidrofébica, se observan interacciones con Val156, lle163, Trp336, Phe340.
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Figura 21. Interacciones y modo de unién de las 3-lactamas y el receptor 5-H T4
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Conclusiones

Se desarrolld una estrategia general de sintesis para obtener tres pares de
diastereoisémeros de f-lactamas derivadas del 2-fenilmalonato de dietilo y del acido 3-
indolacético, usando como auxiliares quirales a la (S)-feniletilamina y la (R)-
ciclohexiletilamina.

Se caracterizaron cada par diastereoisomérico de [-lactamas mediante
experimentos de RMN 'H y *C, y mediante las correlaciones vistas dentro de los diferentes
experimentos NOESY. Se observo una posible tendencia con respecto a la diferencia de
desplazamiento (A8 mp-1ai) de los hidrogenos diasterotépicos de las f-lactamas A8 ip-tal, €l
A b1y del diastereoisomero menos polar serda menor que el A 1) del diastereoisémero
maés polar, proponiendo mediante esta tendencia su posible configuracién relativa.

El acoplamiento molecular se realizo utilizando AutoDock Vina junto con el software
Maestro para visualizar las interacciones entre los ligandos y el receptor 5-HT.a. La f-
lactama 10b’ mostr6 una energia de uniéon de -10.575 kcal/mol e interacciones similares a
las de la Risperidona con los residuos de aminoé&cidos. Por lo tanto, esta investigacion podria
actuar como una ruta para el descubrimiento de fairmacos. De este modo, los estudios in-
silico proporcionan conocimientos que facilitardn el disefio racional de nuevos
antipsicoticos altamente selectivos.

Por lo tanto, se cumple la hipotesis planteada, dado que las [-lactamas
diastereoisoméricamente puras fueron preparadas a través del uso de auxiliares quirales
con una estructura similar a la serotonina, lo que les confiere caracteristicas apropiadas para
acoplarse al sitio de unién del receptor 5-HT»a de un modo consistente, por lo que resultaron
ser un punto de partida para el disefio de fArmacos basado en la estructura para atender
enfermedades neurodegenerativas (esquizofrenia).
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Metodologia
9.1 Parte Experimental

El material de vidrio se seco en una estufa a 100 °C y todos los disolventes fueron
destilados.

El tetrahidrofurano (THF) fue empleado en condiciones de extrema sequedad, la
eliminacién de la humedad se realizd empleando sodio metélico y benzofenona como
indicador, a reflujo y bajo atmosfera de nitrogeno.

Las reacciones fueron monitoreadas a través de la técnica de cromatografia en capa
fina (TLC, por sus siglas en inglés), empleando como fase estacionaria gel de silice 60 Fass y
como agentes reveladores luz ultravioleta (fisico), vapores de yodo, ninhidrina y
permanganato de potasio (quimicos).

Los puntos de fusion se detectaron en un aparato Melt-temp Electrothermal en tubos
capilares abiertos con temperaturas no corregidas.

Los espectros de RMN 'H, RMN C y NOESY se obtuvieron en equipos Varian
Mercury a 200 MHz (4.7 T), Varfan Inova a 400 MHz (9.39 T), Bruker AVANCE III HD a
500 MHz (11.7 T) y Varian VNMRS 600 MHz (14.1 T) empleando como disolvente
cloroformo deuterado (CDCls) con trimetilsilano como referencia interna y metanol
deuterado (CDs;OD); las constantes de acoplamiento (J) estan reportadas en Hz y para
indicar la multiplicidad de las sefiales se utilizaron las siguientes abreviaturas: (a) ancha, (d)
doble o doblete, (dd) doble de dobles, (dt) doble de triples, (t) triplete, (td) triple de dobles,
(c) cuarteto y (m) multiplete. En los casos en los que no se consiguid determinar la
multiplicidad de la sefial se reporta el intervalo de desplazamiento quimico en el que
aparecen.
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9.1.1 Obtencién de las p-lactamas distereoisoméricamente puras derivadas del 2-
fenilmalonato de dietilo (10a, 10a')

9.1.1.1 Sintesis del 2-fenilacrilato de etilo 6a

En un matraz de 100 mL provisto de agitacion magnética y atmosfera de nitrégeno,
se colocaron 3 g (12.7 mmol) de 2-fenilmalonato de dietilo y se adicionaron 50 mL de THF
anhidro, se enfrio en un bafio de hielo a 0 °C. Se adicion¢ 1.42 g (12.7 mmol) de t-BuOK y
se mantuvo a 0 °C durante 10 min. A continuacién, se adicioné 0.46 g (15.3 mmol) de
paraformaldehido y se mantuvo en bafio de hielo durante 20 min. El crudo de reaccién se
dejo reaccionar durante 3 h. La reaccidon fue monitoreada por TLC, observandose la
desaparicion parcial o total de la materia prima. Posteriormente se adicionaron 10 mL de
agua destilada. La fase orgénica se extrajo con AcOEt (3X 10 mL) y se saturo la fase acuosa
con NaCl, se seco sobre Na,SOy, la solucién fue filtrada y el disolvente evaporado a presion
reducida. El crudo de reacciédn fue purificado por columna, obteniéndose un aceite amarillo
claro con un rendimiento de 52.26%, el cual fue caracterizado por RMN 'H y RMN *3C.

0 RMN 'H (600 MHz, CDCls), § (ppm): 1.33 (¢, J = 7.1 Hz, 3H, OCH,CHs),
.. 429(g J=7.1Hz 2H, OCH,CHs), 5.88 (d, J= 1.3 Hz, 1H, CCH.H.), 6.34
(d, J= 1.3 Hz, 1H, CH,CH.Hs), 7.24-7.52 (m, 5H, H-Ar).

RMN C (150 MHz, CDCl;), § (ppm): 14.2 (OCH,CHs), 61.1 (OCH,CH),
126.5 (CH,CH.Hs),128.0 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 128.3 (C-Ar), 136.8 (CC),
6a 141.6 (CH,CH.Hs), 166.8 (CO;EY).

9.1.1.2 Sintesis de (R,S)-2-fenil-3-(((S))-1-fenietil)amino)propanoato de etilo 8a

En un matraz de 50 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 0.78 g (4.44
mmol) del compuesto a,B-insaturado 6a, seguido de la adicién de 0.54 g (4.44 mmol) de la
(S)-feniletilamina y 5% mol de DBU, la mezcla de reaccion se introdujo en un bafio de aceite
a 60 °C, todo esto sin el uso de disolvente. Se dejoé reaccionar a la mezcla durante 2 h. El
crudo de reaccién se sometio a cromatografia en columna, obteniéndose un aceite amarillo
con un 95.5 % de rendimiento. No fue posible separar los diastereoisémeros presentes en
la mezcla mediante cromatografia en columna.
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RMN 'H (600 MHz, CDCls), 8 (ppm): 1.20 (m, 3H, OCH,CH),

NH O 1.29 (dd, J = 6.6, 2.5 Hz, 3H, NHCHCHs), 1.71 (sa, 1H,
o~y NHCHCH). 273 (m 1H CHCHNH), 312 (m 1H,

CHCH,NH), 3.70 (m, 1H, CHCH,NH), 3.77 ((m, 1H,
NHCHCHs), 4.12 (m, 2H, OCH,CH), 7.04-7.48 (m, 10H, H-
Ar).

8a

RMN *3C (150 MHz, CDCL), 8 (ppm): 13.9 (OCH,CHs), 21.0 (NHCHCHS), 46.0 (CHCH,NH),
50.9 (CHCH,NH), 57.2 (NHCHCHs), 60.7 (OCH,CHs), 127.3 (C-Ar), 127.4 (C-Ar), 127.5 (C-
Ar), 128.3 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 137.6 (CH,CHC), 143.5 (NHCHC), 171.8 (COEY).

9.1.1.3 Sintesis del &cido (R,S)-2-fenil-3-(((S))-1-fenietil)amino)propandico 9a

En un matraz de 250 mL se colocan 1.26 g (4.24 mmol) del éster etilico 8a, agua y
metanol como codisolvente. La mezcla de reaccion se reflujo durante 25 h hasta la
desaparicion total de la materia prima. Se evaporé a presion reducida el disolvente hasta
sequedad, no fue necesaria la purificacién del producto. Se recuperé un sélido blanco con
un rendimiento de 87.8 % y un punto de fusion de 179-181 °C.

NHCHCH), 2.75 (m, 1H, CHCH,NH), 3.14 (m, 1H, CHCH,NH),
3.67 (m, 1H, CHCH,NH), 4.06 (qt, J = 6.9, 1.4 Hz, 1H, NHCHCH),
7.08-7.54 (m, 10H H-Ar).

©/\NH . RMN 'H (200 MHz, CD;OD), § (ppm): 1.47(dd, J = 4.7, 1.6 Hz, 3H,
OH

RMN “C (50 MHz, CD:OD), § (ppm): 22.0 (NHCHCHs), 46.4
(CHCH,NH), 49.4 (CHCH,NH), 57.2 (NHCHCH;), 128.0 (C-Ar),
%a 129.3 (C-Ar), 130.1(C-Ar), 141.2 (CH,CHC), 142.7 (NHCHC), 179.6
(CCO).
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9.1.14 Sintesis de (R)-3-fenil-1-((S)-1-fenietil)azetidin-2-ona 10a y (S)-3-fenil-1-((S)-1-
fenietil)azetidin-2-ona 10a'

En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacion magnética, se afiadieron 0.77
g (2.87 mmol) del &cido carboxilico 9a, seguido se agregaron 20 mL de benceno; la mezcla
de reaccion fue purgada con N,. Posteriormente se afiadieron 0.80 mL (5.75 mmol) de EtsN
para después adicionar 0.61 mL (4.31 mmol) de dicloruro fenilfosforilo. Se dejo reaccionar
1 h a reflujo hasta observar se agotara la materia prima. Se purificé el crudo de reaccion por
cromatografia en columna, se lograron aislar dos sélidos en relaciéon 1:1 de cada lactama,
conun 77.9 % de rendimiento. El diastereoisémero 10a’ se recuperd como un sélido ceroso
blanco con un punto de fusion de 49-51 °C. El diastereoisomero 10a se recuperd en forma
de agujas cristalinas con un punto de fusién de 64-65 °C.

: RMN 'H (200 MHz, CDCl;), § (ppm): 1.66 (d, J = 1.0 Hz, 3H,
©/\Nj, NCHCHs), 3.24 (dd, J = 5.5, 2.5 Hz, 1H, CHCH.H,), 3.45 (¢, J =
© 5.5, 2.5 Hz, 1H, CHCH.H), 425 (dd, J = 55, 2.5 Hz, 1H,

CHCH,H.), 5.04 (¢ J =7.1 Hz, 1H, NCHCHs), 7.18-7.59 (m, 10H,

10a H-Ar).

RMN C (50 MHz, CDCls), § (ppm): 20.7 (NCHCHs), 48.3 (CHCHL), 53.2 (CHCH,), 64.8
(NCHCHS), 126.8 (C-Ar), 127.3 (C-Ar), 127. 6 (C-Ar), 127.9 (C-Ar), 137.4 (CH,CHC), 141.5
(NCHC), 166.8 (COEY).

Rotacién Optica Especifica: [a]sss = -24.75 (c 1.0, CH,Cl,)

o RMN 'H (200 MHz, CDCls), § (ppm): 1.65 (d, J = 1.0 Hz, 3H,

N NCHCHs), 3.07 (dd, J = 5.5, 2.5 Hz, 1H, CHCH.H), 3.65 (¢, J =
©/\ 5.5, 2.5 Hz, 1H, CHCH,H.), 4.29 (dd, J = 55, 2.5 Hz, 1H,
CHCH.Hy), 5.05 (¢ J =7.1 Hz, 1H, NCHCH;), 7.12-7.48 (m, 10H,
H-Ar).

10a’
RMN “C (50 MHz, CDCL), § (ppm): 20.3 (NCHCHj), 47.1

(CHCH,), 53.6 (CHCH,), 65.5 (NCHCHs), 126. 7 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 128.3 (C-Ar), 128.4 (C-
Ar), 137.9 (CH,CHC), 141.1 (NCHC), 166.5 (CO,EY).

Rotacién Optica Especifica: [o]sss = -128.30 (c 1.0, CH,Cl)
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9.1.2 Obtencién de las B-lactamas disterecisoméricamente puras derivadas del acido 3-
indolacético (10b, 10b")

9.1.2.1 Sintesis del 3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il) 1 H-indol-1-carboxilato de terc-butilo 6b

En un matraz de 100 mL provisto de agitacion magnética, y atmosfera inerte se
colocod 0.195 g NaH (8.05 mmol) previamente lavado con hexano y a continuacién se
adicionaron 20 mL de THF anhidro. La soluciéon anterior fue sumergida en un bafio a 0 °C
durante 5 min para después adicionar 0.2 g de 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-
carboxilato de terc-butilo (0.7 mmol) y 0.18 g de paraformaldehido (6.03 mmol),
respectivamente. La reaccion se mantuvo a 50 °C por 1.5 h, fue monitoreada por TLC,
observandose la desaparicion parcial o total de la materia prima. Posteriormente, se
adicionaron 10 mL de agua destilada. La fase acuosa se extrajo con AcOEt (3 X 10 mL) y
se saturo la fase acuosa con NaCl, se secd sobre Na,SO,, la solucién fue filtrada y el
disolvente evaporado a presion reducida. El crudo de reaccion fue purificado por columna
obteniéndose un 56.45% de rendimiento como un aceite amarillo claro.

0-Me RMN 'H (400 MHz, CDCLy), § (ppm): 1.28 (s, 9H, OC(CH)s), 3.35 (s

vy  3H OCH:), 585 (d. J =80 Hz 1H CCHy), 637 (d, J = 80 Hz, 1H,

N\ CCH,), 7.11 (¢, J = 8.0 Hz, 1H, CH-Ar), 7.22 (¢, J = 8.0 Hz, 1H, CH-Ar),
7.54 (d, J = 8.0 Hz, H, CH-Ar), 8.08 (s, 1H, NCH), 8.46 (sa, 1H, CH-

N
O)\O Ar).
)V RMN C (100 MHz, CDCL), § (ppm): 28.4 (OC(CHs)s), 31.0 (OCH)
b 52.5 (CH,CO); 84.1 (OC(CHs)s), 115.6-149.4 (C-Ar), 167.0 (CH,CO).

9.1.1.2 Sintesis del 3-((R,S)-1-metoxi-1-0x0-3-(((S)-1-feniletil)amino)propan-2-il)- 1 H-indol-
1-carboxilato de terc-butilo 8b

En un matraz de 50 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 0.12 g (0.39
mmol) del sistema o,-insaturado 6b, seguido de la adicion de 0.49 g (0.39 mmol) de la (S)-
feniletilamina y 5% mol de DBU, la mezcla de reaccion se introdujo en un bafio de aceite a
60 °C, todo esto sin el uso de disolvente. Se dejo reaccionar a la mezcla durante 3 h. El
crudo de reaccion se somete a cromatografia en columna, obteniéndose un aceite amarillo
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con un 62 % de rendimiento. No fue posible separar los diasterecisomeros presentes en la
mezcla mediante cromatografia en columna.

Ph RMN 'H (400 MHz, CDCL), § (ppm): 1.28 (s, 9H, OC(CHs)s), 3.35 (s,
—{ 3H, OCHs), 5.85 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CCHy), 6.37 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
O-Me CCH,), 7.11 (1, J = 8.0 Hz, 1H, CH-Ar), 7.22 (1, J = 8.0 Hz, 1H, CH-Ar),

7.54 (d, J = 8.0 Hz, H, CH-Ar), 8.08 (s, 1H, NCH), 8.46 (sa, 1H, CH-

0
Ar).
\ )
N RMN BC (100 MHz, CDCls), 8 (ppm): 28.4 (OC(CHs)s), 31.0 (OCHs);
O)\SV 52.5 (CH;CO); 84.1 (OC(CHs)s), 115.6-149.4 (C-Ar), 167.0 (CH,CO).
8b

9.1.1.3 Sintesis del 4cido (RS)-2-(1-(terc-butoxicarbonil)-1H-indol-3-il)-3-(((S)-1-
feniletil)amino)propanéico 9b

En un matraz de 50 mL se colocaron 0.102 g (0.24 mmol) del éster etilico 8a, agua y
metanol como codisolvente. La mezcla de reaccion se refluyjo durante 25 h hasta la
desaparicion total de la materia prima. Se evaporé a presion reducida el disolvente hasta
sequedad, no fue necesaria la purificacién del producto. Se recuperé un sélido blanco con
un rendimiento de 90.97 %.

Ph RMN 'H (200 MHz, CD;OD), § (ppm): 1.29 (s, 3H, NHCHCH3), 1.65 (s,
’<NH 9H, OC(CHa)s), 3.31 (m, 2H, CHCH,NH), 3.75 ((m, 1H, CHCH,NH), 4.03
OH  (m, 1H, NHCHCHS), 7.08-7.54 (m, 10H H-Ar).

O RMN BC (50 MHz, CD;OD), &§ (ppm): 22.7 (NHCHCH:), 27.9
N (OC(CHs)s), 38.0 (CHCH,NH), 51.8 (NHCHCH;), 59.5 (CHCH.NH),
N 1283 (C-Ar) 129.5 (C-Ar), 129.7 (C-Ar), 1412 (CH,CHC), 142.2
O)\SV (NHCHC), 149.8 (CH,CHCO), 179.6 (NCO).

9b
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9.1.1.4 Sintesis de 3-((R)-2-oxo-1-((S)-1-feniletil)azetidin-3-il)-1H-indol-1-carboxilato de terc-
butilo 10b y 3-((S)-2-0x0-1-((S)-1-feniletil)azetidin-3-il)- 1 H-indol-1-carboxilato de terc-butilo
10b’

En un matraz redondo de 50 mL provisto de agitacion magnética, se afiadieron 0.09
g (0.21 mmol) del acido carboxilico 9b, seguido se agregaron 20 mL de acetonitrilo; la
mezcla de reaccion fue purgada con N,. A la mezcla se le adicionaron 0.07 mL (0.54 mmol)
de EtsN y 0.061 g (0.24 mmol) del reactivo de Mukaiyama se dejé reaccionar 3 h a reflujo
hasta observar se agotard la materia prima. Se purifica el crudo de reaccién por
cromatografia en columna, se lograron aislar dos aceites en relaciéon 1:1 de cada lactama,
con un 40 % de rendimiento.

. \fo RMN ‘H (200 MHz, CDCL), § (ppm): 1.65 (s, 9H, OC(CHa)s),
©/\ 1.66 (s, 3H, NCHCHs), 334 (dd, J = 55, 2.5 Hz, 1H,
[@ CHCH.Hy), 3.51 (¢, J = 5.5 Hz, 1H, CHCH.H), 4.42 (ddd, J =
N 5.5,2.5,0.8, 1H, CHCH.H,), 5.07 (g, /= 7.1 Hz, 1H, NCHCHs),

Boc 718759 (m, 10H, H-Ar).

10b RMN “C (50 MHz, CDCL), 8 (ppm): 18.2 (NCHCHs), 28.2

(OC(CHs)s), 439 (CHCH.Hs), 453 (CHCH.H,), 516

(NCHCHs), 115.4 (C-Ar), 118.9 (C-Ar), 122.7 (C-Ar), 123.2 (C-Ar), 124.7 (C-Ar), 135.7
(CH,CHC), 140.2 (NHCHC), 167.1 (CH,CHCO), 172.9 (NCO).

Rotacién Optica Especifica: [a]sss = -4.0 (c 1.0, CH,Cl,)

: 5 RMN *H (200 MHz, CDCL,), § (opm): 1.64 (s, 9H, OC(CHz)s),
~N 169 (s, 3H, NCHCHs), 3.18 (dd, J = 55, 25 Hz 1H,
©/\ CHCH.H), 3.70 (¢, J = 5.5 Hz, 1H, CHCH,H,), 445 (ddd, J =
L 55,2.5,0.8, 1H, CHCH.Hs), 5.09 (¢, J = 7.1 Hz, 1H, NCHCHS),

L., 7.18-7.59 (m, 10H, H-Ar).

RMN BC (50 MHz, CDCls), & (ppm): 18.1 (NCHCHs), 28.2

10b* (OC(CHs)s). 43.7 (CHCH.H:), 454 (CHCH.H,). 516
(NCHCH), 115.3 (C-Ar), 119.0 (C-Ar), 122.6 (C-Ar), 123.2 (C-Ar), 124.7 (C-Ar), 135.7
(CH,CHC), 140.5 (NHCHC), 167.6 (CH,CHCO), 171.9 (NCO).

Rotacién Optica Especifica: [o]ss = -13.0 (¢ 1.0, CH,Cl,)
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9.1.3 Obtencién de las B-lactamas diastereoisoméricamente puras usando como auxiliar
quiral la (R)-ciclohexiletilamina (10c, 10c’)

9.1.3.1 Sintesis de 3-(((R)-1-ciclohexiletil)amino)-(R,S)-2-fenilpropanoato de etilo 8c

En un matraz de 50 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 0.2 g (1.13
mmol) del sistema o,f-insaturado 6a, seguido de la adicion de 0.16 mL (1.13 mmol) de la
(R)-ciclohexiletilamina y 5% mol de DBU, la mezcla de reaccion se introdujo en un bafio de
aceite a 60 °C, todo esto sin el uso de disolvente. Se dejo reaccionar a la mezcla durante 2
h. El crudo de reaccién se sometié a cromatografia en columna, obteniéndose un aceite
amarillo con un 69.4 % de rendimiento. No fue posible separar los diastereoisomeros
presentes en la mezcla mediante cromatografia en columna.

RMN 'H (600 MHz, CDCls), § (ppm): 0.96 (m, 3H, OCH,CHs),
NH O 121 (4 J = 7.1 Hz, 3H, NHCHCH;), 0.95-1.72 (m, 10H,
~.. NHCHCy), 2.45 (m, 1H, NHCHCHs), 2.92 (m, 1H, CHCH,NH),
3.30 (m, 1H, CHCH,NH), 3.76 (m, 1H, CHCH,NH), 4.14 ((m,
3H, OCH,CHs), 7.15-7.40 (m, 5H, COCHC-Ar).

RMN ®C (150 MHz, CDCl), § (ppm): 13.0 (OCH,CHj), 17.1

8¢ (NHCHCHS), 25.7 (C-Cy), 26.2 (C-Cy), 28.9 (C-Cy), 41.6 (C-

Cy), 47.2 (CHCH,NH), 51.2 (CHCH,NH), 56.7 (NHCHCHS), 60.7 (OCH,CHs), 127.6 (C-Ar),
127.7 (C.Ar), 137.6 (COCHC-Ar), 171.8 (COCHC-Ar).

9.1.3.2 Sintesis del &cido 3-(((R)-1-ciclohexiletil)amino)-(R,S)-2-fenilpropandico 9c

En un matraz de 100 mL se colocaron 0.202 g (0.66 mmol) del éster etilico 8c, agua
y metanol como codisolvente. La mezcla de reaccién se reflujo durante 25 h hasta la
desaparicion total de la materia prima. Se evapor¢ a presion reducida el disolvente hasta
sequedad, no fue necesaria la purificacién del producto. Se recuper¢ un soélido blanco con
un rendimiento de 84.5 % y un punto de fusion de 200-202 °C.
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RMN 'H (200 MHz, CDsOD), § (ppm): 1.24 (m, 3H, NHCHCH),
NH O 0.94-1.80 (m, 10H, NHCHCy), 3.08 (m, 1H, NHCHCH;), 3.41 (m,

oy 2H. CHCH:NH), 7.08-7.54 (m, 10H H-Ar)

RMN BC (50 MHz, CD;0D), & (ppm): 17.4 (NHCHCHs), 25.8 (C-

Cy). 26.2 (C-Cy), 28.8 (C-Cy), 41.6 (C-Cy), 47.5 (CHCH,NH), 49.2

(CHCH,NH), 56.5 (NHCHCHs), 128.4 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 137.5
9¢ (COCHC-Ar), 175.6 (COCHC-Ar).

9.1.3.3 Sintesis de (R)-1-((R)-1-ciclohexiletil)-3-fenilazetidin-2-ona 10c y (S)-1-((R)-1-
ciclohexiletil)-3-fenilazetidin-2-ona 10c’

En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacidon magnética, se afiadieron
0.135 g (0.49 mmol) del acido carboxilico 9c, seguido se agregaron 10 mL de benceno; la
mezcla de reaccion fue purgada con N,. Posteriormente se afiadieron 0.13 mL (0.98 mmol)
de EtsN para después adicionar 0.10 mL (0.53 mmol) de dicloruro fenilfosforilo. Se dejo
reaccionar 1 h a reflujo hasta observar se agotara la materia prima. Se purifico el crudo de
reacciéon por cromatografia en columna, se lograron aislar dos aceites en relacion 1:1 de
cada f-lactama, con un 53.65 % de rendimiento.

- RMN 'H (600 MHz, CDCL), § (ppm): 1.22 (d, J = 7.221 Hz, 3H,
Nj NHCHCH), 0.94-1.80 (m, 10H, NHCHCy), 3.28 (dd, J = 5.5, 2.5
© Hz, 1H, CHCH,Hs), 3.52 ppm (t, J= 5.5 Hz, 1H, CHCH,H), 3.64

(¢, J= 7.1 Hz, 1H, NCHCHs), 4.31 (dd, J = 5.5, 2.5 Hz, 1H), 7.08-

10c 7.54 (m, 10H H-Ar).

RMN “C (150 MHz, CDCls), 8 (ppm): 17.5 (NHCHCH3), 25.7 (C-Cy), 26.2 (C-Cy), 28.1 (C-
Cy), 40.4 (C-Cy), 45.4 (CHCH,H), 50.7 (CHCH.H?), 60.4 (NCHCH), 127.4 (C-Ar), 128.1 (C-
Ar), 128.7 (C-Ar), 137.3 (C-Ar), 170.6 (CHCON),

Rotacién Optica Especifica: [a]sss = -1.4 (c 1.0, CHCl,)
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0 RMN 'H (600 MHz, CDCls), § (ppm): 1.19 (d, J = 7.221 Hz, 3H,
N NHCHCH3), 0.94-1.80 (m, 10H, NHCHCy), 3.18 ((t, /= 5.5 Hz, 1H,
CHCH.Hs), 3.64 (p, J = 7.1 Hz, 1H, NCHCH}), 3.69 (dd, J = 5.5,
2.5 Hz, 1H, CHCH,H.), 4.28 (dd, J = 5.5, 2.5 Hz, 1H), 7.08-7.54
10¢" (m, 10H H-Ar).

RMN “C (150 MHz, CDCls), 8 (ppm): 18.1 (NHCHCH), 26.4 (C-Cy), 26.6 (C-Cy), 28.5 (C-
Cy), 41.4 (C-Cy), 44.6 (CHCH.Hy), 50.9 (CHCH.H,), 61.9 (NCHCH}), 126.9 (C-Ar), 127.1 (C-
Ar), 128.1 (C-Ar), 137.4 (C-Ar), 171.3 (CHCON),

Rotacién Optica Especifica: [a]sss = -4.9 (c 1.0, CH,Cl,)
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