; E > Instituto de
Invesﬂgacion en
Ciencias
Q/ Basicas y

Aplicadas

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

CENTRO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS

" Sintesis Asimétrica de B-lactamas y su Modelado Molecular “

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

LICENCIADO EN DISENO MOLECULAR Y NANOQUIMICA

PRESENTA:
MITZI RODRIGUEZ REYES

DIRECTOR DE TESIS
DR. JAIME ESCALANTE GARCIA

CUERNAVACA, MORELOS NOVIEMBRE, 2020






INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

&

T TER v ) Control Escolar de Licenciatura

Instituto de
Investigacion en
Ciencias
Basicasy
Aplicadas

VOTOS DE APROBATORIOS

Secretaria Ejecutiva del Consejo Directivo del Instituto de Investigacion en Ciencias
Basicas Aplicadas de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.
Presente.

Por medio de la presente le informamos que después de revisar la version escrita de la
tesis que realiz6 la C. MITZI RODRIGUEZ REYES con numero de matricula 20154010398 cuyo
titulo es:

“Sintesis Asimétrica de B-lactamas y su Modelado Molecular”

Consideramos que Sl reune los méritos que son necesarios para continuar los tramites
para obtener el titulo de Licenciado en Disefio Molecular y Nanoquimica.

Cuernavaca, Mor a 16 de octubre del 2020

ATENTAMENTE
POR UNA HUMANIDAD CULTA

SE ADICIONA PAGINA CON LAS EFIRMAS DE LOS SIGUIENTES:

DRA. LAURA PATRICIA ALVAREZ BERBER PRESIDENTE

DR. CESAR MILLAN PACHECO SECRETARIO

DR. JAIME ESCALANTE GARCIA VOCAL

DR. JOSE MARIO ORDONEZ PALACIOS PRIMER SUPLENTE
DR. JONATHAN ROMAN VALDEZ CAMACHO SEGUNDO SUPLENTE

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuemavaca Morelos, México, 62209.
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 3270/ correo ICBA@uaem.mx

Una universidad de excelencia




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA

LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

5)7LJ§ANJI$dLAI‘2IEOI\él(I)ERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
e abril de i

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JAIME ESCALANTE GARCIA | Fecha:2020-10-20 10:43:33 | Firmante

Da3st70U8mDeukul 2i51bfS2Vi4AZEPfwgRyF3qVSOZdEwzwKpY 6qQT+MT/I1NjCZwMvDZfRjwj+QkRj/9pKWonoHBZf0n2 SwxAsNOFA7SBV2hkuTIRCnRaTcOv4Dg5 T+kI8cDR
5NSev1UCFos6m+DYDS/0+qKIBoZa3PqlLoV7VOerasz4Ay Z9/s90ArV4VmCyXRd4Y ajrUyzcXo/Ju7dWzizlw+IRO+WZKeq+V83x0N7wJ375pl/KDHme4sZRjITz6gb3 JDonUTHMX
ezTbW4sP800mKzDN340rsF2es CGSRPsjdKhL/e75dpfYpegQY TGpRijo4flcZxOBJSOzYg==

JONATHAN ROMAN VALDEZ CAMACHO | Fecha:2020-10-20 11:00:34 | Firmante

kuvZKPRfhRMFBzMKzNzpYmGB+9jA7 1)VOpCMMdw/FlpfasfeG7Pjbm9UzHC1611rP/mBig/Cd0uoSTITIBHqIESWPC9k93xI+keLy1b1pKKxMh T4 s29fErelDS/IOgv8ywDZgq6KJrE
J2yz1CiOADWa14nMuNj2elSsCgOwC5TUccAucqj/czAazl TRxhpq6jF9oRvWPdCbweXUYgwoacQsE/pCmGnB8ypdeYbv/13ZNG8hymte2jN54zPhiDON1G8NQviCLbQ3BJyuz++|
veRznpvWUUSgMJKIQIUWIXkzjOZg5ebBak4 LcJw7RVWmMn19alupSUIhf/JB+cmvNCA==

CESAR MILLAN PACHECO | Fecha:2020-10-20 11:06:29 | Firmante

QXpNO1wWWdsQ5y+ob32N6lum+Pe2XWens74M3yUZ9MgaFtRHo Fdxt0Oyt1cimrtG Cj/4XG6ogAFKtfPdg1s7cHF9tpOwaiWjB5pssiuPwx4leAF4 cQb43zsTbgEwIDoQ5ZLbCyHVKp
HdylJkSc 1f/ORWWTIjfAFi6OUY6NVG/W++iuD QASOKPADrOHX6WtJvUUBbgm2Kjkw2S po4k qK5axI4X GmfgXEIXKgnqVNi4iqJl4QuaVyUktbqoR3ZGpjKQNagWwLsg8x CLdfKcNL
QqYfXsLyl5LTM4xkzB2/JabTagd +wVi+VRI8en9sinuoecxO+H6vYBR37s4pWONQIfFSw==

LAURA PATRICIA ALVAREZ BERBER | Fecha:2020-10-20 11:51:43 | Firmante
b4XqwxgM52+00gUdM1fc/YdpaY6vux+Bj3L1jxS1SYOnhvgmnSMb+EzCc8Qe7GVvf7T2juejaVvacAPC5cwzGVLg8pqTBpxO0GhOxc YPJZEX4WbKXTAAWYYYJXbdVJ5ZCIVSy
yKuYj4etcnDZmFG1iL/rWAv4BjaY cANKGNzNdBj9rncOVFATpfHR2kzQUr2uCz+fn +WbcGwQlogEh oL zQQNbvyEUMwykScvcE7adrXSLtwZIxpo 9CI9kO6mzHdnFalGOuQmixTq1M
n/8fwAuMPhEbdUSC8p JXbcYrMpXUomxQTa1D3xjfsQQL1wScUCFuRjJBBolVQabzspfS+Yw==

JOSE MARIO ORDONEZ PALACIOS | Fecha:2020-10-20 12:25:07 | Firmante

1miulL.Z0/RCB98PFOfTqQZo9F JAz8c0dwq8K4H1kkNhUB6JM17/vIIASHFa7 AEppSLjafWRc T+EmfljqdfSdyCqz4u81CJttQ3 Tw7 TyO T+SfpOmrgd uwgynz9wOjulsnnuAd Sieunx7wH
g1240SEtvZXSNELCL8gOd6tml+jaSZRVo7bkuTh860EZde X+2XFC1F08Xa5862L9wlqcN/QaluHIsUx51i+SjMFETELBY76etL QDNwMOh5huKGHOxM/u5F Jcs4 gkdNHGVX5XU
XiWV7 06uohgK/6HRzmyJOUpD63f+0DV7TSTZ6004BsPSIhPDh7j9 1ePCiQJflsXMPg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

joTE3F

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/oMuBGzZn10MRNHrsqoWB802vQberVnBE

Una universidad de exce




Dedeatorras

En la vida ni se gana ni se pierde, ni se fracasa ni se triunfa, en la vida se aprende,
se crece, se descubre; se escribe, se borra y se reescribe; se brilla, se oscurece,
se resplandece.

A mis superhéroes Narmi y Juan, por su amor incondicional, por su confianza
ciega, por su apoyo moral y econémico, por sus palabras de aliento cuando ya no
podia mas, a ustedes que nunca podré pagarles todos sus desvelos ni con las
riguezas mas grandes del mundo. Estoy muy orgullosa de tenerlos como padres,
ya que la ilusién de su existencia ha sido verme convertida en una persona de
bien; de todo corazén gracias por su incansable labor, los amo.

A mi hermana, quién ha estado conmigo durante todo este camino tan largo, quién
ha estado consolando mi llanto y brinddndome el carifio mas sincero que se pueda
tener. Gracias por ser y estar.

A mi familia: Mis abuelos, mis segundos padres, quiénes dia a dia me apoyaron,
toleraron y me demostraron el amor tan grande que me tienen a pesar de mis
imperfecciones; la vida es mas bonita con ustedes a mi lado. A mi tia, quién sin
tener obligacion alguna ha sido otra madre para mi, gracias por tu amor, confianza
y apoyo. A mis primos, Arturo y Giovanna, por entregarme un abrazo calido, una
sonrisa honesta y un amor de hermanos durante cada momento de mi vida.
Gracias por darme el tesoro mas grande que cualquier persona pueda recibir;
amor.

A Dios, porque, aunque en ocasiones no logro entender los designios que tiene en
mi vida, le estoy agradecida por dejarme cumplir cada suefio que me he propuesto
y sobre todo por nunca dejarme sola.



/f;ma/w/h/é/(toe

Al Dr. Jaime Escalante Garcia, por su apoyo al integrarme en su grupo de trabajo,
por su paciencia, por todas las ensefianzas que me ha brindado, la confianza y
sobre todo el ejemplo de una persona integra tanto académica como moralmente.

Al Dr. Jonathan Roméan Valdez Camacho, porque gracias a su paciencia,
conocimiento, asesoria y amistad, fue posible lograr un gran crecimiento como
estudiante y como persona; siempre estaré muy agradecida.

A los miembros del comité revisor, por dedicarme su tiempo para que este proyecto
creciera extraordinariamente:

Dr. Jaime Escalante Garcia

Dr. Mario Ordofiez Palacios

Dr. Jonathan Roman Valdez Camacho

Dr. Cesar Millan Pacheco

Dra. Laura Patricia Alvarez Berber

A CONACYyT por la beca (No. 28810) otorgada para la realizacién de este proyecto
de tesis.

A mi madre Narmi, porque sin tu amor, confianza y apoyo no estaria cumpliendo
este gran suefio; gracias por ser la mejor mama. A mi padre Juan Francisco, quién
a pesar de todas las adversidades que se han presentado en la vida, siempre ha
puesto el bienestar de su familia primero, gracias por darme ese valor para seguir
adelante dia con dia.

A mi hermana Mariana, porgue a su lado he vivido los momentos mas bonitos de mi
vida, sin pensarlo prometimos sofiar y crecer juntas y vamos a lograrlo.

A mi familia, en especial a mis abuelos Bety y Arturo, por apoyarme en todo
momento y extenderme una mano siempre que la necesité, estaré eternamente
agradecida; le pido a la vida que nunca me falten. A mi tia Areli por su gran amor y
apoyo durante toda mi vida; a mis primos Giovanna y Arturo, por ensefiarme lo
valioso de la vida a través de su sonrisa.

A mi abuelita Carmelita, porque sé que estarias muy orgullosa de mi, no he dejado
de extrafiarte, pero sé que desde el cielo siempre cuidas de mi, jesto va por ti viejita
chula! A mi abuelita Bertha porque eres un angel mas en mi vida.

A mi mejor amiga Mafer, por todas las palabras sinceras de apoyo durante esta
travesia; mi vida no seria la misma sin tu risa. A Vero6nica, por ensefiarme el
significado de la amistad. Las quiero siempre.



A mis compaferos y amigos de generacion, Omar, Alicia, Alain, Victor, Andrea,
Edson y Carlo, gracias por su carifio y apoyo durante estos afios.

A mis amigos del laboratorio. Daniel, Adinah y Jorge por su carifio invaluable y
apoyo sincero (mosqueteros del L-219); Jhony, Adrian Méndez, Adrian Neri, Lety,
Grecia y Rosario, por sus consejos y ayuda durante esta etapa; simplemente el
laboratorio es mas divertido con ustedes y las risas nunca faltan. Gracias por su
bonita amistad.



El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Sintesis Asimétrica del Centro
de Investigaciones Quimicas de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos,
bajo la direccion del Dr. Jaime Escalante Garcia, con apoyo economico del Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia a traves del proyecto CB-2015/28810.



Este trabajo se presentd en los siguientes foros:

< XV afios de Quimica Farmacéutica en la Facultad de Farmacia de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos. (2019).

“Sintesis racémica de B2-aril aminoacidos y (?-aril amino éteres, analogos de
la triptamina”.

% 54° Congreso Mexicano de Quimica, 38° Congreso Nacional de Educacion
Quimica de la Sociedad Quimica de México. (2019).

“Sintesis racémica de B2-aril aminoacidos y [?-aril amino ésteres, analogos
de la triptamina”.



INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS ..ottt sttt sttt en s |
INDICE DE ESQUEMAS ...ttt ettt 11l
INDICE DE TABLAS. ...ttt ettt ettt et eeae e es Vv
INDICE DE COMPUESTOS......coo oottt ettt etesaesaesaennens Vi
ABREVIATURAS Y SIMBOLOS ....ccoeiveiiciecieceeete et VIII
RS U Xl
N = S I N o Xl
CONTENIDO
CAPITULO 1. INTRODUCCION ......oviiiiiiiiiiieeete sttt 1
CAPITULO 2. ANTECEDENTES ......oiiiiiteiteeecteeeeee ettt ettt 3
2.1 AMINOACIHOS. .. uunieeeieeeeec et et e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e s e araaaaaaas 3
VA - 10 1 o= T o [o 1 4
PR G - o - | 0 - 4
2.4 SIiNteSIS de B-LaCtamas..........ccoiiiiiiiiiiiiie e 6
2.5 Microondas en la sintesis de S-aminOAcidos .............cccovvvvvviiiiiiieeeeeeeeeiin, 9
2.6 Compuestos enantiomericCamente PUIOS..........uuuieeeeeeeieeeviiiiiiieeeeeeeeeeennnnanns 10
2.7 Modelado MOIECUIAN .........iii e 12
A TS T=T 0] o] 1o - VAP 14
2.9 Receptores de Serotonina (5-HTR)......coooiiiiiiiiiie 15
2.10 RISPEIITONA .....ccoiiiiiiieieee e 16
CAPITULO 3. JUSTIFICACION......ciiiiiietiicieieeieeie ettt 18
CAPITULO 4. OBJIETIVOS. ...t 19
R CT=T o1 - | ST 19

4.2 ESPECITICOS . ..ceiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 20



CAPITULO 5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ...coooviviiceiiiieeceeeee e, 22

5.1 Part@ QUIMICA .....ceieviiii ettt e e e et e e e e e e e e e aba e e e eeaans 23
5.1.1 ANAIISIS retrOSINTELICO .....uvvvvrviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiaiae i areeennnnnne 23
5.1.2 Metodologia general para la ruta sintética de las B-lactamas derivadas del
acido fenilacetico, 10a-10@" ........cuuiiieeiiiii e e r e 24
5.1.3 Metodologia general para la sintesis de las S-lactamas derivadas del acido
3-indolacético, 10b1-10b1" (ruta SINtELICA 1)......uuvvvrrriirriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineeennnennns 26
5.1.4 Metodologia general para la sintesis de las B-lactamas derivadas del acido
3-indolacético, 10b2-10b2" (ruta SINtELICA 2)......uuvvvrrreirriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieireeeaneanans 27
5.1.5 Metodologia general para la sintesis de las S-lactamas derivadas del acido
3-indolacético, 10b3-10b3" (ruta SINtELICA 3).......uvvveeiiiieeeiiiiiiiiieeee e 28
5.1.6 Metodologia general para la sintesis de las B-lactamas derivadas de la
[gTo (0] g [=1 7= 1ol F= TN K0 Lo IO T 29
5.1.7 Identificacion estructural de 10S COMPUESLOS ..........ccevvvviiiiieeeeiiiiiiiiinn, 30

5.1.7.1 Espectroscopia de RMN ........ccooooiiiiiiiiiiiiieeccceeeiee e 30
5.1.7.2 Cristalografia de RAy0S X......cccceeiiiiiiiiiiiiiee e 30

5.2 Parte ComMpPULACIONAL........ccoeeeeiiiiiiiie e 32
5.2.1 Acoplamiento molecular automatizado ................eeveveieiieiiiiiiiiiiiiiiiiees 32
5.2.2 Reglas de Lipinski en el disefio de nuevos compuestos bioactivos....... 33

5.2.2.1 Molinspiration (CheminformatiCs) ................uuuuummmimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 34

5.2.4 AdmentSAR: Prediccion de las propiedades de absorcion, distribucion,
metabolismo, eliminacion y toxicidad...............coovvvvviiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeee 35
CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION .....ceiviiiiiieieeieceeeeeeeeeeeeeeeeeenns 37

6.1 Parte QUIMICA ... .cceeviieie ettt e e e e e e e e a e e eeeeaans 37

6.1.1 Sintesis de las B-lactamas derivadas de acido fenilacético.................... 37
6.1.1.1 Sintesis del 2-acrilato de Metilo, Ba..........ccocvvveiiiiiiiiiiiieiee e, 37
6.1.1.2 Sintesis de la mezcla diastereocisomérica (S,S) y (S,R) del 2-fenil-3-
((S)-N-feniletilamino)propanoato de metilo, 8a........cccoeeeevvveviiiiiiiiiieeeeeeeenns 40
6.1.1.3 Sintesis diastereocisomérica (S,S) y (S,R) del acido 2-fenil-3-((S)-N-
feniletilamino)propanGiCo, 9a.........coooeeeiiiii i 44
6.1.1.4 Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (S,R) de 3-fenil-1-((S)-N-
feniletilazetidin-2-0na, 10a — 10@" ........cc.oiieiiiiiiieeee e 47

6.1.2 Sintesis de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético (primera ruta
(0 LT 0 (=15 ) N 51



6.1.2.1 Sintesis del 3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato

de tert-DULIO, BI1 .....ueiiiiiiiiiiiiii 51
6.1.2.2 Adicion tipo Michael de la (S)-feniletilamina al derivado a,B-insaturado
N-BocC protegido, 801 .....coovviiiiiiiii 54
6.1.2.3 Sintesis diastereoisomérica del acido 2-(1-tert-butoxicarbonil-1H-
indol-3-il-3((S)-N-feniletilamino)propandico, 9b1...........cccevvvviiiiiiiiiieeeeeeeeas 55
6.1.3 Sintesis de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético (segunda
(0] e o (IS [ a1 (1SS 56
6.1.3.1 Sintesis del 2-(1H-indo-3-il)acetato de bencilo, 3bz.........ccccccceee.... 56
6.1.3.2 Sintesis de 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de tert-
DULIIO, 4D2...ciiiieeeee e 57
6.1.3.3 Reaccion de aminometilenacion para la sintesis de 8bo.................. 60

6.1.4 Sintesis de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético (tercera ruta
0B SINTESIS) weriiieeiiiiiit ettt e e e e e e e e e e e e e e 61
6.1.4.1 Sintesis del 3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato
(o (ST (] ol o 10 1] [0 TR ] o 1< TR 61
6.1.4.2 Sintesis de la mezcla diastereocisomérica (S,S) y (S,R) del 3-(1-
benciloxi-1-o0xo0-3-((S)-N-feniletilamino)propan-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de
10T o0 ][ TR < o K TR 63
6.1.4.3 Sintesis de la mezcla diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del &cido 2-(1-
tert-butoxicarbonil-1H-indol-3-il)-3-((S))-N-feniletilamino)propandico, 9bs... 64

6.1.4.4 Obtencion de las B-lactamas derivadas del &cido 3-indolacético .... 65

6.2 Parte CompPUtaCIONAL.........ccooeeeiiiiiiiice e e 72
6.2.1 Acoplamiento molecular (Molecular Docking)..........cccccceeeeiiiieeiiiiiiinnnnnn. 72
6.2.1.1 Acoplamiento molecular sobre 5-HT2AR..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 73
6.2.1.1.1 Acoplamiento molecular de las B-lactamas derivadas del &acido
fenilacético 10ay 10a’ sobre 5-HT2AR ... 74

a) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10a
510 o] (SIS T o 102 A 74

b) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10a’
510 o] (=TT o I A 76
6.2.1.1.2 Acoplamiento molecular de las B-lactamas derivadas del acido 3-
indolacético 10bsz y 10b3’ sobre 5-HT2AR .......cccuvviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 78

a) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10bs
510 o] (=TT o I A 79

b) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10bs’
510 o] (SRR o 102 A 81



6.2.2 Andlisis del acoplamiento molecular.............cccoeeeviiiiiiiiiiiie e, 83

6.2.3 Prediccion de absorcion y permeabilidad celular (Molinspiration) ......... 85
6.2.4 Prediccion de las propiedades farmacocinéticas (AdmetSAR) .............. 86
CAPITULO 7. CONCLUSIONES .....cootiieiiiieieie ettt 88
CAPITULO 8. PERSPECTIVAS ....oviiiieeceete ettt ee ettt 89
CAPITULO 9. PARTE EXPERIMENTAL ...ttt 90
9.1 INfOrmacion GENEral............ccoviiiiiiiiiieeee e 90
9.2 Part@ QUIMICA ... ceieviiieeeeeiie ettt e e e e e e e e e e e e e e eaba e e eesaans 91
9.2.1 Sintesis del compuesto 2-fenilacrilato de metilo................ooceeviiviiinnnnnnn. 91
9.2.2 Sintesis del compuesto (R,S)-2-fenil-3-((S))-N-feniletilamino)propanoato

[0 L= 0 11T ][ 1 92
9.2.3 Sintesis del acido (R,S)-2-fenil-3-(N-feniletilamino)propandico ............. 92
9.2.4 Sintesis diastereocisomérica (S,S) y (S,R) de 3-fenil-1-(S)-N-
feNIletilazetidin-2-0N@..........uuuiiiiiiiiiiiii b 93
9.2.5 Sintesis del 2-(1H-indol-3-il)acetato de bencilo ............ccccccceeiiiiiinnneee. 94
9.2.6 Sintesis del 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo
........................................................................................................................ 95
9.2.7 Sintesis del 3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de

1= o011 o 96
9.2.8 Sintesis del 3-((R,S)-1-benciloxi-1-o0x0-3-((S)-N-feniletilamino)propan-2-
il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo ... 97
9.2.10 Sintesis diasterecisomérica (S,S) y (S,R) de 3-(-2-oxo-1-(S)-N-
feniletilazetidin-3-il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo ...............ccovveeeneenen. 99
RMN !H de (S,S)-1-bencilmetil-3-[(N-tert-butoxicarbonil)indoillazetidin-2-ona
...................................................................................................................... 100
RMN H de (S,R)-1-bencilmetil-3-[(N-tert-butoxicarbonil)indoillazetidin-2-ona
...................................................................................................................... 100



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Compuestos con nucleo de B-aminoAcido............cccceeeevvvivvriiiiiiieeeeeeeennns 1
Figura 2. Clasificacion estructural de 10S aminoAacidos. ............ccceevvvvrviiiiiieeeeeeennnnns 3
Figura 3. Clasificacion por Seebach de -aminoacidos. ............ccceevvvvvviiiiieeeeeeeeenns 4
Figura 4. Principales antibidticos B-1actamiCos. ...........ccouvviiiiiiiiiiiiiiieie e 5
Figura 5. Compuesto B-lactamico disefiado para el tratamiento del cancer. .......... 6
Figura 6. Clasificacion de radicales acilO. ............ccceeiriiiiiiiiiiiiiee e 8
Figura 7. Microondas en el espectro electromagn@étiCo. ..........cccccovviiiviiiiieieeennnnnnns 9
Figura 8. Estructura de la SErotoniNa. ...............uuueuuuiieiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeees 15
Figura 9. Estructura de la riSPeridona. ..............uuueuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeees 17
Figura 10. Estructura de farmacos antipSICOtICOS. ..........oovivviiiiieiieeeeiiiiiieeeeeen 17
Figura 11. B-lactamas @ SINtELIZA............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
Figura 12. Servidor en linea Molinspiration (https://www.molinspiration.com/)..... 35
Figura 13. Programa computacional AdmetSAR (Immd.ecust.edu.cn)................. 36
Figura 14. Espectro de RMN de *H (CDCIz, 200 MHz) del compuesto 6a............ 39
Figura 15. Espectro de RMN de 3C (CDCls, 200 MHz) del compuesto 6a. ......... 40
Figura 16. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) de la mezcla
diastereoisomérica del cCOmpUESLO 8a. ........ccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiie e 43
Figura 17. Espectro de RMN de H (CD30OD, 200 MHz) de los diastereoisémeros
(S,S) Y (S,R) del COMPUESLO 9@, .....uiiiiiiiiiiieicce e e e 46
Figura 18. Espectro de RMN de 3C (CD30OD, 200 MHz) del compuesto 9a. ....... 47
Figura 19. TLC para las B-lactamas diastereiSomericas...........c.ccevvvvveeeeeeeeeeennnns 48
Figura 20. (1) Estructura molecular en la estructura cristalina de la g-lactama menos
polar, (2) Distancia entre hidrOgenO0S. ............ieiiiiieiiiiieice e 49
Figura 21. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) del diastereoisémero mas
010} = S RRPPRPN 50
Figura 22. Espectro de RMN de 'H (CDClz, 200 MHz) del diastereocisémero menos
POLAT . e 51
Figura 23. Espectro de RMN de *H (CDCls, 200 MHz) del éster bencilico derivado
del &cido 3-INdOIACELICO. .......ccceeeeeeeeeeeeeee e 57
Figura 24. Espectro de *H (CDCIs, 200 MHz) del éster bencilico derivado del acido
3-INAOIACELICO. ... 60
Figura 25. Espectro de *H (CDCls, 200 MHz) del derivado 6bs. ..............cccuveeeee. 62
Figura 26. Espectro de *H (CDCls, 200 MHz) del derivado 6bs. .............cccveeeenee. 63
Figura 27. Espectro de *H (CDCls, 200 MHz) del derivado 9bs. ..........cccceevveeneee. 65

Figura 28. Espectro de 'H (CDCls, 200 MHz) del diastereoisémero mas polar. ... 68
Figura 29. Espectro de 'H (CDCls, 200 MHz) del diastereoisémero menos polar.69
Figura 30. Experimento NOESY para los diastereocisdmeros mas polar y menos
010 = U 70
Figura 31. Configuracion relativa para las S-lactamas diastereoisoméricas.......... 71


file:///C:/Users/Admin/Documents/TESIS%202.0/TESIS%20MITZI%202020.docx%23_Toc38016291
file:///C:/Users/Admin/Documents/TESIS%202.0/TESIS%20MITZI%202020.docx%23_Toc38016291

Figura 32. Acoplamiento molecular del compuesto Risperidona sobre el sitio activo

B S-HT 2AR. e 73
Figura 33. Sobreposicionamiento del conférmero de la B-lactama 10a y Risperidona
sobre el sitio activo de 5-HT2AR. ... 75
Figura 34. Acoplamiento molecular de la B-lactama 10a sobre el sitio activo de 5-
I N 75
Figura 35. Interacciones presentadas por la B-lactama 10a sobre el sitio activo de
B H T 2A R . e 76
Figura 36. Sobreposicionamiento del conférmero de la p-lactama 10a' y
Risperidona sobre el sitio activo de 5-HT2AR. ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 77
Figura 37. Acoplamiento molecular de la B-lactama 10a' sobre el sitio activo de 5-
1022 77
Figura 38. Interacciones en 2D presentadas por el compuesto 10a’ sobre la cavidad
(0 LT o N 2 T 78
Figura 39. Sobreposicionamiento del compuesto 10bs y Risperidona sobre el sitio
ACHVO A 5-HT2AR. ...ttt e e e et e e e e e e e e e eaeennnnnes 79
Figura 40. Acoplamiento molecular de la B-lactama 10bs sobre el sitio catalitico de
ol 2 80
Figura 41. Diagrama en 2D de las interacciones presentadas por 10b3’ sobre el sitio
AaCtVO de 5-HT2AR. .. 81
Figura 42. Sobreposicionamiento del conférmero 10bs’ y Risperidona sobre el sitio
AaCtVO de 5-HT2AR. .o 82
Figura 43. Acopamiento molecular del compuesto 10bs’ sobre el sitio activo de 5-
I 82

Figura 44. Interacciones presentadas por el compuesto 10bs’ en 2D sobre la
cavidad de 5-HT2AR. ... 83



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1. Cicloadicion de Staudinger. .............cccoiiaiiiiiiiiiiieeeee e 7
Esquema 2. Clasificacion de ciclacion de B-lactamas segun el tipo de enlace. ..... 7
Esquema 3. Ciclacién tipo C3-Ca para la obtencion de B-lactamas. .................ee.e. 8
Esquema 4. B-amino ésteres asistido por MiCroondas. ............cceeeeeeeiiiiiiieeeeeeenn 10
Esquema 5. Obtencion de CEP a partir de bioderivados. .........ccccccoviiiiiiiiieeennn. 11
Esquema 6. Obtencion de CEP a partir de métodos quimicCoS. .............eeveevneennnns 12
Esquema 7. Analisis retrosintetico de los compuestos S-lactdmicos.................... 23
Esquema 8. Estrategia para la preparacion de B-lactamas derivadas del acido
(2011 F= Vol = 1 [ o JA PP 24
Esquema 9. Estrategia (1) para la preparacion de B-lactamas derivadas del acido
S-INAOIACELICO. ... 26
Esquema 10. Estrategia (2) para la preparacion de B-lactamas derivadas del &cido
S-INAOIACELICO. ... 27
Esquema 11. Estrategia (3) para la preparacion de B-lactamas derivadas del &cido
S-INAOIACELICO. ..o 28
Esquema 12. Estrategia para la preparacion de B-lactamas derivadas de la

10Te (o] g = r= Uod o = 29
Esquema 13. Sintesis del 2-fenilacrilato de metilo, 6a. .............ccoeevvviiieiieeeeriennnn, 37
Esquema 14. Mecanismo de reaccion que explica la formacion del 2-feniacrilato
de metilo, 6a y su producto de auto-adicion de Michael................cccceeeeeeeee. 38
Esquema 15. Sintesis diastereocisomérica del 2-fenil-3-((S)-N-
feniletilamino)propanoato de metilo, 8a............coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 41
Esquema 16. Mecanismo de reaccion que explica la formacién del 2-fenil-3-((S)-
N-feniletilamino)propanoato de Metilo, 8a. ............uuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 42
Esquema 17. Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del acido 2-fenil-3-((S)-N-
feniletilamino)PropanGiCO, 9a..........cueiiie e e 44

Esquema 18. Mecanismo de reaccion que explica la formacién de los
diastereoisdmeros (S,S) y (S,R) del acido 2-fenil-3-((S)-N-

feniletilamino)propanGiCo, 9a..............iiiiii i 45
Esquema 19. Lactamizacion para la identificacion de diastereoisémeros............ 48
Esquema 20. Sintesis del 3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato
de tert-bDULIlO, BB 1. ... 52
Esquema 21. Mecanismo que explica la formacion del derivado a,B-insaturado N-
BOC Protegido, B, ......uu e 53
Esquema 22. Reaccion Diels-Alder espontanea del derivado 6ba. ...................... 54
Esquema 23. Condiciones de reaccion para la adicién de Michael de la (S)-
feniletilamina (7) al derivado 6D1. ... 55

Esquema 24. Sintesis diastereoisomérica del acido (S)-2-[(N-tert-
butoxicarbonil)indoil]-3-(N-bencilmetilamino)propandico, 9b1. ........ccccceeeeeiiiiiinn, 55



Esquema 25. Sintesis del 2-i(1H-indol-3-il)acetato de bencilo, 3boa...................... 56
Esquema 26. Sintesis de 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de tert-

DULIIO, 2. e 58
Esquema 27. Mecanismo de reaccion para la obtencion del derivado N-Boc
o]0 1 (=T [ o o T RPN 59
Esquema 28. Condiciones de aminometilenacion para la obtencion del derivado

5] o 1 TSSO 60
Esquema 29. Sintesis de 3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-
carboxilato de tert-DULIO, B3, ... ... 61

Esquema 30. Sintesis de la mezcla diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del 3-(1-
benciloxi-1-ox0-3-((S)-N-feniletilamino)propan-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-

(0101 TR =1 o T TSSO ORPRR 64
Esquema 31. Hidrogenacion catalitica del compuesto 8bs para la obtencion del
(oo] 00 oTU[=TS] (0 IR F TP RSO 64

Esquema 32. Obtencion de las B-lactamas utilizando el reactivo de Mukaiyama. 66
Esquema 33. Mecanismo de reaccion que explica la formacién de B-lactamas
utilizando el reactivo de MUKaIYAMAL. ..........uuuuuumuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 67



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Técnicas cCompULaCIONAIES. ...........uuuiiiiiiieiiiiiiieeee e 14
Tabla 2. Valores de RMSD y energia de afinidad para los compuestos finales.... 84
Tabla 3. Analisis de los postulados de Lipinski para los compuestos finales........ 85

Tabla 4. Propiedades farmacocinéticas de los compuestos finales, calculadas
mediante el programa AAMETISAR. ........uuuuiiiiiiiiiii e 86



INDICE DE COMPUESTOS

(0] (o)
OCH, OCH;,
4a 6a
2-fenilacetato de metilo 2-fenilacrilato de metilo
Ph/\TH o) Ph/\TH o)
OCH;, ;% ~OH
8a ) 9a
(R,S)-2-fenil-3-((S)-N-feniletilamino) Acido (R,S)-2-fenil-3-((S)-N-feniletilamino)
propanoato de metilo propandico
= o E o
N\f N
//,,.©
10a 10a’
(R)-3-fenil-1-(S)-N-feniletilazetidin-2-ona (S)-3-fenil-1-(S)-N-feniletilazetidin-2-ona
Ph
OCH, f(
NH
/ OCH;,4
(0]
N\ o
N
\ N\
Boc N
Boc
6b, 8b,

3-(1-metoxi-1-0x0-3-((S)-N-feniletilamino)
propan-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-
butilo

3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-
indol-1-carboxilato de tert-butilo



OCH,Ph

OCH,Ph
o o
A A\
N
N
\
H Boc
3b; 4b,
2-(1H-indol-3-il) acetato de bencilo 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1 H-_lndol-1 -carboxilato
de tert-butilo
Ph
OCH,Ph '(
NH
OCH,Ph
S /
A\ o
N
\ N
Boc N
\
Boc
6b; 8b3

e . Ao B 3-((R,S)-1-benciloxi-1-oxo0-3-((S)-N-
3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1 H-indol feniletilamino)propan-2-il)-1H-indol-1-

-1-carboxilato de tert-butilo carboxilato de tert-butilo
Ph
H o
NH :
/ OH Ph/\ N \f
I/,'.
° |
N
\ \
N Boc
\
Boc
9b, 10b;

3-((R)-2-ox0-1-(S)-N-feniletilazetidin-3-il)-1 H-

Acido (R,S)-2-(1-tert-butoxicarbonil-1H-
indol-1-carboxilato de tert-butilo

indol-3-il)-3-((S)-N-feniletilamino)propanédico

= 0
Ph”” N
N
\
Boc

10b;’
3-((S)-2-ox0-1-(S)-N-feniletilazetidin-3-il)-1H-
indol-1-carboxilato de tert-butilo



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

13C
1H
5-HT
5-HTR

8NU

(CHZO)n

°C

AcOEt
BnBr
Boc
CCF
CEP

COSY

dd
ddd
dddd

DMAP

Carbono trece

Proton
5-hidroxitriptamina o serotonina
Receptores 5-HT
Ligando Risperidona
Desplazamiento quimico
Paraformaldehido
Grados centigrados
Angstrom

Acetato de etilo
Bromuro de bencilo
tert-Butil carbamato

Cromatografia en capa fina

Compuestos enantioméricamente puros

Espectroscopia de correlaciones (Correlations Spectroscopy)

Doble (sefial)
Doble de dobles (sefal)

Doble de doble de dobles

Doble de doble de doble de dobles

4-dimetilaminopiridina



DMT
DOI
EtsN
GABA
gem
GHz
GPCR

GS

Hex

HMBC

HSQC

Hz

LIHMDS
LSD
m
min
mm
MW

NaH

N,N-diemetiltriptamina
1-(4-yodo-2,5-dimetoxifenil)-isopropilamina
Trietilamina

Acido gamma-aminobutirico

Geminal

Giga Hertz

Receptores acoplados a proteinas G
Grupo saliente

Hora

Hexano

Correlacién de enlace multiple heteronuclear (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation)

Espectroscopia de correlacion heteronuclear de un Unico cuanto
(Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy)

Hertz

Constante de Acoplamiento
Hexametildisililazano de litio
Dietilamida de acido lisérgico
Metro

Minutos

Milimetro

Microondas (microwave, en inglés)

Hidruro de sodio



Espectroscopia de efecto nuclear Overhauser (Nuclear Overhauser

NOESY Enhancement Spectroscopy, en inglés)
Ph Fenilo
ppm Partes por millén
. Libras por pulgada cuadrada (pounds-force per square inch, en
Pt inglés)
q Cuarteto (sefial)
rac Racémico
RMN Resonancia Magnética Nuclear
RMSD Desviacion cuadréatica media (root-mean-square deviation, en inglés)
SNC Sistema Nervioso Central
t Triple (sefial)
THF Tetrahidrofurano

W Watts



RESUMEN

Existen numerosos enfoques para la sintesis del anillo 8-lactdmico; sin embargo, la
sintesis de compuestos con un anillo de B-lactama apropiadamente sustituido con
la diastereoselectvidad deseada ha llamado la atencion debido a la posibilidad de
presentar propiedades farmacoldgicas importantes. En el presente trabajo se realizé
la sintesis de diversas B-lactamas derivadas del acido fenilacético y del acido 3-
indolacético.

Se prepararon el éster metilico derivado del acido fenilacético y los ésteres metilico
y bencilico derivados del acido 3-indolacético respectivamente, estos ultimos fueron
previamente protegidos con anhidrido Boc. Enseguida, se realizé la sintesis de sus
respectivos derivados a,B-insaturados, para a continuacion, llevar a cabo adiciones
tipo Michael de (S)-feniletilamina sobre los ésteres metilicos y bencilicos a,B-
insaturados. Posteriormente, se realizaron reacciones de hidrdlisis alcalina en los
derivados metilicos o bien hidrogendlisis a los B2-Aril amino ésteres bencilicos
preparados, para asi aislar los B2-Aril amino&cidos. Finalmente se desarrollaron
reacciones de lactamizacion para el aislamiento de los correspondientes
diastereoisémeros, y se procedié a su caracterizacion por RMN H y 13C.

Asi mismo, se realizé el acoplamiento molecular dirigido de las B-lactamas
derivadas del acido fenilacético, el &cido 3-indolacético y la indometacina utilizando
el programa Autodock Vina en el visualizador Chimera, comparandolas con el
ligando comercial Risperidona (8NU) y empleando el receptor 5-HT2AR presente
en enfermedades neurodegenerativas como posible diana terapéutica.
La desviacion de la raiz cuadrada media (RMSD) de las posiciones atomicas, fue
utilizada para medir la distancia media entre los atomos de la interaccién proteina-
ligando. 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. Por medio
del programa Maestro fue posible realizar un modelado predictivo explorando el
espacio quimico de las B-lactamas, observando las interacciones presentes con los
residuos de aminoacidos.

Adicionalmente se llevo a cabo la evaluacion de manera predictiva de sus
propiedades farmacocinéticas (absorcion, distribucion, metabolismo, eliminacion) y
toxicidad, asi como la evaluacion de las reglas de Lipinski, empleando una serie de
programas quimio-informéaticos, obteniendo resultados favorables para cada uno de
los compuestos disefiados.



ABSTRACT

There are several methods for the synthesis of the B-lactam ring; however, the
synthesis of compounds with an appropriately substituted B-lactam ring with the
desired diastereoselectivity has drawn attention to the possibility of exhibiting
important pharmacological properties. In the present work, the synthesis of various
B-lactam rings derived from phenylacetic acid and 3-indolacetic acid was performed.

The methyl ester derived from phenylacetic acid and the methyl and benzyl esters
derived from 3-indolacetic acid were prepared respectively, the latter were previously
protected with Boc anhydride. Subsequently, the synthesis of their respective a,B-
unsaturated derivatives was performed, and then Michael-type additions of (S)-
phenylethylamine were carried out on the a,B-unsaturated methyl and benzyl esters.
Then, alkaline hydrolysis reactions were performed on the methyl derivatives or
hydrogenolysis reactions on the B%-Aryl amino benzyl esters prepared, to thereby
isolate the B%-Aryl amino acids. Finally, lactamization reactions were developed for
the isolation of the corresponding diastereoisomers, and their characterization was
performed by 'H and 3C NMR.

Also, the directed molecular coupling of the B-lactams derived from phenylacetic
acid, 3-indolacetic acid and indomethacin was performed using the Autodock Vina
program on the Chimera visualizer, comparing them with the commercial ligand
Risperidone (8NU) and using the receptor 5-HT2AR present in neurodegenerative
diseases as a possible therapeutic target. The mean square root deviation (RMSD)
of the atomic positions was used to measure the mean distance between the atoms
of the protein-ligand interaction. From the data obtained from each compound, it is
possible to specify that these are within the acceptable range of the RMSD values.
Through the Maestro program, it was possible to carry out predictive modeling by
exploring the chemical space of the [B-lactam rings, observing the interactions
present with the amino acid residues.

Additionally, the predictive evaluation of its pharmacokinetic properties (absorption,
distribution, metabolism, elimination) and toxicity was carried out, as well as the
evaluation of the Lipinski rules, using a series of chemo-computer programs,
obtaining favorable results for each one of the designed compounds.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los a-aminoacidos son compuestos organicos que contienen un grupo carboxilo y
un grupo amino unidos al mismo atomo de carbono. Los a-aminoécidos se
encuentran en los 20 amino&cidos que forman parte de las proteinas;® sin embargo,
los B-amino&cidos no se encuentran de manera tan comun en la naturaleza. La (-
alanina es el B-aminoacido mas sencillo y abundante en la naturaleza.

Los B-aminoacidos son importantes constituyentes en muchos compuestos
biolégicamente activos y precursores de la clase de antibidticos B-lactamicos.
Ejemplos bien conocidos son el agente anticancerigeno estabilizador de
microtubulos Taxol, el inhibidor de la proteasa Bestatin, utilizado en el tratamiento
de la leucemia mieloide aguda y Telaprevir, desarrollado para el tratamiento de la
hepatitis C (Figura 1).?

(o) OBz OAc

Taxol Bestatin

N /"
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o
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Figura 1. Compuestos con nucleo de -aminoacido.

Los derivados naturales de los -aminoacidos a menudo se caracterizan por sus
potentes actividades farmacoldgicas y toxicolégicas, que a menudo se basan de
manera crucial en sus subestructuras de B-aminoacidos, como lo son péptidos,
depsipéptidos, lactamas, alcaloides y otros productos naturales.?



Los B-aminoacidos son componentes de algunas toxinas y una clase especial de
lipopéptidos formadores de poros,* con actividad bacteriana y antifingica.

Ademas de la importancia farmacoldgica de los S-aminoacidos, se ha demostrado
Su uso como componentes basicos para la preparacion de analogos modificados de
péptidos biolégicamente activos;> que a menudo muestran una actividad
farmacolégica interesante, con un aumento de potencia® lo que le confiere
estabilidad enzimatica; desempefiando un papel importante en el avance de la
comprension de mecanismos enzimaticos, las conformaciones de proteinas y las
propiedades relacionadas con el reconocimiento molecular.

En sintesis organica, los B-aminoacidos se usan comunmente como bloques de
construccién quirales,” y una gran cantidad de investigacion se ha centrado en
meétodos faciles, practicos y escalables para su preparacion.

Entre los diversos B-aminoacidos, las B-lactamas representan una subclase de
compuestos particularmente intrigante. Ahora se reconoce que los S-aminoacidos
gue presentan un anillo de cuatro miembros en su estructura, no solo pueden
cambiar notablemente las propiedades biolégicas de algunos aminoacidos
naturales, sino que también son intermediarios clave en el disefio de ciertos
farmacos.®

Dado su valor, muchos grupos de investigacion se han centrado en su sintesis y
aplicaciones, lo que ha dado lugar a una gran cantidad de compuestos derivados
de B-aminoacidos.” En este sentido, el presente proyecto de Tesis tiene como
propasito contribuir al desarrollo de metodologias que permitan preparar S-lactamas
con un grupo aromatico en la posicion dos.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Aminoécidos

Los aminoacidos son compuestos biologicamente importantes, ya que estos tienen
diferentes funciones en el organismo, pero ante todo sirven como unidades basicas
de péptidos y proteinas. En el cddigo genético solo se consideran los veinte a-
aminoécidos proteicos, los cuales se encuentran regularmente en las proteinas y en
algunos casos sufren modificaciones después de su incorporacion a ellas.

De acuerdo con la localizacion del grupo amino (-NH2) con respecto del grupo
carboxilo (-CO2zH) se asigna cierta clasificacion estructural en los aminoéacidos, ya
sea alfa (a-), beta (8-), gama (y-), delta (¢-), entre otras (Figura 2).

4 ~
(] o) R? 0 R2 o R? R4
HO HO NH, HO HO NH,
R R R? R3 R! R3

a - aminoacido f - aminoacido y- aminoacido 6 - aminoacido
\_ J

Figura 2. Clasificacion estructural de los aminoacidos.

Debido a su versatilidad, los aminoacidos han sido ampliamente usados en la
sintesis de heterociclos quirales enantioméricamente puros,® de igual forma en los
lipidos estan presentes o sus derivados como unidades basicas.'®© Ahora bien,
algunos aminoéacidos se desempefian como neurotransmisores, siendo otros
precursores de neurotransmisores, de mediadores o de hormonas.®°

En este sentido, la sintesis de aminoacidos ha recibido una especial atencion en los
altimos afnos, debido a las importantes actividades biolégicas mostradas por este
tipo de compuestos.*!



2.2 B-aminoéacidos

Con excepcion de la B-alanina y el acido B-aminoisobutirico, los cuales constituyen
intermediarios clave en varias rutas metabdlicas, los S-aminoacidos no son tan
abundantes en la naturaleza como los a-aminoacidos. Sin embargo, se presentan
como parte esencial en una variedad de compuestos biolégicamente activos.?

Para distinguir isobmeros posicionales de los B-aminoacidos, se propuso la
nomenclatura de Seebach y colaboradores, la cual indica la posicion del grupo R
sustituyente donde se plantearon los términos 8- y B3-aminoacido (Figura 3).12

B 2%-aminoacido, R®=H
3.aminoacido, R2=H

yi4

L B-cicloaminoacido, R%-R3 = (CHz)nJ

Figura 3. Clasificacion por Seebach de B-aminoacidos.

Se han establecido una gran cantidad de enfoques quimicos para producir B-
aminoécidos quirales que incluyen la resolucion de los S-aminoacidos racémicos, el
uso de a-aminoacidos quirales naturales y la sintesis asimétrica.'?

El reciente aumento de la investigacion en el area de los S-aminoé&cidos, aparte de
su propia actividad biol6gica generalmente alta,'* se debe a su importancia en la
sintesis de compuestos mas complejos como las B-lactamas, B-péptidos y -
ciclopéptidos.

2.3 B-Lactamas

El descubrimiento de la estructura quimica de la penicilina en 1928 por Alexander
Fleming y la identificacion del anillo de 2-azetidona como subunidad estructural



clave en la actividad biolégica de dicho compuesto, dio como resultado un gran
desarrollo en los métodos de sintesis de este esqueleto heterociclico.®

El fundamento quimico de la actividad biologica y de la inhibicion enzimatica de los
antibioticos B-lactamicos parece estar relacionado con la reactividad del anillo de
cuatro miembros, y con la susceptibilidad del grupo carbonilo a ataques
nucleofilicos.'® Existen diferentes familias de antibiéticos B-lactamicos, entre las
cuales destacan las penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas entre los sistemas
biciclicos; las nocardicinas y monobactamas entre los monociclicos (Figura 4);1’
estas constituyen las familias de antibiéticos mas empleadas en el mercado
mundial.>16
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Figura 4. Principales antibioticos B-lactamicos.

El espectro de accion y su susceptibilidad a las enzimas B-lactamasas hace
diferentes a las familias de antibidticos S-lactamicos, que el motivo mas comun de
resistencia antibacteriana.'® Algunos antibiéticos B-lactamicos han sido estudiados
como agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotréfica.'®



Se han encontrado nuevas y prometedoras aplicaciones de las fB-lactamas
monociclicas como inhibidores enzimaticos de serina proteasas.2° Por otro lado, el
esqueleto monociclico de B-lactama se ha empleado como base para el disefio de
nuevos agentes anticancerosos.?! Esta nueva estrategia para el tratamiento del
cancer se basa en la activacion selectiva de la apoptosis o muerte celular
programada de células tumorales.

El compuesto de la Figura 5 destaca, ya que es capaz de inducir apoptosis
mediante la activacion de caspasas en diferentes lineas tumorales, como cancer de
mama o proéstata.??
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Figura 5. Compuesto B-lactdmico disefiado para el tratamiento del cancer.

2.4 Sintesis de B-Lactamas

Los métodos para la sintesis de B-lactamas?® se pueden clasificar en dos
categorias, siendo estas: (1) procesos que dan lugar al anillo heterociclico por
formacion simultanea de méas de un enlace, y (2) procesos que suponen la
formacion de un solo enlace para la generacion del esqueleto B-lactamico.

Como ejemplo del primer método de sintesis, se puede encontrar la ciclacion de
Staudinger,®* la reaccién mas utilizada por su sencillez y eficacia; implica la
cicloadicion [2+2] entre iminas y cetenas (Esquema 1). Su mecanismo va a través
de una reaccién concertada para dar lugar al anillo 8-lactamico.
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Esquema 1. Cicloadicion de Staudinger.

La estereoquimica de las B-lactamas obtenidas puede ser cis o trans 0 mezcla de
ambos isémeros. La naturaleza de los sustituyentes tanto en las iminas como en los
cloruros de acido empleados como precursores de las cetenas, asi como el tipo de
base, el disolvente, las condiciones de reaccion y el orden de adicion de los
reactivos afectan la selectividad con que se forma el anillo B-lactamico.?®

Las metodologias de las B-lactamas que transcurren a través de un proceso de
ciclacion se clasifican en funcion de los atomos implicados en la formacién de un
nuevo enlace: nitrdgeno-carbono Ni1-Cs (a), amida Ni-C2 (b), carbono-carbono Co-
Cs (c) y carbono-carbono C3-C4 (Esquema 2).
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Esquema 2. Clasificacion de ciclacién de B-lactamas segun el tipo de enlace.



La ciclacion de B-hidroxiamidas mediante la reaccién de Mitsunobu?® es la
aproximacion mas utilizada para la ciclacion de tipo (a) (Esquema 2). Esta ciclacion
consiste en el desplazamiento nucleofilico de un grupo saliente (GS) situado en la
posicion Ca por el nitrégeno Nu.

El método empleado para la ciclacion tipo (b) consiste en la ciclacion de -
aminoacidos sustituidos. Los agentes de acoplamiento convencionales, como
carbodiimidas,?’ el reactivo de Mukaiyama,?® o la combinacién de di(2-piridinil)
disulfurof/trifenilfosfina,?® son utilizados para la activacion del acido carboxilico.

Existen escasos procedimientos para la preparacién de B-lactamas mediante la
ciclacion tipo (c), destacando entre los mas conocidos aquellos basados en las
ciclaciones de radicales carbamoilo (Figura 6).3°
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Figura 6. Clasificacion de radicales acilo.

En cuanto a la ciclacion intramolecular (d), el protocolo mas utilizado es la reaccion
de sustitucion nucleofilica para la generacion del anillo B-lactamico (Esquema 3).3!

N
Br CO,CH, CO,CH;3
R I/cozcn3 R, ‘ _CO,CH,
N Et3N, — N
>
o} ocH, DCM-H;0 7 OCH,4
L H,CO H,CO y

Esquema 3. Ciclacion tipo C3-C4 para la obtencion de -lactamas.



2.5 Microondas en la sintesis de B-aminoacidos

Dentro del espectro electromagnético, la region de radiacion de microondas se
encuentra entre la radiacion infrarroja y las ondas de radio (Figura 7), que tienen
frecuencias entre 0.3 GHz y 300 GHz, las cuales corresponden a longitudes de onda
entre 1 mm y 1m, respectivamente.®?
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Figura 7. Microondas en el espectro electromagnético.

La sintesis asistida por microondas funciona sobre la base de la alineacion de
dipolos del material en un campo externo a través de la excitacion producida por las
radiaciones electromagnéticas de microondas y generalmente se ejecuta en
combinacién con una estrategia de sintesis conocida.3?

El proceso de alineacion de las moléculas por el campo eléctrico externo puede dar
como resultado la produccion de calor interno, el cual es responsable de la
reduccion en el tiempo de procesamiento y de la energia requerida. El tiempo de
reaccion puede reducirse bastante, obteniendo asi mejores rendimientos e incluso
pudiendo trabajar en reacciones libres de disolventes, todo esto adoptando un
proceso de sintesis asistido por microondas.33

La sintesis organica asistida por microondas ha tenido un impacto en varias areas
del descubrimiento de farmacos, no se limita a areas relacionadas con la sintesis
organica.®’> La tecnologia de microondas también se esta utilizando en el



descubrimiento de farmacos obijetivo, el cribado, la farmacocinética e incluso en la
clinica.

La sintesis asistida por microondas es una técnica Unica y simple, la cual ofrece un
procesamiento rapido y eficiente de materiales con mayor reproducibilidad, sin
embargo, existen pocos reportes donde se utilicen las microondas para la sintesis
de B-amino&cidos. Un método desarrollado por Escalante y Morales3* permiti6 la
sintesis de B-aminoacidos a través de adiciones de Michael. Donde se lleva a cabo
la adicion de (S)-a-metilbencilamina a diversos esteres (Esquema 4), encontrando
que, aungue se reportd baja diastereoselectividad, los tiempos de reaccion se
redujeron considerablemente, asi como se mejoraron los rendimientos comparados
con los resultados informados con calentamiento convencional.

(0]
NH (o]
+ Mw
NH, Rz/%Hj\OCHs MeOH
s R, OCHj

a. R1=H; R2=CH3
b: R1=CH3; R2=H
C: R1=R2=H

Esquema 4. B-amino ésteres asistido por microondas.

2.6 Compuestos enantioméricamente puros

En la actualidad existen tres estrategias generales para disponer de compuestos
enantioméricamente puros (CEP).

En la naturaleza, los compuestos como aminoacidos, terpenos, carbohidratos, entre
otros, se presentan abundantemente en forma enantiopura, lo que representa el
material de partida de “chiral pool”, estos compuestos son econdémicos y utiles para
la sintesis enantioselectiva de sustratos mas complejos. Chiral pool es el primer
meétodo para preparar CEP, donde la molécula objetivo-deseada se obtiene de un
material de partida quiral, que se manipula a través de reacciones sucesivas usando
un reactivo aquiral con retencion de la quiralidad (Esquema 5).
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Esquema 5. Obtenciéon de CEP a partir de bioderivados.®®

La siguiente estrategia consiste en la resolucibn de compuestos racémicos, la
resolucién es un proceso en el que los enantidmeros presentes en un compuesto
racémico se separan utilizando métodos como la cristalizacion, la resolucion cinética
y la cromatografia.®®

La sintesis asimétrica es el tercer método para obtener CEP, esta metodologia
implica la aplicacion de un auxiliar quiral, un catalizador, un reactivo, o un
biocatilizador que ayude a introducir uno 0 mas centros quirales en un sustrato que
produce mezclas estereoisoméricas que contiene  enantibmeros 0
diastereoisomeros en cantidades desiguales. Las principales ventajas de este
enfoque son el uso de cantidades estequiométricas de auxiliar o reactivos quirales.
Sin embargo, el uso de un auxiliar quiral implica pasos sintéticos adicionales para
su introduccion y eliminacién, ademas de que su aplicacién no es econémica para
la preparacion de grandes lotes, debido a sus elevados costos y dificil preparacion
(Esquema 6).
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ANTECEDENTES

Cristalizacion.

Cromatografia.
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Catalisis quiral.

Sintesis racémica. s Resolucidn.

Esquema 6. Obtencién de CEP a partir de métodos quimicos.3®

2.7 Modelado Molecular

Existen dos grandes areas en quimica computacional para el desarrollo de modelos
moleculares, las técnicas de Mecénica Molecular (modelos clasicos) y las de
Mecanica Cuantica (modelos cuanticos).3¢

Estos dos modelos pretenden:3®
e Calcular la energia asociada a una estructura molecular determinada.
e Encontrar la estructura molecular con menor energia.

e Simular la variacién a lo largo del tiempo de una determinada estructura
molecular (dinamica molecular).

La mecanica molecular estudia el comportamiento dindmico de los atomos, es asi
como consideran la geometria en equilibrio, el analisis conformacional entre otras
cosas, y es aplicable a entidades moleculares grandes.®” Este considera los atomos
como esferas unidas por resortes (enlaces entre atomos) segun los criterios de la
fisica clasica, por lo que se consideran solo los nucleos de los &tomos, no teniendo
en cuenta explicitamente a los electrones.
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La mecanica molecular se aplica dado que:
e El modelo por estudiar es un sistema grande (macromoléculas).
e Se desea realizar analisis conformacionales.

e Se pretende calcular la energia de unidn entre un blanco molecular y una
serie de compuestos, asi como la minimizacion de energia tanto de dichos
compuestos como del blanco molecular problema.

El modelado molecular es una técnica computacional que permite estudiar la
interaccion que existe entre un farmaco y su diana biolégica,®’ mediante el uso de
programas informaticos que representan las estructuras y comportamiento de las
moléculas. Es decir, permite predecir 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.

La interaccion ligando-receptor es estudiada por el modelado molecular mediante el
estudio de fuerzas de union entre ambas estructuras. La union entre un farmaco (F)
y su receptor (R) se considera una reaccion de asociacién simple, por lo que entre
mas alta sea la constante de asociacién, mayor es la energia que se libera en la
interaccién entre el farmaco y el receptor.3’

FR K = % = constante de asociacién en equilibrio

F+R

Existen diferentes técnicas computacionales en funcién del conocimiento de la
estructura del farmaco y del receptor (Tabla 1).



ANTECEDENTES

Tabla 1. Técnicas computacionales.3’

ESTRUCTURA RECEPTOR

CONOCIDA DESCONOCIDA

e Modelado de
8 e Interacciones farmacos.
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Z CONOCIDA g do-re p e Bulsquedas 3D
0] e Dinamica molecular. basadas en el
4 e Técnicas de docking. ligando/farmacoforo.
o e QSAR2DYy 3D.
()
<
o e Generar estructuras
2 3D.
= e Disefio de novo. en ; L
@) e Bisquedas 3D e Medidas de similitud
- DESCONOCIDA q . y diversidad molecular.
- basadas en el disefio. _
0 e Quimica
LL

combinatoria.

A partir de una molécula conocida, se pueden aplicar técnicas computacionales,
para conseguir nuevos farmacos que supongan un avance terapéutico, con mayor
especificidad, asi como una mayor potencia.

2.8 Serotonina

Rapport y colaboradores® aislaron por primera vez la serotonina del suero
sanguineo. Anteriormente, Erspamer habia demostrado que habia una sustancia
responsable de la reaccion de tincion caracteristica de las células de argantafina de
la mucosa gastrointestinal.3® De igual forma, mostré que las células que contienen
la sustancia anterior son responsables de las contracciones de los musculos lisos.
Mas tarde, la sustancia anterior aislada por Erspamer se identific6 como serotonina,
es decir, 5-hidroxitriptamina (Figura 8).
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Figura 8. Estructura de la serotonina.

Se descubrié que el triptéfano es la fuente de la formacion de serotonina en el
cuerpo. De este modo la serotonina se distribuye uniformemente en varias partes
del cerebro de los mamiferos, actuando como un neurotransmisor muy importante
en el sistema nervioso central (SNC) y también en los sistemas cardiovascular y
gastrointestinal. Aunado a lo anterior, su concentracion mas alta se encontro en los
ganglios basales y la glandula pineal; se cree que los ganglios basales son el area
del cerebro relacionada con las emociones.*° De igual forma se ha demostrado que
el tejido carcinoide sintetiza serotonina.

Estas observaciones sugieren que cualquier cambio en la concentracién de
serotonina en el cerebro, ya sea por drogas o por un trastorno mental, daria lugar a
psicosis.*14? En consecuencia, pueden producirse trastornos psiquiatricos como
ansiedad, depresion, agresividad, péanico, trastornos obsesivo-compulsivos,
esquizofrenia, conducta suicida, autismo, trastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, migrafia, emesis y alcoholismo.

Debido a las propiedades psicofarmacoldgicas de la serotonina, se han sintetizado
varios compuestos que contienen parte de serotonina con la esperanza de obtener
compuestos que posean propiedades antagonicas o de tipo serotonina. Por lo tanto,
la sintesis de compuestos que poseen una estructura similar a la de la serotonina o
que contiene un residuo de triptamina o un resto aminoindol, ha atraido mucho la
atencion en los ultimos afios.

2.9 Receptores de Serotonina (5-HTR)

Los receptores 5-HT (5-HTR) son receptores para el neurotransmisor y mediadores
de la sefal periférica de la serotonina como agonista enddégeno, ya que estan
ubicados en la membrana celular de las neuronas y otros tipos de células, incluidas
las células del musculo liso, en animales.*?



En el cerebro, la funcibn de muchos 5-HTR esta asociada con respuestas
fisiologicas especificas, que van desde la modulacién de la actividad neuronal y la
liberacion del neurotransmisor hasta los cambios de comportamiento. Los subtipos
individuales de 5-HTR afectan la liberacion de otros neurotransmisores como el
glutamato, la dopamina y el GABA.**

El 5-HT2AR se detecto inicialmente en membranas corticales de rata como sitio de
union de alta afinidad para la espiperona con afinidad relativamente baja por 5-HT,
pero con un perfil farmacolégico de un receptor de 5-HT.4° Este receptor se definié
originalmente como 5-HT2R, pero luego se reasigné a la clasificacion del receptor
5-HT como 5-HT2AR, el cual es el principal subtipo de receptor excitador entre los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) para la serotonina, aunque los 5-
HT2AR también pueden tener efectos inhibitorios en ciertas areas del cerebro, como
la corteza visual y orbitofrontal. EI 5-HT2AR se consideré como objetivo de las
drogas psicodélicas como la dietilamida de acido lisérgico (LSD) y como importante
sitio de accion de alucindgenos como las ergolinas (LSD), fenilalquilaminas (1-(4-
yodo-2,5-dimetoxifenil)-isopropilamina, DOI) y triptaminas sustituidas (N,N-
dimetiltriptamina, DMT).#647 En la mayoria de los ensayos, estos compuestos
actian como agonistas parciales de 5-HT2AR. La afinidad del agonista endégeno
5-HT es relativamente baja (pKb ca. 6).484°

La transduccion de sefiales mediada por 5-HT2AR afecta a una gran cantidad de
procesos fisioldgicos clave, como la contraccién del musculo liso vascular y no
vascular, la agregacién plaquetaria, la percepcion y el comportamiento afectivo.

Por lo tanto, el estudio y la clasificacion de los receptores de 5-hidroxitriptamina (5-
HT) han dado como resultado el disefio y la sintesis de medicamentos altamente
selectivos como el sumatriptan para el tratamiento de la migrafia, el ondansetrén
para la supresién de las nduseas y vomitos causados mediante quimioterapia y
radioterapia contra el cancer, y el alosetron para el tratamiento del sindrome del
intestino irritable; incluidos asi algunos antidepresivos, ansioliticos, antieméticos,
antipsicoticos y agentes antimigrafiosos.

2.10 Risperidona

La Risperidona (Figura 9), es un derivado de benzisoxazol, siendo este un agente
antipsicotico novedoso que combina el potente antagonista de los receptores de
serotonina (5-HT2A) y dopamina (D2).5°



Figura 9. Estructura de la risperidona.

Investigaciones clinicas recientes®! sugieren que la risperidona tiene al menos una
eficacia comparable al haloperidol y la perfenazina (Figura 10) para mejorar los
sintomas de la esquizofrenia aguda y cronica en la administracibn a corto
plazo. Las ventajas que ofrece la risperidona sobre el haloperidol incluyen un inicio
més répido de la accion antipsicotica, una menor incidencia de efectos
extrapiramidales y posiblemente una mayor eficacia contra los sintomas negativos
de la esquizofrenia. Si se demuestra que estos beneficios se mantienen durante
la terapia a largo plazo, es probable que la risperidona contribuya
significativamente al tratamiento de la esquizofrenia.
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Figura 10. Estructura de farmacos antipsicoticos.

La risperidona exhibe actividad antagonista central de serotonina 5-HT2A vy
dopamina neostriatal D2,°° pero carece de actividad anticolinérgica, en varios
modelos animales in vivo.



CAPITULO 3. JUSTIFICACION

Los B-aminoacidos han sido de gran importancia ya que tanto en su forma libre o
como parte de moléculas mas complejas, pueden presentar interesantes
propiedades bioldgicas.>? Dentro del mismo contexto, la preparacion de compuestos
estructuralmente complejos y diversos contribuye a poblar el espacio quimico
disponible y facilita el estudio de los sistemas bioldgicos.>3

En este sentido, la sintesis asimétrica de compuestos heterociclicos (B-lactamas)
ha recibido una especial atencion en los Ultimos afios,>* debido a las importantes
actividades biologicas mostradas por este tipo de compuestos. En muchos casos,
estos heterociclos estan basados, total o parcialmente, es esqueletos de productos
naturales, compuestos biosintéticos con arquitecturas normalmente complejas y con
estereocentros quirales, que siguen teniendo un papel principal en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos.

La especial reactividad de las B-lactamas ha propiciado su utilizacion como
precursores sintéticos para la generacidon de nuevos compuestos. Asi, se han
empleado B-lactamas enantioméricamente puras como sintones quirales en la
preparacion de a- y B-aminoacidos, heterociclos y derivados dipeptidicos.%®

En este sentido, se pretende contribuir con compuestos novedosos que actien
sobre mas de un padecimiento neurodegenerativo, en especial la esquizofrenia. Por
lo tanto, dado que actualmente hay un aumento de interés en las S-lactamas, es
necesario estudiar métodos para su sintesis.



CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1 General

Diseflar una estrategia de sintesis efectiva que permita el acceso en forma
enantioméricamente pura a las B-lactamas (9a-c), asi como evaluar in silico, su
posible efecto antipsicaotico.
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Figura 11. B-lactamas a sintetizar.



4.2 Especificos

% Preparar a los ésteres metilicos derivados del acido 3-indolacético (4b) y de
la Indometacina (4c) como intermediarios clave en subsecuentes
procedimientos. Nota: El éster metilico derivado del &cido fenilacético (4a),
es un compuesto comercial de relativo bajo costo.

OMe
OMe MeO o)
OMe o :
o \
N o
Boc
Cl
4a 4b 4c

% Sintetizar ésteres a,B-insaturados derivados del acido fenilacético (6a), del
acido 3-indolacético (6b) y de la Indometacina (6c).

(o)
ﬁ)LOMe
Ar
6a: Ar=Ph

6b: Ar= 3-(tert-butilo 1H-indol-1-carboxilato)
6c: Ar= 3-((4-chlorofenil) (5-metoxi-2-metil-1H-indol-1-il)metanona

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

6C.
o - (0]
+ H Adicion de Michael > J\
2 H
Ar Ar

6 7 (ds)-8
6a: Ar=Ph (ds)-8a: Ar=Ph
6b: Ar= 3-(tert-butilo 1H-indol-1-carboxilato) (ds)-8b: Ar= 3-(tert-butilo 1H-indol-1-carboxilato)
6c: Ar= 3-((4-chlorofenil) (5-metoxi-2-metil-1H-indol-1- (ds)-8c: Ar= 3-((4-chlorofenil) (5-metoxi-2-metil-1H-indol-
ilmetanona 1-ihmetanona

% Realizar reacciones de hidrdélisis alcalina o hidrogendlisis, a los 82-Aril amino
ésteres [(ds)-8a-c] y aislar a los B2-Aril aminoacidos racémicos N-Boc
protegidos [(ds)-9a-c].
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(ds)-8ay (ds)-9a: Ar= Ph
(ds)-8b y (ds)-9b: Ar= 3-(tert-butilo 1H-indol-1-carboxilato)
(ds)-8c y (ds)-9c: Ar= 3-((4-chlorofenil) (5-metoxi-2-metil-1H-indol-1-il)metanona

« Desarrollar reacciones de lactamizacion para el aislamiento
diastereoisbmeros correspondientes.
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(ds)-9a: Ar= Ph
(ds)-9b: Ar= 3-(tert-butilo 1H-indol-1-carboxilato)
(ds)-9c: Ar= 3-((4-chlorofenil) (5-metoxi-2-metil-1H-indol-1-il)metanona

de

% Caracterizar mediante técnicas Espectroscépicas (RMN *H, 13C) cada uno de

los compuestos sintetizados.

% Realizar estudios in silico (acoplamiento molecular) de los compuestos

evaluados sobre los receptores 5-HT2A, asi como con otro ligando como lo

es la Risperidona y realizar una comparacion de los resultados.

compuestos disefiados empleando herramientas quimioinformaticas

% Llevar a cabo un analisis in silico de las propiedades toxicolégicas de los



CAPITULO 5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este proyecto de tesis se encuentra dividido en dos
secciones:

(1) Parte quimica.
(2) Parte computacional.

En lo que corresponde a la parte quimica, relaciona las consideraciones de la
sintesis de los compuestos preparados, dicha parte se llevo a cabo en el Laboratorio
de Sintesis Asimétrica (L-219) del Centro de Investigaciones Quimica (CIQ-UAEM),
bajo la direccion del Dr. Jaime Escalante Garcia y la asesoria del Dr. Jonathan
Roméan Valdez Camacho. Los analisis espectroscopicos de los compuestos
sintetizados se realizaron en colaboracion con el area de Resonancia Magnética
Nuclear en el Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos (UAEM).

En lo que refiere a la parte computacional, se realizé en la etapa posterior a la
sintesis quimica de los compuestos propuestos; consta de la realizacion del
acoplamiento molecular sobre el receptor 5-HT2A de los compuestos finales
obtenidos, observando interacciones presentadas por los compuestos en respuesta
a la interaccion ligando-receptor. Dicho acoplamiento se realiz6 en la Facultad de
Farmacia ubicada en la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, bajo la
direccion del Dr. César Millan Pacheco.



5.1 Parte Quimica

5.1.1 Andlisis retrosintético

Previo a la sintesis de los compuestos, es de suma importancia realizar un analisis
retrosintético. En este método se parte de la molécula de interés realizando una
serie de desconexiones para obtener moléculas mas sencillas hasta llegar a
compuestos de partida comerciales o de facil acceso, teniendo en cuenta que se
requiere del minimo numero de reacciones y de precursores necesarios para
obtener el compuesto final, de tal manera que el proceso de sintesis sea aceptable
y proporcione rendimientos buenos.®® En el Esquema 7 se muestra el andlisis
retrosintético para la preparacion de los derivados B-lactamicos (10), que se logra a
través de la lactamizaciéon de B%-aminoacidos racémicos (9), los cuales a su vez son
productos hidrélizados/hidrogenolizados (8) de adiciones tipo Michael en sistemas
a,B-insaturados (6) derivados del acido fenilacético (3a), del acido 3-indolacético
(3b) y de la Indometacina (3c).

Adicion de
Michael

H o
oA
“Upr (ds)-9 (ds)-8 PR Y NH,
10
Condensaciéon
aldélica

|)L0H <:| HLOCHzPh <::| HLocnzph +  (CHO),

( -
B o
o sl
Ar Ar
10

a:Ar=Ph
b : Ar = 3-(tert-butil 1H-indol-1-carboxilato)
¢ : Ar = 3-((4-clorofenil)(5-metoxi-2-metil-1 H-indol-1-illmetanona

\

Esquema 7. Analisis retrosintético de los compuestos B-lactamicos.



5.1.2 Metodologia general para la ruta sintética de las B-lactamas derivadas
del acido fenilacético, 10a-10a'

Para la sintesis de las B-lactamas enantioméricamente puras, se propuso la
siguiente ruta que se muestra en el Esquema 8. Este método de sintesis parti6 del
fenilacetato de metilo (4a) y paraformaldehido (5) como agente metilenante estable
y de facil manipulacién,3 para dar lugar al 2-fenilacrilato de metilo (6a). Los sistemas
a,B-insaturados son precursores clave en la sintesis de B-aminoéacidos,*® ya que
puede actuar como aceptores de Michael y por tanto resulta ser una técnica
econdémica y rapida, dando la opcion de tener una biblioteca mas amplia de
intermediarios.
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Esquema 8. Estrategia para la preparacion de B-lactamas derivadas del
fenilacetato de metilo.



A continuacion, se efectud una reaccién denominada adicion tipo Michael o adicion
1,4. Asi, se llevo a cabo una adicion nucleofilica de la (S)-feniletilamina ((S)-FEA, 7)
sobre el sistema a,B-insaturado (6a), dando como producto un par de ésteres
metilicos diastereoisoméricos (8a), en una proporcién 1:1. A continuacion, se llevo
a cabo una reaccién de hidrdlisis, lo que dio lugar a la mezcla diastereocisomeérica
de B-aminoacidos (9a). Finalmente, una reaccion de lactamizacion,®’ usando cloruro
de fenilfosforilo como agente activante del acido carboxilico, nos permitié obtener
las B-lactamas, que posterior a su separacion cromatografica se pudieron obtener
en forma pura ambos diastereoisémeros. Se caracterizé y asigno la configuracion
relativa de cada diastereoisémero, a partir de la estructura obtenida por medio de
rayos X del diastereoisomero (S,R).



5.1.3 Metodologia general para la sintesis de las B-lactamas derivadas del
acido 3-indolacético, 10b1-10ba' (ruta sintética 1)

Para la obtencion de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético, se propuso
una primera ruta de sintesis planteada en el Esquema 9. Sin embargo, la
imposibilidad de llevar a cabo la reaccién de hidrdlisis del éster metilico (8b1) motivo
un cambio en la ruta de sintesis.
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Esquema 9. Estrategia (1) para la preparacion de B-lactamas derivadas del acido
3-indolacético.



5.1.4 Metodologia general para la sintesis de las B-lactamas derivadas del
acido 3-indolacético, 10b2-10b2' (ruta sintética 2)

Con la finalidad de tener acceso a las 3-lactamas derivadas del acido 3-indolacetico,
se propuso una segunda estrategia de sintesis (Esquema 10). Se realizé la
proteccion de &cido 3-indolacético (2b2) empleando bromuro de bencilo y tolueno
como disolvente a reflujo durante 2.5 h, obteniendo asi el éster bencilico 3b2. A
continuacion se efectud la proteccion de la amina del anillo indol (3bz) con el grupo
protector tert-butiloxicarbonilo. Se hizo reaccionar el compuesto 4bz con el
bencil(metoximetil)carbamato (11); esta estrategia denominada aminometilenacion,
ha sido empleada previamente por el grupo de investigacion con otros sustratos,
como el éster bencilico de la Indometacina.>® Posteriormente se efectué una
hidrogendlisis de los grupo bencilo, para conseguir los acidos carboxilicos (9b2) y
mediante la lactamizacién, aislar las B-lactamas. Sin embargo, no fue posible
obtener la mezcla de compuestos (8b2), optando por una modificacion en la ruta de
sintesis.
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Esquema 10. Estrategia (2) para la preparacion de B-lactamas derivadas del &cido
3-indolacético.



5.1.5 Metodologia general para la sintesis de las B-lactamas derivadas del
acido 3-indolacético, 10bs-10bs' (ruta sintética 3)

Basado en la ruta sintética 1 de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético
con ciertas modificaciones, se plante6 la ruta del Esquema 11. Se realiz6 la
proteccion del acido (2bs), empleando bromuro de bencilo, carbonato de potasio y
TDA-1. Seguido de la proteccion con (Boc)20 (4bs), haciéndolo reaccionar con
paraformaldehido (5) para dar lugar al sistema a,B-insaturado (6bs). Mediante una
adicién de Michael de (S)-feniletilamina al sistema a,B-insaturado, se obtuvieron la
mezcla de ésteres (8bs). Para la sintesis de los compuestos (9bs) se realizé una
hidrogenacion catalitica para reducir el éster bencilico al &cido carboxilico, utilizando
Pd/C al 10% como catalizador al 10% y una mezcla de acetato de etilo y metanol
como disolvente. Finalmente, para la obtencion de las p-lactamas
diastereoisoméricamente puras derivadas del acido 3-indolacético (10bs-10b3’), se
realiz6 una reaccion de lactamizacion usando el reactivo de Mukayama como
agente activante del acido carboxilico. La configuracion relativa se asigné mediante
experimentos de dos dimensiones de RMN (NOESY, COSY, HMBC, HSQC).
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Esquema 11. Estrategia (3) para la preparacion de B-lactamas derivadas del acido
3-indolacético.



5.1.6 Metodologia general para la sintesis de las B-lactamas derivadas de la
Indometacina, 10c-10c'

La sintesis de las B-lactamas derivadas de la Indometacina, consiste en hacer
reaccionar el derivado de la indometacina (éster bencilico, 4c) con el
bencil(metoximetil)carbamato (11), en una reaccion de aminometilenacion. Seguido
de una hidrogendlisis, para obtener los S-aminoacidos (9c), lo cual daria origen a
las B-lactamas derivadas de la Indometacina (Esquema 12).
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Esquema 12. Estrategia para la preparacion de B-lactamas derivadas de la
Indometacina.



5.1.7 Identificacion estructural de los compuestos

A continuacion, se enlistan las técnicas empleadas para la caracterizacion de todas
las moléculas sintetizadas durante la realizacion de este proyecto.

5.1.7.1 Espectroscopia de RMN

Durante los ultimos afos, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), se ha convertido en la técnica indispensable para determinar la estructura
de los compuestos organicos. Para tener éxito en el uso de RMN como herramienta
analitica, es necesario comprender los principios fisicos en los que se basan los
métodos.

Esta técnica se basa en el caracter magnético de los ndcleos con un namero impar
de protones o neutrones presentes en una atomo (*H, 13C, °F, 3!P) ya que sus
ndcleos se compartan como imanes pequefios, los cuales al aplicarles un campo
magnético intenso, los niveles nucleares se desdoblan en varios niveles de energia
que corresponden a diferentes orientaciones de los espines de los nucleos respecto
al campo magnético, en un estado de minima energia (espin a), mientras que los
nucleos con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del campo
magnético, en estado de mayor energia (espin ). Cuando una muestra es irradiada
brevemente por un pulso intenso de radiacion, los nucleos en el estado de espin a
son promovidos al estado de espin 3. Cuando los nucleos vuelven a su estado inicial
emiten sefales cuya frecuencia depende de la diferencia de energia entre los
estados de espin a y B. El espectrometro de RMN detecta estas sefales y las
registra como una gréafica de frecuencias frente a la intensidad.>®

5.1.7.2 Cristalografia de Rayos X.

La cristalografia de rayos X es una de las técnicas mas utilizadas para determinar
la estructura tridimensional de compuestos cristalinos. Los rayos X interaccionan
con la materia a través de los electrones que la constituyen y que a su vez se
encuentran en constante movimiento, cuando la radiacion electromagnética alcanza
a un electron cargado este se convierte en una fuente de radiacion electromagnética
secundaria dispersa. Por lo que al incidir un haz de rayos X sobre un cristal, este
choca con los atomos haciendo que los electrones que se encuentran en la misma



direccién vibren con una frecuencia idéntica a la de la radiacion incidente originando
un patron de difraccion, lo cual se observa y se mide tanto la intensidad como la
posicion de los rayos X difractados mediante el uso de detectores y posteriormente
mediante calculos matematicos se obtiene una representacion de los atomos y
moléculas del cristal evaluado.®° Se considera una técnica de caracterizacién no
destructiva, ya que se puede recuperar el cristal analizado y no requiere ninguin
proceso especifico de preparacion de las muestras para ser analizadas.



5.2 Parte Computacional

5.2.1 Acoplamiento molecular automatizado

Los métodos que relacionan la estructura quimica con la actividad biologica pueden
dividirse en dos grandes categorias:®* métodos topolégicos/estadisticos y métodos
de modelado molecular.

En la aproximacion topologica, solo se tiene en cuenta la estructura quimica plana
de la molécula y se utilizan técnicas estadisticas o de reconocimiento de patrones
para encontrar las relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR, Quantitative
Structure-Activity Relationships, en inglés). En los métodos de modelado molecular,
se consideran las propiedades de las moléculas en tres dimensiones, lo que
proporciona una informacion espacial esencial para comparar moléculas y estudiar
la interaccion entre ligandos y receptores;®? este no es exclusivo de estudios
encaminados al disefio de nuevos farmacos, sino también a areas de investigacion
como la ingenieria de proteinas o la quimica de polimeros.

El acoplamiento molecular automatizado consiste en buscar la conformacion y
posicion éptima de un ligando (molécula organica) dentro de una diana molecular
(enzima, transportador, canal i6nico o un receptor acoplado a proteina G). En la
actualidad el acoplamiento molecular es especialmente util para proponer modelos
de unién, pero aun no son muy confiables para calcular con precision la energia de
las interacciones.®® Por otro lado, es una herramienta que nos permite determinar
el modo de unién de un ligado con su receptor, el cual consiste en una serie de
interacciones de tipo Van der Waals, electrostaticas, hidrofébicas y uniones por
puentes de hidrogeno. Se considera un instrumento novedoso, el cual se lleva a
cabo cuando se tiene la estructura del ligando y receptor, determinada comunmente
por cristalografia de rayos X% o bien mediante modelos predictivos.

Para llevar a cabo el acoplamiento molecular se requiere del uso de una serie de
programas computacionales especializados, como lo son los utilizados en este
proyecto:

A. Maestro. Es un software de simulacion quimica de ultima generacion para
Su uso en investigacion farmacéutica, biotecnolégica y de ciencia de los
materiales. Es una plataforma innovadora y completa que integra soluciones
de primera clase para el modelado predictivo, analisis de datos y permitir la
exploracion rapida del espacio quimico.®



B. AutoDock Vina. Software para acoplamiento molecular y cribado virtual.
Permite predecir la union no covalente, de una macromolécula (receptor) y
una molécula pequefa (ligando) de manera eficiente. La prediccion de la
union de moléculas pequefias a proteinas es de particular importancia
porque se usa para seleccionar bibliotecas virtuales de moléculas similares
afarmacos, con el objetivo de obtener pistas para el desarrollo de farmacos.%®

C. Chimera. Programa altamente extensible para la visualizacion interactiva y
el analisis de estructuras moleculares y datos relacionados, incluidos mapas
de densidad, ensamblajes supramoleculares, alineaciones de secuencias,
resultados de acoplamiento, trayectorias y conjuntos conformacionales. Se
pueden generar imagenes y animaciones de alta calidad.®’

D. MarvinSketch. Es un software que presenta un amplio conjunto de
funcionalidades para permitir el dibujo rapido y preciso de compuestos
guimicos, reacciones, estructuras y moléculas de consulta. Ademas, tiene
comprobadores de valencia para proporcionar orientacion y calculadoras de
propiedad integradas para obtener resultados in vivo.%8

5.2.2 Reglas de Lipinski en el disefio de nuevos compuestos bioactivos

Las reglas de Lipinski permiten estimar una predicciébn de la absorciéon y la
solubilidad del compuesto a partir de las propiedades fisicoquimicas de la molécula.

Los procesos de disefio y optimizacién de farmacos han permitido establecer, de
modo empirico, que la mayor parte de los farmacos que son administrados por via
oral, presentan ciertas similitudes en determinados parametros fisicoquimicos y
estructurales. Lo cual dio origen a las reglas de Lipinski o regla de los 5, debido a la
relacion de multiplos de 5 que han de cumplir las propiedades consideradas. Asi, la
correlacion de algunas de sus propiedades fisicoquimicas o quimicas ha permitido
determinar estadisticamente que los farmacos con un mejor perfil de absorcion oral,
relacionado con su capacidad para atravesar membranas lipidicas, son aquellos
gue presentan un buen balance entre el peso molecular, la solubilidad en lipidos, la
solubilidad en agua y su polaridad.®®

Las reglas de Lipinski se consideran en la actualidad un buen criterio predictivo para
la seleccion de moléculas con utilidad terapéutica en los procesos de busqueda de
nuevos farmacos, ya que con base en ellas se establece que los compuestos
propuestos tendran propiedades fisicoquimicas ideales, teniendo mayor
probabilidad de aprobar los ensayos clinicos. A continuacion, se enlistan los



postulados presentados por el quimico farmacéutico Christopher A. Lipinski, en
donde se considera a un compuesto, que presente mas de 2 violaciones a
cualquiera de los postulados, como un compuesto con problemas de absorcion y
permeabilidad celular.%8

1. Peso molecular (PM) menor a 500 g/mol.

2. Numero de donadores de puentes de hidrogeno (OH, NH) menor o igual a 5,
(Suma de -OH y -NH en la molécula).

3. Numero de aceptores de puentes de hidrégeno (O, N) menor o igual a 10.
(Suma de -O y -N en la molécula).

4. Log P calculado (c Log P) menor a 5.

Los compuestos que no violan alguno de los postulados propuestos por Lipinski, se
consideran como potenciales farmacos que presentaran buena biodisponibilidad al
ser absorbidos por difusion pasiva.

Estas propiedades pueden ser calculadas de manera predictiva por diversos
programas, entre ellos destaca, el programa computacional molinspiration,’® el cual
presenta una amplia gama de herramientas quimioinformaticas, que permiten el
calculo de diversas propiedades moleculares, como las reglas de Lipinski
mencionadas anteriormente, permitiendo entonces determinar si una molécula
tendra problemas de permeabilidad celular.

5.2.2.1 Molinspiration (Cheminformatics)

Molinspiration ofrece una amplia gama de herramientas de software de
guimioinformatica que admiten la manipulacién y el procesamiento de moléculas, la
normalizacion de moléculas, la generacion de tautdmeros, la fragmentacion de
moléculas, el calculo de diversas propiedades moleculares necesarias en QSAR, el
modelado molecular y el disefio de farmacos, la representacién de moléculas de
alta calidad, herramientas de bases de datos moleculares que admiten
subestructura y bausquedas de similitud.

También ofrece servicios para el calculo de propiedades moleculares importantes
(logP, area de superficie polar, nimero de donantes y aceptores de enlaces de
hidrégeno y otros), asi como la prediccion de la puntuacion de bioactividad para los
objetivos farmacolégicos mas importantes (Ligandos GPCR, inhibidores de
quinasas, moduladores de canales i6nicos, receptores nucleares) (Figura 12).7°
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Figura 12. Servidor en linea Molinspiration (https://www.molinspiration.com/).

5.2.3 AdmentSAR: Prediccion de las propiedades de absorcién, distribucion,
metabolismo, eliminacién y toxicidad

Las propiedades ADMET juegan un papel muy importante en el descubrimiento de
nuevos farmacos. Por lo cual AdmentSAR, es una herramienta Util para la prediccion
de estas propiedades de posibles candidatos a farmacos.

En su base de datos existen mas de 210, 000 datos de propiedades de
aproximadamente 96, 000 compuestos, los cuales son recopilados, seleccionados
y gestionados continuamente de la literatura publicada.

AdmetSAR es accesible de forma gratuita (http://www.admetexp.org), la base de
datos incluye 22 clasificaciones cualitativas y 5 modelos de regresion cuantitativa
con una precision altamente predictiva, o que permite estimar las propiedades de
absorcion, distribucion, metabolismo, eliminacion y toxicidad de nuevos productos
quimicos (Figura 13)."*
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Figura 13. Programa computacional AdmetSAR (Immd.ecust.edu.cn).
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Parte Quimica

Se realiz6 la sintesis de 15 compuestos, los cuales se encuentran divididos en (-
lactamas derivadas del acido fenilacético y B-lactamas derivadas del acido 3-
indolacético.

6.1.1 Sintesis de las B-lactamas derivadas de acido fenilacético
6.1.1.1 Sintesis del 2-acrilato de metilo, 6a

Una forma tradicional de preparar acrilatos de metilo ha sido a través de una
estrategia disefiada en el grupo de investigacién, via una reaccién de condensacion
alddlica. Tal como se muestra en el Esquema 13, se realizo la sintesis del sistema
a,B-insaturado 6a; se hizo reaccionar la materia prima 4a con paraformaldehido (5)
empleando hidruro de sodio como base y tetrahidrofurano como disolvente, sin
embargo, bajo estas condiciones solo se pudo aislar el producto 6a en un 35.2% de
rendimiento.
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Esquema 13. Sintesis del 2-fenilacrilato de metilo, 6a.

Este bajo rendimiento se puede explicar debido a que cuando se extrae el atomo de
hidrogeno &cido alfa al carbonilo con la base, se convierte en un ién enolato, el
enolato 4a lleva a cabo una sustitucién nucleofilica sobre el paraformaldehido,



obteniendo un intermediario. Dependiendo de la cantidad de 4a, la reaccion puede
generar el compuesto 6a a través de una eliminacion beta, y posteriormente puede
ocurrir la adicién tipo Michael del enolato 4a en 6a para obtener un compuesto de
doble adicién como ha sido reportado (Esquema 14).72

4a

6a

Esquema 14. Mecanismo de reaccion que explica la formacion del 2-feniacrilato
de metilo, 6a y su producto de auto-adicion de Michael.

El tiempo estandar para completar esta reaccion fue de 20 minutos. Se llevé a cabo
la purificacion del compuesto 6a por cromatografia en columna en un sistema
isocratico (9:1) Hex:AcOEt, obteniendo un aceite incoloro viscoso; este fue
caracterizado espectroscopicamente empleado las técnicas de RMN H y 3C,
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Figura 14. Espectro de RMN de *H (CDCIz, 200 MHz) del compuesto 6a.

En la Figura 14 se observa una sefial simple en 3.71 ppm correspondientes a los
hidrogenos del grupo metoxilo, dos sefiales dobles a 5.79 y 6.26 ppm
correspondientes a los hidrogenos del metileno de la posicion a (Jgem=1.2 Hz) y b
(Jgem=1.2 Hz), y una sefial multiplete correspondiente a hidrdgenos aromaticos en

7.18-7.39 ppm.
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Figura 15. Espectro de RMN de 13C (CDCls, 200 MHz) del compuesto 6a.

En la Figura 15 correspondiente al espectro de RMN de 3C se observa el carbono
del metoxilo aproximadamente en 52.3 ppm, el carbono del carbonilo del éster en
167.3 ppm, una sefial correspondiente al carbono 2 en 141.4 ppm, el carbono del
metileno en 126.8 ppm y finalmente sefales a 128.2, 128.3, 128.4 136.8
correspondientes a los carbonos del anillo aromatico.

6.1.1.2 Sintesis de la mezcla diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del 2-fenil-3-((S)-
N-feniletilamino)propanoato de metilo, 8a

Para la obtencion de los diastereoisémeros de 8a, se hizo reaccionar el compuesto
6a con la (S)-feniletilamina (7) mediante una adicion de tipo Michael o adicion 1,4,
asistida por microondas bajo las siguientes condiciones: Sistema cerrado,
temperatura de 80 °C, potencia de 100W, presion de 10 psiy 1 ciclo de 30 min
(Esquema 15). Se obtuvo un aceite amarillo claro con un rendimiento del 50.3%.
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Esquema 15. Sintesis diastereoisomeérica del 2-fenil-3-((S)-N-
feniletilamino)propanoato de metilo, 8a.

La (S)-feniletilamina ataca al carbono 3, debido a que al establecer el equilibrio ceto-
enol, el carbono B tiene una carga formal positiva, mientras que el oxigeno del
carbonilo tiene una carga parcial negativa, por lo que se favorecera el ataque
nucleofilico al carbono 8 (Esquema 16).
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Esquema 16. Mecanismo de reaccion que explica la formacion del 2-fenil-3-((S)-

N-feniletilamino)propanoato de metilo, 8a.

En este caso el carbono beta presenta una hibridacién sp?, por lo que hay una
probabilidad practicamente del 50% de que la adicion fuera por la cara Siy 50% de
que fuera por la cara Re. Debido a que no se pudieron separar por TLC los dos
diastereoisomeros, no fue posible asignar la configuracion del nuevo centro

estereogénico formado.
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Figura 16. Espectro de RMN de *H (CDCIs, 200 MHz) de la mezcla
diastereoisomérica del compuesto 8a.

En la Figura 16 correspondiente al espectro de RMN de 'H se observan las sefales
caracteristicas de la mezcla diastereoisomérica del compuesto 8a, las sefiales se
encuentran traslapadas y con integral doble debido a la mezcla diastereoisomérica.
Se observan los hidrogenos caracteristicos del metilo de la (S)-feniletilamina
desplazados a 1.30 ppm como una sefial doble (J = 6.6 Hz), una sefal simple amplia
en 1.59 ppm correspondiente al hidrogeno de la amina, aparecen dos sefiales
caracteristicas de los hidrégenos diasterotopicos beta al carbonilo en 3.13 ppm
(dddd, J = 15.0, 12.0, 8.7, 1.0 Hz) y 2.14 ppm (dddd, J = 12.0, 6.4, 5.5, 1.0 Hz), una
sefal doble en 3.65 ppm (d, J = 1.2 Hz) correspondiente a los hidrogenos de los
metoxilos del éster y finalmente una sefial multiplete correspondiente al metileno de
la (S)-feniletilamina desplazado a 3.76 ppm.



6.1.1.3 Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del acido 2-fenil-3-((S)-N-
feniletilamino)propandico, 9a

Posteriormente se realizo la hidrolisis del éster previamente sintetizado, empleado
agua como disolvente a reflujo durante 4 h.”® El crudo de reaccién no necesita de
purificacion por lo que se recupero un sélido blanco con un rendimiento del 84% y
una temperatura de descomposicion de 179-181 °C (Esquema 17).

OCH, OH

Q.
Q.

H,O
reflujo

8a 9a
\_ J

Esquema 17. Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del acido 2-fenil-3-((S)-N-
feniletilamino)propandico, 9a.

El mecanismo transcurre mediante un mecanismo de adicion/eliminacién. En una
primera etapa se adiciona el grupo hidroxi al carbonilo del éster, y en la segunda
etapa se produce la eliminacion de metdxido. Los ésteres se hidrolizan lentamente
ya que poseen grupos salientes muy basicos y ademas el agua es un nucledfilo
débil (Esquema 18).
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Esquema 18. Mecanismo de reaccion que explica la formacion de los
diastereoisomeros (S,S) y (S,R) del &cido 2-fenil-3-((S)-N-
feniletilamino)propandico, 9a.
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A continuacién, se muestra su espectro de 'H y 3C.
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Figura 17. Espectro de RMN de H (CDsOD, 200 MHz) de los diastereoisémeros
(S,9) y (S,R) del compuesto 9a.

En la Figura 17 correspondiente al espectro de RMN de 'H se observan las sefiales
caracteristicas del acido 9a, nuevamente las sefiales se encuentran traslapadas
para ambos diastereoisémeros y con integral doble; ya no es posible observar la
sefal caracteristica del grupo metoxilo del éster a 3.65 ppm. Se observan las
sefales de los hidrogenos del metilo de la (S)-feniletilamina en 1.49 ppm.

En la Figura 18 correspondiente al espectro de RMN de 3C es posible observar
sefales caracteristicas del derivado 9a.
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Figura 18. Espectro de RMN de 13C (CD30OD, 200 MHz) del compuesto 9a.

6.1.1.4 Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (S,R) de 3-fenil-1-((S)-N-
feniletilazetidin-2-ona, 10a — 10a'

Una vez obtenido el B-aminoacido 9a se procedid a realizar la sintesis asistida por
microondas (Esquema 19), este fue disuelto en benceno y purgado con Nz,
posteriormente se afiadié gota a gota EtsN y cloruro de fenilfosforilo, todo esto bajo
las siguientes condiciones: Sistema abierto, temperatura de 90 °C, potencia de
130W y 1 ciclo de 30 min. Al terminar el tiempo de reaccion se observé la formacion
de las B-lactamas, la reaccion tuvo un 44% de rendimiento.
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Esquema 19. Lactamizacion para la identificacion de diastereoisémeros.

Los compuestos se purificaron por cromatografia en columna en un sistema de
gradiente (95:5 - 7:3 Hex:AcOEt), se recuperaron dos solidos, los cuales difieren
en su Rf observable en cromatografia en capa fina (TLC) y fueron clasificados como
“diastereocisémero mas polar” para aquel que tiene un Rf mayor y “diastereocisomero
menos polar” para aquel que tiene Rf menor (Figura 19).

Menos polar .
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Figura 19. TLC para las B-lactamas diastereisoméricas.

El diastereoisbmero mas polar se recuperé como un sélido ceroso blanco con un
punto de fusion de 49-51 °C y una rotacion optica ([a]*°o en CH2Cl2) de -128.5 °. El
diastereoisomero menos polar se recupero en forma de agujas cristalinas con un
punto de fusion de 64-65 °C y una rotacion Optica de -24. 82 °, ya que presentaba
caracteristicas apropiadas para ser difractado por rayos X se conocié la
configuracion relativa (Figura 20, (1)).
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Figura 20. (1) Estructura molecular en la estructura cristalina de
la B-lactama menos polar, (2) Distancia entre hidrégenos.
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Los espectros de RMN *H y 13C muestran sefiales caracteristicas de las B-lactamas
derivadas del &cido fenilacético, Unicamente difieren en la sefal de los hidrogenos
diasterotopicos del carbono beta al carbonilo. En el diastereocisomero mas polar, los
hidrégenos diasterotépicos aparecen a 3.15 ppm (dd, J = 5.4, 2.6 Hz) y 3.65 ppm
(t, J = 5.4 Hz) (Figura 21), mientras que en el diastereocisomero menos polar
aparecen a 3.35 ppm (dd, J =5.4, 2.6 Hz) y 3.45 ppm (t, J = 5.4 Hz) (Figura 22).

A través del experimento NOESY, es posible estimar las correlaciones que existen
espacialmente entre protones que se encuentran en un rango de 2-3.5 A. En la
Figura 20, (2) se puede observar a una distancia de 1.602 A a los hidrégenos
diasterotopicos de la B-lactama, mostrando asi la correlacion entre estos, seria
posible observar una segunda correlacion entre el hidrégeno diasterotépico
orientado hacia el frente y el hidrégeno del carbono asimétrico ya que se encuentra
a una distancia de 2.394 A, sin embargo, no es posible observar una correlacion
entre el hidrégeno diasterotépico orientado hacia el frente y el hidrégeno a al anillo
B-lactamico dado que se encuentran a una distancia de 3.792 A, excediendo asi la
distancia maxima para observar una correlacion en el experimento NOESY.
Finalmente se podria observar una correlacién entre el hidrogeno diasterotépico
orientado hacia abajo y los hidrégenos del metilo de la (S)-feniletilamina puesto que
se encuentran a una distancia de 2.716 A.
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Figura 21. Espectro de RMN de *H (CDCIz, 200 MHz) del diastereoisémero mas
polar.
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Figura 22. Espectro de RMN de *H (CDCIz, 200 MHz) del diastereoisémero menos
polar.

6.1.2 Sintesis de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético (primera
ruta de sintesis)

6.1.2.1 Sintesis del 3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de
tert-butilo, 6b1

La sintesis de este derivado se realizé siguiendo la metodologia general planteada
en el Esquema 13, sin embargo, el sustrato que se hizo reaccionar fue el éster
metilico N-Boc protegido derivado del &cido 3-indolacético 4b1 (Esquema 20).74

51
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Esquema 20. Sintesis del 3-(3-metoxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato
de tert-butilo, 6ba.

El mecanismo propuesto va a través de la desprotonacion del éster metilico N-Boc
protegido 6b1 al mismo tiempo que la del paraformaldehido por accion del i6n
hidruro (Esquema 21). A continuacion, el enolato formado ataca nucleofilicamente
a un metileno de la cadena polimérica del paraformaldehido, una vez adicionada en
la posicién alfa al carbonilo, ocurre un segundo ataque nucleofilico por los iones
hidruro presentes en exceso. Este ataque se da por un equivalente de i6n hidruro,
el cual abstrae el proton &cido alfa al carbonilo restante, desplazandose entonces la
cadena polimérica del paraformaldehido y finalmente el par de electrones del enlace
C-H escindido se incorpora, obteniendo el compuesto 6b1.7
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Esquema 21. Mecanismo que explica la formacién del derivado a,B-insaturado N-
Boc protegido, 6b:.

Esta ruta de sintesis permitio aislar el derivado a,B-insaturado N-Boc protegido con
un rendimiento bajo del 29.8%, esto es debido a que, si el compuesto 6b1 se somete
a calor, presenta una dimerizacion tipo Diels-Alder entre las conformaciones s-cis 'y
s-trans que produce el derivado de tetrahidrocarbazol como se muestra en el
Esquema 22.%3
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Esquema 22. Reaccion Diels-Alder espontanea del derivado 6ba.

La caracterizacion espectroscéopica del derivado 6bi se confirmd tras ver la
desaparicion el RMN 'H de la sefial que integra para dos protones correspondientes
al metileno alfa al carbonilo en la regién de 4.0 - 3.5 ppm y la aparicion de dos
nuevas sefiales en la region de 5.85 - 6.37 ppm correspondientes a los protones del
metileno beta.

6.1.2.2 Adicion tipo Michael de la (S)-feniletilamina al derivado a,B-insaturado
N-Boc protegido, 8b1

La reaccion se llevo a cabo mediante la adicion nucleofilica de la (S)-feniletilamina
sobre el sistema a,B-insaturado, bajo las mismas condiciones que el Esquema 15.

Ya que el éster metilico a,B-insaturado N-Boc protegido 6b1, se encuentra soportado
en disolvente para evitar la dimerizacién, se evaporo el disolvente en frio (26 °C),
posteriormente se hizo reaccionar con la (S)-feniletilamina (7) mediante una adicion
de tipo Michael asistida por microondas bajo las siguientes condiciones: Sistema
cerrado, temperatura de 80 °C, potencia de 100W, presiéon de 10 psiy 1 ciclo de 30
min (Esquema 23). Se obtuvo un aceite amarillo claro con un rendimiento del
39.4%.



4 )
Ph
OMe /<
NH
OMe
0 MW
+
A\ Ph/\NH 100 W, 30 min 0
N 80 °C, 10 psi \
\
Boc N
\
Boc
L 6b, 8b, )

Esgquema 23. Condiciones de reaccion para la adiciéon de Michael de la (S)-
feniletilamina (7) al derivado 6ba.

6.1.2.3 Sintesis diastereoisomérica del acido 2-(1-tert-butoxicarbonil-1H-indol-
3-il-3((S)-N-feniletilamino)propandico, 9b1

Para la sintesis del compuesto 9bs, se llevé a cabo una reaccion de hidrdlisis del
éster metilico previamente obtenido (Esquema 24), el cual se disolvié en agua, se
dej6 reaccionar a temperatura de reflujo durante 7 h, siendo monitoreada por CCF,
observando la descomposicién del producto.
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Esguema 24. Sintesis diastereoisomérica del acido (S)-2-[(N-tert-
butoxicarbonil)indoil]-3-(N-bencilmetilamino)propandico, 9ba.



Por lo tanto, no fue posible obtener el producto de interés siguiendo la metodologia
propuesta, ya que se sufria una desproteccion de la amina y posteriormente la
descomposicion del producto, optando por realizar un cambio en la metodologia
empleada.

6.1.3 Sintesis de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético (segunda
ruta de sintesis)

6.1.3.1 Sintesis del 2-(1H-indo-3-il)acetato de bencilo, 3b2

La siguiente reaccidn consistio en llevar a cabo una sustitucion nucleofilica
bimolecular (SN2), del acido 3-indolacético 2b2 sobre el bromuro de bencilo,
empleando carbonato de potasio como base, tolueno como disolvente y TDA-1
como agente de intercambio de fase, tal como se muestra en el Esquema 25.
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Esquema 25. Sintesis del 2-i(1H-indol-3-il)acetato de bencilo, 3b2.

Se logré observar buenos rendimientos (83.8%) bajo estas condiciones, el tiempo
estandar fue de 2.5 horas. El producto de interés fue purificado por cromatografia
en columnay caracterizado espectroscopicamente empleando las técnicas de RMN
H y 13C (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN de *H (CDCIs, 200 MHz) del éster bencilico derivado
del 4cido 3-indolacético.

6.1.3.2 Sintesis de 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de tert-
butilo, 4b2

La sintesis de este derivado se realizd segun las condiciones que se muestran en
el Esquema 26.
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Esquema 26. Sintesis de 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de tert-
butilo, 4bo.

El mecanismo inicia al hacer reaccionar DMAP con ditert-butil dicarbonato,
generando asi una especie activada. A continuacion, la especie activada es atacada
nucleofilicamente por el atomo de nitrégeno del anillo indol, seguido de la
desprotonacion del intermediario N-protegido (Esquema 27).
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Esquema 27. Mecanismo de reaccion para la obtencion del derivado N-Boc
protegido.

La aparicion de una sefial que integra para nueve protones a 1.66 ppm
correspondiente al grupo tert-butilo en el espectro de RMN *H, confirmaron la
obtencion de dicho derivado (Figura 24).
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Figura 24. Espectro de *H (CDCIz, 200 MHz) del éster bencilico derivado del acido
3-indolacético.

6.1.3.3 Reaccién de aminometilenacion para la sintesis de 8bz.
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Esquema 28. Condiciones de aminometilenacion para la obtencion del derivado
8bo2.

La sintesis consiste en hacer reaccionar 4b2 con la base LIHMDS, para la formacion
del enolato en tolueno a -78 °C, para la estabilizacién del carbanién se formé el
acetal de silil enol. A continuacion, se elevo la temperatura a -15 °C para proceder



a la activacion del N,O-Acetal empleando eterato de trifluoruro de boro como &cido
de Lewis, permitiéndole reaccionar a temperatura ambiente durante una 1 hora,
obteniendo asi la formacién del derivado 8b2 (Esquema 28).

Sin embargo, no fue posible llegar al derivado 8b2, ya que se sufria la
descomposicion del producto, como resultado del estado de los reactivos con que
se contaba en el grupo de investigacion, modificando la metodologia empleada.

6.1.4 Sintesis de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético (tercera
ruta de sintesis)

6.1.4.1 Sintesis del 3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato
de tert-butilo, 6bs

La sintesis de este derivado se realiz6 siguiendo la metodologia general planteada
en el Esquema 13, sin embargo, el sustrato que se hizo reaccionar fue el éster
bencilico N-Boc protegido derivado del acido 3-indolacético 4bs preparado
previamente en la segunda ruta sintética (Esquema 20).

OCH,Ph OCH,Ph
o THF 0
+ CH,0)n
N 14 eq N
Boc Boc
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Esquema 29. Sintesis de 3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-
carboxilato de tert-butilo, 6bs.

Una vez finalizada la reaccién, el compuesto se purificé por columna, se recuperd
un aceite transparente con un rendimiento del 52.4%, del cual se muestra su
espectro de 'H y 13C en la Figura 25y 26.
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Figura 25. Espectro de *H (CDCls, 200 MHz) del derivado 6bs.

En la Figura 25 se observan sefales caracteristicas de los hidrégenos aromaticos
en un rango de 7.0 a 8.5 ppm, los hidrogenos geminales correspondientes al doble
enlace aparecen a 6.53 y 6.14 ppm, una sefial simple correspondiente al metileno
bencilico a 5.09 ppm y la sefial caracteristica del tert-butilo a 1.49 ppm.
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Figura 26. Espectro de *H (CDCls, 200 MHz) del derivado 6bs.

En la Figura 26 se observan las sefales correspondientes a cada uno de los
carbonos del derivado 6bs.

6.1.4.2 Sintesis delamezcla diastereoisomérica (S,S)y (S,R) del 3-(1-benciloxi-
1-0x0-3-((S)-N-feniletilamino)propan-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo,
8bs

La preparacion de este derivado se llevé cabo efectuando una adicién de tipo
Michael de la (S)-feniletilamina. La adicién 1,4 de la (S)-feniletilamina sobre el éster
bencilico a,B-insaturado N-Boc protegido 6bs, sin disolvente mediante el uso de
microondas genero el B-amino éster 8bs, con un rendimiento del 55.05% (Esquema
30).
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Esquema 30. Sintesis de la mezcla diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del 3-(1-
benciloxi-1-ox0-3-((S)-N-feniletilamino)propan-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-
butilo, 8bs.

6.1.4.3 Sintesis de la mezcla diastereoisomérica (S,S) y (S,R) del acido 2-(1-
tert-butoxicarbonil-1H-indol-3-il)-3-((S))-N-feniletilamino)propandico, 9bs

Para la obtencion del compuesto 9bs se realizé una hidrogenacion catalitica del
compuesto 8bs el cual se disolvid en una mezcla acetato de etilo y metanol (9:1),
posteriormente se afiadié 10% del catalizador Pd/C y se colocé en agitacion a una
presion de 15 psi durante 2 h (Esquema 31) en la cual se llevé a cabo la reduccién
del éster bencilico en un solo paso. Una vez finalizada la reaccion, se recuper6 un
aceite amarillo claro con un rendimiento del 77%.
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Esquema 31. Hidrogenacién catalitica del compuesto 8bs para la obtencion del
compuesto 9bs.



En la Figura 27 se puede observar el espectro de RMN !H del derivado 9bs, sin
embargo, las sefales no presentan una multiplicidad definida debido a la mezcla
diastereoisomérica presente. Los hidrégenos correspondientes al metilo de la (S)-
feniletilamina se observan en 1.29 ppm, los hidrogenos diasterotopicos beta al
carbonilo a 3.30 ppm, asi como el hidrogeno correspondiente al carbono quiral en
3.72 ppm.
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Figura 27. Espectro de *H (CDCIz, 200 MHz) del derivado 9bs.

6.1.4.4 Obtencion de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético

Se realizo la preparacion de los compuestos 10bs y 10b3’ utilizando el reactivo de
Mukaiyama (Esquema 32). La reaccion se llevo a cabo utilizando el aminoacido 9bs
suspendido en acetonitrilo, se adicion6é el yoduro de 2-cloro-1-metilpiridino y
trietilamina, la mezcla de reaccion fue sometida a microondas durante 15 minutos a
90 °C con 130, obteniendo asi las B-lactamas.
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Esquema 32. Obtencion de las B-lactamas utilizando el reactivo de Mukaiyama.

La reaccién comienza con el ataque nucleofilico del aminoacido 9bs hacia el yoduro
de 2-cloro-1-metilpiridino, formandose asi el intermediario I, en el cual se regenera
la aromaticidad eliminando el atomo de cloro formando el intermediario 1l. En el
intermediario I, el atomo de nitrégeno lleva a cabo el ataque intramolecular hacia el
grupo carbonilo para generar las 10bs y 10bs’ (Esquema 33).
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Esgquema 33. Mecanismo de reaccidon que explica la formacién de B-lactamas

utilizando el reactivo de Mukaiyama.

Los compuestos se purificaron por cromatografia en columna en un sistema de
elucién por gradiente (99:1 - 90:10 Hex:AcOEt), se recuperaron dos aceites, los
cuales difieren en su Rf observable en TLC y fueron clasificados como
“diastereocisdémero mas polar” para aquel que tiene un Rf menor y “diastereocisomero
menos polar” para aquel que tiene Rf mayor. Los espectros de RMN 'H y 13C
muestran sefales caracteristicas de las B-lactamas derivadas.

A continuacion, se muestran el espectro de RMN H del diastereoisémero mas polar

(Figura 28).
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Figura 28. Espectro de *H (CDCIz, 200 MHz) del diastereoisémero mas polar.

En la Figura 28 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) correspondiente al hidrogeno del carbono asimétrico, dos sefiales
correspondientes a los hidrégenos diasterotdpicos beta al carbonilo a 3.70 ppm
(dd(t), J =5.5Hz) y a 3.18 ppm (dd, J = 5.5, 2.7 Hz). Estas sefiales nos indican la
presencia de la B-lactama derivada del acido 3-indolacético clasificada como
diastereoisomero mas polar.

A continuacién, se muestran el espectro de RMN 'H del diastereoisémero menos
polar (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de *H (CDCls, 200 MHz) del diastereoisémero menos polar.

En la Figura 29 se observa un cuarteto que acopla para un hidrégeno a 5.07 ppm
(q, J = 7.1 Hz) correspondiente al 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
hidrogeno del carbono asimétrico, dos sefales correspondientes a los hidrégenos
diasterotopicos beta al carbonilo a 3.52 ppm (dd(t), J = 5.5 Hz) y a 3.34 ppm (dd, J
= 5.5, 2.7 Hz). Si se compara la Figura 28 y 29 la diferencia que existe es
Unicamente en los desplazamientos de los hidrogenos diasterotopicos beta al
carbonilo, por lo tanto, mediante el espectro de RMN de *H no fue posible asignar
la configuracion relativa de los diastereoisémeros.

Con lafinalidad de asignar la configuracion relativa de manera correcta se realizaron
experimentos en dos dimensiones de RMN (HMBC, HSQC, COSY, NOESY).
Mediante el experimento de NOESY vy las correlaciones que este presentaba fue
posible asignar dichas configuraciones (Figura 30).
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Figura 30. Experimento NOESY para los diastereoisomeros mas polar y menos
polar.

Se puede observar en la Figura 30 dentro del experimento correspondiente al
diastereoisomero mas polar la sefial a 3.70 ppm (dd(t), J = 5.5 Hz), la cual
correlaciona Unicamente a una sefial en 3.18 ppm (dd, J = 5.5, 2.7 Hz), mostrando
asi la relacién entre los hidrégenos diasterotépicos. De igual forma en la Figura 30
dentro del experimento correspondiente al diastereoisomero menos polar se
muestra la correlacion entre la sefial a 3.52 ppm (dd(t), J = 5.5 Hz) y a 3.34 ppm
(dd, J = 5.5, 2.7 Hz) correspondientes a los hidrégenos diasterotopicos, sin
embargo, se observa una segunda correlacion entre la sefial a 4.42 ppm (ddd, J =
5.5, 2.7, 1.0 Hz) correspondiente al hidrogeno del carbono asimétrico y la sefal de
uno de los hidrégenos diasterotopicos a 3.52 ppm (dd(t), J = 5.5 Hz) y una tercera
correlacion entre la sefal de los hidrégenos del metilo de la (S)-feniletilamina en
1.68 ppm y la sefial de uno de los hidrogenos diasterotopicos a 3.34 ppm, pudiendo
asi asignar la configuracion relativa de las B-lactamas (Figura 31).
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Figura 31. Configuracion relativa para las B-lactamas diastereoisomeéricas.



6.2 Parte Computacional

6.2.1 Acoplamiento molecular (Molecular Docking)

El objetivo de las herramientas de acoplamiento molecular es predecir las posibles
interacciones  farmaco-receptor para explicar la actividad mostrada
experimentalmente con el fin de ayudar al disefio racional de compuestos
bioactivos.

El programa MarvinSketch®® fue empleado para la construccion y la minimizacion
de la energia de las B-lactamas derivadas del 4cido fenilacético 10ay 10a’ y las -
lactamas derivadas del acido 3-indolacético 10bs y 10bs’.

El acoplamiento molecular, en este trabajo se llevd a cabo sobre el receptor de
serotonina 5-HT2A (PDB-ID: 6A93),” el cual se encuentra co-cristalizado con el
ligando Risperidona (8NU).

El primer paso fue separar la proteina del ligando con el que fue cristalizada (8NU)
mediante la utilizacion de una serie de programas computacionales, con el fin de
poder introducir sobre el sitio de reconocimiento de farmacos a los compuestos
sintetizados en este trabajo, demostrando que nuestros compuestos llevaran a cabo
las mismas interacciones que el ligando original (8NU).

500 corridas independientes fueron realizadas para cada S-lactama derivada del
acido fenilacético y del acido 3-indolacético 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 unién
como para el acoplamiento. En ambos casos, las dimensiones de la malla
tridimensional son 11.7x-1.33x58.28 A, situandose centradas en el sitio de union
del ligando y con coordenadas en (35.83, 32.40, 27.60).

Por otro lado, 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. Una forma de saber si la pose es confiable
es determinar su Distancia media cuadratica minima (RMSD) con respecto de una
estructura de referencia. 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 biolégico. El cual
determina la diferencia entre las coordenadas de los dos ligandos, es decir, que tan
cerca se encuentra la estructura acoplada a la estructura de rayos X.



6.2.1.1 Acoplamiento molecular sobre 5-HT2AR

Inicialmente se realizdé una validacion con el ligando co-cristalizado (Risperidona)
sobre el sitio activo de 5-HT2AR, con el fin de demostrar que el acoplamiento
molecular es reproducible. Los residuos de aminoacidos implicados en la union de
la Risperidona en 5-TH2AR estan altamente conservados en receptores
aminérgicos. La Risperidona posiciona su anillo de fluorobenzisoxazol y un anillo de
benceno en la hendidura hidrofébica inferior. Estos anillos forman interacciones CH-
m con Serl59, interacciones hidréfobas con llel63, Phe243 y Phe332, e
interacciones 1 con Trp336 y Phe340. El anillo de tetrahidropiridopirimidinona de la
Risperidona se encuentra entre Leu228 y Val366 (Figura 32).

SER
292

PHE

PHE
332

Figura 32. Acoplamiento molecular del compuesto Risperidona sobre el sitio
activo de 5-HT2AR.
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A lo largo del texto se usara el mismo cédigo de colores, el cual depende de tipo
de residuo de aminoéacido al que corresponde.

Cabe mencionar que se obtuvo para este conformero un valor de RMSD de 0.089
A, el cual nos indica las distancias entre los atomos de dos estructuras que son
comparadas entre si. Al ser menor de 2.0 A, se considera que los parametros
empleados para el acoplamiento molecular son reproducibles, mismo que se
observa al comparar el conférmero obtenido con el ligando co-cristalizado
observando que mantienen la misma posicion dentro de la cavidad de 5-HT2AR.

Se llevo a cabo el acoplamiento molecular de las B-lactamas derivadas del acido
fenilacético 10a y 10a’, y de las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético 10bs
y 10bs’ con el ligando Risperidona.

6.2.1.1.1 Acoplamiento molecular de las B-lactamas derivadas del acido
fenilacético 10ay 10a’ sobre 5-HT2AR

Se realiz6 el acoplamiento molecular de los compuestos diastereoisoméricos para
las B-lactamas derivadas del 4cido fenilacético 10a y 10a’, sobre el sitio de unién o
reconocimiento de farmacos en el receptor 5-HT2AR.

a) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10a sobre 5-
HT2AR

De acuerdo con lo anterior se realiz6 el acoplamiento molecular con el compuesto
10a sobre este receptor, se obtuvo un valor de RMSD igual a 0.009, teniendo asi
una distancia media menor a 2.0 A.

En la Figura 33 se observa el sobreposicionamiento del compuesto con el ligando
Risperidona, los cuales mantienen una orientacion similar dentro de la cavidad de
5-HT2AR.
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Risperidona B-lactama 10a

Figura 33. Sobreposicionamiento del conférmero de la 8-lactama 10a y
Risperidona sobre el sitio activo de 5-HT2AR.

En la Figura 34 se puede observar en 3D interacciones importantes de tipo -1 por
la B-lactama 10a con los residuos de aminoacidos Phe340 y Trp336, mismas que
comparte con la Risperidona.

Figura 34. Acoplamiento molecular de la B-lactama 10a sobre el sitio activo de 5-
HT2AR.
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En el diagrama en 2D se puede observar que la p-lactama 10a presenta
interacciones adicionales sobre el sitio activo de 5-HT2AR (Figura 35).
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Figura 35. Interacciones presentadas por la B-lactama 10a sobre el sitio activo de
5-HT2AR.

En la Figura 35 se observa como la B-lactama 10a presenta interacciones de tipo
puente de hidrégeno con los residuos de aminoacido Phe339, Ile163, Thr 160,
Serl59, Val 156 y Asp 155 mismas que comparte con el ligando Risperidona.

b) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10a' sobre 5-
HT2AR

Se llevé a cabo el acoplamiento molecular con la B-lactama 10a’ sobre 5-HT2AR,
tal como se muestra en la Figura 36, en la cual se puede observar el
sobreposicionamiento de este compuesto con Risperidona ligando co-cristalizado
con 5-HT2AR los cuales mantienen la misma orientacion dentro de la cavidad de
este receptor, se obtuvo un valor de RMSD igual a 0.045 A.



RESULTADOS Y DISCUSION

Risperidona B-lactama 10a’

Figura 36. Sobreposicionamiento del conférmero de la B-lactama 10a' y
Risperidona sobre el sitio activo de 5-HT2AR.

A continuacion, en la Figura 37 se puede observar en 3D las principales
interacciones de tipo -1 de la porcién polar del compuesto 10a con los residuos de
aminoéacidos Phe340y Trp336, interacciones que también mantiene con la molécula
objetivo Risperidona.

P 155

Figura 37. Acoplamiento molecular de la B-lactama 10a’ sobre el sitio activo de 5-
HT2AR.
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Adicional a las interacciones observadas en 3D con la region polar del compuesto
10a’ también se pueden observar interacciones adicionales por puente de hidrogeno
con Leu229, Phe 234, Val 235, Pro246, Vall56 e lle152; estas son observables en
el diagrama en 2D, donde se muestran mas interacciones presentadas por el
compuesto 10a' sobre el sitio activo de 5-HT2AR (Figura 38).
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Figura 38. Interacciones en 2D presentadas por el compuesto 10a’ sobre la
cavidad de 5-HT2AR.

6.2.1.1.2 Acoplamiento molecular de las B-lactamas derivadas del 4cido 3-
indolacético 10bs y 10bs’ sobre 5-HT2AR

Se realiz6 el acoplamiento molecular de los compuestos diastereocisoméricos para
las B-lactamas derivadas del acido 3-indolacético 10bs y 10bs’, sobre el sitio de
union o reconocimiento de farmacos en el receptor 5-HT2AR.



a) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10bs sobre 5-
HT2AR

Posteriormente se llevo a cabo el acoplamiento molecular del compuesto 10bs sobre
el sitio activo de 5-HT2AR, obteniendo un valor de RMSD igual a 0.143 A. En la
Figura 39 se observa el sobreposicionamiento del compuesto Risperidona, el
compuesto 10bs comparte una orientacion espacial similar a la Risperidona dentro
del sitio activo de 5-HT2AR, ademas de que es posible observar que el
sobreposicionamiento no se da en la misma region que los compuestos
anteriormente probado (10ay 10a').

Risperidona B-lactama 10bs

Figura 39. Sobreposicionamiento del compuesto 10bs y Risperidona sobre el sitio
activo de 5-HT2AR.

En la Figura 40 se presentan las interacciones vistas en 3D de la B-lactama 10bs
presentadas sobre 5-HT2AR, solo se observa una interaccion por puente de
hidrogeno con el carbonilo del anillo la B-lactamico y el residuo de aminoacido
Asn343 que comparte con el ligando comercial Risperidona.
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223

Figura 40. Acoplamiento molecular de la B-lactama 10bs sobre el sitio catalitico de
5-HT2AR.

En la Figura 41 se muestran las interacciones en 2D presentadas por el compuesto
10bs sobre el sitio catalitico del receptor 5-HT2A. De acuerdo con el diagrama, se
muestra interacciones de tipo hidrofobicas con los residuos de aminoacidos Ala230,
Leu229, Leu228, Trpl51, llel52, Vall56, Trp336, Phe339, Phe340 y Ala346, las
cuales comparte con el ligando Risperidona.
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Figura 41. Diagrama en 2D de las interacciones presentadas por 10b3s’ sobre el
sitio activo de 5-HT2AR.

b) Resultados del acoplamiento molecular para la B-lactama 10b3s’ sobre 5-
HT2AR

Finalmente se llevé a cabo el acoplamiento molecular del compuesto 10b3s’ sobre el
sitio activo de 5-HT2AR, se observa el sobreposicionamiento del compuesto 10bs’
y risperidona, se obtuvo un valor de RMSD igual a 0.052 A. Este compuesto
comparte una orientacion espacial similar a Risperidona dentro del sitio activo de 5-
HT2AR, lo cual es de gran importancia ya que se lleva a cabo la actividad
farmacolégica del compuesto.
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Risperidona B-lactama 10b3’

Figura 42. Sobreposicionamiento del conformero 10b3s’ y Risperidona sobre el sitio
activo de 5-HT2AR.

Se observaron en 3D interacciones de tipo - de la B-lactama 10bs’ con los
residuos de aminoécidos Phe243, Phe340 y Trp336, mismas que comparte con el
ligando comercial Risperidona (Figura 43).

346

Figura 43. Acopamiento molecular del compuesto 10b3’ sobre el sitio activo de 5-
HT2AR.
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De acuerdo con el diagrama en 2D del compuesto 10b3’ presenta interacciones
hidrofébicas importantes con Val336, Vall56, lle163 y Phe332. Adicionalmente
mantiene interacciones con Ser239, Serl59, Thrl60, Ser242, Thrl34 y Serl3l
(Figura 44).
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Figura 44. Interacciones presentadas por el compuesto 10b3s’ en 2D sobre la
cavidad de 5-HT2AR.

6.2.2 Andlisis del acoplamiento molecular

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para el acoplamiento molecular
para los compuestos finales.

La validacion con el ligando co-cristalizado Risperidona, sobre el sitio activo de 5-
HT2AR se realizo para conocer si los parametros correspondientes a este modelo
son aplicables a las B-lactamas 10a, 10a’, 10bs, 10bs’. No es posible comparar los
valores de RMSD con los obtenidos para las B-lactamas, ya que no presentan el
mismo numero de atomos.
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En este caso los valores de RMSD menor a 2 A correspondientes a las B-lactamas
nos indica que no existieron variaciones importantes entre las conformaciones
obtenidas en cada ejecucion.

Tabla 2. Valores de RMSD y energia de afinidad para los compuestos finales.

RMSD Energia de Afinidad

- -
B-lactama 102 0.009 0.004 -8.160 0.003
B-lactama 10a' 0.045 0.02 -8.747 0.011
B-lactama 10bs 0.143 0.299 -10.242 0.011

B-lactama 10bs’ 0.052 0.02 -9.037 0.037
Risperidona 0.089 0.036 -11.447 0.015

Para el caso de las energias de afinidad, es posible determinar que la Risperidona
presenta una energia igual a -11.447 kJ/mol. Esto representa una mejor interaccion
con el sitio activo al exhibir en su estructura un anillo de fluorobenzisoxazol y un
anillo de tetrahidropiridopirimidinona lo que le confiere mayores interacciones con
respecto de las B-lactamas. Aunque estas representan una clase de bioisostero con
respecto a la risperidona por su anillo de tipo indol, no se favorecen las mismas
interacciones.
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6.2.3 Prediccion de absorcion y permeabilidad celular (Molinspiration)

Se llevo a cabo la prediccion de cada uno de los postulados de Lipinski de las -
lactamas finales (10a, 10a’', 10bs y 10bs’) empleando Molinspiration online. A
continuacién, se muestra la Tabla 2 comparando los valores obtenidos, en relacion
con su absorcion.

Tabla 3. Analisis de los postulados de Lipinski para los compuestos finales.

B-lactama 10a 3.55 251.33
B-lactama 10a’ 3.55 251.33
B-lactama 10bs 4.33 390.48
B-lactama 10b3’ 4.33 390.48

Risperidona 3.24 406.53

o g1 o NN
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APH: aceptores de puente de hidrogeno.
DPH: donadores de puente de hidrégeno.

De acuerdo con los valores obtenidos se observa que ninguna de las moléculas
disefiadas tendra problemas de absorcion y permeabilidad por difusién pasiva. La
difusion pasiva consiste en el paso de una sustancia a través de la membrana
biolégica en funcion del gradiente de concentracion, pasando de la zona de mayor
concentracion a la de menor. Por lo cual, las moléculas podrian presentar buena
biodisponibilidad al ser administrados por via oral, ya que no presentan ninguna
violacion a estas reglas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.4 Prediccién de las propiedades farmacocinéticas (AdmetSAR)

Mediante el programa AdmetSAR se llevé a cabo la prediccion de las propiedades
farmacocinéticas de los compuestos finales (10a, 10a’, 10bz y 10bs’), obteniendo
valores de absorcién, metabolismo y de toxicidad basadas en una relacién
estructura actividad (Tabla 3).

Tabla 4. Propiedades farmacocinéticas de los compuestos finales, calculadas
mediante el programa AdmetSAR.

Modelo Resultado

Absorcién

Barrera

+
hematoencefalica BBB

Absorciéon en

. . HIA+
intestino humano

Sustrato de
glicoproteina-P

Inhibidor de la
glicoproteina -P

No sustrato

No inhibidor

Metabolismo

CYP450 2C9
Sustrato

CYP450 2D6
Sustrato

CYP450 3A4
Sustrato

No sustrato

No sustrato

No sustrato

Toxicidad

AMES
(no téxico)
No
carcinégeno
Alta
toxicidad

Toxicidad AMES

Carcinogénesis

Toxicidad en pez

Alto riesgo

moderado - Sin riesgo
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De acuerdo con los resultados arrojados por el programa AdmetSAR, se muestran
los mismos valores para los compuestos finales sintetizados (10a, 10a’, 10bs y
10b3’), sin embargo, presentan diferentes valores en cuanto a la absorcion en
intestino humano, no serdn sustratos de glicoproteina P, lo cual se encuentra
relacionado con la resistencia a farmacos. No son sustratos de las principales
isoformas del CYP450, lo que indica que no habré interacciones farmaco-farmaco,
por lo cual no presentara toxicidad de este tipo. Cabe mencionar que estos
compuestos, arrojan valores altos que indican que no estan relacionados con
carcinogénesis y tampoco con mutagenicidad. Con respecto a la barrera
hematoencefalica, el programa indica que los compuestos presentaran alta
probabilidad de actuar a nivel del SNC.



CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Las B-lactamas son un componente quimico en la sintesis total de compuestos
bioldgicamente activos y farmacéuticamente importantes.

Se desarrolld una estrategia de sintesis efectiva que permite el acceso a las -
lactamas diastereisoméricamente puras derivadas del acido fenilacético y del acido
3-indolacético.

Debido al acoplamiento molecular, es posible decir que los ligandos empleados
representan la clase estructural que podria acoplarse en este sitio en un modo
consistente, dando como resultado una alineaciéon basada en la estructura que
puede servir como punto de partida para el andlisis de estudios in vitro e in vivo. Los
modos de unién de estos ligandos sobre el receptor 5-HT2AR pudieran estar
asociados con enfermedades neurodegenerativas, en especial la esquizofrenia. Por
lo tanto, la elucidacion de estas estructuras es beneficiosa para el disefio basado
en la estructura de medicamentos para este tipo de enfermedades.



CAPITULO 8. PERSPECTIVAS

Continuar con el proceso de obtencion de las B-lactamas diastereoisoméricamente
puras de la indometacina.

Obtener los B2-arilamino acidos en forma libre derivados del acido fenilacético, del
acido 3-indolacético y de la indometacina.

Llevar a cabo ensayos in vitro e in vivo de los compuestos con el mejor perfil
destacado en los andlisis de consenso bioinformatico.



CAPITULO 9. PARTE EXPERIMENTAL

9.1 Informacion General

Los reactivos usados para la sintesis de los compuestos presentados en este
proyecto fueron obtenidos comercialmente (SIGMA-ALDRICH®). Cada uno de los
materiales de vidrio (matraces, probetas, vasos de precipitado) fueron de vidrio tipo
PYREX®.

Los disolventes fueron secados utilizando técnicas estandar; el tetrahidrofurano
(THF) y tolueno fueron empleados en condiciones de extrema sequedad. En el caso
del THF, la eliminacién de la humedad se realiz6 empleando sodio metalico y
benzofenona como indicador, a reflujo y bajo atmdsfera de nitrégeno.

Las reacciones se monitorearon por cromatografia en capa fina en placas de
aluminio recubiertas de silica gel con indicador fluorescente (60 F2s4), utilizando
como revelador luz UV y vapores de yodo. Las columnas cromatograficas se
llevaron a cabo utilizando silica gel (230-440 mallas).

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Melt-temp Electrothermal en
capilares abiertos.

Las reacciones en microondas se llevaron a cabo en un equipo Discover CEM. Los
espectros de RMN se obtuvieron en un equipo Varian Gemini a 200 (*H) y 50 MHz
(*3C) y Varian Oxford a 400 MHz (*H), reportando los espectros obtenidos a 200
MHz y usando CDCIs como disolvente a menos que se indique lo contrario. El
desplazamiento quimico (3) estd dado en ppm utilizando MesSi como referencia
interna y las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Las estructuras de rayos-X fueron obtenidas en un equipo APEX-Brucker y las
estructuras se resolvieron por métodos directos utilizando el programa SHELXS.



9.2 Parte Quimica

9.2.1 Sintesis del compuesto 2-fenilacrilato de metilo

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética y atmosfera inerte se
colocaron 3.98 gr (66 mmol) de NaH al 60% y a continuacion se lavo tres veces con
hexano. Para lavar el hidruro de sodio soportado en aceite mineral se agrega
hexano via canula y se agita por un minuto. Se decanta el residuo solido y el liquido
sobrenadante se remueve via canula. Este procedimiento se repite por tres veces.
Enseguida se adicionaron THF anhidro y 4.69 mL (33 mmol) de 2-fenilacetato de
metilo. La mezcla de reaccion se sumergié en un bafio de aceite a 50-55 °C por
aproximadamente 10 minutos. La mezcla de reaccion permanecié en agitacion
durante 15 minutos para posteriormente adicionar 6.42 mL (299 mmol) de
paraformaldehido. Se permitié a la mezcla reaccionar a esta temperatura por 20
minutos y a continuacion se enfria con un bafio de hielo para luego ser tratada con
10 mL de agua. La fase acuosa se extrae con AcOEt (3 x 50 mL), una vez reunida
la fase organica se transfiri6 a un matraz Erlenmeyer limpio y seco, pasando por
Na2SO4 anhidro para terminar de secar, la solucion se filtra y el disolvente se
evapora a presion reducida, obteniendo asi un aceite transparente. El crudo de
reaccion fue purificado por cromatografia en columna en un sistema isocratico (9:1)
Hex:AcOEt.

2-fenilacrilato de metilo
OMe C10H1002

PM: 162.07 g/mol

Liquido, aceite transparente
Rendimiento: 35.2 %

\. /

RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & (ppm) 7.37 — 7.13 (m, 5H, H-Ar), 6.26 (d, 1H, J = 1.2
Hz, 1H, CHz), 5.79 (d, 1H, J = 1.2 Hz, 1H, CH>), 3.71 (s, 3H, CHa).

RMN 13C (CDCls, 50 MHz): § (ppm) 52.1 (OCHs3), 126.8 (CHz), 128.1 (CH-2'), 128.1
(CH-6), 128.2 (CH-4’), 128.3 (CH-3’), 128.3 (CH-5'), 136.7 (C-1°), 141.3 (C-2), 167.3
(CO).



9.2.2 Sintesis del compuesto (R,S)-2-fenil-3-((S))-N-feniletilamino)propanoato
de metilo

En un vial para microondas (sistema cerrado) provisto de agitacion magnética se
coloco 1.0 g del 2-fenilacrilato de metilo (6.16 mmol). Enseguida y a temperatura
ambiente se adicionaron 0.94 mL (7.39 mmol) de la (S)-bencilmetilamina. La mezcla
fue sometida a irradiacion de microondas a una potencia de 100 W, una temperatura
de 80 °C y una presion de 10 psi. De acuerdo con la referencia esta potencia es la
adecuada para alcanzar los 80 °C, sin embargo, se recomienda disminuir o
aumentar la potencia considerando que se busca alcanzar la temperatura
previamente comentada. Una vez agotado el 2-fenilacrilato de metilo, el crudo de
reaccion fue purificado por cromatografia en columna por gradiente, comenzando
por un sistema 9:1 (Hex:AcOEt), hasta llegar a 7:3 (Hex:AcOEt), no fue posible
separar los diastereoisémeros presentes en la mezcla mediante cromatografia en
columna.

4 )
. o) (R,S)-2-fenil-3-((S))-N-feniletilamino)
‘\ propanoato de metilo
/\ C18H21N02
Ph™ N OMe PM: 283.16 g/mol
Ph Liquido, aceite incoloro
L ) Rendimiento: 50.3%

RMN H (CDCls, 200 MHz): & (ppm) 7.48 — 7.04 (m, 10H, H-Ar), 3.85 — 3.68 (m, 2H
CH2), 3.65 (d, 3H, J = 1.3 Hz, OCHa), 3.13 (dddd, 1H, J = 15.0, 12.0, 8.7, 1.0 Hz,
CH), 2.14 (dddd, 1H, J = 12.0, 6.6, 5.5, 1.0 Hz, CH), 1.59 (sa, 1H, NH), 1.30 (d, 3H,
J = 6.6 Hz, CHa).

RMN 13C (CDCls, 50 MHz): & (ppm) 23.5 (CH3), 48.0 (CH), 52.4 (OCHs3), 58.3 (CH),
126.8 (CH-4’), 127.0 (CH-9), 127.0 (CH-13), 127.1 (CH-11), 128.7 (CH-10, CH-12),
128.8 (CH-3", CH-5', CH-2’), 129.1 (CH-6’), 137.8 (C-1’), 144.3 (C-8), 173.3 (CO).

9.2.3 Sintesis del acido (R,S)-2-fenil-3-(N-feniletilamino)propandico

En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 0.83
g (3.1 mmol) del (R,S)-2-fenil-3-((S)-N-feniletilamino)propanoato de metilo y 50 mL
de agua. La mezcla de reaccion se reflujé durante 4 h hasta la desaparicion total de



la materia prima. Se evaporo a presion reducida el disolvente hasta sequedad, no
fue necesaria la purificacion del producto.

(" ) .
Acido (R,S)-2-fenil-3-(N-

z o) feniletilamino)propanédico

C17H49NO;
Ph/\N/\s)LOH PM: 283.16 g/mol
H Solido, polvo blanco

Temperatura de descomposicion: 179-181 °C
\ ) Rendimiento: 83.5%

Las sefiales dentro del espectro de RMN !H se encuentran traslapadas y con
integral doble debido a la mezcla diastereoisomérica; de igual forma para el espectro
de RMN 13C, las sefiales se encuentran dobles

RMN 'H (CDsOD, 200 MHz): § (ppm) 7.54 — 7.08 (m, 10H H-Ar), 4.06 (qt, 1H, J =
6.9, 1.4 Hz, CH), 3.69 (m, 1H, CH), 3.13 (m, 1H, CH2), 2.74 (m, 1H, CHz), 1.49 (dd,
3H, J = 4.7, 1.6 Hz, CHa).

RMN 13C (CD30D, 50 MHz): § (ppm) 22.0 (CHs), 51.7 (CH), 51.8 (CH), 53.7 (CHa),
54.1 (CH2), 59.2 (CH), 59.5 (CH), 128.0 (CH), 128.3 (CH), 129.3 (CH), 129.4 (CH),
129.5 (CH), 129.7 (CH), 130.0 (CH), 130.1 (CH), 141.2 (C), 142.2 (C), 142.7 (C),
179.6 (CO).

9.2.4 Sintesis diasterecisomérica (S,S) y (S,R) de 3-fenil-1-(S)-N-
feniletilazetidin-2-ona

En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitaciébn magnética, se afiadieron
0.48 g del acido (R,S)-2-fenil-3-((S)-N-bencilmetilamino)propandico (1.82 mmol),
acto seguido se agregaron 50 mL de Benceno; la mezcla de reaccién fue purgada
con N2. Posteriormente se afiadieron 0.51 mL (3.64 mmol) de EtsN para después
adicionar con jeringa de vidrio 0.39 mL (2.73 mmol) de dicloruro fenilfosfonico. A
continuacion, la reaccion fue irradiada con microondas y puesta a reflujar por 30 min
a 90 °C con 130 W de potencia. La B-lactamas fueron purificadas por cromatografia
en columna con un sistema de gradiente (95:5 - 7:3 Hex:AcOEt). Se lograron aislar
dos sélidos en relacion 1:1 de cada lactama.



- (S)-3-fenil-1-(S)-N-feniletilazetidin-2-ona
: 0 Cq7H47NO
(S)'N PM: 251.13 g/mol
Solido, cera blanca
| Punto de fusion: 49-51 °C
= Rendimiento: 44.5%
Rotacion Optica: -128.30 CH,Cl,
H (o) (R)-3-fenil-1-(S)-N-feniletilazetidin-2-ona

. C47H417NO
(S)'N PM: 251.13 g/mol
in,, Sdlido, agujas cristalinas
(R) Punto de fusién: 64-66 °C

Rendimiento: 44.5%
Rotacién Optica: -24.75 CH,Cl,

RMN H de (S,S)-1-bencilmetil-3-fenilazetidin-2-ona (CDClsz, 200 MHz): § (ppm) 7.12
- 7.48 (m, 10H, H-Ar), 5.04 (q, 1H, J = 7.1 Hz, CH), 4.26 (ddd, 1H, J=5.5, 2.7, 1.0
Hz, CH), 3.65 (t, 1H, J = 5.4 Hz, CH), 3.15 (dd, 1H, J = 5.4, 2.6 Hz, CH2), 1.62 (d,
3H, J =1.0 Hz, CH3).

RMN H de (S,R)-1-bencilmetil-3-fenilazetidin-2-ona (CDClz, 200 MHz): § (ppm) 7.18
- 7.59 (m, 10H, H-Ar), 5.06 (q, 1H, J = 7.1 Hz, CH), 4.26 (ddd, 1H, J=5.5, 2.7, 1.0
Hz, CH), 3.45 (t, 1H, J = 5.4 Hz, CH), 3.35 (dd, 1H, J = 5.4, 2.6 Hz, CH>), 1.64 (d,
3H, J = 1.0 Hz, CHz3).

RMN 13C de (S,S)-1-bencilmetil-3-fenilazetidin-2-ona (CDCIz, 50 MHz): § (ppm) 20.3
(CHs), 47.1 (CH2), 53.6 (CH), 65.5 (CH), 126.7 (CH), 127.1 (CH), 127.6 (CH, CH)
127.7 (CH),CH), 128.3 (CH, CH), 128.4 (CH, CH), 137.9 (C), 141.1 (C), 166.5 (CO).

RMN 13C de (S,R)-1-bencilmetil-3-fenilazetidin-2-ona (CDClz, 50 MHz): § (ppm) 20.7
(CHs), 48.3 (CH2), 53.2 (CH), 64.8 (CH), 126.8 (CH), 127.3 (CH), 127. 6 (CH), 127.6
(CH), 127.9 (CH), 127.9 (CH), 128.1 (CH) 128.1 (CH), 128.4 (CH), 128.4 (CH), 137.4
(C), 141.5 (C), 166.8 (CO).

9.2.5 Sintesis del 2-(1H-indol-3-il)acetato de bencilo

En un matraz redondo provisto de agitacibn magnética se colocaron 0.5 g del acido
3-indolacético (3.1 mmol), enseguida se adicionaron 50 mL de Tolueno. La mezcla
de reaccién permanecié en agitacion durante 10 minutos. A continuacion, se



agregan 0.93 g de K2COs (6.7 mmol), 0.83 mL de BnBr (6.7 mmol) y 1 mL de TDA-
1 (3.1 mmol). La reaccion se mantuvo a reflujo durante 2.5 h. Posteriormente el
disolvente se elimind en el rotaevaporador a 70 °C. Al crudo le fueron adicionados
10 mL de H20 y la fase acuosa se extrae con AcOEt (3 x 10 mL), una vez reunida
la fase orgénica se transfiri6 a un matraz Erlenmeyer limpio y seco, pasando por
Na2SO4 anhidro para terminar de secar, la solucion se filtra y el disolvente se
evapora a presion reducida. El crudo de reaccién fue purificado por cromatografia
en columna en un sistema isocratico (9:1) Hex:AcOEt.

4 )

OCH,Ph

2-(1H-indol-3-il)acetato de bencilo
o) C47H45NO;

PM: 265.31 g/mol

Liquido, aceite amarillo claro

Bl
Z N Rendimiento: 83.8%

\

H

\_ J

RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & (ppm) 8.12 (sa, 1H, H-4), 7.66 - 7.02 (m, 9H, H-Ar),
5.14 (s, 2H, CH2), 3.8 (d, 2H, J = 0.9 Hz, CH2).

RMN 23C (CDCls, 50 MHz): & (ppm) 30.9 (CH2), 66.4 (CH2), 107.4 (C), 111.1 (CH),
118.8 (CH), 119.8 (CH), 121.7 (CH), 123.0 (CH), 127.1 (CH), 127.4 (CH), 127.6
(CH), 128.9 (CH, CH), 136.1 (C), 136.5 (C), 169.2 (CO).

9.2.6 Sintesis del 3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo

En un matraz de 100 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 0.5 g del 2-
(1H-indol-3-il)acetato de bencilo (0.376 mmol) y 50 mL de un sistema de disolventes
(9:1) Tol:CH3CN, seguido de la adicion de 0.005 g de DMAP (0.04 mmol). La mezcla
de reaccion se dejo en agitacion por 10 min y posteriormente se afiadié 0.098 g de
anhidrido Boc (0.452 mmol). El crudo de reaccion se somete a reflujo durante 3 h.
Posteriormene el disolvente se eliminé en el rotaevaporador a 70 °C. Al crudo le
fueron adicionados 10 mL de H20 y la fase acuosa se extrae con AcOEt (3 x 10 mL),
una vez reunida la fase organica se transfirid a un matraz Erlenmeyer limpio y seco,
pasando por Na:SOs4 anhidro para terminar de secar, la solucion se filtra y el
disolvente se evapora a presion reducida. El crudo de reaccion fue purificado por
cromatografia en columna, iniciando con un gradiente de concentracion (98:2)



Hex:AcOEt y finalizando con (9:1) Hex:AcOEt, se obtuvieron 0.538 g de producto
puro (79.2% de rendimiento) (Figura 2.2.2).

é )
OCH,Ph
3-(2-benciloxi-2-oxoetil)-1 H-indol-1-
o) carboxilato de tert-butilo
N\ C2oHp3NOy4
PM: 365.16 g/mol
N Liquido, aceite amarillo
\ Rendimiento: 79.2%
Boc
. WV,

RMN !H (CDCls, 200 MHz): § (ppm) 8.15 (d, 1H, J = 8.1 Hz, CH), 7.71 — 6.97 (m,
9H, H-Ar), 5.15 (s, 2H, CH2), 3.76 (d, 2H, J = 1.1 Hz, CH2), 1.65 (s, 9H, (CHa)3).

RMN 13C (CDCls, 50 MHz): & (ppm) 28.2 ((CH3)a), 31.1 (CHz), 66.8 (CH2), 83.6 (C),
113.0 (C), 115.3 (CH), 119.0 (CH), 122.6 (CH), 124.4 (CH), 124.5 (CH), 128.3 (CH),
128.3 (CH), 128.6 (CH, CH), 130.04 (C), 135.4 (C), 135.7 (C), 149.6 (CO), 170.8
(CO).

9.2.7 Sintesis del 3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de
tert-butilo

En un matraz redondo con capacidad de 100 mL, provisto de agitacion magnética,
y atmoésfera inerte se colocé 0.8 g NaH (19.16 mmol) previamente lavado con
hexano y a continuacién se adicionaron 50 mL de THF anhidro. La solucion anterior
fue sumergida en un bafio a 0 °C durante 5 min para después adicionar 0.5 g de 3-
(2-benciloxi-2-oxoetil)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo (1.36 mmol) y 0.4 g de
paraformaldehido (13.3 mmol), respectivamente. La reaccién 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 saturando la fase acuosa con NaCl, se sec6 sobre Na2SOa,
la solucion fue filtrada y el disolvente evaporado a presion reducida. El crudo de
reaccion fue purificado por columna obteniéndose 0.270 g como un aceite amarillo
claro.



OCH,Ph
3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1 H-indol-1-
o carboxilato de tert-butilo

C23H23NO,

N PM: 377.16 g/mol
Liquido, aceite amarillo claro

N\ Rendimiento: 52.4 %

Boc
. J

RMN H (CDCls, 200 MHz): & (ppm) 8.20 (d, J = 8.1 Hz, CH), 7.94 - 7.14 (m, H-Ar),
6.53 (S, CH2), 6.14 (s, CH2), 5.09 (s, CH2), 1.68 (S, (CH3)3).

RMN 13C (CDCls, 50 MHz): § (ppm) 28.2 ((CHz)3), 68.7 (CHz2), 82.2 (C), 115.4 (CH),
119.9 (CHz), 122.9 (CH), 124.5 (CH), 126.7 (CH), 128.2 (CH, CH), 128.5 (CH, CH),
130.2 (C), 135.9 (C), 136.4 (C), 149.8 (CO), 171.5 (CO).

9.2.8 Sintesis del 3-((R,S)-1-benciloxi-1-0x0-3-((S)-N-feniletilamino)propan-2-
il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo

En un vial para microondas (sistema cerrado) provisto de agitacion magnética, se
colocaron 0.47 g de 3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de
tert-butilo (1.24 mmol). Enseguida y a temperatura ambiente se adicionaron 0.24 mL
(1.89 mmol) de la (S)-bencilmetilamina. La mezcla fue sometida a irradiacion de
microondas a una potencia de 100 W, una temperatura de 80 °C y una presiéon de
10 psi. De acuerdo con la referencia esta potencia es la adecuada para alcanzar los
80 °C, sin embargo, se recomienda disminuir o aumentar la potencia considerando
gue se busca alcanzar la temperatura previamente comentada. Una vez agotado el
3-(3-benciloxi-3-oxoprop-1-en-2-il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo, el crudo de
reaccion fue purificado por cromatografia en columna por gradiente, comenzando
por un sistema 9:1 (Hex:AcOEt), hasta llegar a 7:3 (Hex:AcOEt).



NH 3-((R,S)-1-benciloxi-1-oxo0-3-((S)-N-
/ OCH,Ph feniletilamino)propan-2-il)-1 H-indol-1-
carboxilato de tert-butilo

o) C31H34N204
PM: 498.25 g/mol
N\ Liquido, aceite amarillo
N Rendimiento: 55.05 %
\
L Boc )

Las sefiales dentro del espectro de RMN !H se encuentran traslapadas y con
integral doble debido a la mezcla diastereoisomérica; de igual forma para el espectro
de RMN 12C, las sefiales se encuentran dobles

RMN !H (CDCls, 200 MHz): § (ppm) 8.12 (d, 1H, J = 8.1 Hz, CH), 7.57 — 7.10 (m,
9H, H-Ar), 5.13 (m, 2H, CHz), 4.08 (m, 1H, CH), 3.81 (m, 1H, CH), 3.23 (m, 1H, CH2),
2.94 (m, 1H, CH2), 1.65 (d, 9H, J = 1.7 Hz, (CHs)3), 1.30 (d, 3H, J = 6.6 Hz, CHa).

RMN 13C (CDCls, 50 MHz): & (ppm) 23.5 (CHa), 27.9 ((CH3)3), 43.9 (CH), 49.6 (CHy2),
59.3 (CH), 66.7 (CHz), 82.3 (C), 111.6 (CH), 115.3 (C), 119.3 (CH), 121.0 (CH),
124.8 (CH), 126.1 (CH), 127.1 (CH), 127.1 (CH), 127.2 (CH), 128.0 (CH), 128.3
(CH), 128.3 (CH), 128.4 (CH, CH), 128.7 (CH, CH), 130.1 (C), 135.6 (C), 136.2 (C),
144.3 (C), 149.8 (CO), 170.5 (CO).

9.2.9 Sintesis del acido (R,S)-2-(1-tert-butoxicarbonil-1H-indol-3-il)-3-((S)-N-
feniletilamino)propandico

En un matraz redondo de 50 mL provisto de agitacion magnética, se adicionaron
0.036 g del 3-((R,S)-1-benciloxi-1-ox0-3-((S)-N-feniletilamino)propan-2-il)-1H-indol-
1-carboxilato de tert-butilo (0.0722 mmol) y se disolvieron en 1 mL de AcOEt. Se
adicionaron 10% en peso de Pd/C. Se agitd magnéticamente y se sometidé a
atmosfera de hidrogeno empleando un globo. Se realizé TLC a la hora de reaccion
empleando un sistema 9:1 (Hex:AcOEt), debido a que se observaba materia prima
y fisicamente se formaba un soélido, se adicionaron unas gotas de MeOH para lograr
la homogeneidad de la reaccion, la agitacion contintio en atmosfera de hidrogeno
durante 2 horas. Agotada la materia prima, el crudo de reaccion se filtra empleando
una cama de silica gel y 5 mL de AcOEt.



iy
/N"' OH Acido (R,S)-2-(1-tert-butoxicarbonil-1H-indol-3-
il)-3-((S)-N-feniletilamino)propandico
C24H2gN20,
0] PM: 408.20 g/mol
A\ Liquido, aceite amarillo claro
Rendimiento: 77 %
N
\
Boc
\_ J

RMN H (CDsOD, 200 MHz): § (ppm) 8.10 (dd, 1H, J = 7.7, 2.3 Hz, CH), 7.58 — 7.09
(m, 9H, H-Ar), 4.33 (m, 1H, CH), 3.97 (m, 1H, CH), 3.30 — 2.95 (m, 2H, CH>), 1.64
(s, 9H, (CHa)s), 1.29 (s, 3H, CHa).

RMN 13C (CDsOD, 50 MHz): & (ppm) 22.07 (CHs), 27.9 ((CHa)s), 38.0 (CH), 51.8
(CH), 59.5 (CH), 128.0 (CH), 128.3 (CH, CH), 129.3 (CH, CH), 129.5 (CH), 129.7
(CH), 129.7 (CH), 130.0 (CH), 130.1 (CH, CH), 136.2 (C) 141.2 (C), 142.2 (C), 149.8
(CO), 179.6 (CO).

9.2.10 Sintesis diastereoisomérica (S,S) y (S,R) de 3-(-2-ox0-1-(S)-N-
feniletilazetidin-3-il)-1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo

En un matraz redondo de 50 mL, provisto de agitaciébn magnética, se adicionaron
0.0228 g del acido (R,S)-2-(1-tert-butoxicarbonil-1H-indol-3-il)-3-((S)-N-
feniletilamino)propandico (0.056 mmol) y 20 mL de acetonitrilo. A la mezcla se le
adicionaron 0.02 mL de EtsN (2.5 mmol) y 0.017 g del reactivo de Mukaiyama (1.1
mmol). La mezcla se irradio en el microondas a 90 °C y 130 W de potencia durante
15 min, en un sistema abierto. Al finalizar, el crudo de reaccion se concentré a
sequedad. Posteriormente se adicionaron 5 mL de CH2Cl2 y 10 mL de H20, se
separo la fase organica se secO sobre Na:SOa4 y se concentro a sequedad. Fue
purificado por cromatografia en columna, iniciando con un sistema 99:1
(Hex:AcOEt) y terminando con un sistema 90:10 (Hex:AcOEt).



g 0 3-((S)-2-0x0-1-(S)-N-feniletilazetidin-3-il)
X (S)'N -1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo
| _ S C24H26N203
\ PM: 390.19 g/mol
N Liquido, aceite amarillo
\Boc Rendimien’to: 54.6%
H o Rotacién Optica: -13.0 CHCI;

3-((R)-2-oxo0-1-(S)-N-feniletilazetidin-3-il)

| NXY“(s)’N -1H-indol-1-carboxilato de tert-butilo
= R) Co4Ho6N203

\ PM: 390.19 g/mol

N Liquido, aceite amarillo
Boc Rendimiento: 54.6%

N < Rotacién Optica: -4.0 CHCl,

RMN *H de (S,S)-1-bencilmetil-3-[(N-tert-butoxicarbonil)indoilJazetidin-2-ona
(CDCls, 200 MHz): 6 (ppm) 8.11 (d, 1H, J =8.0 Hz, CH), 7.51 — 7.08 (m, 9H, H-Ar),
5.08 (q, 1H, J =7.1 Hz, CH), 4.45 (ddd, 1H, J =5.5, 2.7, 1.0 Hz, CH), 3.70 (dd, 1H,
J =5.5 Hz, CHy), 3.18 (dd, 1H, J = 5.5, 2.7 Hz, CH2), 1.64 (s, 9H, (CHs)3), 1.67 (d,
3H, J =7.1 Hz, CHg).

RMN !H de (S,R)-1-bencilmetil-3-[(N-tert-butoxicarbonil)indoil]azetidin-2-ona
(CDCls, 200 MHz): 6 (ppm) 8.15 (d, 1H, J =8.0 Hz, CH), 7.59 — 7.22 (m, 9H, H-Ar),
5.07 (q, 1H, J = 7.1 Hz, CH), 4.42 (ddd, 1H, J = 5.5, 2.7, 1.0 Hz, CH), 3.52 (dd, 1H,
J=5.5Hz, CH2), 3.34 (dd, 1H, J =5.5, 2.7 Hz, CH2), 1.67 (s, 9H, (CH3)3), 1.68 (d,
3H, J = 7.1 Hz, CH3).

RMN BC de (S,S)-1-bencilmetil-3-[(N-tert-butoxicarbonil)indoil]azetidin-2-ona
(CDCls, 50 MHz): § (ppm) 18.19 (CHs), 28.2 ((CHs3)s), 43.7 (CH2), 45.4 (CH), 51.6
(CH), 84.1 (C), 115.3 (CH), 119.0 (CH), 122.6 (CH), 123.4 (CH, CH), 124.6 (CH),
126.9 (CH, CH), 127.8 (CH, CH), 128.9 (CH, CH), 138.5 (C), 140.0 (C), 163.7 (CO),
167.0 (CO).

RMN 13C de (S,R)-1-bencilmetil-3-[(N-tert-butoxicarbonil)indoillazetidin-2-ona
(CDCls, 50 MHz): & (ppm) 18.2 (CHs), 28.2 ((CH3)s), 43.9 (CHz), 45.3 (CH), 51.6
(CH), 83.8 (C), 115.4 (CH), 118.9 (CH), 122.7 (CH), 123.2 (CH), 124.7 (CH), 126.8
(C), 126.9 (CH, CH), 127.7 (CH, CH), 127.8 (C), 128.8 (CH), 135.7 (C), 140.2 (C),
167.1 (CO), 172.9 (CO).
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