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INDICE DE COMPUESTOS

Compuesto rac-1

i Ph Nombre IUPAC. Acido (RS)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-2-fenilacético
N— Nombre comiin. Ftaloil-DL-fenilglicina
CO.H Formula quimica. Ci¢Hi1NO4
© Peso Molecular. 281.2 g/mol
Compuesto rac-2
O Nombre IUPAC. (RS)-2(1,3-Dioxoisoindolin-2-il)-2-fenilacetato de
Ph metilo
N . o g .
: CO,Me Nombre comiin. Ftaloil-DL-fenilglicinato de metilo
0 Foérmula quimica. Ci7H13NO4

Peso Molecular. 295.3 g/mol

Compuesto rac-3

Nombre IUPAC. (1R,3R,9bS)- y (15,35,9bR)-3-Fenil-9b-Hidroxi-5-
0x0-2,3,5,9b-tetrahidro- 1 H-pirrolo[2,1-a]isoindol-1,3-dicarboxilato de
1-etilo 3-metilo

Foérmula quimica. C22H21NOg

Peso Molecular. 395.4 g/mol

EtO,C Compuesto rac-4
Y Nombre IUPAC. (RS)-3-Fenil-5-0x0-2,5-dihidro-3H-pirrolo[2,1-
N=T~CO,Me alisoindol-1,3-dicarboxilato de 1-etilo 3-metilo
Ph Férmula quimica. C22H19NOs
O Peso Molecular. 377.4 g/mol
HO,C Compuesto rac-5
/) Nombre IUPAC. Acido (RS)-3-fenil-3-(metoxicarbonil)-5-0x0-2,5-
N~ CO,Me dihidro-3H-pirrolo[2,1-a]isoindol-1-carboxilico
Ph Formula quimica. C20HsNOs
o] Peso Molecular. 349.3 g/mol
EtO,C Compuesto rac-6
Y Nombre IUPAC. Acido (RS)-1-(etoxicarbonil)-3-fenil-5-0x0-2,5-
N~Co.H dihidro-3H-pirrolo[2,1-a]isoindol-3-carboxilico
2
Ph Férmula quimica. C21H17NOs
0 Peso Molecular. 363.4 g/mol
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Férmula quimica. Ci9Hi13NOs

Peso Molecular. 335.3 g/mol

Compuesto rac-8

Nombre IUPAC. Acido (1R,3R,9bS)- y (15,3S,9bR)-3-fenil-9b-hidroxi-
3-(metoxicarbonil)-5-0x0-2,3,5,9b-tetrahidro-1H-pirrolo[2,1-a]isoindol-
3-carboxilico

Foérmula quimica. C20H17NOg

Peso Molecular. 367.4 g/mol

Compuesto rac-9

Nombre IUPAC. Acido (1R,3R,9bS)- y (15,3S,9bR)-3-fenil-9b-hidroxi-
5-0x0-2,3,5,9b-tetrahidro-1 H-pirrolo[2,1-a]isoindol-3-carboxilico
Foérmula quimica. C19Hi5sNOg

Peso Molecular. 353.3 g/mol

Compuesto rac-10

Nombre IUPAC. (1R,35,9bS5)- y (15,3R,9bR)-3-Fenil-5-0x0-2,3,5,9b-
tetrahidro-1H-pirrolo[2,1-a]isoindol-1,3-dicarboxilato de 1-etilo 3-
metilo

Férmula quimica. Co;H21NOs

Peso Molecular. 379.4 g/mol

Compuesto rac-11

Nombre IUPAC. (1R,3R,9bS5)- y (15,3S5,9bR)-3-Fenil-5-0x0-2,3,5,9b-
tetrahidro-1H-pirrolo[2,1-a]isoindol-1,3-dicarboxilato de 1-etilo 3-
metilo

Férmula quimica.C2H21NOs

Peso Molecular. 379.4 g/mol
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RESUMEN

En este trabajo se llevo a cabo el disefio, sintesis y evaluacion de nuevas pirrolo[2,1-
alisoindol-5-onas y sus derivados con el proposito de obtener nuevos productos sintéticos
con propiedades inhibitorias de enzimas colinesterasas. Las pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas
sintetizadas a partir de una reaccion domino fueron modificadas mediante reacciones de
deshidratacion, hidrdlisis e hidrogenacion. Estos compuestos sintetizados poseen
caracteristicas estructurales que posibilitan la interaccion con los sitios de accion de las
principales enzimas responsables de la sintomatologia de la Enfermedad de Alzheimer;
ademas, son derivadas de a-aminoacidos, lo cual podria representar la disminucion de efectos
adversos, en caso de ser utilizadas in vivo. Los compuestos fueron caracterizados por

propiedades fisicas y por técnicas espectroscopicas.

Se realiz6 la evaluacion del acoplamiento molecular in silico, de las moléculas sintetizadas
con las enzimas acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa utilizando AutodockTools, cuyos
resultados sugieren que los compuestos podrian ser inhibidores competitivos de las
colinesterasas, en especial rac-4 y rac-6, los cuales poseen los valores més bajos de AG y Kq,

e interacciones con residuos clave en el ensayo con ambas enzimas.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento crénico, neurodegenerativo y
progresivo caracterizado por alteraciones en los procesos cognitivos, la conducta y el estado
de animo; generador de discapacidad y dependencia en quienes la padecen. Para 2014 existia
una prevalencia del 7.3 % y una incidencia de 27.3 (1000 personas/afio) de la poblacion
adulta mayor mexicana para la EA, pero debido a la dificultad para diagnosticarla no existen
datos concretos sobre la situacion actual. Estudios en poblacion mexicana han determinado
que la presencia de EA es mas evidente en las mujeres y el riesgo de padecerla se incrementa
con la presencia de sindrome metabolico, diabetes, enfermedad cardiovascular, tabaquismo,
inactividad fisica y depresion. La proyeccion del nimero de mexicanos afectados por la EA
para el 2050 alcanzard la cifra de mas de 3.5 millones, por lo que el impacto en el sistema de

salud sera severo. [

Aunado a esto, actualmente no existen intervenciones terapéuticas que curen o reviertan la
progresion de la enfermedad, Gnicamente existen medicamentos dirigidos al alivio de la
sintomatologia, entre los que destacan los inhibidores de acetilcolinesterasa (AChEI), que
enlentecen el deterioro cognitivo, aunque existe notable reduccion de la eficacia
farmacoldgica pasado un corto periodo de tiempo y un éxito terapéutico de leve a moderado
en el tratamiento de los sintomas de la EA, ademas muchos de estos tratamientos involucran

desventajas farmacocinéticas y serios efectos secundarios, como la hepatotoxicidad. !>

Debido a la falta de tratamientos efectivos y la alta demanda que incrementa a la par con el
envejecimiento de la poblacion, se observa la necesidad de desarrollar nuevas alternativas

farmacoterapéuticas mas efectivas y con menores efectos secundarios.

En afios recientes, moléculas como las isoindolonas y sus derivados han cobrado relevancia
debido a su amplia gama de actividad farmacologica, estas moléculas resultan tener
caracteristicas con posibilidad de interactuar con los centros activos de las colinesterasas, por
lo que el proposito de este proyecto radica en el disefio y sintesis de nuevos compuestos de
pirroloisoindolonas que puedan evaluarse como inhibidores duales de las colinesterasas,
empleando métodos rapidos, reactivos poco peligrosos y accesibles, esto mediante una serie

de reacciones en secuencia o reacciéon domino.
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FUNDAMENTACION TEORICA

Generalidades

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo irreversible que
afecta aproximadamente al 10 % de la poblacion mayor de 65 afos, es la causa mas comin
de demencia a la cual se le adjudica el 80 % de los casos. A medida que avanza la enfermedad
los pacientes pierden la habilidad de recordar, de comunicarse, de pensar claramente y de
realizar actividades de la vida diaria. Esto a su vez representa grandes problemas
socioecondmicos convirtiéndose asi en uno de los problemas médicos mas graves en la

sociedad moderna. P!

La mayoria de los pacientes con esta enfermedad padecen, en primer lugar, un déficit
progresivo de la memoria episodica relacionado al olvido de acontecimientos recientes que
con el paso del tiempo, desembocara en el desarrollo de amnesia retrograda. Le siguen los
trastornos cognitivos, del lenguaje, apraxia y otros trastornos neuropsiquiatricos, y conforme
avanza la enfermedad, empieza a la dificultad visioespacial para planificar y reconocer
personas e incluso se inducen a cierta agresividad fisica y verbal. [*) Estos sintomas son
debido a los depdsitos de proteina B-amiloide, la pérdida progresiva de neuronas de la corteza
cerebral y de algunas estructuras subcorticales, asi como la atrofia de diferentes zonas del

cerebro y el desarrollo de placas amiloides y ovillos neurofibrilares. [

La mayoria de las demencias degenerativas son consideradas como proteinopatias; aun asi,
hoy dia la causa molecular de la EA sigue siendo desconocida, pero durante las ultimas dos
décadas ha habido avances en la explicacion del mecanismo fisiopatologico a partir de varias
hipotesis entre las cuales destacan la hipotesis de B-amiloide o hiperfosforilacion de tau y la

hipétesis colinérgica. 12!

Fisiopatologia

La EA esta relacionada concretamente con alteraciones en el procesamiento de las proteinas
B-amiloide y tau. A través de mecanismos desconocidos, la proteina tau sufre una

hiperfosforilacion originando complejos proteicos llamados ovillos neurofibrilares, los
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cuales estan implicados en las alteraciones neurodegenerativas del sistema colinérgico que
producen la sintomatologia cognitiva caracteristica de la patologia. Por otro lado, en
condiciones patologicas el procesamiento incorrecto de la proteina precursora de amiloide
(APP), genera un péptido amiloide insoluble que se deposita y se acumula progresivamente
en el tejido nervioso, generando las denominadas placas seniles, este procesamiento
incorrecto se cree es debido a los complejos formados por la acetilcolinesterasa (AChE) y el
péptido AP. 181 La presencia del péptido AP incrementa la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), lo que aumenta la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina

generando un déficit de este.

A su vez, en los pacientes con Alzheimer, la actividad colinérgica estd disminuida debido a
la disminuciéon de la enzima colinacetiltransferasa (CAT), de las fibras y los receptores

colinérgicos. [>-3]

En relacion con la alteracion del sistema glutamatérgico, los pacientes con EA tienen la
concentracion de glutamato elevada de manera permanente, por lo que el magnesio, que en
condiciones normales bloquea los receptores es desplazado permitiendo la estimulacion
constante del receptor. Esto supone una entrada masiva de calcio dentro de la neurona,
provocando un efecto excitotoxico que desencadena la apoptosis. Este proceso da lugar a
fenomenos neurodegenerativos, provocando la muerte de neuronas, especialmente
colinérgicas, las cuales estan ampliamente distribuidas en el SNC donde regulan distintas
funciones fisiologicas incluyendo la memoria, aprendizaje, atencion, informacién sensorial,

entre otras. [

A fin de cuentas, los pacientes con EA presentan alteraciones de los sistemas serotoninérgico,
glutamatérgico, dopaminérgico y noradrenérgico, pero sin duda el sistema colinérgico es el
mas afectado y el que mayor participacion tiene durante el progreso de la enfermedad, por lo
que los inhibidores de la enzima AChE pueden no solo ser ttiles para aumentar la
neurotransmision colinérgica al provocar un aumento de concentracion y accion prolongada
de acetilcolina (ACh) en el espacio sinaptico y una hiperestimulacion de receptores
nicotinicos y muscarinicos, sino que también pueden reducir la generacion del péptido APy

las placas B-amiloides. [>©!
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Hasta el momento, no existe un marcador bioquimico periférico confiable para la EA, y un

diagnéstico definitivo solo se puede hacer mediante el examen neuropatolégico post mortem.

(4, 6]

Colinesterasas

El sistema colinérgico es uno de los sistemas moduladores mas importantes de la transmision
neuronal en el cerebro, regulando funciones cognitivas como la memoria, el aprendizaje, la
arborizacion dendritica, asi como el desarrollo y diferenciacion neuronal. Su principal
neurotransmisor es la acetilcolina que es degradada por las colinesterasas, un grupo de
esterasas de serina comprendido por la acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa

(BuChE). ["]

Las colinesterasas tienen una distribucion muy amplia: Se han encontrado desde organismos
unicelulares, plantas, invertebrados y en los vertebrados aparece desde etapas muy tempranas
del desarrollo embrionario antes de la sinaptogénesis, lo cual sugiere que estas enzimas

pueden tener diferentes funciones. [*

La AChE y la BuChE son familias de glicoproteinas que pueden estar unidas a la membrana
o ser liberadas al espacio extracelular y su heterogeneidad estd dada por varias formas
moleculares de cada enzima que pueden distinguirse por el nimero de subunidades
cataliticas, las caracteristicas de solubilidad y las propiedades hidrodindmicas, lo que permite
separarlas y analizarlas por cromatografia de filtracion en gel o por centrifugacion diferencial

en gradientes continuos de sacarosa. [%]

Mientras que la AChE aparece predominante en musculo y sistema nervioso. La BuChE esta
presente en otros tejidos, como el higado donde después de ser sintetizada, es secretada al

plasma. 18]

La butirilcolinesterasa tiene un papel compensatorio, pues se ha observado que en pacientes
de edad avanzada los niveles de AChE disminuyen mientras los de BuChE aumentan. Es mas
abundante en areas que se afectan muy temprano en las demencias como la limbica, por lo
que diferentes estudios sugieren que dicha enzima desempefia un papel activo en el proceso

de formacion de los depositos de amiloide. Por ello, los medicamentos que tienen la accion
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dual de inhibir la acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa, son muy utiles en el manejo del
trastorno de comportamiento de estos pacientes y retardan la evolucion de la enfermedad con

mayor efectividad. [7-*]

La AChE y la BuChE son dos proteinas homologas, con un porcentaje de identidad en la
secuencia de aproximadamente el 50 %. El centro activo de ambas enzimas se encuentra

dividido en varias zonas muy proximas entre si, tal como se muestra en la Ilustracion 1.

................................

Sitio Anidnico!

Periférico 4
Cuello de
Botella

. Sitio Activo
M Subsitio de Unidn Acilo™,
M Triada Catalitica s
M subsitio Oxianién
B Subsitio Aniénico

Tlustracién 1. Esquema del sitio activo de la enzima AChE. ]

Por un lado, una cavidad en cuya base esta la triada catalitica (Ser-His-Glu) que forma el
centro catalitico llamado Sitio Activo Catalitico (CAS) y que se encuentra conservado en
ambas enzimas. Esta cavidad se localiza en el fondo de un tunel estrecho, revestido
principalmente de residuos aromaticos de aproximadamente 20 A de profundidad y que
recibe el nombre de cuello de botella. Este estd rodeado por otros sitios de reconocimiento
de ligandos (Ilustracién 2) incluyendo los subsitios de union acilo, anidénico, oxianidonico y
otro centro activo claramente identificado, llamado Sitio Anionico Periférico (PAS), (1]
situado en la entrada de la cavidad la cual presenta cargas electrostaticas negativas por
residuos acidos y el cual estd intimamente involucrado en la formacion de los agregados de
placas B-amiloides, por lo que es un blanco en el disefio de los farmacos destinados al
tratamiento de la EA; la Ilustracion 3 muestra las caracteristicas que pueden interactuar con

este subsitio y que han de considerarse para el desarrollo de compuestos AChEI. [6:7- 1]
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. Bolsillo de Agujero . Tnada
Smo(g(;rlsf;enoo union acilo  oxianionico o (:S'Tm catalibca
(ABP) [(8))) (CAS)
Tyr72
Asp74 Trp86
Tyri24 xgg‘; Giy121 T3 Ser203
AChE Ser125 Tm236 Gly122 Glu202 His447
Trp286 Phe338 Ala204 Gly448 Glu334
Tyr337 lled51
Tyr341
Asn68
Trp82
(‘:‘;"171% b‘;‘ggg Gly116 Tyri28  Serto8
BuChE Gly117 Glu197 His438
Thr120 Trp231 Ala199 Metd37 G325
Ala328 Phe329 Tyr440
Tyr332

Tlustracion 2. Aminoécidos involucrados en los Subsitios de la AChE y BuChE. []

Residuos PAS Grupos que pueden unirse
Tyr341 Grupos N-H, O-H, fenilo, carbonilo, etc
Tyr377 Grupos N-H, O-H, fenilo, carbonilo, etc
Trp86 Grupo hidrofébico o cadena carbonada
Tyrl24 Grupos N-H, O-H, fenilo, carbonilo, etc
Phe295 Grupo hidrofébico o cadena carbonada

Tlustracion 3. Grupos funcionales que pueden interaccionar con el sitio PAS. [7]

Para que la Ach sea hidrolizada, el subsitio anidnico atrae por fuerzas electrostaticas al grupo
amonio e interacciones hidrofobicas con los grupos metilo del nitrégeno cuaternario y
dispone al sustrato en una orientacion adecuada, mientras que 14 residuos de aminoéacidos
aromaticos se alinean con el sustrato para que quede proxima a la serina de la triada catalitica.
Algunos residuos de aminodcidos aromadticos son indispensables para la actividad

enzimatica, como en el caso del residuo triptéfano 86.

El mecanismo catalitico es de tipo acido-base y se basa en la desprotonacion del grupo
hidroxilo de la serina, que incrementa la nucleofilicidad y de esta manera se acelera la

acilacion de la enzima. 18- 11]
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Tratamiento de la EA

En la actualidad, no existen intervenciones terapéuticas que detengan, curen o reviertan la
progresion de la enfermedad, pero existen medicamentos disponibles en el mercado que son
empleados como terapia dirigida al alivio de la sintomatologia. Dependiendo del estadio de
la enfermedad, se recomienda el uso de inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEI), y/o
antagonistas de los receptores del glutamato; pero hay una notable reduccion de la eficacia
farmacoldgica pasado un corto periodo de tiempo. Por ello, resulta ttil asociarlo a otro grupo
de medicamentos basados en el tratamiento de los trastornos psicologicos y del
comportamiento que ayudaran al paciente a paliar parcialmente su deterioro clinico, [ tal es
el caso de la Vitamina E que al secuestrar radicales libres parece retrasar la progresion a EA.
[121'En la Tabla 1 se muestran las principales indicaciones terapéuticas empleadas a lo largo

de la enfermedad.

Tabla 1. Recomendaciones para el tratamiento farmacoldgico de la EA. 1]

Estadio de 1a EA Tratamiento farmacologico
Leve-moderado Cualquier AChEI, segun el perfil
fisiopatologico de cada paciente
Moderado-grave Memantina sola o asociada a un AChEI
Grave Memantina sola o asociada a un AChEI
Alzheimer asociado a demencia Galantamina
vascular
Demencia vascular leve-moderada Donepezilo
Demencia vascular por cuerpos de Rivastigmina

Lewy o asociada a Parkinson

La inhibicion de las colinesterasas también puede ser contraproducente, ya que la
acumulacién de ACh puede ser dafiina, y algunos inhibidores de AChE son pesticidas
altamente peligrosos o toxinas. Sin embargo, existen otros inhibidores mas seguros capaces
de aumentar la concentracion de ACh lo suficiente para compensar la pérdida neuronal

1313]

causada por la patogenia de la EA, 3131 como son el donepezilo, rivastigmina y galantamina,
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los cuales mejoran la transmision colinérgica ya que actian como agonistas indirectos de la

acetilcolina, y producen efectos farmacoldgicos similares a los observados cuando se

administra ACh o sus agonistas, lo cual se traduce en una mejora o una estabilizacion

temporal de la memoria y la capacidad de pensamiento; es decir, enlentecen el deterioro

cognitivo, aunque solo se ha conseguido retrasar esta progresion un tiempo de entre 2 'y 7

meses aproximadamente. Poseen un éxito terapéutico de leve a moderado en el tratamiento

de los sintomas de la EA, pero estos farmacos inhiben principalmente a la AChE y en menor

manera a la BuChE. ['* En la Tabla 2 se muestran los principales farmacos AChEI utilizados

para el tratamiento del Alzheimer, asi como otros tres compuestos obtenidos de Drugbank

que se encuentran en investigacion, pero que pueden resultar de importancia al momento de

comparar las moléculas sintetizadas en este proyecto.

Tabla 2. Moléculas con actividad inhibitoria de colinesterasas. [}

Molécula Farmaco y accion
Donepezilo (I).
0 Inhibidor de 2? generacion, central, reversible y
no competitivo de la acetilcolinesterasa.
/Om \/@ AChEI mejor tolerado, produciendo efectos mas

positivos en el rendimiento cognitivo de los

pacientes con EA.

Galantamina (IT).
Es un inhibidor competitivo, reversible y
especifico de la AChE y un modulador alostérico

de los receptores nicotinicos.

Rivastigmina (III).

Inhibidor dual pseudoreversible que actia
principalmente en SNC con minima accién
periférica.

Presenta una mayor incidencia de efectos
adversos, principalmente de tipo gastrointestinal,

lo que ha motivado una tasa de abandono
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elevada, especialmente entre los pacientes

tratados con la dosis mas alta.

Cl

Mimopezil (IV).
Inhibidor de AChE, es un profarmaco en
investigacion que es rapidamente absorbida y

convertida en huperizina A. 1%

Itoprida (V).

Es un inhibidor de la acetilcolinesterasa y un
antagonista del receptor de dopamina D2 en
investigacion para tratar los sintomas de la
dispepsia funcional, como las nduseas y los

vomitos. [13]

Fenserina (VI).

Es un inhibidor de la AChE reversible y
altamente selectivo de proxima generacion que
se encuentra en investigacion.

Tiene un mecanismo de accion dual que también
incluye actividad anti-amiloide, que puede
conferir efectos modificadores de la enfermedad
en pacientes con EA.

La fenserina puede llegar a concentrarse
rapidamente en el cerebro, lo que reduciria la
incidencia de toxicidad y efectos secundarios del

farmaco. (1]

Las moléculas que han reportado mayor actividad como AChEI se caracterizan por tener

aminas secundarias o terciarias, tanto alifaticas como aromaticas.
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Actualmente se encontro6 que los derivados de isosorbide pueden ser usados como inhibidores

potentes y selectivos de la BuChE, por ejemplo, compuestos con 2-carbamatoester-5-arilester

como nucleo (Ilustracion 4). [17]
R

HN
o)\Q: d

0 R:-NO,y -Bn

H OR

O R: -p-CIPh y -But

Ilustracion 4. Nucleo de 2-carbamatoéster-5-ariléster. [17]

Algunas estrategias terapéuticas en desarrollo involucran la utilizacién de precursores de
acetilcolina, agonistas nitricos, liberadores de neurotransmisores, agonistas muscarinicos M 1
o antagonistas muscarinicos M2 y novedosos AChEI, ¥ aunque también se han considerado
el uso de productos naturales con actividad inhibidora de colinesterasa como los alcaloides,
fisostigmina (Ilustracion 5) y huperizina A. Ademas, algunas isoindolinas, dioxoisoindolinas
y derivados de acidos aminobenzoicos se han reconocido como moléculas capaces de inhibir

la acetilcolinesterasa en modelos in vitro. [1°]

)

3o

N
H

[ustracion 5. Estructura quimica de la fisostigmina.

De acuerdo con investigaciones recientes, las isoindolin-1,3-dionas son potentes y novedosas
AChEI (Ilustracion 5). Los dos grupos carbonilo en su estructura facilitan los puentes de
hidrégeno con el CAS y el PAS simultdneamente. Como consecuencia estas moléculas
posiblemente podrian inhibir tanto la formacion las placas B-amiloide como la actividad

hidrolitica de la AChE sobre la acetilcolina. 2

e

0]

Ilustracion 6. Estructura base de isoindolin-1,3-diona AChEL. [*°]
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Farmacoforos de interés para el disefio de farmacos

Pirrolidinas

En los tultimos afios, las moléculas heterociclicas pequefias han atraido una atencion
considerable y, entre estos, las estructuras derivadas de pirrolidinas constituyen una clase
particularmente interesantes.

La pirrolidina (VII) es un compuesto heterociclico saturado de 5 miembros con un atomo de
nitrogeno (Ilustracion 7), y al igual que sus derivados N-sustituidos presentan una reactividad
similar a la de las aminas secundarias y terciarias, por lo que pueden ser alquiladas,
cuaternizadas, aciladas, asi como pueden ser usadas como bases y como nucleofilos. 22
Féarmacos tales como el buflomedil (VIII) poseen esta estructura (Ilustracion 7), ademas, se
encuentra en la (S)-prolina (IX), uno de los 20 aminoécidos esenciales, asi como en varios

alcaloides de origen natural como la higrina y la nicotina. [2!-22.2]

® O 5
N
N
H \O O/

Vil Vil

[ustracion 7. Ejemplo de la pirrolidina como farmacéforo en buflomedil (vasodilatador).

Se han informado varias actividades bioldgicas para compuestos que contienen prolina en su
estructura, que van desde actividad antihipertensiva como en los priles (Ilustracion 8), hasta
propiedades neuroprotectoras en diferentes enfermedades neurodegenerativas como la EA,

el Parkinson y Huntington. (23]

HS
Captopril Enalapril

[ustracion 8. Priles, moléculas que contienen el nucleo de la prolina en su estructura.

Para su obtencion suelen utilizarse reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar de iluros de

azometino a alquenos, tal como se muestra en el Esquema 1. [24]
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Esquema 1. Obtencién de pirrolidinas mediante cicloadicién 1,3-dipolar. 241

Un método muy claro para la sintesis de pirrolidinas que no requiere materia prima
difuncionalizada, se basa en la reaccion de Hofmann-Loffler-Freytag, que es un proceso
radical, para introducir el segundo grupo funcional. Esta reaccion consiste en la conversion
de una N-haloamina protonada en un compuesto heterociclico (pirrolidina o piperidina) por

descomposicion térmica en presencia de acido sulfurico o mediante radiacion UV (Esquema

2). [24.25]

N NG H2SO, NaOH
N —> @ _Cl —>» + ~AH —» @ @ CI
I 100 °C SN-
/ H

Cl H -Cl H

Esquema 2. Obtencion de pirrolidinas mediante la reaccién Hofmann-Loffler-Freytag. 24

Pirrolidonas

Las pirrolidonas (VII) son compuestos heterociclicos saturados de 5 miembros con un 4tomo
de nitrégeno y un grupo carbonilo en el C-2 (Ilustracién 9). Son fracciones estructurales
frecuentemente encontradas en diferentes productos naturales, medicinales y compuestos
biologicamente activos. Poseen gran aplicabilidad, principalmente en la industria
farmacéutica, en la sintesis de herbicidas, fungicidas, y otros compuestos con actividad
farmacologica, de entre los cuales destacan los racetamos como el piracetam (XI) y sus

derivados.
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[lustracion 9. Compuestos con actividad farmacologica que poseen pirrolidonas.

Las estrategias tradicionales para la formaciéon de 2-pirrolidinas se pueden dividir en

intramoleculares e intermoleculares, tal como se indica en la Ilustracion 10. 2%

.. H _— \,,//’O
Estrategias /\ 5 I,'
intramoleculares — R -
O R 1
.'\ 1 1 \ ] =
Estrategias _< N R2 /
tradicionales R R3
R1
Br
\ Estrategias R2 1 2
intermoleculares z R1 R N O
R 1 2

Tlustracién 10. Reacciones para la obtencion de pirrolidonas. 2]

Existen algunas deficiencias en la preparacion de 2-pirrolidonas, como el requisito de altas
cargas de catalizador, la formaciéon de posibles productos secundarios de alquilacion, y
reacciones de epimerizacion en condiciones basicas, asi como baja selectividad y
rendimiento, por lo que en los recientes afios se han desarrollado metodologias de sintesis
basadas en la ciclaciéon por radicales a partirde 1,6-eninos (Esquema 3) y 1,6-dienos

(Esquema 4) ya que han demostrado necesitar condiciones de reaccion suaves y menos pasos.

[26]
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Esquema 3. Sintesis de 2-pirrolidonas a partir de 1,6-eninos y cetonas.

R 0
O Co(dmgBF,),(THF), _ R~y
A \E Hy,C3Hg -
/

Esquema 4. Ciclacion de 1,6-dienos promovida por cobaloxima para la sintesis de 2-pirrolidonas.

Isoindolonas

Las isoindolonas son isémeros constitucionales de las indolonas o hidroxindoles, son
moléculas que contienen como nucleo base la isoindol-1-ona (XII), el cual es un heterociclo
benzofusionado que consiste en un anillo de pirrolidona y uno de benceno. Este nucleo,
mostrado en la [lustracion 11, ha demostrado ser un farmacoéforo de gran importancia, ya que
se encuentra presente en numerosos compuestos con una amplia gama de actividad
farmacoldgica entre las que se encuentran: antiinflamatoria, antiviral, antihipertensiva,
anestésica, nootropica (estimulantes de la memoria y potenciadores cognoscitivos), entre

[22, 27]

otras. Las propiedades de cualquier isoindolona dependen de sus diferentes

sustituyentes.

NH

Xi ©

Ilustracion 11. Nucleo base de isoindol-1-ona.

Son compuestos de origen natural, pues se han encontrado compuestos derivados de
isoindolonas de gran interés farmacoldgico en una amplia variedad de productos naturales.
Por ejemplo, se han aislado de especies de plantas chilenas del género Berberis como la
chilenina, lenoxamina, nuevamina y magallanesina las cuales han mostrado actividad como

antitumorales en cdncer de colon y prostata, ademéas de que han sido probadas como

Pagina 24 de 151



antimaldricos con buenos resultados. Otro ejemplo es la estausporina, que fue aislada como

un metabolito del Saccharothrise sp, 1a cual posee actividad hipotensoras y citotoxicas. (28]

Sin embargo, los bajos rendimientos en procesos de extraccion de sus fuentes naturales
justifican el estudio de compuestos analogos de origen sintético, con el fin de aumentar la

actividad farmacologica y disminuir los efectos no deseados. (%21

El interés en la sintesis de estos compuestos deriva de su probable actividad bioldgica,
ademds de su potencial uso como precursor de otros farmacos. En este sentido, se han
utilizado isoindolinas derivadas de alcoholes en el tratamiento de enfermedades de vasos
coronarios, encargados de irrigar al miocardio, aunque el uso de isoindolinas derivadas de a-
aminodcidos podria representar una ventaja contra las derivadas de alcoholes: pues podria

evitar o disminuir efectos secundarios adversos, en caso de ser utilizadas in vivo. (%!

Actualmente se han descrito un gran ntimero de rutas sintéticas para la obtencion de
isoindolonas partiendo de diferentes materias primas, asi como haciendo uso de diferentes
condiciones de reaccion, algunas de las mas empleadas son las que parten de ftalimidas
(XIII), 27391 oxo0acidos (XIV) B!y anhidrido ftalico (XV) B2/ como materias primas, las

cuales se ejemplifican en los Esquemas 5, 6 y 7 respectivamente.

Se sabe que el farmacoforo isoindolina-1,3-diona interactia con gran afinidad en el sitio

anionico periférico (PAS) de la AChE humana. B3]

\f
[ R Ty
THF
N—R
HCl/ 7,

)
X N—R

Esquema 5. Obtencion de isoindolonas partiendo de ftalimidas.
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CO,H

R
o 1.HN"R N

2. HCI/Zn CO,H
xv © xvin ©

Esquema 6. Obtencién de isoindolonas partiendo de oxoacidos.

(@] R,
R,NH
Ri 2072 N—R,
Reduccién
CO,H
XIV o

Esquema 7. Obtencién de isoindolonas partiendo de anhidrido ftalico.

Las isoindolonas se pueden dividir en 3 grupos principales segun sus sustituyentes, estos son:
isoindolonas N-sustituidas (XVI), isoindolonas 3-sustituidas (XVII) e isoindolonas que se
encuentran fusionadas en el anillo pirrolidina con otro sistema ciclico (Ilustracion 12), como

las pirroloisoindolonas (XVIII), isoindolobenzacepinas (XIX) e isoindolquinolinas (XX). 28]

xx ©

[lustracion 12. Isoindolonas fusionadas a otro sistema ciclico. Pirroloisoindolona, isoindolobenzacepina e
isoindolquinolina respectivamente.

Pirroloisoindolonas

Son moléculas triciclicas que integran en su estructura los nucleos de isoindolin-1-ona y

pirrolidina (Ilustracion 13).

J

N
NH H _ N

Vil
o) 0]
X1 Xvii

[ustracion 13. Nucleo de pirroloisoindolona.
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En cuanto a su actividad biolégica se ha encontrado que moléculas derivadas de
pirroloisoindolonas presentan una actividad mas especifica como analgésica, antitumoral y

citotoxica.

Sintéticamente se han desarrollado diversas metodologias para la obtenciéon de estas
moléculas, entre ellas se encuentran las reacciones de Witting intramolecular de derivados
de ftalimidas (Esquema 8), el uso de diyoduro de samario previo a una ciclacién
intramolecular (Esquema 9), reacciones fotoquimicas (Esquema 10), ciclaciones mediante la
adicion de un reactivo de 6rgano-zinc a un carbonilo (Esquema 11) u radicales libres, entre

otras. 122331

EtO,C
(0] CO,Et
CO,Et
CO,Me = - 4 COLEt
N—< + EtO.C _— N
102 CO,Et
COzMe 2

Esquema 8. Sintesis de pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas mediante la reaccion de Witting.

O
_\_< sml; (2 eq) ©:‘<‘< Smy
_\_<

Esquema 9. Ciclacion mediada por samario.

2 HO
N—(_\COZH hv N
—_—
COZH K2003
o) o)

Esquema 10. Sintesis de pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas mediante una reaccioén fotoquimica.

MeOQC
(0] (0]
CO,Me ) COsMe
NA<_<Br Zn, Cu* N—<_<ZnBr . COMe
benceno
(0] CO,Me (0] CO,Me

Esquema 11. Sintesis de pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas por una variante de la reaccion de Reformatsky (reactivo de
organo-zinc).
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Un método util para la sintesis de pirroloisoindolonas altamente funcionalizadas y que
permite la modificacion estructural a través de reacciones convencionales, consiste en una
reaccion domind (o serie de reacciones en secuencia) > en condiciones basicas entre un
¢éster derivado de las isoindolonas (XXI) y un compuesto a,B-insaturado (XXII), tratdndose
asi de una adicién de Michael seguida por una ciclacion intramolecular, mecanismo que se

encuentra simplificado a continuacion en el Esquema 12.

Ry R
0 0 % 0O o
R
N—éH LHMDS N—@ Ro N
CO,Me THF/-78°C CO,Me CO,Me
O

o) o)
XX
Ry
HO_ Jos T
. H0 N~T~CO,Me
o)

Esquema 12. Sintesis de pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas mediante procesos de adicion-ciclacion.

Reaccion domino

Las reacciones dominé se definen como procesos de dos o mas reacciones de formacion de
enlaces bajo condiciones de reaccion idénticas, en las que la transformacion posterior tiene
lugar en las funcionalidades obtenidas en la transformacion anterior. 3%3¢) Esto implica que,
en un proceso ideal, la transformacién completa debe ser llevada a cabo sin otro reactivo o

catalizador y sin el cambio de las condiciones de reaccion. 37!

Este tipo de reacciones permiten la formacién de multiples enlaces, ya sea C-C, C-O o C-N;
en una sola operacion, ademas de la preservacion de recursos y la disminucion de deshechos,

asi como en la reduccion de tiempo y costos. [*%]

Las reacciones domind permiten generar una elevada complejidad molecular de forma
sencilla y controlada, por lo cual estdn encontrando numerosas aplicaciones en sintesis

organica, incluyendo la sintesis total de productos naturales.
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Las reacciones domino se clasifican seglin el mecanismo de la formacion de enlaces, de esta
manera pueden ser catidnicas, anionicas, radicalarias, periciclicas, fotoquimicas, catalizadas
por metales de transicion, oxidativas o reductivas y enzimaticas, a su vez también pueden

suceder por combinacion de los mecanismos mencionados. [2636]

De acuerdo con dicha clasificacion, las reacciones domind mas frecuentes son las anidnicas,
como la adicion de Michael la cual es la mas representativa de estas transformaciones domin6
[38] siendo asi de utilidad debido a sus numerosas aplicaciones sintéticas sobre diversos

sustratos.

Acoplamiento molecular

Las metodologias de acoplamiento molecular o docking se usan actualmente como una
herramienta computacional estdndar en disefio de farmacos para la optimizaciéon de
compuestos. El docking es un método semi empirico computacional que utiliza el modelo de
llave cerradura para predecir la interaccion de dos moléculas, generalmente entre una
molécula pequefia y una macromolécula tal como ligando-proteina, generando un modelo de

union mediante el empleo de algoritmos matematicos, genéticos y de otro tipo. 393

Es una estrategia de mecanica molecular que busca predecir los enlaces no-covalentes entre
dos moléculas. El objetivo es describir las conformaciones de enlace y afinidad, mediante el

calculo de la energia libre de union (AG) de dicha asociacion. 1)

Las herramientas basicas de una metodologia de acoplamiento incluyen un algoritmo de
busqueda y una funcién de puntuacion de energia para generar y evaluar posturas de ligandos.
Durante el proceso de docking, los algoritmos de busqueda generan un gran numero de
conformaciones ligando-enzima. Las funciones de evaluacion son funciones matematicas
que califican la bondad de ajuste enzima-ligando, guiando a los algoritmos de busqueda
unicamente a las conformaciones relevantes que pueden basarse en la geometria del ligando
y del sitio de union (evaluacion topoldgica), o en un célculo de la energia de unidon enzima-

ligando (evaluacion energética). [47]

Existen diferentes programas disponibles para realizar calculos de acoplamiento, incluidos

AutoDock, GOLD, FlexX, DOCK, ICM y LUDI. AutoDock es el programa mas utilizado
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para realizar el acoplamiento debido a que proporciona buenas aproximaciones a los datos

experimentales y también es gratuito para los grupos académicos de todo el mundo. (93]

Evaluacion de la actividad enzimatica

Finalmente, existen varios métodos descritos en la literatura para evaluar el potencial de un
compuesto como inhibidor de las colinesterasas, con los cuales se detectan y cuantifican los
productos de hidrdlisis de la acetilcolina mediante ensayos colorimétricos o de fluorescencia,
no radioactivos y disefiados para ser llevados a cabo en una microplaca. Algunos de los mas
relevantes se muestran en la [lustracién 14. Sin embargo, algunos de ellos tienen desventajas
importantes a la hora de interpretar los resultados, por ejemplo, las interferencias con

aldehidos o aminas en el método propuesto por Ellman. (4!

Método colorimétrico
usando Acido Ditiobis-
Nitrobenzoico (DTNB) y
acetiltiocolina

Formacion de un compuesto
de color amarillo, donde
la inhibicion se observa como
manchas de color
blanco o disminucion del
color amarillo

(Rhee et al. 2001)*

Método colorimétrico
usando acetato de 1-
naftilo y Fast Blue Salt

Formacion de un compuestos
coloreado (purpura) por la
reaccion entre el naftol,
producto de hidrolisis del
acetato de 1-naftillo, y el

(Marston et al. 2002)"'

Quimioluminiscente

‘BS
(FBS) compuesto azoico FBS.
Determinada por la emision
Método de luz producida por el (Guardigli et al.

luminol y la peroxidasa
utilizada.

2005)"

Método colorimétrico
por formacion de
dcido hidroxamico

Formacion de un
compuesto color marrén,
la inhibicion se observa
por desaparicion del color
marrén, es un método
utilizado para la medicion
de hidrolisis de ésteres
organicos

(Featherstone et al,1961)"

Tlustracion 14. Métodos para determinar la actividad de la AChE. ']

Con respecto a las técnicas HTS (High-Throughput Screening) para ensayos de inhibicion de
ACHhE, ofrecen resultados confiables incluso con poca cantidad de muestra; sin embargo, su
implementacion requiere el uso de equipos especializados, ademads de reacciones enzimaticas

acopladas, lo que los hace mas costosos que los métodos colorimétricos. (4?1 Por otro lado, el
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ensayo conocido como el método del 4cido hidroxdmico para la determinacion de los ésteres
de colina descritos en un principio por Hestrin (1949), modificado por Bonting y
Featherstone (1956), y recién estandarizado por Andrade-Jorge y col. (2018), posee algunas
ventajas para evaluar la actividad inhibitoria contra la BuChE. 431 Se basan en convertir
cuantitativamente a los ésteres de colina en 4cido hidroxdmico por accion de la
hidroxilamina; la concentracion de acido hidroxdmico se mide después de un tratamiento con
FeCls en solucion acida ya que adquiere una coloraciéon marron violeta al transformarse en

hidroxamato férrico. Las reacciones implicadas en la cuantificaciébn se observan en el

Esquema 13.
(0] (0] ° o
NH,OH - Hcl _ NaOH + ROH + H,0
RJJ\O’R1 + 50 C I:{/U\”,O Na 1 2
Ester Clorhidrato de Hidroxamato
hidroxilamina de sodio
2 o6 7 o
)J\ _ONa HCl — J\ LOH  + FeCly ——» 74 . + 3HCI
R N R N HN Fe
~0
Hidroxamato L. . L. 3
de sodio Acido hidroxamico Hidroxamato férrico

Esquema 13. Reacciones implicadas en el método de evaluacion enzimatica con acido hidroxamico.
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ANTECEDENTES DEL PROYECTO

El grupo de investigacion dirigido por el Dr. Adelfo N. Reyes Ramirez, ha desarrollado
previamente metodologias que permiten el rapido acceso a pirroloisoindolonas a partir de
materias primas comercialmente disponibles; estos procesos en cascada se llevan a cabo con
alta diastereoselectividad y en buenos rendimientos, tanto en condiciones clasicas como en

condiciones libres de disolvente, mediante "ball milling". ¥ Estas pirroloisoindolonas han

mostrado actividad como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). [4°]

La misma metodologia fue aplicada para la obtencion de los compuestos rac-A, rac-B 'y rac-
C, compuestos evaluados como inhibidores de la AChE mediante docking molecular y en un

), [46:47] por 1o

modelo enzimatico, obteniendo resultados alentadores (Ilustracion 15, Tabla 3
que las nuevas pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas sintetizadas en este trabajo, también serd de

interés evaluarlas como AChEI y BuChEI.

EtO,C HO,C
74 74
N -:|COZMe N "‘COQH
CH,Ph CH,Ph
(0]
rac-A rac-B rac-C

Ilustracion 15. Pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas racémicas con actividad inhibitoria de la AChE.

Tabla 3. Inhibicion de la AChE.

Compuesto AG Kq (M) Kq(uM) | Intervalo 95 % Tipo de
(Kcal/mol) Docking inhibicion
rac-A -10.21 0.032 163.4 117.72209.0 | Competitiva
rac-B -10.48 0.020 55.47 39.6a71.32 Competitiva
rac-C -8.47 0.0618 67.16 50.5 a 83.81 Competitiva
Neostigmina - - 22.56 20.19 2a24.93 | Competitiva
galantamina -9.34 0.141 0.316 0.2702a0.362 | Competitiva
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La EA es la principal causa de demencia a nivel mundial, lamentablemente los tratamientos
farmacologicos contra sus sintomas son pocos y suelen involucrar serios efectos secundarios,
por lo que el propdsito de este proyecto radica en la sintesis de nuevos compuestos derivados
de pirroloisoindolonas que puedan evaluarse como Inhibidores duales de las colinesterasas,
empleando métodos rapidos y que permitan obtener rendimientos mayores a los procesos

actualmente descritos.
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HIPOTESIS

La modificacion estructural de compuestos sintetizados derivados de las pirroloisoindolonas
permitira obtener nuevas moléculas potencialmente utiles en el tratamiento de la Enfermedad
de Alzheimer, proporcionando de esta manera informacion sobre los requerimientos
estructurales necesarios que contribuyan a la mejora de la actividad inhibidora de

colinesterasas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general del proyecto es la sintesis y analisis estructural de nuevas pirrolo[2,1-
alisoindol-5-onas con el propdsito de obtener nuevos productos sintéticos con posible

actividad inhibidora de colinesterasas.

Objetivos particulares

e Disefiar y llevar a cabo una ruta de sintesis para obtener de manera viable los
compuestos propuestos, a partir de las sintesis previamente reportadas por nuestro

grupo de investigacion, asi como por la busqueda bibliografica realizada.

e C(Caracterizar los compuestos obtenidos por espectroscopia en el infrarrojo (IR),
resonancia magnética nuclear (RMN 'H y de 13C), asi como por espectrometria de

masas.

e Estimar la actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa de los

compuestos obtenidos mediante estudios de acoplamiento molecular.
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DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: Experimental, descriptivo, comparativo y prospectivo.
Poblacion de estudio: 9 Compuestos con el nucleo de la pirrolo[2,1-a]isoindolonas.

Criterios de inclusion: Obtener una serie de 9 pirroloisoindolonas racémicas disefiadas las
cuales tienen en su estructura diferentes grupos funcionales y que ademas cumplan con la
caracterizacion fisicoquimica y estructural mediante el uso de técnicas de punto de fusion,

cromatografia, espectroscopicas y espectrométricas.

Criterios de exclusion: Aquellos compuestos que no cumplan con la caracterizacion
fisicoquimica y estructural mediante el uso de técnicas de punto de fusion, cromatografia,

espectroscopicas y espectrométricas.

Criterios de eliminacion: Cambio en sus propiedades fisicas de los compuestos y/o

contaminados.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Agitador magnético
Agujas

Algodon

Anillo metélico

Caja Petri

Cémara de elucion
Capilar

Columna para CC
Embudo Buchner
Embudo de separacion
Embudo de tallo largo de vidrio
Espatula de acero
Frasco

Jeringa

Mangueras

Matraz bola

Matraz Erlenmeyer

Instrumentos

Balanza analitica

Balanza granataria

Equipos

Matraz Kitasato
Papel aluminio
Papel filtro

Papel glassine
Pinzas tres dedos
Pipeta graduada
Piseta

Placa para CCF
Probeta

Recipiente para bafios
Refrigerantes rectos
Soporte universal
Tapon septum
Termometro

Tiras indicadoras pH
Tubos de ensayo

Vasos de precipitado

Aparato Melt-Temp Electrathermal Lampara de luz UV

Bomba de vacio Parrilla de calentamiento y agitacion

Campana de extraccion Recirculador
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Estufa Refrigerador

Estufa de vacio Rotavapor
Disolventes

Acetato de etilo (AcOEt) Etanol (EtOH)

Acetona Hexano (Hex)

Agua (H20) Isopropanol (i-Pro)
Cloroformo deuterado (CDCls) Metanol (MeOH)

Cloruro de metileno (CH2Cl») Metanol deuterado (CD3OD)

Dimetilsulféxido deuterado (DMSO-De) Tolueno

Reactivos
Acido acético (AcOH) Hexametildisilazida de litio (LHMDS)
Acido clorhidrico (HCI) Hidréxido de litio monohidratado

(LiOH H»0)
Acido sulftrico (H2SO4) Hidréxido de paladio en carbono Pd(OH),/C
Acrilato de etilo Hidréxido de sodio (NaOH)
Anhidrido ftalico Permanganato de potasio (KMnQOs)
Cloruro de tionilo (SOCl,) Sulfato de sodio anhidro (Na>SO4)
D-(-)-a-fenilglicina Tetrahidrofurano (THF)
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Generalidades de 1a Metodologia

El trabajo realizado para esta tesis se dividié en dos partes operativas: la parte quimica

sintética y la parte computacional.

Parte Quimica Sintética.

Para la sintesis de los compuestos se utilizaron los reactivos, disolventes, material y equipo
del laboratorio de sintesis farmacéutica L-4 primer piso de la UMIEZ de la Facultad de
Estudio Superiores Zaragoza, bajo la direccion del Dr. Adelfo Natalio Reyes Ramirez. Todas
las reacciones fueron realizadas en matraces previamente secados en estufa, provistos con
agitadores magnéticos y evaporando a sequedad mediante un rotavapor estandar. El progreso
de las reacciones fue monitoreado con CCF en placas comerciales de silica gel 60 (F254
Merck) bajo lampara UV (254 nm) para visualizar materias primas y productos. Los puntos
de fusion fueron medidos en un aparato Melt-Temp “Electrothermal” y no estan corregidos.
Los espectros infrarrojos (IR) se obtuvieron en un espectrometro FT-IR Perkin-Elmer (PC16,
Spectrum GX) con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR). Los espectros de
resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y '*C se registraron en espectrometros Bruker
ASCEND 400 (400 MHz) y Bruker 300 (300 MHz). El analisis directo de espectrometria de
masas para determinar los espectros de baja resolucion (DART-SM) se realizd en un
instrumento Bruker micrOTOF-Q. Los datos se informan de la siguiente manera:
desplazamiento quimico en ppm (0), area de integracioén, multiplicidad (s = singlete, s br =
singlete amplio, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuadruple y m = multiplete) y constantes de

acoplamiento en Hz (J) en el disolvente indicado.

La estrategia de sintesis (Esquema 14) de las pirroloisoindolonas de éste proyecto de tesis,
se prepararon mediante los procedimientos que se han desarrollado y reportado previamente
por Reyes et al. (1999), Sanchez-Antonio et al. (2019) y Rivera-Sanchez (2019), y mas
reciente Andrade-Jorge et al. (2022), el cual consiste en un proceso de ciclacion en cascada,
que involucra una adicion tipo Michael en la primera etapa seguido por una adicion
nucleofilica intramolecular en la segunda etapa; para la sintesis de los compuestos
intermedios y derivados, se utilizaron procedimientos descritos en la literatura para

compuestos similares.
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No se observa

(o}

Esquema 14. Esquema de sintesis del proyecto. Reactivos y condiciones: a) Calentamiento a 165-180 °C, 30 min; b) MeOH/H>SO4 o SOCI,/MeOH; ¢) 1.2 eq Acrilato de etilo, 1.02
eq LHMDS, THF, - 78 °C, 2 h; d) H2SO4, CH»Cly, 25 °C, 40 min; e) 1 eq NaOH, MeOH, 25 °C, 8 h; f) 1.5 eq LiOH-H,O, THF, reflujo, 10 h; g) 4.4 eq NaOH, MeOH, 70 °C, 23 h;
h) 1.1 eq LiIOHH,0, THF/H,0, 60-65 °C, 1.5 h; i) NaOH, H,O, THF, 60 °C, 1.5 h; j) H,, Pd(OH)»/C, 900 psi, 60 °C, 48 h; k) Ha, Pd(OH),/C, 900 psi, 60 °C, 24 h.
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Los compuestos intermedios y las pirroloisoindolonas racémicas de interés se purificaron
del crudo mediante procedimientos cromatograficos y/o cristalizacion. En todos los casos
se obtuvieron cantidades suficientes de los productos, para su completa caracterizacion y

posterior evaluacion de su actividad de inhibicion enzimatica.

Parte Computacional. Docking

Se llevo el acercamiento molecular de las pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas, los farmacos de
referencia y las moléculas descritas en la Tabla 2 con las enzimas AChE y BuChE cuyos
cristales se pueden obtener en la base de datos PDB (1C20 y 6EQQ respectivamente). Las
estructuras de los compuestos conocidos se obtuvieron en PubChem y fueron optimizados al
igual que las pirroloisoindolonas y sus intermediarios en el Software Avogadro bajo el campo
de fuerza MMFF94. Posteriormente con AutodockTools 1.5.6 se establecieron las
condiciones en el cual los ligandos y los receptores interactuaron y finalmente los calculos

se llevaron a cabo en el sistema operativo Linux Fedora 22 con Autogrid4 y AutoDock4.

Parte Enzimatica. Evaluaciones farmacologicas

La evaluacion enzimatica, posteriormente serd realizada en el grupo de trabajo del Dr. Erik

Andrade Jorge.
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Procedimiento experimental

Parte Quimica Sintética. Sintesis de los compuestos
Acido (RS)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-2-fenilacético, [rac-1]

Cr q
O Ph
OH
@ ° N—*<
-0 > COH
0

: 165-180 °C
NH; 30 min

D-(-)-a-fenilglicina

rac-1

Esquema 15. Reaccion de condensacion para la obtencion de rac-1.

En un matraz bola de 250 mL provisto de agitacion magnética se colocd anhidrido ftalico
(16.2 g, 109.4 mmol) y D-(-)-a-fenilglicina (15.9 g, 105.2 mmol). Se calent6 en un bafio de
aceite a 165-180 °C por 30 min con agitacion constante, monitoreando el curso de la reaccion
con CCF (Hex-AcOEt, 7:3). El matraz con la mezcla de reaccion se retir6 del bafio y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Al sélido resultante se anadieron 50 mL de agua, se triturd,
se filtro al vacio y el producto sélido se dejo en la estufa de vacio por 24 h a temperatura
ambiente. El producto crudo se obtuvo con un rendimiento de 96.0 % (28.4 g), el cual fue
purificado por CC (Hex-AcOEt, 7:3) y recristalizado (EtOH-H>O, 2:1). El compuesto rac-1
se obtuvo como un sélido blanco; p.f. = 170-171 °C (lit. 41 170.5-171.5 °C); R¢= 0.31 (Hex-
AcOEt, 7:3); RMN 'H (301 MHz, CDCls) & (ppm): 7.85 (2H, dd, J = 5.5, 3.1 Hz, H-Phth),
7.71 (2H, dd, J = 5.5, 3.0 Hz, H-Phth), 7.58 (2H, dd, J = 7.7, 1.9 Hz, Howo-Ph), 7.42-7.29
(3H, m, H-Ph), 6.09 (1H, s, NCHPh); RMN !3C (76 MHz, CDCl3) & (ppm): 173.2 (C,
HOC=0), 167.0 (2C, NC=0), 134.3 (2CH, Phth), 133.7 (Cjps, Ph), 131.7 (2C, Phth), 129.7
(2CHoro, Ph), 128.8 (CHpara, Ph), 128.6 (2CHmew, Ph), 123.7 (2CH, Phth), 55.5 (CH, NCH);
FTIR-ATR v (cm™): 1771, 1706 (C=0 4cido carboxilico), 1379; SM (DART+): m/z (%) 282
(32) [M+H]", 236 (100), 105 (15). HRMS (EST") m/z 282.07663 calculada para C1sHi2NOs,
encontrada 282.07685 [M+H]".
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(RS)-2-(1,3-Dioxoisoindolin-2-il)-2-fenilacetato de metilo, [rac-2]

0O 0

¥ Ph H,SO, \ Ph
—»
( MeOH, *
COZH . COQMe
reflujo, 3 h

o 0

rac-1 rac-2

Esquema 16. Reaccion de esterificacion para la obtencion de rac-2. Método A.

Método A. En un matraz bola de 250 mL provisto de agitacion magnética el compuesto rac-
1 (12.1 g, 43.0 mmol) fue disuelto en 100 mL de MeOH y posteriormente se mantuvo en
agitacion constante mientras se adiciono lentamente 1.4 mL de H2SO4. La mezcla se calento
a temperatura de reflujo por 3 h, monitoreando el curso de la reacciéon con CCF (Hex-AcOEt,
7:3). Al término de la reaccion el matraz con la mezcla de reaccion se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Una vez frio se coloco en bafio de hielo con agitacion constante. La
mezcla de reaccion acida fue neutralizada adicionando lentamente Na,CO3H>O (3.1 g, 25
mmol). Se evaporo6 el disolvente al vacio en el rotavapor (40 °C aprox.). Al sélido resultante
se le afiadieron 200 mL de agua, se filtr6 al vacio y el producto sé6lido se dejo secar por 24 h
en una estufa de vacio a temperatura ambiente. El compuesto rac-2 se obtuvo como un s6lido

blanco con un rendimiento de 85.8 % (10.9 g); p.f. = 94-95 °C; Rr= 0.36 (Hex-AcOEt, 8:2).

0 0O
Ph SOCl,, MeOH Ph
N— o N—
CO,H 24 h, temp. amb. CO,Me
(o] (0]
rac-1 rac-2

Esquema 17. Reaccion de esterificacion para la obtencion de rac-2. Método B.

Me¢étodo B. En un matraz bol a de 250 mL provisto de agitaciéon magnética el compuesto rac-
1(12.0 g, 42.7 mmol) fue disuelto en 63 mL de MeOH y colocado en un bafio de hielo. Se le
adicionaron 4.6 mL de SOCI; lentamente dentro de una campana de extraccién; 10 min.
después de haber terminado de agregar el SOCI: se retird del bafio de hielo y se dejo en
agitacion constante por 24 h, monitoreando el curso de la reaccion con CCF (Hex-AcOEt,
7:3). A la solucion resultante se adicionaron 200 mL de agua y se mantuvo por 10 min dentro
de la campana de extraccidn, se filtr6 al vacio y se dejo secando por 24 h. El producto crudo

se obtuvo con un rendimiento de 89.7% (11.3 g), el cual fue purificado por CC (Hex-AcOEt,
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85:15) y recristalizado de MeOH. El compuesto rac-2 se obtuvo como un so6lido blanco; p.f.
=94-96 °C (1it.[**199.6-100.5 °C) ; Rr=0.36 (Hex-AcOEt, 8:2); RMN 'H (301 MHz, CDCl5)
d (ppm): 7.85 (2H, dd, J= 5.4, 3.1 Hz, H-Phth), 7.72 (2H, dd, J = 5.5, 3.0 Hz, H-Phth), 7.55
(2H, dd, J=17.6, 1.9 Hz, Hor-Ph), 7.40-7.30 (3H, m, H-Ph), 6.03 (1H, s, NCHPh), 3.81 (3H,
s, OCH3), RMN 3C (76 MHz, CDCI3) & (ppm): 168.5 (C, MeOC=0), 167.1 (2C, NC=0),
134.4 (Cipso, Ph), 134.2 (2CH, Phth), 131.8 (2C, Phth), 129.7 (2CHow0, Ph), 128.6 (CHpara,
Ph), 128.5 (2CHew, Ph), 123.6 (2CH, Phth), 55.8 (CH, NCHPh), 53.0 (CH3, OCH3); FTIR-
ATR v (cm™): 1735 (C=0 éster), 1713 (C=0 imida), 1382; SM (DART+): m/z (%) 313 (16)
[M+H,0]", 296 (85) [M+H]", 236 (100), 149 (24). HRMS (ESI") m/z 296.09228 calculada
para C17H14NOs, encontrada 296.09183 [M+H]".

(1R3R9bS)- y (15,35,9bR)-3-Fenil-9b-hidroxi-5-0x0-2,3,5,9b-tetrahidro-1H-

pirrolo[2,1-a]isoindol-1,3-dicarboxilato de 1-etilo 3-metilo, [rac-3]

O OEt
N—*<

CO,Me LHMDS, THF
@) -78°C,2h
rac-2

Esquema 18. Reaccion domino, adicion de Michael-adicion nucleofilica intramolecular para la obtencion de rac-3.

Se colocd una solucién de rac-2 (16.3 g, 55.2 mmol) y 270 mL de THF en un matraz bola de
500 mL previamente secado en estufa, provisto de un agitador magnético y tapon septum. El
aire fue desplazado por flujo de nitrogeno, para mantener la mezcla de reaccion bajo
atmosfera inerte. Con una jeringa se introdujo acrilato de etilo (7.0 mL, 64.3 mmol). El
matraz con la mezcla de reaccion se colocd en un baio de hielo sobre una parrilla y a
agitacion constante y posteriormente se adicion6 lentamente LHMDS (1M en THF, 56.2 mL,
56.2 mmol) con una jeringa, cuidando de no administrar aire al sistema. Terminada la adicién
de la base, la mezcla de reccion se dejo en agitacion por 2 h maés, monitoreando el curso de
la reaccion por CCF (Hex-AcOEt, 7:3). A la mezcla de reaccion, se adicionaron 100 mL de
una solucion saturada de NH4Cl. El producto fue recuperado por extraccion con AcOEt

(3x100 mL). Las fases orgénicas se mezclaron, lavaron con salmuera (100 mL) y secaron
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con Na;SOg4 anhidro. Se filtr6 y se concentrd en el rotavapor. El producto crudo, se obtuvo
como un semisoélido viscoso con un rendimiento de 97.6 % (21.3 g) el cual fue purificado
por CC (Hex-AcOEt, 75:25) y recristalizado de CH>Cl>-Hex (1:3). El compuesto rac-3 se
recuperd como un solido blanco con un p.f. = 163-165 °C (lit. 481 164-166 °C); Ry = 0.21
(Hex-AcOEt, 7:3); RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 (ppm): 7.85 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-6), 7.79
(1H,d,J =17.7 Hz, H-9), 7.65 (1H, td, J= 7.6, 1.2 Hz, H-7), 7.56 (1H, td, J= 7.5, 0.4 Hz, H-
8), 7.51 (2H, dd, J = 7.1, 1.7 Hz, Horo-Ph), 7.40-7.28 (3H, m, H-Ph), 4.38-4.24 (2H, m,
OCH:CH3), 3.65 (3H, s, OCHz3), 3.58 (1H, dd, J = 12.4, 7.2 Hz, Ha.1), 3.40 (1H, t, J = 12.7
Hz, proton diastereotopico Hp-2), 3.35 (1H, s br, OH), 3.26 (1H, dd, J = 13.0, 7.2 Hz, proton
diastereotopico He-2), 1.36 (3H, t, J = 7.1 Hz, OCH,CH3); RMN 3C (101 MHz, CDCl3) &
(ppm): 172.0 (C, MeOC=0), 169.9 (C, EtOC=0), 169.0 (C, NC=0), 145.6 (C, C-9a), 140.8
(Cipso, Ph), 133.3 (CH, C-8), 131.6 (C, C-5a), 130.3 (CH, C-7), 128.0 (2CHpezw, Ph), 127.7
(CHpara, Ph), 127.1 (2CHoro, Ph), 124.1 (CH, C-6), 123.9 (CH, C-9), 95.8 (C, C-9b), 68.5 (C,
C-3), 61.6 (CH2, OCH2>CH3), 53.1 (CH, C-1), 49.2 (CH3, OCH3), 44.6 (CH2, C-2), 14.2 (CH3,
OCH,CH3); FTIR-ATR v (cm™): 3439 (OH), 1744 (C=0 éster), 1704 (C=0 lactama); SM
(DARTH): m/z (%) 396 (28) [M+H]", 378 (100), 336 (14). HRMS (ESI") m/z 396.14471
calculada para C22H2:NOg, encontrada 396.14443 [M+H]".

(RS)-3-Fenil-5-0x0-2,5-dihidro-3H-pirrolo[2,1-a]isoindol-1,3-dicarboxilato de 1-

etilo 3-metilo, [rac-4]

HpSO,, CH,Cl,

Y

25 °C, 40 min

rac-3 rac-4

Esquema 19. Reaccion de eliminacion para la obtencion de rac-4.

En un matraz bola de 250 mL provisto de agitacion magnética se disolvio el compuesto rac-
3 (5.7 g, 14.4 mmol) em 58 mL de CH,Cl,, posteriormente se adicionaron 1.9 mL de H2SOs.
La mezcla se dejo en agitacion constante por 40 min, monitoreando el curso de la reaccion
con CCF (Hex-AcOEt, 7:3), una vez finalizada la reaccion se lavd con 30 mL de agua y el

producto fue recuperado por extraccion con CH>Cly (3x60 mL). Las fases organicas se
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mezclaron, lavaron con salmuera (60 mL) y secaron con Na>SO4 anhidro. Se filtrd y se
concentrd en el rotavapor. El crudo de reacciéon se obtuvo como un so6lido viscoso con un
rendimiento de 60.4 % (3.3 g) el cual fue purificado por CC (Hex-AcOEt, 85:15) y
recristalizado de MeOH. El compuesto rac-4 recuperado como un sélido cristalino blanco
con un p.f. = 90-92 °C; R¢= 0.70 (Hex-AcOEt, 7:3); RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm):
8.63 (1H, dd,J = 7.4, 1.1 Hz, H-9), 7.88 (1H, dt, J = 7.0, 0.8 Hz, H-7), 7.69 (1H, td, J = 7.5,
1.3 Hz, H-6), 7.63 (1H, td, J = 7.5, 1.2 Hz, H-8), 7.51 (2H, dd, J = 7.1, 1.7 Hz, Horo-Ph),
7.40-7.35 (2H, m, H-Ph), 7.35-7.29 (1H, m, H-Ph), 4.33 (2H, ¢, J = 7.1 Hz, OCH>CH3), 4.15
(1H, d, J = 17.8 Hz, proton diastereotopico H-2), 3.83 (3H, s, OCHz3), 3.74 (1H, d, J = 17.8
Hz, proton diastereotopico H-2), 1.38 (3H, t, J = 7.1 Hz, OCH>CH3); RMN !3C (101 MHz,
CDCl3) 8 171.2 (C, MeOC=0), 164.0 (C, EtOC=0), 163.6 (C, NC=0), 148.6 (C, C-9b),
138.1 (Cipso, Ph), 135.7 (C, C-5a), 132.7 (CH, C-7), 131.6 (CH, C-8), 129.5 (C, C-9a), 128.6
(2CHmetas Ph), 128.3 (CHpara, Ph), 126.9 (CH, C-9), 126.4 (2CHor0, Ph), 124.0 (CH, C-6),
107.1 (C, C-1), 69.7 (C, C-3), 60.9 (CH>, OCH>CH3), 53.5 (CH3, OCH3), 51.0 (CHa, C-2),
14.4 (CH3s, OCH>CH3); FTIR-ATR v (ecm™): 1721 (C=O0 éster), 1702 (C=0 lactama), 1656
(C=C); SM (DART+): m/z (%) 378 (100) [M+H]*. HRMS (ESI*) m/z 378.13415 calculada
para C2,H20NOs, encontrada 378.13409 [M+H]".

Acido (RS)-3-fenil-3-(metoxicarbonil)-5-0x0-2,5-dihidro-3 H-pirrolo[2,1-

alisoindol-1-carboxilico, [rac-5]

NaOH, MeOH
25°C,8h

Y

rac-4 rac-5

Esquema 20. Hidrolisis parcial de rac-4 para la obtencion de rac-5.

En un matraz bola de 50 mL provisto de agitacion magnética se disolvid el compuesto rac-4
(396.3 mg, 1.05 mmol) en 15 mL de MeOH, se colocé en bafio de hielo y se adicion6 NaOH
(64.4 mg, 1.6 mmol) y I mL de agua. Se retir6 del bafio de hielo y se mantuvo en agitacion

constante a temperatura ambiente por 8 h, monitoreando el curso de la reaccion por CCF
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(Hex-AcOFEt, 8:2). Una vez finalizada la reaccidn se evapor6 el disolvente, se tratdé con 10
mL de agua y 15 mL de AcOEt. La fase acuosa fue acidificada a pH 1 con HCI IN, y el
producto fue recuperado por extraccion con AcOEt (3 x 15 mL). Las fases orgéanicas se
mezclaron, lavaron con salmuera (15 mL) y secaron sobre Na;SO4 anhidro. Se filtr6 y se
concentro en el rotavapor. El producto crudo se obtuvo como un sélido ligeramente amarillo
con un rendimiento de 81.0 % (297.1 mg). Se purifico por CC (CH2Cl>-MeOH, 100:2) y el
compuesto rac-5 recuperado presentd un p.f. = 184—188 °C; Ry = 0.29 (Hex-AcOEt, 7:3);
RMN 'H (301 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.55 (1H, dt, J = 7.7, 1.0 Hz, H-9), 7.83 (IH, dt, J =
7.6, 1.0 Hz, H-6), 7.69 (1H, td, J = 7.6, 1.2 Hz, H-7), 7.60 (1H, td, J = 7.5, 1.1 Hz, H-8),
7.31-7.23 (3H, m, Ph), 7.17-7.11 (2H, m, Hom, Ph), 4.44 (1H, d, J = 18.5 Hz, protén
diastereotopico H-2), 3.76 (3H, s, OCHz3), 3.35 (1H, d, J = 18.5 Hz, proton diastereotdpico
H-2); RMN 3C (101 MHz, CDCls) § 169.6 (C, MeOC=0), 167.1 (C, HOC=0), 163.8 (C,
NC=0), 146.1 (C, C-9b), 137.4 (Cips0o, Ph), 134.1 (C, C-9a), 133.9 (CH, C-7), 132.0 (CHpara,
Ph), 129.5 (2CHuew, Ph), 129.0 (CH, C-8 y C, C-5a), 127.3 (CH, C-9), 124.4 (CH, C-6),
124.2 (2CHoro, Ph), 111.2 (C, C-1),72.2 (C, C-3), 52.1 (CH3, OCH3), 50.0 (CH2, C-2); FTIR-
ATR v (ecm™): 2955 (OH 4cido), 1730 (C=0 éster), 1692 (C=0 acido), 1647 (C=C); SM
(DARTH): m/z (%) 350 (100) [M+H]*, 304 (32). HRMS (ESI*) m/z 350.10285 calculada para
C20H16NOs, encontrada 350.10408 [M+H]".

Acido (RS)-1-(etoxicarbonil)-3-fenil-5-0x0-2,5-dihidro-3H-pirrolo[2,1-

alisoindol-3-carboxilico, [rac-6]

LiOH'H,0, THF

Y

reflujo, 10 h

rac-4

Esquema 21. Hidrolisis parcial de rac-4 para la obtencion de rac-6.

En un matraz bola de 100 mL equipado con un condensador y provisto de agitacion
magnética, se colocaron rac-4 (592.6 mg, 1.57 mmol) y LIOH'H>O (179.7 mg, 4.3 mmol) en

50 mL de THF. La solucion resultante se calentd a temperatura de reflujo durante 10 h, el
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curso de la reaccion fue monitoreada por CCF (Hex-AcOEt, 8:2), una vez terminada la
reaccion se elimind el disolvente a sequedad en el rotavapor. El producto fue disuelto con 10
mL de agua y la solucion fue acidificada con HCI 10 % hasta pH 3. El producto fue
recuperado por extraccion con AcOEt (3x10 mL). Las fases orgdnicas se combinaron, se lavo
con salmuera (10 mL) y se secd sobre Na>SO4 anhidro. Se filtro, se concentr6 a sequedad en
el rotavapor y se purificé por CC (Hex-AcOEt, 7:3). El compuesto rac-6 se obtuvo como un
solido amarillo con un rendimiento de 54.7 % (311.9 mg) con un p.f. = 194-196 °C; R¢ =
0.36 (Hex-AcOEt, 7:3); RMN 'H(400 MHz, CDCls) & (ppm): 8.67 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-9),
7.94 (1H, dt,J = 7.5, 1.0 Hz, H-6), 7.79 (1H, td, J = 7.6, 1.2 Hz, H-8), 7.71 (1H, td, J = 7.8,
1.1 Hz, H-7), 7.45-7.31 (3H, m, Ph), 7.29-7.19 (2H, m, 2H,-Ph), 4.56 (1H, d, J = 18.5 Hz,
proton diastereotopico H-2), 4.42—4.22 (2H, m, OCH>CH3), 3.45 (1H, d, J = 18.5 Hz, proton
diastereotopico H-2), 1.36 (3H, t, J = 7.1 Hz, OCH,CH3); RMN 3C (101 MHz, CDCls) &
(ppm): 169.7 (C, HOC=0), 167.2 (C, EtOC=0), 163.4 (C, NC=0), 145.8 (C, C-9b), 137.5
(Cipso, Ph), 134.1 (C, C-9a), 133.8 (CH, C-7), 131.9 (CH, C-8), 129.5 (2CHuea, Ph), 129.1
(C, C-5a), 129.0 (CHpura, Ph), 127.4 (CH, C-9), 124.4 (CH, C-6), 124.2 (2CHoz, Ph), 111.8
(C, C-1), 72.3 (C, C-3), 61.3 (CH2, OCH:CH3), 50.1 (CH2, C-2), 14.2 (CH3, OCH2CH3);
FTIR-ATR v (ecm™): 2937 (OH 4cido), 1732 (C=0 éster), 1689 (C=0 acido), 1650 (C=C);
SM (DART+): m/z (%) 364 (100) [M+H]", 318 (15). HRMS (ESI*) m/z 364.11850 calculada
para C21H1gNOs, encontrada 364.11939 [M+H]".

Acido (RS)-3-fenil-5-0x0-2,5-dihidro-3H-pirrolo[2,1-a]isoindol-1,3-

dicarboxilico, [rac-7]
EtO,C

Hp
i

NaOH, MeOH
CO,Me >
Ph 70°C, 23 h

rac-4

Esquema 22. Hidrdlisis de rac-4 para la obtencion de rac-7.

En un matraz de 250 mL equipado con un condensador y provisto de un agitador magnético
se afadio compuesto rac-4 (591.8 mg, 1.57 mmol), NaOH (280 mg, 7 mmol), 68 mL de

MeOH y 6.7 mL de agua. La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion constante a 70 °C por
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23 h, posteriormente se concentr6 en rotavapor y se tratd con 10 mL de AcOEty 10 mL de
agua. Se acidificé la fase acuosa agregando HCl al 10 % hasta pH 1 aproximadamente, con
lo que el compuesto precipitd. Se filtrd al vacio y se dejo secando a temperatura ambiente.
El producto crudo se obtuvo como un sélido blanco con un rendimiento de 88.4 % (465.2
mg), el cual fue purificado mediante recristalizacion MeOH:H>O (5:1) y por CC (Hex-
Acetona, 7:3). El compuesto rac-7 recuperado tiene propiedades electrostaticas y tuvo un p.f.
=205-207 °C; Rr= 0.49 (CH,Cl,-MeOH-AcOH, 100:5:0.5); RMN 'H (400 MHz, CD;0D)
d (ppm): 8.62 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-9), 7.80 (1H, dt, J = 7.2, 1.0 Hz, H-6), 7.73 (1H, td, J =
7.6, 1.4 Hz, H-7), 7.67 (1H, td, /= 7.5, 1. 2 Hz, H-8), 7.54 (2H, dd, J = 7.1, 1.6 Hz, Hor0-
Ph), 7.41-7.29 (3H, m, Ph), 4.09 (1H, d, /= 17.9 Hz, protén diastereotdpico H-2), 3.67 (1H,
d, J = 17.9 Hz, proton diastereotopico H-2); RMN 3C (101 MHz, CDs0OD) & (ppm): 173.3
(C,HOC=0), 166.8 (C, HOC=0), 165.6 (C, NC=0), 149.0 (C, C-9b), 139.8 (Cips0, Ph), 136.9
(C, C-9a), 134.0 (CH, C-7), 132.9 (CH, C-8), 130.7 (C, C-5a), 129.5 (2CHueta, Ph), 129.2
(CHpara, Ph), 128.1 (CH, C-9), 127.7 (2CHomo, Ph), 124.5 (CH, C-6), 109.9 (C, C-1), 71.1 (C,
C-3), 52.4 (CHa, C-2); FTIR-ATR v (cm™): 2928 (OH 4cido), 1712 (C=0 4cido), 1622
(C=C); SM (DART+): m/z (%) 336 (100) [M+H]", 290 (82), 246 (42). HRMS (ESI") m/z
336.08720 calculada para C19H14NOs, encontrada 336.08826 [M+H]".

Acido (1R,3R,9bS)- y (15,35,9bR)-3-fenil-9b-hidroxi-3-(metoxicarbonil)-5-oxo-
2,3,5,9b-tetrahidro-1H-pirrolo[2,1-a]isoindol-3-carboxilico, [rac-8]

HO,C

Ha,
Ho, A2

.HC

LiOHH,0, THF/H,0
60 - 65°C, 1.5 h

CO,Me
Ph

o)
rac-8

Esquema 23. Hidrolisis parcial de rac-3 para la obtencion de rac-8.

En un matraz bola de 50 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron el compuesto
rac-3 (225.3 mg, 0.57 mmol) y LIOH-H>O (26.2 mg, 0.62 mmol) y en 12.7 mL de THF y 0.9
mL de H>O. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion constante a 60—-65 °C por 1.5 h.
Se retiro del bafio y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se evaporo el disolvente y se

traté con 10 mL de agua y 10 mL de AcOEt. La fase acuosa fue separada y acidificada con
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HCI 10 % hasta pH 1. El producto fue recuperado de la fase acuosa por extraccion con AcOEt
(3x5 mL). Las fases organicas se mezclaron, lavaron con salmuera (10 mL), secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentr6 en rotavapor. El producto crudo se obtuvo como un so6lido
blanco con un rendimiento de 79.0 % (165.4 mg) el cual fue purificado por CC (CH2Clz-
MeOH, 100:5), el so6lido de rac-8 recuperado presenté un p.f. = 123-128 °C; Ry = 0.51
(CH2Cl,-MeOH-AcOH, 100:5:0.5); RMN 'H (400 MHz, CD30D) 8 (ppm): 8.00 (1H, dt, J
=17.5, 1.0 Hz, H-6), 7.73 (1H, dt, J=9.1, 1.2 Hz, H-9), 7.69 (1H, dd, /= 7.5, 1.2 Hz, H-7),
7.60 (1H, td, J = 7.5, 1.0 Hz, H-8), 7.54-7.47 (2H, m, Hor-Ph), 7.39-7.32 (2H, m, Huera-
Ph), 7.32-7.26 (1H, m, Hpue-Ph), 3.61 (3H, s, OCH3), 3.46 (1H, dd, J = 12.2, 7.1 Hz, Ha-1),
3.36 (1H, t,J = 12.5 Hz, proton diastereotopico Hy-2), 3.25 (1H, dd, J = 12.9, 7.1 Hz, protoén
diastereotdpico He-2); RMN 13C (101 MHz, CD30OD) § (ppm): 173.5 (C, HOC=0), 172.3 (C,
MeOC=0), 171.2 (C, NC=0), 148.1 (C, C-9a), 142.7 (C, Ph), 134.4 (CH, C-8), 133.0 (C, C-
5a), 131.2 (CH, C-7), 128.8 (2CHpew, Ph), 128.4 (CHpara, Ph), 128.4 (2CHor0, Ph), 126.0
(CH, C-6), 124.3 (CH, C-9), 97.6 (C, C-9b), 69.6 (C, C-3), 53.3 (CH, C-1), 50.7 (CHs,
OCH3), 46.1 (CHa, C-2); FTIR-ATR v (cm™): 3399 (OH), 1731 (C=0 éster), 1703 (C=0
acido), 1657 (C=0 lactama); SM (DART+): m/z (%) 350 (15) [M+H-H,O]", 306 (100).
HRMS (ESI") m/z 350.10285 calculada para Cx0Hi6NOs, encontrada 350.10387 [M+H-
H,O]".

Acido (1R,3R,9bS)- y (15,35,9bR)-3-fenil-9b-hidroxi-5-0x0-2,3,5,9b-tetrahidro-

1H-pirrolo[2,1-a]isoindol-3-carboxilico, [rac-9]

Ho
.~ H C

NaOH, H,O/THF
= YCO,Me

Y

60°C,1.5h

rac-3

Esquema 24. Hidrdlisis de rac-3 para la obtencion de rac-9.

En un matraz bola de 50 mL provisto de agitacion magnética y un condensador, se
disolvieron el compuesto rac-3 (298.4 mg, 0.75 mmol) y NaOH (158 mg, 3.95 mmol), en 9
mL de MeOH y 1 mL de agua. La mezcla de reaccion se calento6 en bafio de aceite a 60 °C 'y

se mantuvo en agitacion constante por 1.5 h. Se retir6 del bafio y se dejo enfriar a temperatura
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ambiente. Se evaporo el disolvente y se traté con 10 mL de agua y 10 mL de AcOEt.
Separadas las fases, la fase acuosa se acidificé con HCI 10 % hasta pH 1. El producto fue
recuperado por extraccion con AcOEt (3x5 mL). Las fases organicas se combinaron, lavaron
con salmuera (10 mL), secaron con Na>xSO4 anhidro y se concentrd en rotavapor. El producto
crudo se obtuvo como un sélido blanco con un rendimiento de 47.2 % (125 mg) el cual fue
purificado por CC (CH2Cl>-MeOH, 100:5). El compuesto rac-9 recuperado tiene propiedades
electrostaticas y presenta un p.f. = 165-168 °C; R¢=0.35 (CH2Cl>-MeOH-AcOH, 100:5:0.5);
RMN 'H (400 MHz, CD3OD) & (ppm) 7.99 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-8), 7.74 (1H,d, J = 7.5
Hz, H-7), 7.69 (1H, td, J = 7.6, 1.2 Hz, H-6), 7.59 (1H, td, J = 7.6, 1.1 Hz, H-9), 7.54 (2H,
dd, J = 7.1, 1.7 Hz, Horoe-Ph), 7.34 (2H, dd, J = 8.3, 6.5 Hz, Huew-Ph), 7.31-7.24 (1H, m,
Hpaa-Ph), 3.48 (1H, dd, J = 12.3, 7.0 Hz, H.-1), 3.41-3.32 (1H, m, protén diastereotdpico
Hy-2), 3.23 (1H, dd, J = 12.9, 7.0 Hz, protén diastereotopico He-2); RMN 13C (101 MHz,
DMSO0-Ds) 6 (ppm): 172.4 (C, HOC=0), 170.5 (C, HOC=0), 168.5 (C, NC=0), 147.0 (C,
C-9a), 142.5 (Cipso, Ph), 133.0 (CH, C-8), 132.2 (C, C-5a), 130.0 (CH, C-7), 127.6 (2CHeta,
Ph), 127.5 (2CHoo, Ph), 127.0 (CHpara, Ph), 124.8 (CH, C-6), 123.0 (CH, C-9), 95.9 (C, C-
9b), 67.9 (C, C-3),49.4 (CH, C-1), 44.6 (CHz, C-2); FTIR-ATR v (cm™): 1736 (C=0 &cido),
1656 (C=0 lactama); SM (DART+): m/z (%) 292 (100) [M+H-CO,-H>0]", 246 (36). HRMS
(EST") m/z 292.09737 calculada para CisH14NO3, encontrada 292.09694 [M+H-CO>-H,O]".

(1R,35,9b.S)- y (1S,3R,9bR)-3-Fenil-5-0x0-2,3,5,9b-tetrahidro-1H-pirrolo[2,1-
alisoindol-1,3-dicarboxilato de 1-etilo 3-metilo, rac-10 y (1R,3R,9bS)- y (15,35,9bR)-3-
Fenil-5-0x0-2,3,5,9b-tetrahidro-1H-pirrolo[2,1-a]isoindol-1,3-dicarboxilato de 1-etilo
3-metilo, [rac-10 y rac-11]

EtO,C

Hapy
Ho A=

He

H,, Pd(OH),/C

=YCO,Me >
900 psi, 60 °C, 48 h

Esquema 25. Hidrogenacion de rac-3 para la obtencion de rac-10'y rac-11.

Meétodo A. En un reactor Parr modelo 4838 provisto de agitacion magnética se adiciona una
disolucion del compuesto rac-3 (506.7 mg, 1.28 mmol) y catalizador Pd(OH),/C (30 mg) en

50 mL de MeOH, el reactor se llend con hidrogeno hasta alcanzar 900 psi y se purgo el
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reactor tres veces a la misma presion para eliminar el aire contenido en el reactor,
posteriormente se calent6 a 60 °C y permaneci6 en agitacion continua durante 48 h. Se filtr6
el catalizador y la mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida hasta eliminar el
disolvente, en esta mezcla se obtuvo un producto mayoritario el cual fue recuperado por CC
(Hex-AcOEt, 85:15) con un rendimiento de 64.8 % (314.6 mg) como un so6lido blanco con
un p.f. = 150-153 °C; Ry = 0.16 (Hex-AcOEt, 85:15, con 5 corridas); RMN 'H (301 MHz,
CDCl3) & (ppm): 7.72 (1H, dt, J = 7.1, 1.1 Hz, H-9), 7.53-7.46 (3H, m, H-Phth), 7.45 (1H,
dd, J=17.8, 1.1 Hz, Hpara-Ph), 7.42-7.37 (2H, m, Huew-Ph), 7.35 (2H, dd, J = 5.6, 1.2 Hz,
Horo-Ph), 5.22-5.14 (1H, m, H-9b), 3.88 (3H, s, OCH3), 3.86-3.75 (2H, m, OCH2CH3), 3.59—
3.47 (2H, m, protones diastereotopicos H-2), 3.27-3.15 (1H, m, H-1), 0.93 (3H, td, /= 7.1,
1.2 Hz, OCH>CH3); RMN 13C (76 MHz, DMSO-Dg) 8 (ppm): & 173.3 (C, MeOC=0), 171.3
(C, EtOC=0), 165.0 (C, NC=0), 140.7 (Cipso, Ph), 135.6 (C, C-9a), 135.3 (C, C-5a), 131.4
(CH, C-8), 128.7 (CHpara, Ph), 128.3 (CH, C-6), 128.1 (2CHuetw, Ph), 127.7 (2CHort, Ph),
124.2 (CH, C-9), 122.9 (CH, C-7), 70.9 (C, C-3), 66.1 (CH, C-9b), 60.9 (CH2, OCH>CH3),
53.3 (CHs, OCH3), 46.4 (CH, C-1), 43.2 (CH, C-2), 13.7 (CH3, OCH2CH3). FTIR-ATR v
(ecm™): 1724 (C=0 éster), 1701 (C=0 lactama); SM (DART+): m/z (%) 380 (100) [M+H]",
355 (20); m/z 380 calculada para C22H2,NOs, encontrada 380 [M+H]".

EtOQC \Ha Hb EtOZQ Ha H
o > H % .:

Hy, Pd(OH),/C

900 psi, 60 °C, 24 h

rac-10

Esquema 26. Hidrogenacion de rac-4 para la obtencion de rac-10 y rac-11.

Método B. En un reactor Parr modelo 4838 provisto de agitacion magnética se adiciona una
disolucion del compuesto rac-4 (417.5 mg, 1.11 mmol) y catalizador Pd(OH),/C (50 mg) en
50 mL de MeOH, el reactor se llend con hidrogeno hasta alcanzar 1000 psi y se purg6 el
reactor tres veces para desplazar el aire contenido en el reactor, posteriormente se calentd a
60 °C y se dejo con agitacion continua durante 24 h. Al término de la reaccion, se filtro el
catalizador al vacio y la mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida hasta eliminar
el disolvente, en esta mezcla se obtuvo un producto mayoritario el cual fue recuperado por

CC (Hex-AcOEt, 85:15). El compuesto se obtuvo como un semisélido transparente con un
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rendimiento de 85.6 % (360.0 mg). Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos

corresponden al compuesto obtenido por el método A.

Parte Computacional. Docking

Los ligandos fueron creados y optimizados con el software Avogadro, considerando su
protonacion bajo pH fisiologico (pH 7.4), el analisis conformacional se realiz6 bajo el campo
de fuerza MMFF94 en el mismo software. Los enlaces rotacionales, grados de libertad de
torsion, las cargas atdmicas parciales y los hidrogenos no polares fueron asignados con

AutoDock 1.5.6 tools. Estas estructuras fueron guardadas en el formato PDBQT.

Las estructuras cristalinas de las enzimas fueron descargadas de Protein Data Bank. Se
utiliz6 como objetivo la cadena A de la acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus
(codigo del banco de datos de proteinas:1C20) por Bourne, Y y Marchot, P (1999) y
butirilcolinesterasa humana en complejo con huprine 19 (cddigo del banco de datos de
proteinas:6EQQ) por Nachon, F et al. (2017). Estas estructuras fueron acondicionadas para
el acoplamiento molecular, para lo cual se removieron las moléculas de agua cristalograficas,
contraiones y ligandos presentes en ellas con el programa Chimera 1.15. Las condiciones de
acoplamiento se programaron con AutoDock 1.5.6 tools, usando un algoritmo genético
hibrido Lamarckiano (Morris et al. 1998). Se le asignaron cargas parciales de Kollmann a las
proteinas. Posteriormente se establecieron los parametros del mapa atomico (grid) para cada
proteina: usando una malla cubica de 60x60x60 A con las coordenadas X=42.095, Y=66.809
y Z=-81.47 y una separacion de malla de 0.375 A [“°] para la AChE y una malla cubica de
64x64x64 A con las coordenadas X=-40.166, Y=17.432 y Z=-24.775 y una separacion de
malla de 0.375 A para la BuChE.

Para los estudios de acoplamiento se definieron los pardmetros del algoritmo genético: 100
corridas, con un tamafio de poblacion de 100, 10,000,000 como niimero maximo de
evaluaciones y 100 conformaciones para seleccionar las 100 mejores. Finalmente, el calculo

se realizd en Linux Fedora 22 como sistema operativo y AutoDock4.

Se obtuvo el estado de energia mas bajo, expresado como la energia libre de Gibbs (AG), la

constante de disociacion (Kq) y el logaritmo negativo de la constante de disociacion (pKq) en
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AutoDock Tools 1.5.6 y las interacciones, la distancia y el tipo de enlace utilizando BIOVIA
Discovery Studio 2020.

La validacion de este andlisis se realizé con la comparacion de los resultados con otros de
inhibidores ya conocidos de las colinesterasas (donepezilo, galantamina, rivastigmina y
tacrina), aunque, también se compararon con los inhibidores de la Tabla 2 (fenserina, itoprida
y mimopezil) para analizar el potencial que tienen las moléculas sintetizadas ante las

moléculas que ya han sido descritas y probadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de este trabajo se presentan a continuacion en dos partes, en la primera parte
se discuten los métodos de sintesis de los compuestos objetivo, asi como su caracterizacion
mediante técnicas espectroscopicas en el infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear
(RMN 'H y de 3C) y por espectrometria de masas, cuyos espectros se encuentran en los
Anexos; mientras que en la segunda parte se explicaran los resultados obtenidos del docking

molecular.

Parte Quimica Sintética

Sintesis de intermediarios

Los compuestos rac-1 y rac-2 fungen como intermediarios para la sintesis de pirrolo[2,1-
alisoindol-5-onas, estos ya se encuentran reportados en la literatura y fueron sintetizados a

partir de la metodologia descrita en ella. 32 48]

La primera reaccion consistio en una reaccidon de condensacion entre anhidrido ftalico y D-
(-)-a-fenilglicina en una reaccion libre de disolvente donde se obtuvo el compuesto rac-1

(Esquema /5. Reaccion de condensacion para la obtencion de rac-1.Esquema 15), con un

rendimiento del 96.0 %, y una temperatura de fusion de 170-171 °C (lit. 81 170.5-171.5 °C).

Ambos compuestos fueron mezclados y calentados a una temperatura por arriba de su punto
de fusion (165-180 °C). En el Esquema 27, se muestra el mecanismo propuesto. La reaccion
consiste en dos etapas, la primera es un ataque nucleofilico del grupo amino presente en el
aminodcido (XXIV) sobre uno de los carbonilos del anhidrido ftalico (XVI), y la segunda y
mas lenta consiste en la condensacion entre el nitrogeno de la amida y el acido carboxilico

mediante una ciclacion intramolecular, con la pérdida de agua.
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Esquema 27. Mecanismo de reaccion. Condensacion entre anhidrido ftalico y D-(-)-a-fenilglicina (rac-1).

Esta reaccion es ampliamente utilizada debido a que es amigable con el ambiente y a su
eficiencia para la N-proteccion de aminoacidos con anhidrido ftalico XVI para generar
ftalimidas N-sustituidas generalmente con buenos rendimientos y sin racemizacion de los
productos. Este es un procedimiento simple y corto para la ftaloilacion de aminoacidos,
incluidos los aminoacidos funcionalizados y con impedimentos estéricos, ademds de ser
apropiado para preparaciones a gran escala. 32 4% 39 Particularmente, debido a la acidez
incrementada del H-alfa en el aminoécido por la presencia del fenilo, bajo las condiciones de
reaccion empleadas el compuesto rac-1 se obtiene en su forma racémica. La racemizacion

de este compuesto ya ha sido descrita y fundamentada en la literatura. (48]

La masa exacta para rac-1 es de 282.07663 calculada para CisHi2NOs y encontrada de
282.07685 que corresponde al ion [M+H]"; mientras que en el espectro de masas de baja
resolucion (DARTH) se observa el fragmento masa/carga (m/z) 282 (32) que corresponde al
ion [M+H]" y tres fragmentos mas (m/z) 237 (18), 236 (100) y 105 (15), con lo cual se
complementa la caracterizacion del compuesto. El patron de fragmentacion propuesto para

el compuesto rac-1 se muestra en el Esquema 28.
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HN H
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C7H7N™ Cy5H1oNO2*
m/z = 105 m/z = 236

Esquema 28. Patréon de fragmentacion propuesto para el compuesto rac-1.

Para la obtencion del compuesto rac-2 se emplearon dos metodologias diferentes ambas con
buenos resultados. Al respecto en la literatura, se encuentran descritas varias metodologias
de sintesis de ésteres metilicos, en el presente trabajo se emplearon dos de las mas comunes.
El método A, consiste en una esterificacion de Fischer del compuesto rac-1, en la que se
empled un exceso de metanol en presencia de acido sulfurico como catalizador para obtener
el éster metilico, rac-2 (Esquema 16Esquema /6. Reaccién de esterificacion para la
obtencion de rac-2. Método A.) con un rendimiento del 85.8 %, con un intervalo de fusién

de 94-95 °C (lit. 1481 99.6-100.5 °C).

Esta reaccion es ampliamente utilizada para obtener ésteres a partir de un acido carboxilico.
En la reaccion, el acido tiene la funcidén de catalizar al protonar el oxigeno del grupo
carboxilo, haciéndolo susceptible para el ataque nucleofilico por parte del oxigeno presente
en el metanol, eliminando agua posteriormente y dando como resultado el éster metilico
correspondiente (Esquema 29. Mecanismo de reaccion. Esterificacion de Ficher para la

obtencion del compuesto rac-2.Esquema 29). 22!
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Esquema 29. Mecanismo de reaccion. Esterificacion de Ficher para la obtencion del compuesto rac-2.

El método B, descrito por Brenner P! que consiste en la reaccion de un acido carboxilico y
un alcohol, catalizado por SOCl, para la obtencion de un éster metilico del éacido
correspondiente. De esta manera, a partir del compuesto rac-1 mediante el tratamiento con
MeOH en presencia de SOCl,, se obtuvo el éster metilico rac-2 (Esquema 17) con un
rendimiento del 89.7 %, con un intervalo de fusion de 94-96 °C (lit. *199.6-100.5 °C). Para
este proceso no se encuentra bien descrito el mecanismo de reaccidon, generalmente lo
describen como un proceso en dos etapas, en donde se obtiene como un intermediario el
cloruro de 4cido y posteriormente mediante una sustitucion nucleofilica del cloruro por el
alcohol da lugar al éster correspondiente. Sin embargo, con el anélisis de los componentes y
condiciones de reaccion se proponen dos mecanismos posibles en el Esquema 30. En el
mecanismo a) es similar al propuesto para la formacion de cloros de acido por reaccion entre

un 4cido carboxilico y SOCl,, [5% 53]

sin embargo, la presencia de un disolvente nucleofilico
como los alcoholes y en nuestro caso particular el MeOH, éste compite con el cloruro dando
lugar al éster metilico sin haberse formado el cloruro de 4cido. La posibilidad de que el sulfito
de dimetilo sea el agente esterificante no puede descartarse, como lo propone Hosagadi >4

en el mecanismo b).
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Esquema 30. Mecanismos de reaccion propuestos para la esterificacion con SOCls.

El compuesto rac-2 es un compuesto conocido y los datos espectroscopicos de RMN 'H y

3C corresponden con los descritos en un trabajo anterior. (4%

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-2, se observan las bandas en 1735 cm’!

correspondiente al C=0 del éster, 1713 cm™! correspondiente al C=0 de la imida, entre otras.

La masa exacta para rac-2 es de 296.09228 calculada para Ci7H14NOs y encontrada de

296.09183 que corresponde al ion [M+H]"; mientras que en el espectro de masas de baja
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resolucion (DARTH) se observa el fragmento de masa/carga (m/z) 296 (85) que corresponde
al ion [M+H]" y cuatro fragmentos mas (m/z) 313 (16) [M+H,O]", 237 (18), 236 (100), 149

(24). El patrén de fragmentacion propuesto para el compuesto rac-2 se muestra en el

Esquema 31.
O 0] O
C.l. -59
N H — ON H @#—— ON=
CO,Me co,Me ~(COCHy) {H
0 O-yy O~y
C47H13NO4 Cy7H14NO,* CysH11NO™*
M = 295 [M+H] = 296 Ly mz=287
T
O 0
CO,Me CO,Me H
O 0
Cy7H1sNO5™ CoHgOo* Cy5H1oNO2*
m/z = 313 m/z =149 m/z = 236

Esquema 31. Patréon de fragmentacion propuesto para el compuesto rac-2.

Sintesis de pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas y sus derivados

El compuesto rac-3 se obtuvo con un rendimiento 97.6 % y un p.f. de 163-165 °C (lit. ¥
164-166 °C), mediante una reaccion domind que consiste en una adicion tipo Michael
seguida de una ciclacion intramolecular del compuesto rac-2 con acrilato de etilo (Esquema

18).

Esta reaccion procede al utilizar una base fuerte, voluminosa y no nucleofilica como lo es la
LHMDS en un disolvente aprético como THF, a una temperatura de -78 °C para sustraer el
proton en posicion alfa al grupo carbonilo del compuesto rac-2 formando asi el carbanion
intermediario A, el cual en presencia de un compuesto o,3-insaturado como acrilato de etilo
da lugar a una adicién 1,4 sobre el sistema conjugado generando un segundo intermediario
anionico B, el cual en presencia de grupos susceptibles dentro de la misma molécula produce
una reaccion en secuencia al actuar como nucleofilo para generar una ciclacion

intramolecular en este caso al realizar una adicion 1,5 sobre uno de los grupos carbonilos
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presente en el nucleo de ftalimida para formar un nuevo anillo altamente funcionalizado,

dando como resultado el compuesto rac-3 (Esquema 32). 12234

@
o SiMes o ('(—)' OFt
COzMe oN ?
Lo/ Fe o
H Li *
@
C
Ph

rac-3 no observado TS

Esquema 32. Mecanismo de reaccion. Adicion de Michael-adicion nucleofilica intramolecular para la obtencion de rac-3.

Durante esta reaccion varios factores tienen importancia, entre ellos es el orden de adicion
de los reactivos, la temperatura de reaccion y la velocidad de adicion de la base. Una adicion
lenta favorece la formacion del carbaniéon A mientras que una adicion rapida favorece la
descomposicion de este y en cuanto a la temperatura, entre mas baja sea ésta da lugar a una
mayor diastereoselectividad. ?2I Por ello aun cuando durante esta reaccion se formaron dos
centros esterogénicos mads, solo pueden verse dos pares de enantidmeros, el par de
enantiomeros menos polar con Rr=0.21 (Hex-AcOEt, 7:3) fue el mas abundante y separado
mediante CC, caracterizado como el compuesto rac-3. El par de enantidmeros mas polar fue

el menos abundante y no pudo ser recuperado en cantidad suficiente para ser caracterizado.

La temperatura de fusion y los datos espectroscopicos de RMN 'H y del compuesto
mayoritario rac-3, corresponden con los reportados previamente. La configuracion relativa
de rac-3, fue establecida mediante RMN 'H y analisis de difraccion de rayos X. 481 En
particular, el espectro de RMN de 'H de rac-3 muestra un doblete de dobletes a 3.26 ppm
con constantes de acoplamiento geminales y vecinales de 2/ = 13.0 Hz y °J = 7.2 Hz,

respectivamente, que se asigno a He-2, un triplete a 3.40 ppm con *J = 12.7 Hz que se asigno
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a Hy-2, y un doblete de dobletes a 3.58 ppm con 3J = 7.2 Hz y °J = 12.4 Hz que se asignd a
Ha-1 (Tlustracion 16).

QN LW N O~ ONL < -
o 03|05 o = SSme 6000
ST ooas /r[Tj\\' S sos |
715 12.72 718 —5000
n ) a¢ I
5 s = < -4000
3000
2000
1000
0
L1000

1 (ppm)

[lustracion 16. RMN 'H de rac-3, region de los alifaticos, sefiales correspondientes a los hidrogenos de C-1y C-2.

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-3, se observan las bandas en 3439 cm’!
(OH), 1744 cm! correspondiente al C=0 de los ésteres, 1704 cm™ correspondiente al C=0

de la lactama, entre otras.

La masa exacta para rac-3 es de 396.14471 calculada para C»2H22NOg y encontrada de
396.14443 que corresponde al ion [M+H]"; el espectro de masas de baja resolucion (DART)
presenta los fragmentos de masa/carga (m/z) 396 (28) [M+1]", 378 (100), 336 (14). El patron

de fragmentacion propuesto para el compuesto rac-3 se muestra en el Esquema 33.
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Esquema 33. Patréon de fragmentacion propuesto para el compuesto rac-3.

Con la configuracion relativa establecida para rac-3, la modificacion estructural de las
pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas obtenidas mediante condiciones estindar de hidrolisis,
deshidratacion, entre otras, dieron lugar a los compuestos rac-4 a rac-9 sin problemas para

la asignacion de la configuracion relativa.

Asi, la obtencién del compuesto rac-4 se realizd mediante una reaccion de eliminacion
(deshidratacion) del compuesto rac-3 por catélisis adcida (Esquema 19), con un rendimiento

del 60.4 %y p.f. de 90-92 °C.

El mecanismo de reaccion consiste en la protonacion del grupo hidroxilo para convertirlo en
un buen grupo saliente. La eliminacion de agua en el alcohol protonado genera un carbocation
muy estable, y que después de eliminar un proton del carbono vecino, da lugar al doble enlace

en el compuesto rac-4 (Esquema 34).
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Esquema 34. Mecanismo de reaccion. Reaccion de eliminacion (deshidratacion).

El compuesto obtenido empleando este proceso presenta una fluorescencia azul intenso en
CCF empleando como revelador radiaciéon UV a 254 nm, revela intensamente con vapores
de yodo y ademas presentan una mancha amarillo palido al contacto con solucion alcalina de

KMnOys provocada por la oxidacion del doble enlace.

La eliminacion de Ha-1 con el OH en C-9 en el compuesto rac-3, da lugar a sefiales dobles
para los hidrogenos geminales Hy-2 y Hc-2, ambos unidos al C-2, claramente reconocibles
en el espectro de RMN 'H del compuesto rac-4 y la Ilustracion 17. Los hidrogenos Hp y He
son diastereotopicos, se diferencian y se acoplan entre ellos, uno de estos hidrogenos aparece
como una sefial doble con un desplazamiento quimico de 4.15 ppm y el otro con una sefal

doble en 3.74 ppm, ambas con una constante de acoplamiento a dos enlaces, 2/ = 17.8 Hz.
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Tlustracién 17. RMN 'H de rac-4, region de los alifaticos, sefiales correspondientes a los hidrogenos diastereotdpicos del
C-2.

Mientras que en el espectro de RMN !3C para el compuesto rac-4, se observan las sefiales en
148.5 ppm, correspondiente a un carbono cuaternario asignado a C-9b, y en 107 ppm para
un carbono cuaternario que corresponde a C-1. Sin embargo, es necesario sefialar que en el
espectro de RMN !3C adquirido a una frecuencia 76 MHz, se observan varias sefiales anchas
adicionales debido seguramente a un fendmeno dindmico que se presenta a causa de la
rotacion restringida de enlaces y la presencia de mas de una conformacion en equilibrio
(Ilustracion 18a). Con un experimento en la resonancia, la obtencion del espectro en un
equipo de mayor frecuencia (101 MHz), las sefiales se definieron logrando asi la asignacion
de los desplazamientos quimicos de los carbonos en la region de los aromaticos (Ilustracion

18b).
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Tlustracién 18. a) RMN 3C (76 MHz, CDCl3) de rac-4, region de los arométicos con sefiales anchas debido al fenémeno
dindmico. b) RMN 13C (101 MHz, CDCls) de rac-4.

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-4, se observa la banda caracteristica del

doble enlace C=C en 1656 cm!, entre otras.

La masa exacta para rac-4 es de 378.13415 calculada para C22H20NOs y encontrada de
378.13409 que corresponde al ion [M+H]"; el espectro de masas de baja resolucion (DART)
presenta unicamente el fragmento de masa/carga (m/z) 378 (100) [M+1]". El compuesto rac-

4 no se fragmenta bajo las condiciones de andlisis (Esquema 35).

EtO,C Et0,C

oy oAl

N
CO2Me COQMe
\@
O O=H
C2oH1gNO5 CooHyoNOs*
M = 377 [M+H] = 378

Esquema 35. Fragmento de masa [M+H]" del compuesto rac-4.

El compuesto rac-5 se obtuvo con un rendimiento del 81.0 % y un p.f. de 184-188 °C,
mediante una hidrdlisis de rac-4 catalizada con NaOH. De los dos grupos éster presentes en
el compuesto rac-4, el éster etilico se hidroliza de manera regioselectiva, debido a un efecto

estérico del éster metilico que se encuentra mas impedido.
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Las hidrolisis de ésteres ocurren a través de un mecanismo tipico de sustitucion nucleofilica
en el grupo acilo en el que el ion hidréxido es el nucleéfilo que se adiciona al grupo carbonilo
del éster para dar un intermediario tetraédrico. La pérdida del ion alcéxido da un acido
carboxilico, el cual se puede desprotonar para generar el ion carboxilato por las condiciones
basicas del medio de reaccion empleado. La adicion de HCI acuoso después del término de

la reaccion protona el ion carboxilato y da lugar al acido carboxilico. [°°]

El mecanismo propuesto para dicha reaccion se ilustra en el Esquema 36.

Et
o OFt ® o) Of 0~_ONa
> Na O
4
4 Ph NaOH 4 Ph N Ph
N —_—> N p——t
CO,Me CO,Me CO,Me
- EtOH
0] e} (0]
rac-4
e
o OH
4 Ph
N
CO2Me
(o]
rac-5

Esquema 36. Mecanismo de reaccion de la hidrolisis del éster etilico.

Para que el éster etilico sea el Unico en hidrolizarse durante esta reaccion la proporcion de
los reactivos deben estar en proporcion 1:1 ya que de haber un exceso en la base se forma el

compuesto rac-7 (diacido).
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[lustracion /9. Comparacion de los espectros de RMN de los compuestos rac-4 y rac-5, sefiales correspondientes a los
ésteres.

Tanto en el espectro de RMN 'H asi como el de RMN !3C para el compuesto rac-5, se observa
el mismo conjunto de sefiales que presenta rac-4. La diferencia principal es la ausencia de
las sefiales correspondientes al fragmento -OCH>CH3 del éster etilico en los espectros de rac-
5 (Ilustracion 19). De igual forma que para rac-4, el espectro de RMN 3C del compuesto
rac-5 adquirido a la frecuencia de 76 MHz, también se observan varias sefiales anchas
adicionales debido seguramente a un fendmeno dindmico que se presenta a causa de la
rotacion restringida de enlaces y la presencia de mas de una conformacion en equilibrio.
Obtencion el espectro en un equipo de mayor frecuencia (101 MHz), las sefiales se definieron
logrando asi la asignacion de los desplazamientos quimicos de los carbonos en la region de

los aromaticos

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-5, se observan las bandas en 2955 cm’!
(OH), 1730 ecm! correspondiente al C=0 del éster, 1692 cm™! correspondiente al C=0O del

acido, entre otras.

La masa exacta para rac-5 es de 350.10285 calculada para C20Hi16NOs y encomntrada de 350.
10408 que corresponde al ion [M+H]"; el espectro de masas de baja resolucion (DART+)
presenta los fragmentos de masa/carga (m/z) 350 (100) [M+H]", 304 (32). El patron de

fragmentacion propuesto para el compuesto rac-5 se muestra en el Esquema 37.
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Esquema 37. Patréon de fragmentacion del compuesto rac-5.

El compuesto rac-6 se obtuvo con un rendimiento 54.7 % y un intervalo de fusion de 194—
196 °C, mediante una hidrolisis selectiva del éster metilico, utilizando LiOH a temperatura

de reflujo (Esquema 21).

Realizando una blsqueda en la literatura, 5

se encontr6 que se puede llevar a cabo la
hidrolisis solo del éster metilico en presencia de un éster etilico, en la misma molécula de
pirrolidina, utilizando LiOH. Esta hidrolisis selectiva puede ser explicada por la formacion
de un intermediario de coordinacioén entre un atomo de litio, el atomo de nitrégeno del anillo
y el atomo de oxigeno del grupo carboxilo para favorecer el ataque nucleofilico por parte del
ion hidroxilo, desplazando al ion alcéxido, tal como se muestra en el Esquema 38. El

producto queda desprotonado debido a las condiciones de la reaccion y vuelve a protonarse

al tratarse con HCI. >3]

EtO,C EtO,C
4 7 e
N N
OLi
(0] o (0] o
rac-4
H@
EtO,C
4 Ph
N
OH
o (0]
rac-6

Esquema 38. Mecanismo de reaccion de la hidrélisis selectiva del éster metilico, para la obtencion de rac-6.
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Tanto en el espectro de RMN 'H, asi como el de RMN !3C para el compuesto rac-6, se
observa el mismo conjunto de sefales que presenta rac-4. La diferencia principal es la
ausencia de las sefiales correspondientes al fragmento -OCH3 del éster metilico en los

espectros de rac-6, tal como lo indica la Ilustraciéon 20.
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[lustracion 20. Comparacion de los espectros de RMN de los compuestos rac-4 y rac-6, sefiales correspondientes a los
ésteres.

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-6, se observan las bandas en 2937 cm’!
(OH), 1732 cm! correspondiente al C=0 del éster, 1689 cm™! correspondiente al C=0 del

acido, entre otras.

La masa exacta para rac-6 es de 364.11850 calculada para C;1HisNOs y encontrada de
364.11939 que corresponde al ion [M+H]"; el espectro de masas de baja resolucion (DARTH)
presenta los fragmentos de masa/carga (m/z) 364 (100) [M+H]", 318 (15). La fragmentacion

propuesta para el compuesto rac-6 se muestra en el Esquema 39.

EtO,C Et0,C Et0,C
4 O C.L. 4 O 46 4 O
O NS on O NS on “hco, T O N"®
o © o "% 0

C21H17NOs Co1H1gNOs* CoH1NO3*
M =363 [M+H] = 364 m/z =318

Esquema 39. Fragmentacion del compuesto rac-6.

Pagina 70 de 151



El compuesto rac-7 se obtuvo de la misma manera que rac-5, mediante catélisis basica con
NaOH, pero en esta ocasion, con un exceso de la base para lograr una hidrélisis de ambos
¢ésteres con un rendimiento del 88.4 % y un p.f. de 205-207 °C (Esquema 22). El mecanismo

es una sustitucion nucleofilica en los grupos acilo, como se describe en el Esquema 36.

Tanto en el espectro de RMN 'H, asi como el de RMN !3C para el compuesto rac-7, se
observa el mismo conjunto de sefiales que presenta rac-4. La diferencia principal es la
ausencia de las sefiales correspondientes a los fragmentos OCH; y OCH2CH3 de ambos
ésteres en los espectros de rac-7, por lo que en la region de los alifaticos solo se encuentran

las sefale de los hidrogenos diasterotopicos como se muestra en la [lustracion 21.
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Tlustracién 21. RMN 'H de rac-7, region de los alifaticos, sefiales correspondientes a los hidrogenos diastereotdpicos del
C-2.

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-7, se observan las bandas en 2928 cm’!

(OH 4cido), 1712 cm™! correspondiente al C=0 de 4cido, entre otras.

La masa exacta para rac-7 es de 336.08720 calculada para Ci9H14sNOs y encontrada de
336.0882 que corresponde al ion [M+H]"; el espectro de masas de baja resolucion (DART+)
presenta los fragmentos de masa/carga (m/z) 336 (100) [M+H]*, 290 (82), 246 (42). La

fragmentacion propuesta para el compuesto rac-7 se muestra en el Esquema 40.
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Esquema 40. Patréon de fragmentacion del compuesto rac-7.

De igual manera se hidroliz6 el compuesto rac-3 con LiOH obteniendo un mono acido rac-
8 con un rendimiento del 79.0 % y un p.f. de 123-128 °C (Esquema 23). Sorpresivamente la
hidrolisis también fue regioselectiva, lo cual se explica por la formacion de un intermediario
de coordinacion entre el cation Li*, el atomo de oxigeno del grupo hidroxilo en C-9b y el
atomo de oxigeno del éster etilico en C-1, que debido a la cercania y en disposicion cis al
hidroxilo en C-9b es posible. Esta interaccion favorece el ataque nucleofilico por parte del
ion hidroxilo, desplazando al ion alcéxido el producto queda desprotonado debido a las
condiciones de la reaccion y vuelve a protonarse al tratarse con HCI, como se muestra en el

Esquema 41.
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Esquema 41. Mecanismo de reaccion de la hidrolisis selectiva del éster etilico, para la obtencion de rac-8.

Esto se pudo comprobar mediante RMN 'H del producto rac-8. En el espectro se observa en
la region de los alifaticos una sefial simple a 3.61 ppm que corresponde a un metoxilo,
acompafiada Unicamente de tres sefiales multiples correspondientes a los dos hidrégenos
diastereotopicos Hp-2 y He-2, una en 3.36 ppm como una sefial triple con una 3/ = 12.5 Hz y
la otra en 3.25 ppm como una sefial doble de dobles 2/=12.9 Hz y *J=7.1 Hz; y el hidrogeno
de Ha-1 en 3.46. como una sefial doble de dobles con 2/=12.2 Hzy *J=7.1 Hz.
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Tlustracién 22. RMN 'H de rac-8, region de los alifaticos, sefiales correspondientes a los hidrogenos del C-1, C-2,
metoxilo y la sefial de agua deuterada.
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En este caso no se logra observar la sefial del grupo hidroxilo tal como en el espectro del
compuesto rac-3, lo cual puede deberse a un intercambio del hidrogeno por deuterio del

CD30D empleado como disolvente para adquirir el espectro.

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-8, se observan las bandas en 3399 cm'!

(OH), 1713 cm! correspondiente al C=0 de éster y 1703 C=0 del 4cido, entre otras.

La masa exacta para rac-8 es de 350.10285 calculada para C;0H17NOg y encontrada de
350.10387 que corresponde al ion [M+H-H>O]"; el espectro de masas de baja resolucion
(DART+), no se observa el fragmento m/z de 368 [M+H]", solamente presenta los fragmentos
de masa/carga (m/z) 350 (15), 306 (100). La fragmentacioén propuesta para el compuesto rac-

8 se muestra en el Esquema 42.
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M =367 - CO,
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COQMe

C19H16NO3*
m/z = 306

Esquema 42. Patréon de fragmentacion del compuesto rac-8.
El compuesto rac-9 se obtuvo con un rendimiento de 47.2 % y una temperatura de fusion de
165-168 °C, ambos ésteres del compuesto rac-3 fueron hidrolizados por catalisis basica con

exceso de NaOH, siguiendo el mismo mecanismo de reaccion del Esquema 36.

Tanto en el espectro de RMN 'H, asi como el de RMN !3C para el compuesto rac-9, se
observa el mismo conjunto de sefiales que presenta rac-3. La diferencia principal es la

ausencia de las sefiales correspondientes a los fragmentos OCH3; y OCH>CH3 de ambos
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¢ésteres en los espectros de rac-9, y que al igual que en el espectro de rac-8, no se logra
distinguir la sefial del grupo hidroxilo, la cual deberia estar en 3.33 ppm, esto seguramente
por el intercambio parcial de hidrogeno por deuterio del CDsOD, lo cual se aprecia en la

Tlustracion 23.
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Ilustracion 23. RMN 'H de rac-9, region de los alifaticos, sefiales correspondientes a los hidrogenos del C-1, C-2, y la
sefal de agua deuterada. Representacion de la ausencia de grupos metoxilo y etoxilo.

En el espectro en el infrarrojo (FTIR-ATR) de rac-9, se observan las bandas en 1736 cm’!

(C=0) de 4cido, 1656 cm! correspondiente al C=0 de lactama, entre otras.

La masa exacta para rac-9 es de 292.09737 calculada para CisHiaNO3 y encontrada
292.09694 que corresponde al ion [M+H-CO,-H2O]"; el espectro de masas de baja resolucion
(DART+) presenta los fragmentos de masa/carga (m/z) 292 (100), 246 (36). La

fragmentacion propuesta para el compuesto rac-9 se muestra en el Esquema 43.
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Esquema 43. Patréon de fragmentacion del compuesto rac-9.

Para la obtencion de los productos rac-10y rac-11 se emplearon dos alternativas de sintesis:
Método A. Mediante una reaccion de hidrogendlisis del alcohol terciario en el compuesto
rac-3. El compuesto rac-3 fue disuelto en MeOH y a la solucion se agregé PA(OH)./C (6 %)
como catalizador. Para llevar a cabo esta reaccion fue necesario calentar a 60 °C a una presion
de 900 psi de presion con hidrogeno molecular durante 48 h (Esquema 25). Por CCF de la
mezcla, se observaron 4 productos, de donde solamente el producto principal fue recuperado

en un 64.8 % como un s6lido blanco con p.f. de 150-153 °C.

Me¢étodo B. Por hidrogenacion catalitica del doble enlace del compuesto rac-4. EI compuesto
rac-4 fue disuelto en MeOH y a la solucion resultante se agregd Pd(OH)./C (10 %) como
catalizador. Para llevar a cabo esta reaccion fue necesario calentar a 60 °C a una presion de
900 psi de presion con hidrégeno molecular durante 24 h (Esquema 26). Después de eliminar
el disolvente, el producto principal fue recuperado en un 85.6 % del mismo compuesto

obtenido bajo las condiciones del Método A, como un sélido blanco con p.f. de 150 °C.

La hidrogenacion catalitica es, sin lugar a duda, el método mas ampliamente utilizado para

la reduccion de sustancias quimicas organicas. La técnica estd basada en la capacidad que
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tiene la molécula de hidrogeno de reducir moléculas que contienen dobles o triples enlaces,

o escindir determinados enlaces sencillos en presencia de un catalizador metalico. 7]

La conversiéon de la mayoria de los alquenos a alcanos es rdpidamente efectuada a
temperatura ambiente y presion atmosférica en presencia de un catalizador, sin embargo, esta
velocidad va disminuyendo segun el grado de sustitucion del doble enlace, lo cual se

ejemplifica en la Ilustracion 24.

Ya que rac-4 cuenta con un doble enlace tetrasustituido y conjugado con un grupo éster,
hacen de este doble enlace mas estable que la mayoria de los alquenos menos sustituidos,
razén por la cual fue necesario emplear condiciones drésticas durante esta hidrogenacion
catalitica, calentando a 60 °C y elevando la presion a 1000 psi para lograr la adicion de los

hidrégenos al doble enlace.
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[lustracion 24. Estabilidad del doble enlace expreso con la entalpia de hidrogenacion.

El mecanismo de reaccion de la hidrogenacion catalitica heterogénea de dobles enlaces es
algo impreciso, sin embargo, son conocidos tres intermediarios principales que tienen lugar

durante la hidrogenacion.

Para que esta reaccion pueda ocurrir es necesario un metal de transicion para romper el enlace
de una molécula de H> y de esta manera los atomos de hidrégeno son adsorbidos en la
superficie del metal, formando enlaces metal-hidrogeno, similares a los de los hidruros de

metales.

Pagina 77 de 151



El primer intermediario se forma cuando la molécula es adsorbida de la misma manera a la
superficie metalica del catalizador, lo cual ocurre normalmente en la cara menos impedida
estéricamente, generando una adicion syn y formando un enlace de tipo m en cada carbono
del doble enlace con el metal. Posteriormente un 4&tomo de hidrégeno se afiade a un 4&tomo de
carbono del doble enlace generando el segundo intermediario, en donde ahora consiste en
enlaces tipo 0 entre el &tomo de carbono y el metal. Y por tltimo este intermediario reacciona
nuevamente con otro atomo de hidrogeno para dar el producto saturado, el cual es
desadsorbido de la superficie del metal mediante un proceso de difusion superficial

(Tlustracién 17). B8

Metal de transicion/catalizador

[lustracion 25. Mecanismo de hidrogenacion

En la mayoria de los casos ambos atomos de hidrogeno son afiadidos en la misma cara de
doble enlace, pero hay muchas hidrogenaciones en las que la adicion de hidrégeno no es del
todo syn, por lo que normalmente es necesaria una corroboracion independiente de la

estereoquimica.

Las hidrogenaciones cataliticas suelen ser reacciones muy limpias con poca formacién de
subproductos, a menos que la reduccidon de otros grupos sea competitiva, pero, dependiendo
de las condiciones y del catalizador, otros grupos funcionales también estan sujetos a
reduccion bajo estas condiciones, esto se ve en el caso de la hidrogenolisis del compuesto
rac-3, que, en este caso particular, bajo las condiciones empleadas el compuesto rac-3 se

deshidrata dando lugar al compuesto rac-4 .

La hidrogendlisis del compuesto rac-3, asi como la hidrogenacion del compuesto rac-4,
dieron lugar como producto principal a un s6lido blanco con p.f. de 150 °C. Mientras que en

el espectro de RMN !*C adquirido a 76 MHz se observa un solo conjunto de sefiales que
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corresponden a un solo diastereoisomero en su forma racémica. En el espectro de RMN 'H
adquirido a una frecuencia 300 MHz, se observan algunas sefiales anchas y algunas otras se
encuentran dobleteadas, asi como se observa en la [lustracion 26, lo cual sugieren la presencia
de dos diastereoisomeros rac-10 y rac-11. Debido a las propiedades fisicas y quimicas

similares, no fue posible la separacion y caracterizacion de estos compuestos.

88 38 58 55
M m o o [eNe] o o
\Y NN N
{-COOCH3 L 5x10°
-COOCH-CH3s

B0 —

T 71 T

. —— .
3.90 3.86 0.98 0.

f1 (ppm)
Tlustracion 26. Sefiales dobleteadas en el especto de RMN 'H de rac-10.

La masa para rac-10 es de 380 calculada para C22H22NOs y encontrada 380 que corresponde
al ion [M+H]"; el espectro de masas de baja resolucion (DART+) presenta tnicamente el
fragmento de masa/carga (m/z) 380 (100) [M+H]" y en 381 la correspondiente contribucion
isotopica de este fragmento. El compuesto rac-4 no se fragmenta bajo las condiciones de

analisis (Esquema 35). Esquema 44.

EtO,C Et0,C
J . 9
N co,Me . N co,Me
(0] (_gH
rac-10 +
Ca22H21NO5 CazH22NOs
M= 379 [M+H] = 380

Esquema 44. Fragmento de masa [M+H]+ del compuesto rac-10.
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Docking molecular

Para comprobar la actividad de los compuestos sintetizados como inhibidores de las
colinesterasas se llevdo a cabo una simulacion del acoplamiento molecular entre estas
moléculas y las enzimas (Ilustracion 27). En las Tablas 4 y 5 se muestran los resultados de
las interacciones con la AChE y BuChE respectivamente, estos datos implican que las
interacciones son exergonicas en todos los ligandos e incluso son similares a los valores de

los farmacos de referencia.

[ustracion 27. Imagen representativa de los resultados obtenidos en el docking molecular.

Tabla 4. Energia libre de Gibbs (AG), constante de disociacion (Kq) y -logl0 de la constante de disociacion (pKy) de la

interaccion entre ligandos y la acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus 1C20.

Ligando AG (kcal/mol) Kq¢ (UM) pKa
rac-1 -8.59 0.5065 6.2954
rac-2 -8.34 0.7728 6.1119
rac-3 -8.61 0.4849 6.3143
rac-4 -9.92 0.0538 7.2694
rac-5 -8.85 0.3250 6.4881
rac-6 -9.57 0.0970 7.0133
rac-7 -8.58 0.5122 6.2906
rac-8 -7.41 3.6900 5.4330
rac-9 -6.81 0.0102 7.9935

rac-10 -8.79 0.3589 6.4450
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fenserina -9.95 0.0505 7.2966
itoprida -8.50 0.5920 6.2277
mimopezil -7.37 3.9300 5.4056
donepezilo -10.65 0.0157 7.8038
galantamina -9.78 0.0682 7.1665
rivastigmina -8.51 0.5735 6.2415
tacrina -7.32 4.3400 5.3625

La energia libre de Gibbs de todos los ligandos se encuentra entre los valores obtenidos con

los farmacos de referencia por lo que la afinidad hacia la acetilcolinesterasa es adecuada.

En cuanto a las constantes de disociacion muestran que las moléculas con doble enlace en
lugar del grupo hidroxilo son mas favorables. A excepcion del rac-9, sin embargo, tiene una
menor interacciéon con la enzima, por lo que se descarta como el compuesto con mayor

potencial.

Tabla 5. Energia libre de Gibbs (AG), constante de disociacion (Ky) y -logl0 de la constante de disociacion (pKqg) de la

interaccion entre ligandos y la butirilcolinesterasa humana 6EQQ.

Ligando AG (kcal/mol) Kq (uLM) pKa
rac-1 -8.12 1.1200 5.9508
rac-2 -8.01 1.3500 5.8697
rac-3 -8.52 0.5677 6.2459
rac-4 -8.97 0.2647 6.5773
rac-5 -8.50 0.5863 6.2319
rac-6 -8.91 0.2956 6.5293
rac-7 -8.13 1.0900 5.9626
rac-8 -7.53 3.0300 5.5186
rac-9 -7.07 6.5800 5.1818
rac-10 -8.43 0.6585 6.1814
fenserina -9.40 0.1292 6.8888
iltoprida -8.30 0.8275 6.0822
mimopezil -9.20 0.1815 6.7411
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donepezilo -9.43 0.1217 6.9146
galantamina -7.91 1.5800 5.8013
rivastigmina -7.84 1.7900 5.7471

tacrina -7.27 4.6700 5.3307

Aun cuando la afinidad de los compuestos sintetizados hacia la butirilcolinesterasa es menor
que con respecto a la acetilcolinesterasa, los valores de AG son mas favorables que los
arrojados para la rivastigmina, la cudl es la referencia que actia como farmaco dual sobre las
colinesterasas a excepcion de rac-8 y rac-9. Al igual que con la AChE se observa una
disminucién en la actividad de los ligandos que presentan el grupo hidroxilo y una mayor

afinidad por aquellos con doble enlace.

EtO,C EtO.C
4 4
N-T~CO,Me N—T~CO,H
Ph Ph
e} o}
rac-4 rac-6

[ustracion 28. Compuestos con mayor actividad como AchEL

Tomando en cuenta los resultados de ambas tablas los compuestos que poseen mayor
actividad como inhibidor es de las colinesterasas y mayor probabilidad de ser fairmacos
auxiliares en el tratamiento de la EA son rac-4 y rac-6 (Ilustracion 28) pues presentan

afinidad por ambas enzimas e incluso pKgy parecidos al donepezilo.

En comparacion con los resultados de los compuestos rac-A, rac-B y rac-C (Ilustracion 15,
Tabla 3) los datos son menos prometedores en cuanto al pKq, pero al tener valores de AG
similares (Tabla 6, Ilustracion 29) seria importante realizar la cinética enzimadtica para
evaluar si el sustituyente bencilo mejora la interaccion con las colinesterasas en comparacion

al fenilo.

La razon por la que el sustituyente bencilo mejora la interaccion con la AChE es posible se
deba a los puentes de hidrogeno extra formados con el -CH» y al menor impedimento sobre

la molécula.
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Tabla 6. Comparacion del potencial de inhibicion de colinesterasas de los compuestos sintetizados a partir de felnilglicina

(rac-4 y rac-6) y fenilalanina (rac-A, rac-B 'y rac-C) obtenidos del docking molecular.

Compuesto rac-A rac-B rac-C rac-4 rac-6
AG (Kcal/mol) -10.21 -10.48 -8.47 -9.92 -9.57
Ka (uM) 0.0320 0.0200 0.0618 0.0538 0.0970
PK, 7.495 7.699 7.209 7.269 7.013
Afinidad con AChE PKy4
rac-A rac-B rac-C rac-4 rac-6 rac-A rac-B rac-C rac-4 rac-6

[lustracion 29. Graficos comparativos de pKg y la afinidad dada por AG de los compuestos sintetizados a partir de
felnilglicina (rac 4 y rac-6) y fenilalanina (rac-A, rac-B y rac-C) obtenidos del docking molecular.

Mediante el docking también se pudieron encontrar los principales residuos implicados en la

interaccion de los ligandos, los cuales se presentan en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7. Residuos de aminoacidos y subsitios implicados en la interaccion entre los ligandos y la acetilcolinesterasa de

Electrophorus electricus 1C20.

Ligando | Interacciones Ligando Interacciones
rac-1 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337 rac-8 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337, Tyr341
AS: Trp86 ABP: Phe295, Phe297, Phe338
CAS: Ser203, His447 AS: TRP86, Glu202
CAS: Ser203, His447
rac-2 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337 rac-9 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337, Tyr341
ABP: Phe297, Phe338 OT: Glyl121
OT: Glyl121 AS: Glu202
AS: Trp86 CAS: Ser203, His447
CAS: His447
rac-3 PAS: Try124, Ser125, Tyr337, Try341 rac-10 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337, Tyr341
ABP: Phe295, Phe297, Phe338 ABP: Phe338
OT: Gly122, OT: Glyl122
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AS: Glu202 AS: Trp86

CAS: Ser203, His447 CAS: Ser203, His447

rac-4 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337, Tyr341 donepezilo PAS: Asp74, Ser125, Tyr337
ABP: Phe338, Phe297 OT: Gly122.
OT: Gly122 AS: Trp86, Glu202, Gly448, Ile451
CAS: His447 CAS: His447

rac-5 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337 galantamina PAS: Asp74, Tyr124, Tyr337
ABP: Phe297 ABP: Phe295, Phe297, Phe338
OT: Gly122 OT: Gly122
CAS: Ser203, His447 AS: Trp86, Glu202

CAS: Ser203, His447
rac-6 PAS: Trp124, Ser125, Tyr337, Tyr341 rivastigmina PAS: Ser125

ABP: Phe338 AS: Trp86, Glu202
OT: Gly122
CAS: His447
rac-7 PAS: Tyr124, Ser125, Tyr337 tacrina AS: Trp86
OT: Gly122 CAS: His447

CAS: Ser203, His447

En la literatura ya estdn bien definidos los sitios clave de interaccion de la AChE con sus
respectivos inhibidores y con la Ach, por ejemplo, enlace de hidrégeno con His447,
Interacciones de Van der Waals con residuos como Gly121, Gly122, Tyrl33, Tle451 y
Gly448 e interacciones n-n con Trp86 y Phe338, los cuales juegan un papel importante en la
estabilizacion del estado de transicion durante la reaccion catalitica. °°) Ademas de los

residuos conservados se han enlistado algunas otras interacciones comunes, como Asp74,

Ser203, Tyr337, Trp439 y Pro446. (0]

Como se puede ver, todos los compuestos sintetizados interaccionan con al menos tres
residuos claves descritos por la literatura y la mayoria de ellos pertenecen a los subsitios de
actividad de la enzima, especialmente en el PAS y con minimo uno de los residuos que
conforman la triada catalitica, lo cual implica que posiblemente sean inhibidores

competitivos capaces de prevenir la formacion de los agregados de placas B-amiloides.

Tabla 8. Residuos de aminoécidos y subsitios implicados en la interaccion entre los ligandos y la butirilcolinesterasa humana

6EQQ.

Ligando Subsitio: Residuos Ligando Subsitio: Residuos
rac-1 PAS: Ala328 rac-8 PAS: Ala328
OT: Glyl16 OT: Glyl16, Gly117, Ala199
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AS: Trp82 AS: Trp82, Glul97
CAS: Ser198, His438 CAS: Ser198, His438,
rac-2 PAS: Ala328 rac-9 PAS: Ala328
OT: Glyl16 OT: Gly116, Gly117, Ala199
CAS: His438 AS: Trp82, Glul97
CAS: Ser198, His438
rac-3 PAS: Ala328 rac-10 PAS: Ala328
OT: Gly116, Gly117, Alal99, ABP: Trp231, Leu286, Phe329
AS: Trp82, Glul97 OT: Gly116, Gly117, Ala199
CAS: Ser198, His438 AS: Trp82, Glul97
CAS: His438
rac-4 PAS: Ala328 donepezilo PAS: Ala328
ABP: Phe329, Trp231, Leu286 ABP: Trp231, Leu286, Phe329
OT: Gly116, Gly117, Ala199 OT: Gly116, Alal99
CAS: His438 AS: Trp82
CAS: His438
rac-5 PAS: Ala328 galantamina PAS: Ala328
ABP: Leu286, Trp231, Phe329 AS: Trp82, Glul97
OT: Gly116, Alal199, Gly117 CAS: His438
CAS: His438
rac-6 PAS: Ala328 rivastigmina ABP: Phe329
AS: Trp82 Glul97 Met437 Tyrd40 OT: Gly116, Gly117, Ala199
CAS: Ser198, His438 AS: Glul97
CAS: His438
rac-7 PAS: Thr120 tacrina AS: Trp82, Tyr128, Glul97
OT: Glyl16 CAS: His438
AS: Trp82, Tyrl28,
CAS: Ser198, His438

En cuanto a las interacciones clave en los sitios de union de la BuChE destacan las
interacciones m-m con Trp82 y enlace de hidrogeno con His438. Ademas de otras

interacciones comunes como Asp70, Ser198, Ala328, Trp430, Met434, Met443 y Met437.

[60]

En la Tabla 8 se observa como todos los ligandos estudiados interaccionan con por lo menos
un residuo de la triada catalitica y con uno perteneciente al PAS, por lo que si la teoria de
que esta colinesterasa aumenta con la edad, estos compuestos tienen potencial para tratar el

Alzheimer.
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El rac-6 resalta ya que posee mas interacciones con residuos claves que el resto de los
compuestos, e incluso que rac-4, el cual demuestra valores levemente mejores en cuanto a

AGy pKa.

Tabla 9. Residuos de aminodacidos y tipos de interacciones entre los ligandos y la acetilcolinesterasa de Electrophorus

electricus 1C20.

Ligando Hidrofobico Enlaces de T-T - T -anidén - Electrostatico
hidroégeno cation donador

rac-1 Trp86 Ser125 Trp8o6, His447 Ser125 His447
Tyr124 Ser203 Tyr124,
Tyr337 His447 Tyr337,
His447 His447

rac-2 Trp86 Glyl121 Trp86 His447 Ser125 His447
Tyr124 Tyr124 Tyr124
Phe297 Ser125 Tyr337
Tyr337 His447
Phe338
His447

rac-3 Phe295 Gly120 Tyr337 | His447 | Glu202 Tyr124 His447
Phe297 Glyl122 Tyr341
Tyr337 Ser125
Phe338 Ser203
Tyr341
His447

rac-4 Tyr124 Glyl122 Tyr124 | His447 Ser125 His447
Phe297 Ser125 Tyr337
Tyr337 His447
Phe338
Tyr341
His447

rac-5 Tyr124 Gly120 Tyr124 | His447 His447
Phe297 Glyl122 Tyr337
Tyr337 Ser125 His447
His447 Ser203

His447

rac-6 Tyr124 Glyl122 Tyr124 | His447 His447
Tyr337 Ser125 Tyr337
Hi447
Phe338
Tyr341

rac-7 Tyr124 Glyl122 Tyr124 | His447 His447
Tyr337 Ser203 Tyr337

Ser125

rac-8 Trp86 Ser125 Trp86 His447 | Glu202 His447
Tyr337 Ser203 Tyr337 Glu202
Tyr341 Gly120 Tyr341
Phe295
Phe297
Phe338
His447

rac-9 Tyr337 Glyl121 Tyr337 | His447 | Glu202 Tryl24 Glu202
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Tyr341 Tryl24 Tyr341 His447
Ser125
Ser203
His447
rac-10 Trp86 Glyl122 Trp86 His447 Ser125 His447
Tyr124 Ser125 Tyr124
Tyr337 Ser203 Tyr337
Phe338 Tyr337
Tyr341
donepezilo Asp74 Glyl122 Trp86 His447 | Glu202 Ser125 Asp74
Trp86 Ser125 Glu202
Tyr337 Tyr337 His447
Tyr449 Gly448
Ile451 Glu202
galantamina Trp86 Glyl122 Tyr124 Asp74
Phe297 Glu202 Phe338
Tyr337 Ser203
Phe338 Tyr337
His447
rivastigmina Trp86 Ser125 Trp86 Trp86 Trp86
Glu202
tacrina Trp86 Gly120 Trp86
His447

Tabla 10. Residuos de aminodacidos y tipos de interacciones entre los ligandos y la butirilcolinesterasa Humana 6EQQ.

#Ligando Hidrofébico Enlaces de T-T T -catiébn | m-anién n -alquil Electrostatico
hidrégeno
rac-1 Trp82 Ser198 Trp82 His438 Ala328 His438
Ala328 His438
rac-2 Ala328 Glyl16 His438 His438 Ala328 His438
His438 His438 His438
rac-3 Trp82 Glyl16 Trp82 Trp82
Glyl16 Glyl117 Ala328
Glyl17 Glul97
Ala328 Ser198
Alal99
His438
rac-4 Trp231 Glyl16 Trp231 Leu286
Leu286 Glyl117 Phe329 Ala328
Ala328 Alal99 His438
Phe329 His438
His438
rac-5 Trp231 Glyl16 Trp231 Leu286 His438
Leu286 Glyl117 Phe329 Ala328
Ala328 Alal99
Phe329
rac-6 Trp82 Glul97 Trp82 His438 Trp82 His438
Ala328 Ser198 His438 Ala328
Trp430 His438 Trp430
His438 Trp4440
Met437
Tyr440
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rac-7 Trp82 Glyl16 Trp82 His438 His438
Glyl15 Thr120 His438
Glyl16 Tyrl28
His438 Ser198
rac-8 Trp82 Glyl16 Trp82 Ala328
Glyl16 Glyl17
Glyl17 Glul97
Ala328 Ser198
Alal99
His438
rac-9 Glyl16 Glyl16 Trp82 Trp82 Ala328 Trp82
His117 Glyl17 His438 His438
Ala328 Glul97
His438 Ser198
Alal99
His438
rac-10 Trp82 Glyl16 Trp82 Glul97 Trp82 Glu197
Trp231 Glyl117 Trp231 Leu286
Leu286 Alal99 Phe329 His438
Ala328
Phe329
His438
donepezilo Trp231 Glyl16 Phe329 Trp82 Trp231 Trp82
Leu286 Alal99 Trp430 Ala328 Glu197
Ala328 Ser287
Phe329 His438
Trp430
galantamina Trp82 Ser79 Trp82 Trp430 Trp82 Trp430
Ala328 Glul97 Ala328
His438 Ala328 His438
rivastigmina Phe329 Glyl16 Phe329 His438
His438 Glyl117
Glul97
Alal99
Pro285
Ser287
tacrina Trp82 Tyr128 Trp82
Glul97 His438

Como se observa en las Tablas 9 y 10, se obtuvieron los tipos de interaccion mediante el

analisis en el software BIOVIA Discovery Studio 2020.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se logré la sintesis de nuevas pirrolo[2,1-a]isoindol-5-onas racémicas,
iniciando con la obtencion del compuesto rac-3 con un 97.5 % de rendimiento mediante una
reaccion dominé de la N-ftaloilfenilglicinato de metilo (rac-2) y acrilato de etilo y promovida

por una base como LHMDS.

El compuesto rac-3 fue modificado estructuralmente mediante condiciones de reaccion
convencionales de deshidratacion, hidrélisis e hidrogenacion catalitica para obtener los
productos rac-4 a rac-10; los cuales presentan una similitud estructural con farmacos
inhibidores de colinesterasas, obteniendo asi productos sintéticos con potenciales
propiedades como inhibidores duales de la AChE y BuChE. De ellos destacan los compuestos
rac-4y rac-6, ya que mediante el analisis docking demostraron tener valores similares de AG
y pKa a los farmacos de referencia, teniendo interacciones en al menos 3 subunidades del

sitio activo de ambas enzimas y predominando las interacciones hidrofobicas.

Todos los compuestos obtenidos en este trabajo fueron caracterizados mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas como IR, RMN 'H, RMN "3C y espectrometria de

masas.
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PERSPECTIVAS

Cambiar y monitorear las condiciones para lograr una hidrélisis selectiva del éster
metilico de rac-3.

Aislar los compuestos rac-10 'y rac-11 y caracterizarlos.

Caracterizar los demas compuestos obtenidos a partir de la hidrogenacion de los
compuestos rac-3 y rac-4, los cuales pueden corresponder a otros isdbmeros o a
diferentes compuestos.

Realizar el docking para los isobmeros que no se presentaron en este trabajo.

Realizar una comparacion mas completa entre la actividad inhibitoria de
colinesterasas de los presentados en este trabajo contra los reportados en Rivera-

Sanchez, Tesis UNAM (2019).[22]
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ANEXOS

ANEXO 1. Espectros de RMN 'H y RMN 3C
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Espectro 1. RMN 'H (301 MHz, CDCl;) del compuesto rac-1.

9.5

Pagina 98 de 151



fay=yal 45000
2982 |
o« o AN @O 535 " 40000
I N N F
135000
@ ~ N ©© ~ [
0O VTNV 130000
Ph 30000
N F
*
CO,H
25000
(o]
T T T T T T
135 130 125 20000
1 (ppm)
15000
10000
5000
W ko

T T T T T T T T T T T

T T
140 130 120

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)

Espectro 2. RMN 13C (76 MHz, CDCls) del compuesto rac-1.

T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 110

Pagina 99 de 151



S S S o o o o o o
S S S 3 3 3 3 ) 3 3 ) S
3 Q b3 S S S S o) S S S S
S Q S ) S S S o S =) o) )
3 Q b3 =) S S S o) S o) S S
I =] S ) S S S o) o o o) IS)
- = = [ @ N © re) < %3] N = o
1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n
—
[
e o
[a (@)
J“
OTHY9L— @) =z @) -
18'e 00
18'€ F
© o 9 9 9o o
S &6 © & & &
S & & & &6 &
S &6 & & & &
S & & & 6 &
o O O O O o
© © ¥ ® N < O
1 1 1 1 1 1 1
zeL
mmx/ )
09— vm,mv -— > 960
Q-IN4O40HOTHO 92 veL
CELY seL
€€ seL
VELA 9gL
vEL =N
GELA LS
SELA 6EL
9E 5L
mm.Dﬁ va1L - T
L€ 957 — )
o7 t ool
mm.&w 0LL~_ ool
ovLe WL— e
g7 NnN\ 002
vm.&ﬁ crL
95, 8L
(s mmNV
0LL] 98L—
Loz 51/
[V
es1]
8]
mm&
981

(817

Pagina 100 de 151

45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 00
1 (ppm)

Espectro 3. RMN 1H (301 MHz, CDCls) del compuesto rac-2.
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1 (ppm)
Espectro 11. RMN 'H (400 MHz, CDCls) del compuesto rac-6.
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Espectro 12. RMN '3C (101 MHz, CDCls) del compuesto rac-6.
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1 (ppm)
Espectro 15. RMN 'H (400 MHz, CD;0D) del compuesto rac-8.
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Espectro 16. RMN '3C (101 MHz, CD;0D) del compuesto rac-8.
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1 (ppm)
Espectro 17. RMN 'H (101 MHz, CD;0D) del compuesto rac-9.
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Espectro 18. RMN 3C (101 MHz, DMSO-Ds) del compuesto rac-9.
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Espectro 20. RMN '3C (76 MHz, DMSO-Dg) de la mezcla de los compuestos rac-10 y rac-11.
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ANEXO 2. Espectros de IR
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Espectro 25. FTIR- ATR del compuesto rac-5.
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Espectro 27. FTIR- ATR del compuesto rac-7.
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Espectro 28. FTIR- ATR del compuesto rac-8.
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Espectro 29. FTIR- ATR del compuesto rac-9.
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ANEXO 3. Espectros de Masas

Intensity (%)
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Data:1861 NRV-1

Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia

Description:
lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS]...

Charge number:1

Tolerance:2.00(mmu)

Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 60, "*N:0 .. 3, %0:0 .. 5

Relative Intensity

Acquired:11/26/2021 9:58:08 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
Created:12/14/2021 11:17:24 AM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

282.07685
50
| 283.08043
) 284.08214
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ! T T T T T T
282.00 282.50 283.00 283.50 284.00 284.50
m/z
. Mass Difference | Mass Difference + N
Mass ‘ Intensi ’ Calc. Mass Possible Formula ’ Unsaturation Number
i (mmu) (ppm)

282.07685 162713.91  282.07663

0.22]

0_77‘ 12C416'H1214N1 1604

[

11.5

Espectro 31. SM (DART+) y HRMS (EST") del compuesto rac-1.
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Intensity (%)
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Data:1862 NRV-2

Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia

Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS]...

Charge number:1
Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 60, "“N:0 .. 3, '80:0 .. 5

Tolerance:2.00(mmu)

Relative Intensity

Acquired:11/26/2021 10:00:15 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
Created:12/14/2021 11:27:53 AM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

407 296.09183

30

20

10 297.09492

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
295.50 296.00 296.50 297.00 297.50 298.00 298.50
m/z
Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number
(mmu) (ppm)
296.09183  22174.15  296.09228| -0.45 -1.5212C17'H1414N1 1604 11.5)

Espectro 32. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-2.

Pagina 129 de 151



Intensity (%)
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Data:1863 NRV-3 Acquired:11/26/2021 10:02:17 AM
Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia Operator:AccuTOF
Description: Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
lonization Mode:ESI+ Created:12/14/2021 11:36:20 AM
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS|... Created by:AccuTOF
Charge number:1 Tolerance:5.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 60, "“N:0 .. 3, ¥0:4 .. 7

Relative Intensity

T 396.14443
30
204
10 397.14833
i 398.15056
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T
396.00 396.50 397.00 397.50 398.00 398.50
m/z
Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number
(mmu) (ppm)
396.14443  44502.52]  396.14471 -0.28[ -0.70 "2C22"H22"*N+1 %06 12.5

Espectro 33. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-3.
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378

Data:1864 NRV-4 Acquired:11/26/2021 10:04:28 AM

Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia Operator:AccuTOF

Description: Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
lonization Mode:ESI+ Created:12/14/2021 11:44:43 AM
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS[... ~Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)
Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 60, "N:0 .. 3, °0:4 .. 7

Relative Intensity

[378.13409
50

T 379.13790

7 380.14181
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ! T T T T T T
377.50 378.00 378.50 379.00 379.50 380.00 380.50

m/z
Mass ‘ Intensity ‘ Calc. Mass Mass Difference | Mass Differance Possible Formula ‘ Unsaturation Number
(mmu) (ppm)
378.13409  196585.48  378.13415 -0.05 -0.14] 12C2,"Hz"*N1 605 [ 135

Espectro 34. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-4.
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Data:1865 NRV-5
Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia Operator:AccuTOF
Description:

lonization Mode:ESI+
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS|... ~Created by:AccuTOF

Acquired:11/26/2021 10:06:30 AM

Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
Created:12/14/2021 12:33:30 PM

Charge number:1 Tolerance:5.00(ppm), 5.00 .. 15.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)
Element:'2C:0 .. 20, 'H:0 .. 60, "N:0 .. 3, ¥0:2 .. 5
Relative Intensity
1004 350.10408
50 +
| 351.10869
7 352‘1|0776
0"...|||||||...||||.||||.|||||||||||||||||||||||||||
350.00 352.00 354.00 356.00 358.00
m/z
Mass ’ Intensity ‘Calc Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula ‘Unsaturation Number
(mmu) (ppm)
350.10408)  289784.61  350.10285 1.23 3.5312C20"H16™¥N41605 [ 13.5

Espectro 35. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-5.
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Data:1866 NRV-6

Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia

Description:

lonization Mode:ESI+
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS]... Created by:AccuTOF

Charge number:1
Element:'2C:0 .. 30, "H:0 .. 60, ™“N:0 .. 3, 180:4 .. 6

Relative Intensity

Tolerance:5.00(mmu)

Acquired:11/26/2021 10:08:43 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
Created:12/14/2021 12:01:11 PM

Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

364.11939

50
) 365.12224
b 366.12486

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ! T T T T T T T
363.50 364.00 364.50 365.00 365.50 366.00 366.50
m/z
. Mass Difference | Mass Difference " :
Mass Intensit Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number
Y (mmu) (ppm)
364.11939  309509.20  364.11850) 0.90 2.4612C1"H18'*N11605 13.5

Espectro 36. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-6.
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Data:1867 NRV-7

Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia
Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%)];Average(MS]...

Charge number:1
Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 60, "N:0 .. 3, 0:4 .. 6

Tolerance:5.00(mmu)

Relative Intensity
100

Acquired:11/26/2021 10:11:29 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
Created:12/14/2021 12:06:45 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

336.08826
50
J 337.09012
) 338.09418
0— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T || T T T T T T T T T
336.00 337.00 338.00 339.00
m/z
Mass ‘ Intensity ‘ Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number
(mmu) (ppm)
336.08826] 45780.28  336.0872() 1.06] 3.16[12C19"H14'*N1 1605 135

Espectro 37. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-7.
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Data: 1868 NRV-8

Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia

Description:
lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%];Average(MS]...

Charge number:1

Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 60, “N:0 .. 3, 60:4 .. 6

Relative Intensity

Tolerance:5.00(mmu)

Acquired:11/26/2021 10:13:38 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
Created:12/14/2021 12:11:20 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

350.10387
10
| 351.10727
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
349.50 350.00 350.50 351.00 351.50 352.00
m/z
Mass ‘ Intensity ’ Calc. Mass Mass Difference ( Mass Diffarence Possible Formula ‘ Unsaturation Number
(mmu) (ppm)

350.10387] 35355.57]  350.10285] 1.02 2.91]12C20"H16'*N1 1605 [ 135

Espectro 38. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-8.

Pagina 135 de 151



Intensity (%)

p83

[N292

293

Data:1869 NRV-9

Sample Name:Dr Cuevas Gabriel / Operador: Carmen Garcia
Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[];Smooth[5]];Correct Base[5.0%);Average(MS]...

Charge number:1
Element:2C:0 .. 30, 'H:0 .. 60, “N:0 .. 3, 1%0:2 .. 4

Relative Intensity
100

Tolerance:5.00(mmu)

Acquired:11/26/2021 10:16:35 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_PEG_600-nov-21
Created:12/14/2021 12:18:27 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)

292.09694

50

i 293.10027

1 294.10039

0 1

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
292.00 293.00 294.00 295.00
m/z
Mass Intensity ‘ Calc. Mass Mass Diffarence | Mass Differance Possible Formula Unsaturation Number
(mmu) (ppm)

292.09694] 81593.50]  292.09737] -0.43 -1.48]12C15™H141N1 103 125

Espectro 39. SM (DART+) y HRMS (ESI") del compuesto rac-9.
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Espectro 40. SM (DART+) de la mezcla de los compuestos rac-10 y rac-11.
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ANEXO 4. Principales interacciones entre ligandos y las enzimas AChE y
BuChE.

N
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A286
TRP
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A6 All6
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Interactions
Interactions
| Attractive Charge [ Pi-Donor Hydrogen Bond

Attractive Charge Pi-Pi Stacked

Conventional Hydrogen Bond PI-Sigma ’7 Conventional Hydrogen Bond [—‘ Pi-Pi T-shaped

[ Carbon Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped | carbon Hydrogen Bond ] Alkyl
Pi-Cation [ Alkyl [ Fi-cation [ Pi-Alkyl
Pi-Anion [ Pi-Alkyl | Pi-Sigma

[lustracion 30. Interacciones encontradas entre el compuesto donepezilo y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de donepezilo y AChE y 1B) la Interaccion de donepezilo y
BuChE; Imégenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de donepezilo y los subsitios CAS y PAS de la
AChE y de 2B) la Interaccion de donepezilo y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de
Interacciones entre donepezilo y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre donepezilo y BuChE.
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TYR
Gy, Al HIS
A:l2 A:447
SER GLY
A:203 .
shie.  AlL20
\? A:338
GLI
/O\ AR202
5
-3
TRP
A:86
H
TYR
A:337
ASP
A:74
Interactions
[T Attractive Charge [ ri-sigma

3A

[ conventional Hydrogen Bond [l Pi-Pi T-shaped

[] carbon Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

[lustracion 31. Interacciones encontradas entre el compuesto galantamina y las colinesterasas:

3B

Interactions

4.09
\ ‘3 56422

\

TRP
A82
At P
GLU
A:197
HIS
A:438

[ conventional Hydrogen Bond [Jll] Pi-Sigma
[] carbon Hydrogen Bond [ Pi-pi Stacked
B unfavorable Donor-Donor [ | Pi-Alkyl

[ ri-cation

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de galantamina y AChE y 1B) la Interaccion de galantamina
y BuChE; Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de galantamina y los subsitios CAS y PAS de
la AChE y de 2B) la Interaccion de galantamina y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo
de Interacciones entre galantamina y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre galantamina y BuChE.

Pagina 139 de 151



TRP. Ail17
SER. - A:86 SER ALA AG'H9J7
Ai125 A:287 A199 - (GLY '
A116
0,
H Q\ H A\
Gly —
A:120 PRO d
GLU A:285
A:202
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A:83 PHE A:438
A:329
Interactions 3A 3B
[ salt Bridge [ Fi-cation Interactions

[T Attractive Charge

P ri-sigma

W conventional Hydrogen Bond [ Pi-Pi T-shaped

Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped [ ] carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Carbon Hydrogen Bond Pi-Alkyl

[lustracion 32. Interacciones encontradas entre el compuesto rivastigmina y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rivastigmina y AChE y 1B) la Interaccion de rivastigmina
y BuChE; Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rivastigmina y los subsitios CAS y PAS de
la AChE y de 2B) la Interaccion de rivastigmina y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo
de Interacciones entre rivastigmina y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rivastigmina y BuChE.
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Interactions Interactions
[ conventional Hydrogen Bond [ | Pi-Alkyl [ van der waals | Pi-Pi Stacked
I Fi-Pi Stacked [ conventional Hydrogen Bond [ | Pi-Alkyl
1 Pi-Sigma

[lustracion 33. Interacciones encontradas entre el compuesto tacrina y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de tacrina y AChE y 1B) la Interaccion de tacrina y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de tacrina y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de
2B) la Interaccion de tacrina y BuChE; Iméagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre
tacrina y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre tacrina y BuChE.
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R GLY
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— |
HIS B 4
Y 4 A347
S AGHG
ALA A438 SRy
SERy LErY A:198
20 3A 1B
Interactions Interactions
[T salt Bridge [] Pi-Donor Hydrogen Bond

[ salt Bridge [ Fi-cation
[ conventional Hydrogen Bond ] Pi-Pi Stacked
[ carbon Hydrogen Bond [] Pi-Alkyl

[ conventional Hydrogen Bond [lll] Pi-Pi Stacked

D Pi-Cation |:| Pi-Pi T-shaped

[lustracion 34. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-1y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-1 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-1 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-1y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-1 'y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-
1y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-1'y BuChE.
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] Carbon Hydrogen Bond I Pi-PiT-chaped [ conventional Hydrogen Bond [l  Pi-Pi T-shaped
B Prcation ] Prally [ ] carbon Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl
Pi-Cation
[] Pi-Donor Hydrogen Bond B Prcat

[lustracion 35. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-2 y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-2 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-2 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-2 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-2 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-
2 y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-2 y BuChE.
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A117 SER. A:438 ALA
ALA A:198 A:328
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Interactions

Conventional Hydrogen Bond [l Amide-Pi Stacked

| Pi-Pi T-shaped [ PirAlkyl

[lustracion 36. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-3 y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-3 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-3 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-3 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-3 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-

3y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-3 y BuChE.
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[lustracion 37. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-4 y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-4 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-4 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-4 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-4 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-
4 y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-4 y BuChE.
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[lustracion 38. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-5 y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-5 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-5 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-5 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-5 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-
5y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-5 y BuChE.
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[lustracion 39. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-6 y las colinesterasas:
Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-6 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-6 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-6 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)

la Interaccion de rac-6 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-
6 y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-6 y BuChE.
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[lustracion 40. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-7 y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-7 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-7 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-7 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-7 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-
7 y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-7 y BuChE.
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[lustracion 41. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-8 y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-8 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-8 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-8 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-8 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-
8 y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-8 y BuChE.
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[lustracion 42. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-9 y las colinesterasas:

Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-9 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-9 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-9 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de 2B)
la Interaccion de rac-9 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre rac-

9 y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-9 y BuChE.
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[lustracion 43. Interacciones encontradas entre el compuesto rac-10 y las colinesterasas:
Imagenes obtenidas de AutodockTools de 1A) la Interaccion de rac-10 y AChE y 1B) la Interaccion de rac-10 y BuChE;
Imagenes obtenidas Discovery Studio 2021 de 2A) la Interaccion de rac-10 y los subsitios CAS y PAS de la AChE y de

2B) la Interaccion de rac-10 y BuChE; Imagenes 2D obtenidas Discovery Studio 2021 de 3A) el tipo de Interacciones entre
rac-10 y AChE y de 3B) el tipo de Interacciones entre rac-10 y BuChE.
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