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RESUMEN

La epilepsia es un trastorno neurolégico que afecta del 0.5 % al 1.5 % de la poblacion
mundial, sin distincién de edad, sexo o condicion social. Como tratamiento ante esta
problematica de salud, se han desarrollado hasta la fecha tres generaciones de
farmacos antiepilépticos; no obstante, no siempre se logra controlar por completo la
enfermedad ni eliminar los efectos secundarios de la terapia, entre los que se
encuentran alteraciones psiquiatricas, como irritabilidad y depresion; sintomas
neurolégicos, como somnolencia y ataxia; y, en algunos casos, reacciones de
hipersensibilidad. Uno de los farmacos de primera linea es el levetiracetam (LEV),
una molécula anticonvulsiva que presenta un mecanismo de accion diferente al de
otros farmacos utilizados para tratar esta enfermedad. LEV interactua con la proteina
de la vesicula sinaptica 2A (SV2A), modulando la liberacion de neurotransmisores al
espacio sinaptico, lo que lo convierte en una opcién eficaz para el tratamiento de la
epilepsia. A pesar de ello, existen pacientes que no responden adecuadamente al
tratamiento con LEV, por lo que resulta importante ampliar las opciones de farmacos
antiepilépticos que tengan como blanco farmacolégico a SV2A. Ante esta
problematica, en el presente trabajo se llevo a cabo la sintesis organica de nuevos
analogos estructurales del LEV, previamente disefiados por el grupo de investigacion
y seleccionados por presentar valores favorables de docking score con SV2A y un
perfil ADME-Tox tedrico adecuado. La estrategia sintética consto de la formacién de
bases de Schiff, seguida de una reaccion de Castagnoli-Cushman para la obtencion
de los acidos 1-aril-6-oxopiperidin-3-carboxilicos y su posterior transformacion en las
carboxamidas correspondientes mediante activacion con 1,1'-carbonildiimidazol y
reaccion con amoniaco. Se obtuvieron las cinco bases de Schiff propuestas, cuatro
derivados de acido carboxilico y tres carboxamidas, correspondientes a AFAE-1,
AFAE-3 y AFAE-4. Los productos obtenidos fueron analizados mediante resonancia
magnética nuclear de protdn y experimentos HSQC, cuyos resultados fueron
compatibles con la transformacion del grupo acido carboxilico en carboxamida. En
conjunto, los resultados permitieron establecer una metodologia preliminar para la
sintesis de esta serie de derivados de piperidinona; no obstante, es necesario ampliar
su caracterizacion estructural y evaluar su actividad anticonvulsiva en estudios
posteriores.

Palabras clave:

Epilepsia, Levetiracetam, SV2A, Sintesis organica, Caracterizacion quimica.



I. INTRODUCCION

La epilepsia es un trastorno neurolégico en donde ocurren, de manera recurrente,
crisis convulsivas en cortos periodos de tiempo, debido a descargas eléctricas altas
en las células cerebrales, afectando distintas zonas de la corteza cerebral, como el
I6bulo temporal, frontal, parietal y occipital. Afecta entre el 0.5% y el 1.5% de la
poblacién mundial, sin hacer ninguna distincion. No obstante, se ha observado como
los paises desarrollados siguen una tendencia a mostrar una menor incidencia en la
aparicion de esta enfermedad, y su etiologia en la mayor parte de los casos es
desconocida; por otro lado, en los paises en desarrollo se muestra una tendencia
contraria en la apariciéon de esta enfermedad, donde la incidencia es mayor, y las
principales causas son traumatismos craneoencefalicos o a infecciones parasitarias
tales como cisticercosis. En México, alrededor de 2 millones de personas padecen
de este trastorno, siendo el grupo mas propenso a desarrollarlo los adultos mayores

y los infantes.

La terapéutica actual recurre a los farmacos antiepilépticos (FAEs) para batallar
contra esta enfermedad, pero a pesar de los esfuerzos por mitigar el trastorno, cerca
del 20% de los pacientes desarrollan farmacorresistencia, por lo que esto lleva a la
necesidad de desarrollar nuevas moléculas que sean mas efectivas y generen menos

efectos adversos.

El desarrollo de nuevos farmacos esta estrechamente relacionado con la
comprensiéon de la patologia, asi como de los mecanismos moleculares y vias de
sefnalizacion involucradas en la aparicion de la enfermedad. En la epilepsia, los
canales ionicos dependientes de voltaje regulan la excitabilidad neuronal, y su
disfuncion puede generar descargas atipicas. Las vias glutamatérgicas, a través de
los receptores NMDA y AMPA, promueven la excitacién sinaptica y, cuando estan
sobreactivadas, aumenta la hiperexcitabilidad neuronal. Por otra parte, las vias
GABAérgicas median la inhibicién neuronal mediante los receptores GABAA y
GABAB; su deterioro reduce el control de la actividad eléctrica. Sumado a estas vias,

las proteinas de la familia SV2 también participan en la regulacion de la liberacién de



neurotransmisores, principalmente SV2A,; influyendo en el equilibrio entre excitaciéon
e inhibicidn. El entendimiento y modulacion de estas dianas bioldgicas son cruciales
para reducir la excitabilidad neuronal caracteristica de este trastorno y prevenir la

propagacion de las convulsiones.

Un farmaco con un mecanismo de accion diferente a otros antiepilépticos es el
Levetiracetam (LEV), un FAEs de segunda generacion capaz de interactuar con las

proteinas de la vesicula sinaptica 2A (SV2A) para producir su efecto anticonvulsivo.

Resulta de gran importancia tomar al LEV como un punto de partida para realizar
modificaciones estructurales con el fin de desarrollar nuevas moléculas con mayor
afinidad a SV2A y que ayuden a resolver el problema de resistencia. Esta estrategia
de optimizacion estructural se ha aplicado exitosamente en otros grupos de farmacos
y se obtuvieron farmacos mas eficaces, con mejores perfiles ADME-Tox y menor
riesgo de interacciones. Por lo que también podria contribuir a reducir interacciones
asociadas con inductores enzimaticos que disminuyen la eficacia terapéutica o con

depresores del sistema nervioso central que potencian los efectos adversos.

El LEV también es un ejemplo de cdmo la modificacién racional puede conducir
a moléculas con mejores propiedades farmacoldgicas. A partir de su nucleo de 2-
pirrolidona y su funcién carboxamida, se han explorado modificaciones dirigidas a
incrementar las interacciones con SV2A. Uno de los resultados mas relevantes de
este proceso fue el desarrollo de brivaracetam (BRV), donde se incorpor6 un grupo
propilo en el anillo de pirrolidona, lo que aumentdé su afinidad por SV2A en
comparacién con el LEV. Esto demostré que las modificaciones sobre el anillo
lactamico pueden modificar la actividad de estos compuestos. Con base en este
principio, en el presente trabajo se tomé al LEV como punto de partida para el disefio
de la serie AFAE, conservando las funciones lactama (amida ciclica) y carboxamida,
pero expandiendo el anillo de 5 miembros a un sistema de piperidinona de 6
miembros e incorporando sustituyentes de distinta naturaleza electrénica. Con el fin
de explorar un nuevo espacio quimico y analizar su influencia sobre la interaccién
con SV2A.



Il. ANTECEDENTES
II.1 Generalidades de la epilepsia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), asi como con la Liga
Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés), la epilepsia se
define como una enfermedad cerebral cronica no transmisible, que afecta a cerca de
50 millones de personas alrededor del mundo, esta se puede identificar por la
presencia de convulsiones recurrentes, los cuales son episodios breves de
movimiento involuntario que pueden ser parciales (que involucran a una parte del
cuerpo), o generalizadas (que involucran a todo el cuerpo), estas, por lo general,
vienen acompafadas de una pérdida de la conciencia y del control de la motilidad
intestinal (OMS, 2024). Las convulsiones provocadas por esta enfermedad son
generadas por descargas eléctricas anormalmente altas de las células cerebrales en
diferentes zonas de este, principalmente en el l6bulo temporal, frontal, parietal y
occipital; asi como una serie de interacciones entre diferentes células del cerebro y
la periferia, como los astrocitos, la microglia, oligodendrocitos y células endoteliales
de la barrera hematoencefalica. Pueden abarcar episodios muy breves de ausencia
o de contracciones musculares hasta convulsiones prolongadas y graves. La
frecuencia de aparicidén de estos episodios puede variar desde al menos una vez al
ano hasta varias al dia. Puesto que hasta un 10% de la poblacién mundial puede
presentar una convulsion o mas a lo largo de su vida, estas no necesariamente son
un indicativo de epilepsia, por lo que una epilepsia bien catalogada se define por dos
0 mas convulsiones no provocadas en un lapso no mayor a 24 horas entre los
episodios (Fisher y col., 2017; OMS, 2024).

En paises desarrollados, se ha calculado que cada afio se diagnostican con
epilepsia a 49 de cada 100 000 habitantes, mientras que en paises de ingresos bajos
o en vias de desarrollo las proporciones son mucho mas altas, pudiendo llegar hasta
139 por cada 100 000 habitantes, esto debido a la existencia de un riesgo mayor de
enfermedades endémicas como el paludismo o la neurocisticercosis, pero la mayor

incidencia, sin lugar a duda, es debido a accidentes de transito, que provocan



traumatismos. Cerca del 80% de los pacientes diagnosticados con esta enfermedad

viven en paises de ingresos bajos y medianos (OMS, 2024).
II.2  Etiologia de la enfermedad

La etiologia de la epilepsia puede clasificarse en 6 categorias distintas:
Estructural, genética, infecciosa, metabdlica, inmunitaria y neurodegenerativa.
Dichas clasificaciones no son mutuamente excluyentes y muchas caen en mas de
una categoria, como los factores genéticos, que probablemente desempefian un
papel, en diversos grados. Las causas infecciosas, en particular las infecciones
parasitarias como la cisticercosis, son la causa de aproximadamente un tercio de
todas las epilepsias activas, principalmente en paises con pocos recursos. Mientras
que, en paises de recursos altos, como se observa en el grafico de la Figura 1, las
causas mas comunes son fallas estructurales y causas desconocidas (Balestrini y
col., 2021).

1 Genético Estructural
M Metabdlico M Infeccioso
M Neurodegenerativo M Desconocido

Figura 1. Etiologias de las epilepsias en una region europea rica en recursos
(adaptado de Balestrini y col., 2021).



Por otra parte, en México, segun estudios mas recientes. Se ha encontrado una
prevalencia de epilepsia, tanto en zonas urbanas como rurales, con un valor de 3.9
a 41 por cada 1000 habitantes para zonas rurales y 3.49 a 44.3 por cada 1000
habitantes en regiones urbanas. En la Figura 2 se observa como esta tendencia se
ha mantenido durante las ultimas 5 décadas y muestra indices mas altos en
comparacion con los paises mas desarrollados del mundo. La etiologia actual sigue
asociando a la neurocisticercosis (NCC) como factor principal en el 17.3% de los
estudios epidemioldgicos del pais, asi como de otras regiones de Latino américa y el
Caribe (LAC) (Pesqueira y col., 2023).

Olivares-L
1976 (3.49x1000)°
H Gutierrez-Avila

1980 (16x1000)'°
Garcia-Pedroza
San-Juan e 1983 (44.3x1000)" /  Gutiérrez-A
2015 (25.4x1000)'® Garcia-Pedroza 1992 (11x1000)"7
1991(10.8x1000)"?
Garcia-Pedroza
1993-1994 (20x1000)"?
Cruz-Alcala
2002 (6.8x100)"
Marquez-Olivares
1979 (5.8x1000)' »
Gutiérrez-A. N Quet
1980 (25-41x1000)'¢ 2011(3.9x1000)® ‘

Figura 2. Distribucion geografica de México donde se realizaron estudios de

prevalencia de epilepsia (adaptado de Pesqueira y col., 2023).

Cualquier lesion estructural que afecte la corteza cerebral puede producir
convulsiones y epilepsia, no obstante, la semiologia de las convulsiones dependera
de la localizacion de la lesién y no del tipo de lesion. Las lesiones estructurales que
se asocian a la epilepsia focal (un tipo de epilepsia en la que las crisis epilépticas se
originan en un area especifica del cerebro, sin involucrar ambos hemisferios
cerebrales desde el principio, como ocurre en la epilepsia generalizada) se pueden

dividir en 6 categorias principales de enfermedades: esclerosis hipocampal, tumores
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cerebrales, malformaciones del desarrollo cortical, malformaciones vasculares,

cicatrizacion glial e inflamacién cerebral (Balestrini y col., 2021).
.3  Tipos de convulsiones

Las crisis epilépticas son el resultado clinico de una descarga brusca, anormal
por su intensidad e hipersincronia, de un agregado neuronal del cerebro. Existe una
clasificacion internacional de las crisis epilépticas. La epilepsia puede causar
diferentes crisis en el mismo paciente y cualquier tipo de crisis focal puede
secundariamente generalizarse. Para poder diagnosticar epilepsia a partir de las
crisis convulsivas, se requiere de al menos 2 convulsiones no provocadas en un lapso
no mayor a 24 horas entre ambos episodios, no obstante, cuando una persona sufre
la primera convulsion, hay un riesgo anormalmente alto de tener una segunda
convulsiéon dentro de las proximas 24 horas. Los diferentes tipos de crisis epilépticas

se mencionan a detalle en la Cuadro 1 (Scheffer y col., 2017).

Dentro de las diferentes crisis convulsivas que se pueden presentar en una
persona con esta patologia es la epilepsia del I6bulo temporal (ELT), un tipo de
epilepsia focal que es la mas frecuente y afecta a aproximadamente el 40% de los
pacientes diagnosticados con esta enfermedad. Se caracteriza por presentar crisis
convulsivas recurrentes, hiperexcitabilidad neuronal y pérdida selectiva de ciertas
poblaciones neuronales en el hipocampo, la corteza entorrinal o la amigdala muchos
afos después de una lesién cerebral inicial que puede ser provocada por un estado

epiléptico, encefalitis o convulsiones febriles (Henning y col., 2023).
.4  Tratamiento farmacoldgico para la epilepsia

La eleccion de un tratamiento farmacolégico se basa en la clasificacion de las
convulsiones, variables especificas del paciente, como su edad o trastornos médicos
recurrentes y su estilo de vida, asi como las caracteristicas del farmaco. Las
convulsiones de inicio focal suelen tratarse con una serie diferente de medicamentos
que las convulsiones primarias generalizadas. En pacientes recién diagnosticados,
se instituye monoterapia, con un solo agente, hasta que las convulsiones se

controlen u ocurre toxicidad (Whalen, 2019).
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Cuadro 1. Clasificacion de las crisis convulsivas (adaptado de Scheffer y col.,2017).

Tipo de crisis

Descripcion

Subtipos

Sintomas

Parciales
(focales o
localizadas)

Tienen origen en una region
especifica del cerebro y afectan solo
a una parte del cuerpo o a una
funcion en particular. Estas crisis
pueden o no propagarse a otras
areas del cerebro.

Este tipo de crisis puede propagarse
a todo el cerebro (generalizacién
secundaria). Es necesaria la
localizaciéon  precisa del foco
epiléptico para poder dar un
tratamiento.

Crisis focales simples: No existe
ninguna alteracion de la
conciencia.

Crisis focales complejas: Hay una
alteracién de la conciencia, asi
como comportamientos o)
movimientos automaticos.

Focales simples:

Movimientos anormales en una
parte del cuerpo, como alguna
extremidad, asi como Ia
sensacion constante de
hormigueo y  emociones
repentinas.

Focales complejas:
Comportamientos repetitivos
(como masticar, por ejemplo),
desconexiéon  del  entorno,
mirada fija y confusion
postictal.

Generalizadas

Involucran ambos hemisferios
cerebrales desde el inicio, afectando
generalmente todo el cuerpo. Estas
suelen requerir un tratamiento
farmacolégico especifico y pueden
ser desencadenadas por factores
como la falta de suefio, estrés o
estimulos visuales.

La pérdida de la conciencia es
comun.

Tonico-Clénicas (gran mal): Se
presenta una fase tonica (rigidez
muscular) seguida de una fase
clénica (sacudidas ritmicas)

De ausencia (pequefio mal):
Breves episodios de desconexion
con el entorno, sin pérdida de tono
postural.

Mioclénicas: Sacudidas
musculares breves y repentinas,
pueden afectar todo el cuerpo o
solo una parte.

Atdnicas: Pérdida repentina del
tono muscular, lo que puede
causar caidas.

Tonico-Clénicas: Hay una
pérdida de conciencia, rigidez
muscular seguida de
movimientos sacadicos,
mordedura de lengua e
incontinencia urinaria.

De ausencia: Hay episodios de
mirada fija, parpadeo rapido,
cese de actividad, sin
respuesta, pero con un retorno
rapido a la normalidad.
Mioclénicas: Sacudidas
musculares rapidas, breves,
sin pérdida de la conciencia.
Aténicas: Colapso repentino,
cero actividad muscular, pero
con recuperacion rapida.

No es posible determinar de manera
inicial si son crisis focales o

Pueden incluir caracteristicas
de crisis focales o

De inicio . . eneralizadas, pero no se
. generalizadas, puede ser debido ala | N/A 9 P e

desconocido . s . pueden clasificar

falta de informacion o a que la crisis
. . adecuadamente en el

ocurre sin testigos.
momento.
N/A: No aplica.

En comparacion con quienes reciben tratamiento de combinacion, los pacientes

que reciben monoterapia exhiben mejor cumplimiento con el tratamiento y menos

efectos secundarios. Si las convulsiones no se controlan con el primer medicamento,

se debe considerar la monoterapia con un medicamento alternativo o la adicion de

otros medicamentos; y si esto no funciona, se debe llevar otro manejo médico, como

la cirugia (Whalen, 2019). Las principales problematicas presentadas en el

tratamiento adecuado son la disponibilidad de los diferentes FAEs en el sector salud

y los costos de los medicamentos, esto lleva a que los farmacos de primera eleccion

sean fenobarbital, fenitoina, carbamazepina y valproato, para la region de LAC.




Mientras que en México algunos de los medicamentos adicionales a los antes
mencionados son la gabapentina, oxicarbamazepina y topiramato (Patsalos y col.,
2008).

[I.L5  Farmacos antiepilépticos (FAESs)

Los FAEs, anteriormente también denominados farmacos anticonvulsivos, son la
principal forma de tratamiento sintomatico de las personas diagnosticadas con
epilepsia. En la actualidad se han aprobado alrededor de 30 FAESs, de los cuales la
mayoria se aprobaron en los ultimos 30 afios. Casi todos se descubrieron por la
demostracién inicial de su actividad anticonvulsiva en modelos de convulsiones de
roedores simples y clasicos, como las pruebas de electrochoque maximo vy
pentilentetrazol, que son altamente predictivos de la eficacia clinica en la epilepsia,

pero no en la epilepsia resistente a farmacos (Lopez-Gonzalez, 2016).

Hasta la fecha, se han desarrollado tres generaciones de FAEs. La primera,
introducida entre 1857 y 1969, mostré una alta eficacia inicial, pero con efectos
secundarios significativos, como sedacion, riesgo de teratogenicidad e interacciones
medicamentosas, principalmente debido a la induccion enzimatica de diversas
isoformas del citocromo P450, lo que aceleraba el proceso de metabolismo de otros
farmacos. La segunda generacion, desarrollada entre 1970 y 1999, redujo
drasticamente la aparicion de efectos adversos y riesgos a la salud, incluyendo la
introduccién de farmacos con menos impacto en el metabolismo hepatico, como el
levetiracetam. Finalmente, la tercera generacion comenz6 a desarrollarse en la
década de los 2000 con un enfoque mas racional basado en dianas bioldgicas, lo
que permitié una mayor especificidad en los mecanismos de accidon y mejores perfiles
farmacocinéticos. Dentro de esta generacion se encuentra el brivaracetam, un
analogo del levetiracetam con mayor afinidad por la proteina SV2A y un perfil de
efectos adversos mejorado. En la Cuadro 2 se aprecia el afio de introduccion de
farmacos que pertenecen a cada generacion (Léscher y col., 2020).



Cuadro 2. Medicamentos anticonvulsivos en el mercado desde 1853 hasta 2019,

divididos por generaciones (Alvarez-Baltazar, 2022; Loscher y col., 2020).

Primera generacion
(1857-1969)

Segunda generacion
(1970-1999)

Tercera generacion
(2000-Actualidad)

Bromo
Fenobarbital
Acetazolamida
Trimetadiona
Parametadiona
Pirimidona
Corticosteroides
Fenitoina
Primidona
Carbamazepina
Acido Valproico
Etosuximida

Clordiazepoxido
Diazepam
Carbamazepina
Valproato
Clonazepam
Topiramato
Tiagabina
Levetiracetam
Pregabalina
Zonisamida
Estiripentol
Levetiracetam

Eslicarbacepina
Lacosamida
Retigabina
Vigabatrina
Fosfenitoina
Clobazam
Perampanel
Brivaracetam
Cannabidiol
Everolimus
Oxacarbazepina

Los FAEs se administran crénicamente con la intencidn de prevenir la aparicion
de convulsiones epilépticas en una persona con epilepsia ya diagnosticada, el alivio
sintomatico de las convulsiones por este grupo de farmacos se produce a través de
las interacciones con una variedad de dianas biolégicas. Los principales blancos
moleculares de estos farmacos se pueden dividir en 4 grandes grupos, los cuales se
mencionan mas detalladamente en la Cuadro 3 y sus mecanismos de accion

resumidos se expresan en la Figura 3 (Loscher y col., 2020).

El resultado de las interacciones con estas dianas bioldgicas es una modificacion
de las propiedades de excitabilidad intrinseca de las neuronas y/o alterar la
neurotransmision inhibitoria o excitatoria rapida. Esto conlleva a una reduccién de la
probabilidad de ocurrencia de convulsiones al modificar las propiedades de rafaga
de las neuronas, es decir, su capacidad de generar descargas repetitivas de
potenciales de accién en un corto periodo de tiempo, y reducir la sincronizacion en
conjuntos neuronales localizados. Ademas, los FAEs inhiben la propagacion de la
activacion anormal a sitios cerebrales adyacentes y distantes (Rogawski y col.,
2016).



Cuadro 3. Dianas bioldgicas de los FAEs en el uso clinico (Léscher y col., 2020).

Canales i6nicos dep

endientes de voltaje

Canales de sodio dependientes de voltaje

Fenitoina, fosfenitoina, carbamazepina, etc.

Canales de calcio dependientes de voltaje (tipo

T) Etosuximida
Canales de potasio dependientes de voltaje S
(Ku7) Retigabina

Inhibicién med

iada por GABA

Receptores GABAA

Fenobarbital, primidona, estiripentol,
benzodiazepinas, (incluyendo diazepam,
lorazepam, midazolam y clonazepam),
topiramato, etc.

Transportador de GABA (GAT1)

Tiagabina

GABA transaminasa

Vigabatrina

Acido glutdmico descarboxilasa

Valproato, gabapentina y pregabalina

Magquinaria de liberacion presinaptica

SV2A

Levetiracetam y brivaracetam

Subunidad a2d de los canales de calcio

Gabapentina y pregabalina

Receptores ionotré

picos de glutamato

Receptor AMPA Perampanel
Inhibicién de la anhidrasa carbonica Acetazolamida, toplram_ato, zonisamida y
lacosamida
Especifico de la enfermedad
Sefalizacion mTORCH1 Everolimus

Reemplazo de enzimas lisosomales

Cerliponasa alfa

Mixto/desconocido

Valproato, felbamato, topiramato y zonisamida

Propagacion del

potencial

| de accion

Fenitoina
Carbamazepina
== Oxcarbazepina
igabina j—————— Acetato de eslicarbazepina
K* Canal de Na* umonigina
Na* dependiente de Lacosamida
KENG voitaje Zonisamida
Gabapentina Canal de K* Despolarizacién
Pregabalina + Levetiracetam

Canal de Ca?* >

subunidades
azd

Descarga
vesicular

Brivaracetam

Etosuximida

Tambié
inhibe la
glia GAT-1 }—-| Tiagabina H GAT-1 &9 o2 ©— Glutamato Retigabina
> °
» o © o 0
Valproato Benzodiazepinas o ©—GABA ® 2 Valproato
Vigabatrina BT::;:.::::: LS Perampanel o o Felbamato
= ° i ° °
(GABA-T |) Estiripentol 5 Topiramato 19,® 1. {
11! 10l 04 T T 1 (n) T 1
! 1) 11 el 1l T | 11
Neurona Receptor I Receptor Receptor
postsinaptica GABA, AMPA NMDA KCNQ
cr Na*  Na*(Ca?*) Canaldeie O

Sinapsis inhibitoria

Sinapsis excitatoria

Figura 3. Mecanismos de accion principales de los FAEs. Las lineas sin punta

indican una inhibicién y las flechas indican una activacién de la proteina (Imagen

adaptada de (Chavez-Elias,

1

2018; Loscher y col., 2020)).
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1.6 Levetiracetam

El levetiracetam ((2S)-2-(2-oxopirrolidin-1-il) butanamida, LEV) es un farmaco
de tipo recetam de segunda generacién y de primera linea de uso frecuente para las
convulsiones en cuidados paliativos. Se trata de un derivado de pirrolidina, es el
enantiomero (S) del compuesto racémico etiracetam, estd indicado para las
convulsiones causadas por lesiones cerebrales focales y, por lo tanto, para crisis
convulsivas de inicio focal. Desde su aprobacion en 1999 por la FDA se ha convertido
en una de las terapias mas exitosas de las nuevas clases de farmacos antiepilépticos
(FAEs), principalmente para el tratamiento en adultos y nifos. Dentro de sus
caracteristicas benéficas tenemos un potente efecto antiepiléptico, ausencia de
efectos adversos graves y un bajo potencial de interacciones farmacoldgicas
(Alrabiah, 2019).

El levetiracetam, asi como su analogo estructural, el brivaracetam, mostrados
en la Figura 4; son farmacos pertenecientes a la familia de los racetams, un grupo
de farmacos estructuralmente diferentes a la mayoria de farmacos antiepilépticos,
estos compuestos han demostrado sus actividades neuro protectoras y nootrépicas
en diversos estudios, asi como efectos secundarios minimos, entre ellos incluidos
mareos (52.8%), somnolencia (33.3%), fatiga (11.1%) y cefalea (8.3%) (Howard y

col., 2018).

N

Brivaracetam

E{&

Levetiracetam

Figura 4. Estructura molecular de los principales racetams anticonvulsivos. Se trata
de una lactama de 5 miembros unidos a la n-butanamida en posicién 1 en el caso

de LEV, y se aprecia una estructura de n-propilo en el carbono 4 del brivaracetam.
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El levetiracetam, a diferencia de otros FAESs, se une a la proteina de la vesicula
sinaptica SV2A, oponiéndose a la actividad de los moduladores negativos de las
corrientes reguladas por GABA y glicina, lo que interfiere con la liberacién del
neurotransmisor almacenado dentro de la vesicula. Accede a ella después de la
liberacion del neurotransmisor a medida que se reciclan las vesiculas. Por lo tanto,
se acumula selectivamente en las neuronas que se activan rapidamente y las inhibe.
El levetiracetam también inhibe los canales de potasio y calcio de tipo N (Howard y
col., 2018).

LEV posee propiedades ADME-Tox aceptables, con una absorcion rapida y
completa, una alta biodisponibilidad oral y un metabolismo minimo que se caracteriza
por la hidrolisis del grupo acetamida y su eliminacion es principalmente por via renal.
Carece de potencial inductor de isoenzimas del citocromo P450 y no se asocia con
interacciones medicamentosas clinicamente significativas con otros farmacos, entre
ellos incluidos otros tipos de FAEs (Wright y col.,, 2013). A pesar de esto,
aproximadamente un 20% de los pacientes desarrollan resistencia a su efecto
terapéutico, el cual se ha relacionado con alteraciones en la expresién o funcién de
SV2A. Esto puede llevar a reducir la capacidad del LEV para modular la liberacion
sinaptica de neurotransmisores, disminuyendo su efecto anticonvulsivo. Ademas,
cambios en la homeostasis neuronal y en la plasticidad sinaptica pueden contribuir a
la falta de respuesta en algunos pacientes (Rodriguez & Guevara-Hernandez, 2010;

Vavoulis y col., 2019).
.7 Sintesis de levetiracetam

Se ha demostrado que la fraccidn amida, asi como la cadena alifatica C4 son
esenciales para la actividad farmacoldgica del brivaracetam. Ademas, el centro
asimétrico en la cadena de la posicion 1 debe tener una configuracion absoluta (S) y
la pirrolidinona es preferible a la piperazina o los derivados N-alifaticos. Sin embargo,
muchos de estos procesos son largos, requieren un exceso de productos quimicos y
disolventes que suelen provocar la pérdida de material y el uso de reactivos

peligrosos. También pueden implicar temperaturas extremas (de -78 a 200 °C),
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pasos de proteccidén/desproteccion y la necesidad de separacion cromatografica o
resolucién quimica, lo que da lugar a procesos de baja eficiencia desde el punto de

vista econdmico y medioambiental (de Freitas Milagre y col., 2022).

Hoy en dia, las alternativas cataliticas complementarias a los reactivos
estequiométricos para las transformaciones quimicas, como las estrategias sintéticas
quimioenzimaticas, son maduras y ampliamente adoptadas en la fabricacidon
industrial de ingredientes farmacéuticos activos, con el objetivo de hacer que la
sintesis organica sea mas ecoldgica. En el ambito comercial, el levetiracetam se
produce actualmente mediante un proceso quimioenzimatico, donde el paso
biocatalitico corresponde a la resolucion cinética de un 2-pirrolidinonilnitrilo racémico
catalizado por una nitrilo hidratasa disefada (exceso enantiomérico del 94%,
rendimiento del 43%), seguido de un enriquecimiento enantiomérico (>99%)
mediante recristalizacion y reciclaje del enantiomero (R) no deseado mediante

racemizacion mediada por bases (de Freitas Milagre y col., 2022).

Para la sintesis industrial de este APl (Active Pharmaceutical Ingredient, o
principio activo farmacéutico), se han propuesto 2 rutas, una quimioenzimatica

(Figura 5) y otra con quimica organica sustentable (Figura 6) (Tucker, 2009).

tBuO'K*, THF, 20 min &o
N

hidratasa

O
cl . /\)J\
H’“‘C\/J\CN &O Nitrilo NH

Levetiracetam,
43%, 99.5% ee

Figura 5. Ruta quimioenzimatica para la obtencién de levetiracetam (Tucker, 2009).
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En esta primera ruta, se parte de la pirrolidona y el 2-clorobutanonitrilo, los cuales
reaccionan para dar el 2-(2-oxopirrolidin-1-il) butanonitrilo. Este se resuelve mediante
la enzima nitrilo hidratasa (EC 4.2.1.84) (provenientes de microorganismos de los
géneros Rhodococcus y Agrobacter). Después de purificado, se da un rendimiento
del 43% y un alto grado de pureza enantiomérica, mientras que el isomero R se
recicla por racemizacién en medio basico aumentando el rendimiento final del

procedimiento (Tucker, 2009).

En la Figura 6 se observa la segunda ruta sintética para la obtencion del
levetiracetam por quimica verte o quimica sustentable, en este caso se realiza una
condensacion de la butirolactona con (S)-2-aminobutanol sin disolvente, esto
aumenta la sustentabilidad del proceso. El resultado es una pirrolidona que actua
como grupo protector ante la oxidacion catalitica del alcohol para obtener el acido y
posteriormente su amidaciéon para obtener el farmaco (Mylavarapu y col., 2010;
Neelakandan & Chavan, 2013).

1) RuQ; 0.6 mol%, NaOH, NaOCI

(o) pH 13, 0-5°C, 2h, 65%

2) EtOCOCI TEA, CH,Cl,,  H3C

HyC.__~~_OH
luego NHas, -40°C, 5h

93%

s

& N NH, 225°C, 10h
: e
0

NH;

2

Levetiracetam,
65%
Figura 6. Sintesis por obtencion sustentable de levetiracetam (Mylavarapu y col.,
2010; Neelakandan & Chavan, 2013).

[I.8  Proteinas de vesiculas sinapticas 2 (SV2)

La familia de proteinas SV2 desempefia un papel fundamental en la regulacion
de la secrecion de vesiculas tanto en neuronas como en células enddcrinas. La
conservacion significativa de SV2 en especies eucariotas subraya su importancia en
la regulacion de la dinamica vesicular (Bavarsad & Grinberg, 2024). Las SV2 tienen

12 dominios transmembranales, con una gran cantidad de N-glicosilaciones en el
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bucle intraluminal entre los dominios transmembrana 7 y 8. Esta familia de proteinas
comparte aproximadamente el 60% de sus secuencias, especialmente alrededor de
las regiones transmembranales y C-terminal. Aunque los bucles luminales difieren
entre las proteinas SV2, siempre contienen al menos tres sitios de N-glicosilacion y
presentan una estructura repetida de aminoacidos hidrofébicos. La familia SV2 se
conserva bien entre los vertebrados, pero no se ha encontrado ninguna isoforma en
invertebrados. Sin embargo, las proteinas SV2 exhiben una topologia relacionada
con otras proteinas transportadoras, ya que sus primeros seis dominios
transmembranales son homodlogos a la superfamilia de facilitadores principales
(MFS), a la que pertenece el transportador de glucosa humano, mientras que los
otros seis estan mas cerca de los transportadores de neurotransmisores (Bartholome
y col., 2017).

Entre las tres isoformas de la proteina SV2, SV2A se destaca como la variante
predominante, exhibiendo una expresion generalizada en todas las estructuras de
materia gris. Por otro lado, SV2B se encuentra en regiones neocorticales y el
hipocampo, y SV2C se localiza exclusivamente en regiones subcorticales como el
cuerpo estriado, palido, mesencéfalo, tronco encefalico, sustancia negra y bulbo
olfatorio. En la Figura 7 se observa un esquema detallado de las isoformas de esta

familia de proteinas (Bavarsad & Grinberg, 2024).

D
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Citosol

&
Lumen/espacio extrace!

@ Sitio de glicosilaciones
® Sitio de fosforilaciones
@ Regiones variables

Figura 7. Familia de proteinas SV2. Las regiones N-terminales son las mas

variables entre las 3 proteinas. (adaptado de Stout y col., 2019).
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La mayoria de los estudios sobre la localizacion de SV2 en el cerebro se
realizaron en ratas y aun no se ha logrado un mapeo completo en el cerebro humano.
SV2A es la unica diana de unién al LEV y BRV, y en la actualidad es el unico objetivo

farmacoldgico anticonvulsivo en las vesiculas sinapticas (Yao y col., 2010).
1.9  Proteina de vesiculas sinapticas 2 A (SV2A)

La proteina SV2A pesa alrededor de 83 kDa, conformada por 742 aminoacidos.
Su estructura no habia podido ser resuelta hasta abril de 2024, donde se han
reportado 12 dominios transmembranales con estructura de a-hélices, un dominio
intraluminal el cual contiene 3 sitios de glicosilacion (N498, N548 y N573); una region
amino terminal relativamente larga con un sitio de union a SYT-1 mas una unioén a
ATP (la T84 esta involucrada en la interaccidon entre SV2A y el dominio C2B de la
SYT-1) y un asa grande entre los dominios transmembranales 6-7 con otra region de
unién a ATP en la region citoplasmatica. Esta proteina es el sitio de unién al LEV y
dicha interaccion esta implicada en su mecanismo de accion. En la Figura 8 se
observa un mapa de la topologia de SV2A (Correa-Basurto y col., 2015; Yamagata y
col., 2024)

El gen que codifica a SV2A se encuentra en los cromosomas 1 (1921.2), 2
(2934) y 3 (3gF2.1) en humanos, ratas y ratones, respectivamente. Su bucle
intraluminal, donde contiene los sitios de glicosilacion sirve también como sitio de
unién para las neurotoxinas botulinicas (BoNT/A y BoNT/E) que inhiben la liberacién
de neurotransmisores desde los terminales de los axones (Lee, y otros, 2015). Por
otra parte, el modelado estructural de la proteina, mostrado en la Figura 9, permite
identificar las principales interacciones que existen entre la proteina y sus principales
ligandos de interés: LEV y BRV. Estas interacciones son hidrofébicas y de puentes
de hidrégeno, siendo los principales residuos que presentan estas interacciones la
W666, D670, Y462, y W300 (Correa-Basurto y col., 2015; Shi y col., 2011).
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Figura 8. Diagrama de topologia de SV2A. El comienzo y el final de cada elemento

de la estructura secundaria estdn numerados (adaptado de Yamagata y col., 2024).

Figura 9. Modelado del sitio activo de SV2A. (a) Mapa de crio microscopia

electrénica del sitio de unién a LEV. (B) Representacion de la superficie en corte de
SV2A en complejo con LEV. (C) Vista en primer plano del sitio de unién a LEV

(tomado de Yamagata y col., 2024).

17



[1.10 Antecedentes del grupo de trabajo

En el grupo de trabajo de Disefio Asistido por Computadora y Sintesis de
Farmacos de la Facultad de Quimica en la Universidad Autbnoma de Querétaro
(DACSIF-UAQ), se realizaron estudios basados en ligando, con el fin de generar
moléculas analogas a los racetams y proponer nuevas estructuras para candidatos
a compuestos lider. Se analizaron 89 compuestos analogos a LEV para construir un
nuevo modelo. Con esto, se lograron disefiar mas de 300 nuevas estructuras que

presentaban el anillo de pirrolidona (Chavez-Elias, 2018).

En el estudio realizado por Chavez-Elias en 2018, se lograron sintetizar 2
moléculas analogas del levetiracetam (AFCE-01 y AFCE-03), donde AFCE-01
presento actividad anticonvulsiva muy similar al LEV, ademas de que se incremento
el tiempo de latencia para el desarrollo de crisis convulsivas por el modelo de crisis
inducidas por litio-pilocarpina; los resultados de este estudio se observan en la Figura
10. Esto significd una probabilidad mas alta de que las moléculas analogas a LEV

presenten actividad anticonvulsiva (Chavez-Elias, 2018).
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Figura 10. Moléculas sintetizadas analogas del levetiracetam y su efecto

anticonvulsivo en el modelo de Litio-pilocarpina (adaptado de Chavez-Elias, 2018).
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Sumado a esto, el estudio realizado por Alvarez-Baltazar en 2022 continud
trabajando con analogos del LEV. Creando un modelado por homologia de SV2A,
después, se realizé un docking consenso y posterior a esto la creacion de una nueva
generacion de moléculas. Se considerdo la prediccion de las propiedades
fisicoquimicas ideales haciendo uso de SwissADME, y con ello, se eligieron 8 nuevas
moléculas con un docking score similar a LEV y se sintetizaron (Alvarez-Baltazar,
2022).

Posterior al trabajo de Alvarez-Baltazar en 2022, se propuso ampliar el anillo
de pirrolidona por un anillo de piperidinona, se disefiaron 5 moléculas nuevas (AFAE-
01/AFAE-05) y se hicieron modificaciones estructurales basadas en el disefio
racional, generando un total de 30 moléculas. Se realizdé un docking de las 5 mejores
moléculas estudiadas por Alvarez-Baltazar, las 3 moléculas de Chavez-Elias, las 3
moléculas de referencia y las nuevas moléculas previamente disefiadas. Los

resultados de docking score se muestran en la Tabla 4.

Tomando en cuenta los resultados de docking score, se seleccionaron las
mejores moléculas para llevar a cabo su sintesis. Las estructuras seleccionadas
presentan un grupo amida en posicion 4 de la base de piperidinona. La estructura

base se puede apreciar en la Figura 11.

R

Figura 11. Base de piperidinona sobre la cual se realizara la sintesis de la serie
AFAEOQO1-AFAEO05.
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Cuadro 4. Docking score de las moléculas de referencia y las disehadas para el

presente trabajo.

Clave Docking R4 R2 n Docking score (kcal/mol)
SV2A_C1-JMAB-02-B2 benzotiazol-5-il n-Pr 0 -7.60
SV2A_C1-JMAB-02-D2 indol-4-il n-Pr 0 -7.49
SV2A_C1-JMAB-02-E2 1H-indazol-4-il n-Pr 0 -7.43
SV2A_C1-JMAB-02-A2 1H-benzimidazol-7-il n-Pr 0 -7.41
SV2A_C1-JMAB-02-C1 isoquinolin-5-il H 0 -7.36
SV2A_C1-JMAB-02-C2 isoquinolin-5-il n-Pr 0 -7.26

SV2A_C1-BRV brivaracetam 0 -7.10
SV2A_C1-JMAB-02-B1 benzotiazol-5-il H 0 -7.10
SV2A_C1-JMAB-02-E1 1H-indazol-4-il H 0 -6.67
SV2A_C1-JMAB-02-D1 indol-4-il H 0 -6.61

SV2A_C1-PAD padsenovil 0 -6.61
SV2A_C1-JMAB-02-A1 1H-bencimidazol-4-il H 0 -6.58

SV2A_C1-LEV 2-butanamida H 0 -6.40
SV2A_C1-AFCE-02-03 benzotiazol-5-il 4-(aminocarbonil)piridin-2-il 0 -6.25
SV2A_C1-AFCE-02-02 1H-benzimidazol-4(7)-il 4-(aminocarbonil) piridin-2-il 0 -5.43
SV2A_C1-AFCE-02-01 Isoquinolin-5-il 4-(aminocarbonil) piridin-2-il 0 -5.27

SV2A_C1-AFAE_01_04S* H -CONH; 1 -8.56
SV2A_C1-AFAE_01-02S* Cl -CONH; 1 -8.50
SV2A_C1-AFAE_01-01R* OMe -CONH; 1 -8.16
SV2A_C1-AFAE_01-03R* Me -CONH; 1 -1.77
SV2A_C1-AFAE_01_05R* NO; -CONH; 1 -7.72
SV2A_C1-AFAE_01-02R Cl -CONH; 1 -7.90
SV2A_C1-AFAE_01-03S Me -CONH; 1 -7.72
SV2A_C1-AFAE_01_04R H -CONH; 1 -7.66
SV2A_C1-AFAE_01_14S H 1H-benzimidazol-2-il 1 -7.56
SV2A_C1-AFAE_01-01S OMe -CONH; 1 -7.56
SV2A_C1-AFAE_01_15R NO; 1H-benzimidazol-2-il 1 -7.55
SV2A_C1-AFAE_01_14S_2 H 1H-benzimidazol-2-il 1 -7.42
SV2A_C1-AFAE_01_05S NO, -CONH; 1 -7.41
SV2A_C1-AFAE_01_13S Me 1H-benzimidazol-2-il 1 -7.05
SV2A_C1-AFAE_01_14R_2 H 1H-benzimidazol-2-il 1 -6.95
SV2A_C1-AFAE_01_12S Cl 1H-benzimidazol-2-il 1 -6.86
SV2A_C1-AFAE_01_15S NO; 1H-benzimidazol-2-il 1 -6.51
SV2A_C1-AFAE_01_11R Ome 1H-benzimidazol-2-il 1 -5.86
SV2A_C1-AFAE_01_13R_2 Me 1H-benzimidazol-2-il 1 -5.74
SV2A_C1-AFAE_01_12R_2 Cl 1H-benzimidazol-2-il 1 -5.37
SV2A_C1-AFAE_01_13S_2 Me 1H-benzimidazol-2-il 1 -5.26
SV2A_C1-AFAE_01_11S OMe 1H-benzimidazol-2-il 1 -5.2
SV2A_C1-AFAE_01_15R_2 NO; 1H-benzimidazol-2-il 1 -5.17
SV2A_C1-AFAE_01_12S_2 Cl 1H-benzimidazol-2-il 1 -4.92
SV2A_C1-AFAE_01_15S_2 NO, 1H-benzimidazol-2-il 1 -4.51

*: Mejores 5 puntuaciones Docking score.
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En funcion de los resultados obtenidos en la Cuadro 4, los analogos AFAEO1_01-
04S, AFAEO1_01-02S, AFAEO01_01-03R, AFAEO01_01-05R y AFAEO1_01-01R
mostraron los mejores valores de docking score, se evaluaron sus propiedades
farmacocinéticas y de penetracion de barrera hematoencefalica empleando el
diagrama de “huevo cocido” de SwissADME. La Figura 12 muestra la distribucion de
cada uno de estos cinco derivados en el espacio de permeabilidad intestinal pasiva

(area blanca) y permeabilidad al sistema nervioso central (area amarilla).

WLOGP

7

1 AFAI%02S
AFAR;03
AFAEBARFE-01R

AFAE—OSR

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 TPSA

Figura 12. Diagrama de “huevo cocido” (SwissADME) de los cinco compuestos con

mejor docking score.

Se espera sintetizar las 5 moléculas y evaluar que dichas modificaciones permitan
aumentar o conservar la actividad anticonvulsiva manteniendo los beneficios del LEV
como antiepiléptico, pero con un mejor perfil, y que las moléculas sintetizadas puedan
servir como modelo para nuevos farmacos que puedan ser usados en pacientes con

resistencia a LEV.
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lll. JUSTIFICACION

La epilepsia es un trastorno neurolégico que afecta a cerca del 0.5% y 1.5% de
la poblacién mundial, sin hacer ningun tipo de distincion entre los individuos que la
padecen. Hasta la actualidad, existen 3 generaciones de FAEs, estos suelen
administrarse en un principio como monoterapia o pueden llegar a administrarse en
casos mas graves en conjunto, para un mayor efecto anticonvulsivo, lo que puede
traer consigo una serie de efectos adversos, asi como interacciones
medicamentosas no deseadas. Por lo que hoy no existen FAEs ideales; no obstante,
el LEV es un farmaco anticonvulsivo de segunda generacion, usado principalmente
para tratar a pacientes con epilepsia del I6bulo temporal; posee un mecanismo de
acciéon no tan recurrido en la terapéutica, tiene buena biodisponibilidad, buen perfil
ADME y pocas interacciones con otros farmacos, lo que lo convierte en un punto de
partida estructural para el desarrollo de nuevas moléculas con potencial de

convertirse en un buen FAEs.

A pesar de los beneficios que tiene el LEV en la terapéutica actual, este no esta
exento de interacciones con otros farmacos y, ademas, se ha observado que cerca
del 20% de los pacientes tratados con este farmaco desarrollan resistencia. Esta
resistencia se ha asociado con la alteracidn en la expresion y funcion de SV2A, su
principal proteina diana, asi como con cambios en la neurotransmision que reducen
la eficacia del farmaco. Y como la resistencia al LEV limita las opciones terapéuticas
en estos pacientes, es importante continuar con el disefio y sintesis de analogos
estructurales que mantengan o mejoren su afinidad por SV2A y que puedan ser una

alternativa para aquellos que han desarrollado dicha resistencia.

Por lo cual, en el presente trabajo, se propone la sintesis de nuevas moléculas
analogas al levetiracetam con una alta afinidad a su diana bioldgica, la proteina

SV2A, con el fin de obtener mas farmacos con un mecanismo de accién parecido
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que puedan servir como nuevas opciones terapéuticas para aquellos pacientes que

muestren resistencia a la familia de los racetams ya disponibles en el mercado.

IV. HIPOTESIS

Los compuestos AFAEO1-AFAEO5 se obtienen por una ruta de sintesis de 3
pasos y se caracterizan correctamente por técnicas analiticas, como parte del

desarrollo de nuevos derivados con posible potencial antiepiléptico.

V. OBJETIVOS

General
e Obtener y caracterizar 5 analogos de piperidinona disefiados por estrategias

computacionales.

Especificos

e Sintetizar los analogos de piperidinona propuestos mediante rutas sintéticas
optimizadas.

e Purificar las moléculas disefiadas mediante recristalizacion y extracciones
liquido-liquido.

e I|dentificar las moléculas purificadas por medio de Resonancia Magnética

Nuclear unidimensional y bidimensional.
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VI. METODOLOGIA

La sintesis organica de las moléculas, se llevo a cabo en el laboratorio de Quimica
Medicinal del edificio 10 de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de
Querétaro, bajo la supervision del Dr. Rubén Antonio Romo-Mancillas y el M. en C.
Jose Manuel Alvarez-Baltazar. Los reactivos usados para la sintesis fueron de grado
reactivo para sintesis, con pureza arriba del 95% marca Sigma-Aldrich. Los
disolventes utilizados en las reacciones y en la purificacion también eran de la marca
Sigma-Aldrich y J. T. Baker. El progreso de las reacciones se inspecciondé mediante
cromatografia en capa fina, empleando placas de gel de silice con indicador de
fluorescencia de la marca Sigma-Aldrich. La visualizacion de las muestras se llevo a

cabo en una camara UV-Vis a 254 nm.

La caracterizacion quimica de las moléculas sintetizadas se llevo a cabo en la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad
de Quimica de la UNAM. Para los analisis de resonancia magnética nuclear (RMN)
unidimensional, se empled un espectrémetro Agilent DD2, registrando los espectros
de 'H y HSQC a 600 MHz. Como disolvente se utiliz6 DMSOde. El procesamiento de
los datos se realizd con el software MestReNova, y los resultados se expresaron en
partes por millon (ppm) para los desplazamientos quimicos (8), en Hertz (Hz) para
las constantes de acoplamiento y en las siguientes notaciones para las

multiplicidades: singulete (s), doblete (d), doble de doble (dd), triplete (t) y multiplete
(m).

VI.1 Sintesis organica y caracterizacion quimica de las moléculas analogas del

levetiracetam

La ruta sintética propuesta se observa en la Figura 13, y los detalles de cada paso

de reaccién se abordan en la seccién 6.2
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Figura 13. Ruta para la sintesis de los compuestos AFAE-01 a AFAE-05.
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VI.2 Estrategia sintética

La sintesis de las bases de Schiff se realizO mediante una condensacion
nucleofilica entre anilinas para-sustituidas y formaldehido en exceso (1.2 Eq). El
esquema de reaccion se muestra en la Figura 14. El procedimiento general consistié
en la trituracion de las anilinas sélidas, su completa disolucion en etanol y la adicion
de formaldehido a temperatura ambiente, tras la formaciéon de una suspensién
espesa, se afadio mas disolvente y se aumento la temperatura hasta ebullicion para
desplazar el equilibrio termodinamico hacia la formacion del producto mediante la
eliminacién de agua. Posteriormente se aplicé un choque térmico con un bafo de
hielo para solidificar el producto, el cual se recuperé mediante filtracion al vacio y
lavados con etanol frio, la purificacion se realizd mediante recristalizacién con

acetonitrilo y carbon activado (Lépez Alejandra y col., 2020).

0

HJLH (12Eq) //
R NH, ———> R N

30 °C, 20 min

R: 01) OMe, 02) CL, 03) Me, 04) H, 05) NO,

Figura 14. Esquema general de reaccién para la obtencion de las bases de Schiff
(iminas) de los compuestos AFAE-1 a AFAE-5.

La formacién de los acidos derivados de piperidinona se realizaron mediante una
reaccion tipo Castagnoli-Cushman, frecuentemente descrita como una cicloadicién
formal [4+2] (Luis Ramiro y col., 2023) entre las bases de Schiff obtenidas en el paso
anterior y anhidrido glutarico, como se observa en la Figura 15. Este paso en la ruta

sintética es critico debido a la susceptibilidad de los intermediarios hacia la hidrdlisis
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(Luis Ramiro y col., 2023), por lo que se priorizd el mantenimiento de condiciones
anhidras durante todo el proceso; para asegurar esto, el tolueno empleado como
disolvente fue secado con sulfato de sodio anhidro a 50 °C, seguido de una filtracion
inmediata, adicionalmente a esto también se incorporaron al medio de reaccion
mallas moleculares de 4 A, con una proporcion del 10% del peso de los sélidos

usados.

Para evitar reacciones secundarias indeseadas, la sintesis se llevd a cabo en
condiciones muy diluidas (Luis Ramiro y col., 2023), empleando de 20 a 30 mL de
tolueno seco por cada gramo de sélido. Una vez que la imina estuvo completamente
disuelta, se adiciono lentamente el anhidrido glutarico hasta su completa disolucion.
El tiempo de reaccion éptimo fue desde 18 hasta un maximo de 24 horas para evitar

concentraciones mas altas de productos secundarios en el medio de reaccion.

Transcurrido el tiempo, la solucion se filtra y se retiran las mallas moleculares, el
disolvente se elimina mediante evaporaciéon a presion reducida y, el residuo
resultante, una masa amorfa de consistencia plastica, se volvié a disolver en la
cantidad minima necesaria de metanol caliente, en los casos donde se observo la
presencia de impurezas mediante TLC, esta solucion se traté con carbon activado y
filtracion en caliente. La purificacion final se realizé de la misma manera tanto para
el filtrado solido como para el liquido recuperado. Mediante una recristalizacién por
par de disolventes, calentando el metanol previamente filtrado hasta ebullicién
seguido de la adicion de tolueno, también en ebullicion, gota a gota, hasta que se
aprecio una turbidez persistente. El enfriamiento lento del sistema permitié una mejor
nucleacion y un mayor crecimiento de los cristales del acido, los cuales fueron
recuperados por filtracion al vacio, lavados con tolueno frio y secados para su

posterior caracterizacion.

La activacion de los acidos carboxilicos derivados de la piperidinona se llevo a
cabo mediante el uso de 1.2 equivalentes de 1,1'-carbonildiimidazol (CDI) (Paul &
Anderson, 2002), tal como se muestra en la Figura 16. El CDI permite la formacion

de un intermediario imidazolico suficientemente electrofilico para permitir el ataque
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de algunos nucledfilos, pero con una mayor estabilidad quimica y facilidad de manejo
en comparaciéon con los halogenuros de acilo (Rodda y col., 2026). Después de la
adicion de CDI, se observo efervescencia, correspondiente al COz liberado por este
ultimo al reaccionar. El cual actia como una fuerza impulsora, desplazando el

equilibrio quimico hacia la formacién del producto.

RQ// @

R: (1) OMe, 02) C1, 03) Me, 04) H, 05) NO,

Figura 15. Esquema general de reaccion para la obtencién de los acidos 1-aril-6-

oxopiperidin-3-carboxilicos.

A partir de la formacién de gas el sistema es cerrado en una atmdsfera inerte de
Argdén a 30°C por 2 horas. Para garantizar el maximo rendimiento, se opté por un
protocolo de reaccion in situ para la etapa siguiente, dada la susceptibilidad del
derivado imidazolico a regresar a su estado de menor energia (acido carboxilico) al

entrar en contacto con el agua del ambiente.
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Figura 16. Activacion del grupo carboxilico mediante CDI para la generacion del

intermediario imidazdlico

El dltimo paso de la sintesis fue la formacion de las amidas correspondientes
mediante una sustitucion nucleofilica sobre el intermediario imidazdlico (Rodda y col.,
2026). El esquema de reaccion se muestra en la Figura 17 y este paso se realizé in
situ, en el mismo matraz empleado para la activacion con CDI. Posterior a la

activacion del acido, el sistema se enfrio externamente con un bano de hielo, se

27



adicionaron lentamente 4 equivalentes de una solucion 7 N de amoniaco en metanol
(Woodman y col., 2009). La mezcla se mantuvo bajo agitacion constante a 4 °C
durante al menos 24 horas o hasta que el monitoreo por TLC indique la mayor

conversién posible del intermediario imidazdlico a la amida.

La purificacion se realizé por 2 métodos diferentes, dependiendo del sustituyente
R de cada molécula. Para el derivado AFAE-01 (R: -OMe), la mezcla de reaccion se
filtré6 para eliminar las impurezas insolubles, este filtrado fue evaporado a presion
reducida y el residuo resultante se volvio a disolver en etanol caliente, el sistema se
dejo enfriar lentamente y luego se paso a refrigeracion para permitir la nucleacion de
cristales de mayor tamafio, los cuales fueron filtrados al vacio y lavados con etanol
frio y seco. Por otra parte, para los demas derivados (R: -CH3, AFAE-03 y R: -H,
AFAE-04) se optd por una estrategia de purificacion mediante cambios en el pH;
primero el disolvente se evaporé a presion reducida y el sélido restante fue
suspendido en una solucion acuosa de hidroxido de sodio (NaOH) ajustada a pH de
13, esta solucién se filtré al vacio y el residuo solido se lavd con agua destilada.
Finalmente, el producto seco se volvio a disolver en etanol caliente y se enfrio
lentamente hasta llegar a 0°C para maximizar la formacién de cristales, los cuales

son lavados con etanol frio y secados hasta peso constante.

Una vez que los compuestos fueron sintetizados y purificados, se tomaron
muestras de 50 mg en viales limpios y secos, los cuales fueron usados para la

posterior caracterizacién por RMN unidimensional y bidimensional.

H
|
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R-@- z 4°C,24h _©_

Figura 17. Esquema general para la obtencion de 1-aril-6-oxopiperidin-3-

carboxamidas.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se mencionan los resultados obtenidos de cada una de las
moléculas sintetizadas durante este proyecto, ademas de la caracterizacion quimica
de las mismas obtenidas mediante los espectros de RMN. Las condiciones y métodos
especificos para cada reaccion se mencionan en el apartado de anexos, al igual que

los espectros de RMN.
7.1 Sintesis y caracterizacion de las bases de Schiff

La primera etapa de la estrategia sintética consistié en la obtencién de una serie
de bases de Schiff (iminas) mediante la condensacion nucleofilica de anilinas para-
sustituidas con formaldehido en exceso, como se observa en la Figura 14. Esta
reaccion es un proceso reversible que necesita un desplazamiento del equilibrio
termodinamico hacia la formacion del producto mediante la eliminacion de agua (Hie
& Yeh, 1967). Los rendimientos obtenidos para la serie de iminas se presentan en la
Cuadro 5. Se observo una variacion en la eficiencia de la reaccidon dependiendo de

la naturaleza del sustituyente R en el anillo aromatico.

Cuadro 5. Rendimientos de las bases de Schiff sintetizadas.

Compuesto Sustituyente (R) Rendimiento (%) Peso obtenido (g)
AFAE-1 - OCHs 72.54 4.90
AFAE-2 -Cl 40.88 2.85
AFAE-3 - CHs 58.84 3.50
AFAE-4 -H 67.12 3.56
AFAE-5 - NO, 54.41 4.08

El rendimiento mas alto se obtuvo en el derivado AFAE-1 (R: -OMe, 72.54%).
Este rendimiento mayor que los otros reportados podria atribuirse al efecto de
resonancia del grupo metoxilo, el cual incrementa la densidad electronica en el
nitrogeno de la anilina, aumentando asi su nucleofilia y favoreciendo el ataque al

carbono del formaldehido (Lépez Alejandra y col.,, 2020). Por el contrario, la
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sustituciéon de este grupo R por grupos funcionales de una naturaleza quimica
opuesta, como el caso del derivado halogenado AFAE-2 (R: -Cl, 40.88%) y el
derivado desactivado AFAE-5 (R: -NOz, 54.41%), denotan la importancia de las
propiedades electrénicas en la sintesis organica, donde los grupos electro atractores
disminuyen la capacidad nucleofilica de las anilinas, dificultando asi el ataque inicial
necesario para la condensacion, lo que se traduce en rendimientos mas bajos
(Unacademy, 2024).

Fisicamente, los productos AFAE 1-4 se obtuvieron como solidos blancos de
aspecto cristalino, mientras que el derivado AFAE-5 presentdé una morfologia
distintiva de cristales algodonosos de un color amarillo intenso. Para la
caracterizacion, el seguimiento por cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas
en ingles) en un sistema de elucién AcOEt/Hexano 50:50, mostré que todos los
derivados presentaron un Rf de aproximadamente 0.85, valor consistente con una
menor polaridad en comparacion con la anilina de partida, debido a la pérdida de la
capacidad de formar puentes de hidrégeno del grupo amino primario (Bilovi¢ y col.,
2025). Se determiné el punto de fusién unicamente para el derivado AFAE-2 (149.1
- 149.4 °C) en esta parte de la sintesis, con el fin de priorizar la caracterizacion de
los derivados de la reaccién de Castagnoli-Cushman, al ser esta la etapa donde se

establece el nucleo heterociclico de interés farmacologico.
VI1.2 Sintesis de los acidos 1-aril-6-oxopiperidin-3-carboxilicos

La construccion del nucleo de piperidinona se llevd a cabo mediante la
cicloadicion formal [4+2] entre las iminas sintetizadas y el anhidrido glutarico (Luis

Ramiro y col., 2023). Los resultados obtenidos se resumen en la Cuadro 6.

El seguimiento de la reaccién mediante TLC, en un sistema AcOEt/Hexano
(50:50) adicionado con acido féormico, mostré un descenso significativo en la
movilidad cromatografica. Mientras que la imina presentd un factor de retencién de
0.50, el producto acido mostré un Rf de 0.10. Este comportamiento concuerda con el
aumento de polaridad en el acido carboxilico y su mayor interaccion con el gel de

silice, lo que reduce su desplazamiento respecto a compuestos menos polares.
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Cuadro 6. Rendimientos y punto de fusién de los acidos carboxilicos sintetizados.

Compuesto R Rend(ior/?)iento Peso obtenido (g) f:::i?)t: (E'g)
AFAE-1 - OCHs 51.63 3.86 159.9 — 160.4
AFAE-2 - Cl 44.65 3.39 134.5-135.2
AFAE-3 - CHs 47.07 3.29 173.4-174.5
AFAE-4 -H 47.63 3.13 120.1 —120.4
AFAE-5 - NO2 --- --- ---

---: No obtenidos

Se identifico la formacidn de una resina ambar viscosa (posible oligomerizacion)
durante las pruebas iniciales de la reaccion. La implementacion de condiciones de
alta dilucién y el uso de mallas moleculares de 4 A fueron criticos para mitigar este
problema. Esto es coherente con el principio de alta dilucién, que favorece la reaccién
intramolecular frente a procesos intermoleculares competitivos y oligomerizacion de

las iminas utilizadas (Rodda y col., 2026).

Fisicamente, los fragmentos acidos con grupo R: Cl, CHs y H resultaron ser
sélidos blancos de apariencia cristalina, mientras que la apariencia del derivado
AFAE-1 consistia en un sélido cristalino color rosa. Los rendimientos moderados y
relativamente constantes (44 - 51 %) sugieren que la eficiencia de la reaccién no
depende exclusivamente de la reactividad del nucledfilo, sino también de factores
competitivos en el medio de reaccién. En este sentido, el efecto de los sustituyentes
sobre la nucledfilicidad del sistema es relevante, ya que los grupos donadores de
electrones tienden a favorecer la formacion del aducto en la reaccion de Castagnoli
Cushman (Luis Ramiro y col., 2023).

Respecto a las propiedades fisicas, los puntos de fusion muestran como el
derivado metilado (AFAE-3, 173.4 °C), presenta una estabilidad térmica
significativamente mayor al derivado no sustituido (AFAE-4, 120.1 °C). Este
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incremento puede deberse a las diferencias en el empaquetamiento cristalino, donde
el derivado metilado posee una red cristalina cuya estabilidad térmica mas elevada
al estar mas empaquetada en la estructura cristalina. Los rangos estrechos de
temperatura en el punto de fusidbn son consistentes con productos puros y

homogéneos (BPilovi¢ y col., 2025).

Para el producto AFAE-5 (R: -NO.,), la desactivacion electronica fue suficiente
para que, durante el calentamiento, la muestra se ennegreciera; sin embargo, por
TLC conservo el mismo Rf, lo que sugiere un deterioro térmico visible sin un cambio
detectable en la especie quimica bajo las condiciones empleadas. La fuerte influencia
electronica del grupo nitro también concuerda con una disminucion de la
nucleofilicidad del sistema y, por tanto, con una menor facilidad para avanzar en la
cicloadicion. Esto sugiere que la barrera energética impuesta por el grupo nitro no
puede superarse solo mediante la temperatura, lo que apunta a la necesidad de
emplear acidos de Lewis de acidez moderada para disminuir la energia del orbital
LUMO del anhidrido y permitir que la reaccion proceda bajo condiciones que no

comprometan la integridad de los reactivos, tales como ZnClz2 o Yb(OTf); (Fu, 1982).

La identidad de los productos se confirmé mediante espectroscopia de RMN. El
espectro de 'H de AFAE-2, analizado en un equipo de 600 MHz en DMSO-ds,
permitié corroborar la formacion del acido carboxilico y el cierre del ciclo. Las sefales
mas representativas, como la sefal en & 12.10 ppm corresponden al protén
intercambiable del acido carboxilico, la seial en & 10.03 ppm correspondio al proton
altamente desprotegido del grupo metino en el anillo de la piperidinona. En la zona
aromatica se observan dos sefales en & 7.61y 7.33 ppm, ambas como multipletes e
integrando para dos protones cada una, consistentes con el patron de sustitucion del
anillo aromatico para-clorado. En la region alifatica se observaron las otras sefales
caracteristicas de la formacion del anillo de piperidinona en 6 2.34 ppm, & 2.27 ppm
y 6 1.80 ppm, asignadas a los protones. Dependiendo del grado de desproteccion
estas sefiales aparecen a campo mas bajo, mientras que las menos desprotegidas

aparecen a campo mas alto.
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VII.3 Activacion del grupo carboxilo mediante 1,1'-carbonildiimidazol (CDI)

Se evaluaron diversas estrategias de activacién para los acidos carboxilicos.
Inicialmente, se explord la sintesis de halogenuros de acilo mediante el uso de
triclorotriazina (TCT) y cloruro de sulfurilo. No obstante, estas rutas arrojaron mezclas
de varios productos muy sensibles a la hidrdlisis, lo que dificulté su manipulacién y
purificacion. En consecuencia, se opté por el uso de 1,1'carbonildiimidazol (CDI)
como agente acoplante, el cual permitio la generacion in situ de un intermediario acil-
imidazélico que facilita la sustitucion nucleofilica en condiciones controladas (Rodda
y col., 2026).

La formacion del aducto acil-imidazélico se llevoé a cabo en un sistema one-pot,
donde la activacion y la posterior amidacion ocurren secuencialmente en el mismo
sistema. Se optd por esta estrategia para evitar el aislamiento de intermediarios
reactivos que podrian haber sufrido descomposiciéon durante su manipulacion.
Experimentalmente, el proceso se monitore6 a través del desprendimiento de COg,
el cese del burbujeo fue un indicativo cualitativo de que la formacion del intermediario
habia terminado, y los productos secundarios (imidazol y CO2) no tendrian que

interferir con el paso siguiente.
VIl.4 Sintesis de las 1-aril-6-ocopiperidin-3-carboxamidas

La etapa final de la ruta sintética consistié en la amidacion de los intermediarios
acil-imidazélicos generados in situ. La reaccion se llevé a cabo bajo atmdsfera de
argon, empleando una solucion 7N de amoniaco en metanol. Debido a la naturaleza
volatil del nucledfilo, la potencial exotermicidad de la sustitucion y al riesgo latente de
la formacion de un éster metilico por la presencia de metanol, la adicion se realizé a
bajas temperaturas (4 °C) mediante un bafo de hielo, los resultados se presentan en
el Cuadro 7.
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Cuadro 7. Rendimientos y parametros fisicos de las amidas sintetizadas.

Compuesto R Tiempo | Rendimiento Peso Punto de
(%) obtenido (g) fusion (°C)
AFAE-1 - OCH3 24 h 49.77 0.248 171.9-172.3
AFAE-3 - CH3 7 dias 42.60 0.213 179.6 — 180.0
AFAE-4 -H 3 dias 37.40 0.137 1441 -144.9

Un hallazgo significativo fue la elevada estabilidad del intermediario acil-
imidazdlico. A pesar de haber usado un exceso estequiométrico del nucledfilo (hasta
10 eq de NHs), el seguimiento por TLC (sistema AcOEt/Tolueno/ACN/HCOOH
73:20:5:2) revel6 la persistencia del intermediario incluso después de periodos
prolongados de agitacion (hasta una semana para el derivado AFAE-3). En el perfil
cromatografico se identificaron tres sefales principales; el producto de interés
(amida, Rf 0.15), el intermediario acil-imidazdlico (Rf 0.46) y el éster metilico (Rf 0.65)
generado por la competencia nucleofilica del metanol presente en el reactivo. La baja
reactividad se puede atribuir a la estabilizacion por resonancia del sistema acil-
imidazdlico, donde el par de electrones del nitrégeno del anillo se deslocaliza hacia
el carbonilo, disminuyendo su caracter electrofilico. Los rendimientos moderados (37
- 49 %) son consecuencia directa, entre otros factores, de esta notable estabilidad
del intermediario, que impidié una conversion total hacia la amida. Para futuras
optimizaciones, se propone el uso de acidos de Lewis como MgBr2 o la adicion de
catalizadores nucleofilicos como DMAP, los cuales pueden incrementar la electrofilia
del carbonilo mediante la formacion de complejos de coordinacion o intermediarios
mas reactivos, reduciendo asi los tiempos de reaccién y aumentando el rendimiento
global (HighFive Biotech, 2021).

Las purificaciones se diferenciaron segun la solubilidad de los derivados. Para el
compuesto AFAE-1, se empled recristalizacion simple con EtOH caliente tras la
eliminacién del disolvente. En contraste, para los derivados AFAE-3 y AFAE-4, se

implemento la re suspension del crudo en una solucion acuosa de NaOH a pH de 13.
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A este valor de pH, la amida primaria permanece en su forma neutra y precipita
debido a su baja solubilidad en agua, mientras que las impurezas acidas residuales

y el imidazol libre se solubilizan en la fase acuosa.

Los productos purificados resultaron ser solidos blancos, de apariencia cristalina.
Para los puntos de fusion, se observé un incremento generalizado respecto a sus
acidos precursores. Este fendmeno es caracteristico de las amidas primarias, las
cuales establecen redes de puentes de hidrogeno intermoleculares muy ordenadas.
El derivado metilado (AFAE-3) presento el punto de fusién mas elevado (180.0 °C),
lo cual sugiere un empaquetamiento cristalino mas compacto y eficiente en
comparacioén con el no sustituido, confirmando nuevamente la influencia de los

sustituyentes en la estabilidad termodinamica del cristal (Bilovi¢ y col., 2025).

La identidad de los productos se pudo corroborar mediante espectroscopia de
RMN 'H. En la Figura 18 se muestra la comparacion de las 3 amidas obtenidas
(AFAE-1, AFAE-3 y AFAE-4). En los 3 espectros se puede observar un patron muy
semejante, el cual se atribuye a la conservacion del nucleo de piperidinona y del
sistema aromatico. Las diferencias principales entre los desplazamientos quimicos
de las senales se deben al efecto electrénico del sustituyente en el anillo aromatico,
el cual modifica el ambiente quimico de los protones vecinos (Hans Reich’s
Collection, 2026). Asimismo cada compuesto presenta una sefial Unica
correspondiente a su sustituyente; mientras que AFAE-1 presenta la senal
caracteristica del grupo metoxilo, un singulete que integra para 3 protones en 6 3.77
ppm, en AFAE-3 se muestra otro singulete correspondiente al grupo metilo en 6 2.23
que integra para 3 protones, y AFAE-4 muestra un patron aromatico correspondiente
a un anillo fenilo no sustituido. Los dos singuletes independientes se atribuyen a la
no equivalencia quimica de los protones del grupo —CONH,, que experimentan
ambientes magnéticos distintos debido al caracter parcial de doble enlace del enlace
C—N, por tautomeria, y a la restriccion de la rotacién del grupo amida. Esta asignacién
se respaldo complementariamente mediante predicciones computacionales
realizadas con el software Wavefunction Spartan 24. Para ello, las moléculas se

sometieron a un calculo de geometria de equilibrio mediante teoria del funcional de
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la densidad, empleando el funcional B3LYP y el conjunto de bases 6-31G*, en fase
gaseosa. En las geometrias optimizadas se calcularon los parametros de RMN; los
espectros predichos se presentan en el Anexo 8. Asimismo, la desaparicién de la
sefal del protdn del acido carboxilico, y la aparicion de las dos sefales asignables a
los protones del grupo —CONH,, respaldan la conversidn del acido carboxilico en la

amida correspondiente.
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Figura 18. Comparacioén de los espectros de RMN de 'H de las amidas AFAE-1,
AFAE-3 y AFAE-4, registrados a 600 MHz en DMSO-d.

Para el caso de los espectros bidimensionales, en HSQC se detectan
correlaciones 'H-'3C a un enlace de distancia, esto ayuda mucho para resolver
senales dificiles de asignar en espectros unidimensionales. No obstante, si se
presenta una ausencia de correlacion no descarta por completo la existencia de un
enlace C-H. Ya que la intensidad de los cruces en HSQC no depende unicamente de
la conectividad entre ambos nucleos, sino también de factores experimentales, como
la optimizacion de la secuencia de pulsos, la constante de acoplamiento 'JcH y los
procesos de relajacion de cada seial. Por eso es que, algunas correlaciones pueden
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observarse con menor intensidad o incluso quedar por debajo del limite de deteccion,
aun cuando el protoén y el carbono estén directamente unidos (Mandal & Majumdar,
2015; Peterson & Loening, 2007).

Para el caso de la serie AFAE, la sefial asignada al protdn metinico aparece a un
desplazamiento quimico inusual para un protoén alifatico, lo que sugiere un ambiente
muy desprotegido. Esto puede estar relacionado con la orientacion conformacional
del protén respecto al grupo carbonilo, ya que estos grupos pueden generar efectos
anisotropicos capaces de modificar el desplazamiento quimico de protones cercanos.
Bajo estas condiciones, es posible que dicho proton aparezca en una zona distinta a
la de los protones alifaticos, incluyendo también una menor intensidad. Esto puede
sugerir que la falta de una correlacion para este proton en HSQC no invalida su
asignacion, especialmente si la sefial se observa en el espectro de 'H y su
desplazamiento puede justificarse mediante el entorno conformacional propuesto
(Hans Reich’s Collection, 2026).

Este comportamiento concuerda con reportes donde se ha observado que ciertas
sefales presentes en RMN pueden disminuir o incluso desaparecer en espectros
HSQC debido a fenomenos conformacionales. Por ejemplo, Maeno y col. observaron
que, en espectros HSQC de una proteina, algunas sefales de grupos metilo
disminuyeron progresivamente con el aumento de presion, llegando a desaparecer
sin que surjan nuevas sefiales. Lo cual fue atribuido a la heterogeneidad
conformacional e intercambio entre estados conformacionales. Aunque dicho estudio
corresponde a un sistema proteico bajo condiciones de alta presién, demuestra que
la desaparicion de una sefal en HSQC puede estar relacionada con pérdida de
intensidad o la conformacion, y no necesariamente con la ausencia de un enlace C-
H (Maeno y col., 2015).
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VIIl. CONCLUSIONES

Fue posible obtener una base metodologica sélida para la obtencion de este tipo
de heterociclos, sugiriendo que para futuras optimizaciones se puede implementar la
adicion de catalizadores como acidos de Lewis o el uso de disolventes no
nucleofilicos durante pasos criticos de la sintesis para incrementar el rendimiento

global del proceso.

Implementar una estrategia de purificacién basada en la precipitacion selectiva a
pH 13 permitié el aislamiento eficiente de las amidas finales, aprovechando la

estabilidad quimica de estas frente a hidrdlisis basica.

Se logré identificar la elevada estabilidad del intermediario acil-imidazol, el cual
actud como factor limitante en la cinética de la amidacién, sumado a la competencia
nucleofilica del metanol para formar ésteres metilicos, explica los rendimientos

moderados obtenidos en la parte final de la sintesis.
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IX. PERSPECTIVAS

Evaluar el uso de acidos de Lewis como MgBrz2 o ZnClz, los cuales podrian
actuar como compuestos de coordinacion sobre el intermediario acil
imidazdlico, incrementando su electrofilia y reduciendo los tiempos de
reaccion y aumentando los rendimientos.

Implementar el uso de microondas para alcanzar temperaturas mas elevadas
en tiempos muy cortos, asi como la adicion de acidos de Lewis mas fuertes
como TiCls o BF3 « OEt2 para forzar la formacion de todos los derivados
desactivados en la reaccion de Castagnoli-Cushman.

Elaborar una evaluacién bioldgica en distintos modelos para verificar y medir
la actividad antiepiléptica de las moléculas disefiadas y sintetizadas en el

presente trabajo.
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XI. ANEXOS

Anexo 1

Figura A1. Mapas de interaccion de los derivados A: AFAE-01, B: AFAE-02. C:
AFAE-03, D: AFAE-04, con SV2A. Se observan interacciones hidrofébicas con los
residuos W300, F277, 1273 y P274, que rodean el nucleo de piperidinona. Se
identifican también otras interacciones importantes entre la amida y los residuos
C297, Y461 o D670, variando segun la conformacién de cada derivado, asimismo, el
sistema se estabiliza mediante ambientes polares y electrostaticos definidos por
K694 y N667, los cuales aseguran la orientacion del anillo aromatico dentro de la

cavidad donde se ha propuesto el sitio de union de racetams.

46



Anexo 2
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R: 01) OMe, 02) Cl, 03) Mc, 04) H, 05) NO,

Figura A2. Ruta sintética para la obtencion de las bases de Schiff (iminas)

En un vaso de precipitado de 150 mL se disolvieron 50 mmol de 1 en 20 mL de EtOH
absoluto. Tras la homogeneizacion completa, se adicionaron 60 mmol (5.075 g) de
2. La mezcla se mantuvo en agitacion constante hasta la aparicion de un precipitado
(aprox. 15 min). Posteriormente, el sistema se llevo a temperatura de ebullicion bajo
agitacion vigorosa, afiadiendo 18 mL de EtOH adicionales para mantener la fluidez
de la suspensioén. La mezcla de reaccién se enfrié bruscamente en un bafio de hielo-
agua para favorecer la cristalizacion. El solido obtenido se recuperé mediante
filtracion al vacio y se lavo con EtOH frio. La pureza del producto se monitored por
cromatografia en capa fina (TLC) utilizando una fase mévil de AcOEt/Hexano (50:50).
El compuesto 3 se obtuvo como un sélido cristalino blanco con un rendimiento del
72.5% (36.27 mmol) (PM: 135.07 g/mol).
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Anexo 3

3 1}
000

R: 01) OMe, 02) Cl, 03) Me, 04) H, 05) NO,

Figura A3. Sintesis de acidos mediante la Reaccion de Castagnoli-Cushman

En un matraz bola de fondo plano de 250 mL, se vertieron 240 mL de tolueno anhidro
(secado previamente con Na2SO4 y mallas moleculares de 4 A. Se disolvieron 35
mmol (7.727 g) 3 y, posteriormente, se adicionaron 42 mmol (4.792 g) de 4. La
mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitaciéon y se monitore6 mediante TLC; el
tiempo de reaccion se limitd a un maximo de 24 h para evitar la formacién de
productos de degradacién. Pasado este periodo, la suspension se filtré al vacio para

separar las mallas moleculares y el solido precipitado.

Elfiltrado se concentrd hasta obtener un residuo amorfo de coloracion rosacea. Tanto
este residuo como el sélido precipitado se sometieron a un proceso de purificacion
por recristalizacion mediante un sistema par de disolventes (MeOH/Tolueno). En
caso de haberse detectado impurezas por TLC (fase mévil AcOEt/Hexano 50:50 con
1% de HCOOH), se realiz6 un tratamiento con carboén activado y filtracidon en caliente.
La recristalizacion se efectud disolviendo el producto en el minimo volumen de MeOH
a ebullicion, adicionando tolueno caliente gota a gota hasta la aparicion de turbidez
persistente y permitiendo el enfriamiento gradual para la formacion de cristales. Las
mallas moleculares se lavaron con MeOH caliente para recuperar trazas de 5, las
cuales fueron purificadas bajo las mismas condiciones. 5 se obtuvo como un sdlido
cristalino de color rosa (AFAE-1) o blanco (AFAE-2 a AFAE-4), con un rendimiento
del 51.6% (18.07 mmol, 4.501 g) (PM: 249.10 g/mol).
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Anexo 4
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Figura A4. Espectro de RMN de '"H de AFAE-2. Las sefiales asignadas al compuesto:
0 12.10 ppm (1H, -COOH), & 10.03 ppm (1H, H metinico del anillo), & 7.61 ppm (2H,
aromaticos), & 7.33 ppm (2H, H aromaticos), & 2.34, & 2.27 y & 1.80 ppm

correspondientes a los CH, del anillo de piperidinona.
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Figura A4.2. Espectro HSQC '"H-"2C correspondiente a AFAE-2. Se muestran las
correlaciones heteronucleares directas entre protones y carbonos unidos a un

enlace, empleadas como apoyo para la asignacion estructural del compuesto.
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Anexo 5
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R: 01) OMe, 02) C1, 03) Me, 04) H, 05) NO,

Figura A5. Activacion carboxilica mediante 1,1'-Carbonildiimidazol

En un matraz bola de fondo plano de 50 mL, se disolvieron 5 mmol (1.2455 g) de 5
en 7 mL de THF anhidro bajo atmdsfera inerte. Una vez obtenida una solucién
homogénea, se adicionaron 6 mmol (0.9827 g) de 6. La mezcla se mantuvo bajo
agitacion vigorosa, observandose de inmediato el desprendimiento de CO2. La
reaccion se prolongd durante 2 h tras el término del burbujeo para asegurar la
formacion completa de 7. Debido a su reactividad, 7 no fue purificado, empleandose
in situ para el siguiente paso; la interrupcion del burbujeo se tomé como indicador de

la conversion.
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Anexo 6
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Figura A6. Sintesis de las amidas mediante sustitucion nucleofilica

El matraz que contenia a 7 se enfrié externamente en un bano de hielo hasta alcanzar
una temperatura aproximada de 4 °C. Posteriormente, se adicionaron lentamente 4
equivalentes (5 mL) de 8. La baja temperatura se mantuvo durante la adicion para
minimizar la competencia nucleofilica del disolvente (MeOH). El progreso de la
reaccion se monitore6 mediante TLC utilizando el sistema de elucion
AcOEt/Tolueno/ACN/HCOOH (73:20:5:2) hasta observar la conversion maxima de 7

hacia 9.

La purificacion cambié segun el derivado obtenido, para AFAE-1 se realizé una
filtracion simple para remover impurezas, seguida de una recristalizacion con EtOH
caliente. Para AFAE-3 y AFAE-4, se emple6é una resuspensiéon en una solucién
acuosa de NaOH (pH 13), seguida de una filtracion y posterior recristalizacion en
EtOH caliente. 9 se obtuvo como un producto blanco, con morfologia cristalina y un
rendimiento del producto purificado de 49.77% (2.48 mmol, 0.6174g) (PM: 248.12
g/mol).
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Anexo 7
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Figura A7.1. Espectro de RMN de 'H de AFAE-1. Las sefales asignadas al
compuesto: © 9.74 ppm (1H, H metinico del anillo), & 7.5 ppm (2H, aromaticos), 6
6.85ppm (2H, H aromaticos), 6 7.30y 6 6.77 (2H, -CONH2) 6 3.7 ppm (3H, -OCH,) y
02.28,0 2.10 y & 1.68 ppm correspondientes a los CH, del anillo de piperidinona.
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Figura A7.2. Espectro HSQC "H-"*C correspondiente a AFAE-1. Se muestran las
correlaciones heteronucleares directas entre protones y carbonos unidos a un

enlace, empleadas como apoyo para la asignacion estructural del compuesto.
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Figura A7.3 Espectro de RMN de 'H de AFAE-3. Las senales asignadas al
compuesto: 8 9.79 ppm (1H, H metinico del anillo), & 7.47 ppm (2H, aromaticos), &
7.07 ppm (2H, H aromaticos), 6 7.30 y 8 6.76 (2H, -CONH2) & 2.23 ppm (3H, -CH3) y
02.29,02.10 y & 1.79 ppm correspondientes a los CH, del anillo de piperidinona.
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Figura A7.4. Espectro HSQC "H-"*C correspondiente a AFAE-3. Se muestran las
correlaciones heteronucleares directas entre protones y carbonos unidos a un

enlace, empleadas como apoyo para la asignacion estructural del compuesto.
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Figura A7.5. Espectro de RMN de 'H de AFAE-4. Las sefales asignadas al
compuesto: & 9.89 ppm (1H, H metinico del anillo), & 7.59 ppm (2H, aromaticos), 6
7.28 ppm (2H, H aromaticos), & 7.30 y & 6.77 (2H, -CONH2), & 7.28 ppm (1H,
aromatico), 6 2.31, 6 2.10 y & 1.80 ppm correspondientes a los CH, del anillo de

piperidinona.
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Figura A7.6. Espectro HSQC "H-"*C correspondiente a AFAE-2. Se muestran las

correlaciones heteronucleares directas entre protones y carbonos unidos a un

enlace, empleadas como apoyo para la asignacion estructural del compuesto.

58

f1 (ppm)



Calculated

'H Spectrum

Figura A8.1. Espectro predicho para el enantiomero S de AFAE-1

Calculated

'H Spectrum

Figura A8.2. Espectro predicho para el enantiomero R de AFAE-1
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