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ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) consists of a metabolic disorder characterized by chronic
hyperglycemia resulting from a deficient insulin secretion and/or action and due to
both its incidence and prevalence is has become a health emergency. Therefore,
for this project a series of 3-(4-aminophenyl)propionic acid amides (YZN 1 — 11)
was prepared through a synthesis route consisting of five steps, these compounds
were purified and characterized by NMR spectroscopy and mass spectrometry.

A Pharmacological Consensus Analysis (PhaCA) was performed using several
chemoinformatic tools thus establishing the order or priority in which compounds
would be studied. The results allowed us to identify compounds YZN-1, YZN-5 and
YZN-10 as computational hits so these molecules were further evaluated in vivo
and in vitro.

The three selected compounds behaved as antihyperglycemic agents when
administered p.o. for an oral glucose tolerance test in mice at 100 mg/kg. When the
area under the curve of these results was analyzed, YZN-10 proved to have a
slightly better efficacy than YZN-1 and YZN-5. For this reason, it was decided that
further testing was required and so an acute assay in streptozotocin/nicotinamide
induced diabetic mice was performed and as a result, YZN-10 managed to show a
decrease of 30 % in blood glucose levels.

On the other hand, compounds YZN-5 and YZN-10 were able to also have effects
on intracellular calcium and insulin release in RINm5F cells when tested in vitro in
a manner that could potentially be attributed to FFAR1 (or GPR40) activation.
However, more research is needed to confirm this theory.

The findings in this project contribute with important facts that aid in the search for
potential bioactive compounds for the management of T2D given that these results
along with previous findings in prior theses, allow us to confirm that the inclusion of
fatty acid residues to the hydrophobic region improves the probability of obtaining
active compounds.




RESUMEN

La Diabetes Tipo 2 (DT2) consiste en un desorden metabdlico caracterizado por
hiperglicemia crénica como resultado de la incorrecta secrecion y/o accion de la
insulina y debido a su incidencia y prevalencia ésta se ha convertido en una
emergencia de salud. Por lo tanto, para este proyecto se preparé una serie de
amidas derivadas del acido 3-(4-aminofenil)propionico (YZN 1 — 11) mediante una
ruta de sintesis de 5 pasos. Posteriormente, estos compuestos fueron purificados
y caracterizados mediante técnicas espectrométricas y espectroscopicas.

A la serie propuesta se le realizé un analisis de consenso farmacologico para el
cual se utilizaron diversas herramientas quimioinformaticas, identificando asi a los
compuestos YZN-1, YZN-5 y YZN-10 como hits computacionales y estos fueron
ensayados tanto in vivo como in vitro.

Los tres compuestos seleccionados se comportaron como moléculas
antihiperglicemiantes en una prueba de tolerancia a la glucosa oral a una dosis de
100 mg/kg y al analizar el area baja la curva de estos resultados, el compuesto
YZN-10 demostré una actividad mas pronunciada que YZN-1 y YZN-5. Debido a
esto, se decidié probarlo en un ensayo antidiabético agudo, en el cual se demostré
nuevamente su actividad como antihiperglicemiante al lograr la reduccién en los
niveles de glucosa en un 30 %.

Adicionalmente, los compuestos YZN-5y YZN-10 lograron influenciar la secrecion
tanto de calcio intracelular como insulina en células de insulinoma pancreatico
RINmM5F en una manera que podria estar potencialmente atribuida a la activacion
de FFAR1 o GPR40.

Los hallazgos encontrados en este proyecto significan un aporte importante en la
busqueda de compuestos con potencial accién antihiperglicemiante debido a que
unificando estos resultados con los de tesis previamente desarrolladas, hemos
confirmado que la inclusién de acidos grasos saturados como regién hidrofébica
aumenta la probabilidad de que estos compuestos presenten actividad.
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1. INTRODUCCION

La diabetes es un desorden metabdlico de origen multifactorial que comprende un
conjunto de alteraciones en el metabolismo, tanto de carbohidratos como de
lipidos y proteinas, en respuesta a defectos en la secrecion y/o accion de la
insulina, lo cual provoca un estado hiperglicémico crénico que, a largo plazo,
puede generar alteraciones irreversibles en la funcién de varios 6rganos.!

Como se puede observar en la Figura 1, en el 2019, la FID (Federacion
Internacional de la Diabetes) estimé que 463 millones de adultos presentaban
diabetes y que esta cifra podria alcanzar los 700 millones para el afio 2045,
representando un incremento en la prevalencia del 51 %.? Ademas, la FID también
estim6 que México ocupa el 6to lugar en nimero de personas con diabetes con
12.8 millones de individuos diagnosticados, colocandose asi esta enfermedad
como una emergencia de salud que debe ser atendida.

MEXICO

12.8 millones

M < 100 mil
M 100 a 500 mil o
M 500 mil a 1 millén
12 10 millones MUNDO /f
+51%

M 10 a 20 millones
B > 20 millones
M Sin estimaciones

Figura 1. Estimacion de nimero de personas con diabetes por regién en el afio 2019 y
predicciones para el afio 2045

1.1. Clasificacion actual de la diabetes

A lo largo de los afios, ha surgido la necesidad de identificar de manera mas
concisa a los distintos niveles en que se presentan las alteraciones del control de
la glicemia. Debido a esto, en 1999 la Organizacion Mundial de Salud establecio
una clasificacibn que organiza a estas alteraciones del control glicémico de
acuerdo a su origen y a las etapas clinicas en las que se presenta. Este sistema
de clasificacion se ilustra en la Tabla 1, en donde el color azul representa las
etapas en que el tipo de diabetes puede incurrir.®
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Tabla 1. Clasificacion actual de la diabetes de acuerdo con la OMS

Hiperglicemia

Diabetes mellitus

IGT

Clasificacion Normoglucemia o No requiere Requiere Requiere
I)IIZG inSL?Iina insulina para insulina para
control supervivencia
Tipo 1
Autoinmune
Idiopatica
Tipo 2

Resistencia a la
insulina

Defectos en la
secrecion de
insulina

Hiperglicemia
gestacional

IGT: Del inglés Impaired Glucose Tolerance que se traduce como Tolerancia la Glucosa Alterada
IFG: Del inglés Impaired Fasting Glucose que se traduce como Glucosa en Ayuno Alterada

La diabetes tipo 2 o también conocida como diabetes no insulinodependiente es la
forma mas comun en la que se presenta esta enfermedad, representando el 90 %
de los casos de diabetes diagnosticados actualmente.®

1.2. Criterios de diagnéstico

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010, Para la
prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus los criterios de diagndstico
son los siguientes:

e Presencia de sintomas clasicos (poliuria, polidipsia y polifagia) y una
glucemia plasmatica casual > 200 mg/dL

e Glucemia plasmatica en ayuno > 126 mg/dL

e Glucemia > 200 mg/dL dos horas después de una carga oral de 75 g de
glucosa anhidra disuelta en agua

Estos criterios se deben confirmar repitiendo la prueba en un dia diferente.
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1.3. Terapia actual

En la Figura 2 se ilustra de manera general la terapia actualmente disponible para

= |nsulinosensibilizadores

el tratamiento de la DT2.6

— Sulfonilureas

— Glinidas

m Secretagogos g

= Analogos GLP-1

e |nhibidores DPP-4

Agentes antidiabéticos

Inhibidores de la a.-glucosidasa

Agonistas de dopamina

Figura 2. Terapia clasica para el tratamiento de la DT2




2. ANTECEDENTES

2.1. Derivados del acido cinamico

En afos recientes, tanto el acido cinamico como sus derivados (ilustrados en la
Figura 3) han captado el interés de varios grupos de investigacion debido a las
propiedades benéficas que se ha asociado a su consumo en la dieta.

(0] (o)
™ o A OH HO NS OH
HO HO
Acido cinamico Acido p-cumarico Acido caféico
(0] (0]
/0 NS OH HO N OH
HO o
Acido ferulico Acido isoferdlico

Figura 3. Estructura del acido cinamico y sus derivados
Diferentes grupos de investigacion han reportado los efectos que tienen tanto el

acido cinamico como sus derivados’-®2 en modelos in vivo, in vitro y ex vivo. Estos
efectos se resumen en la Figura 4.

# Secreciénde insulina

14 Glucolisis hepéatica § Gluconeogénesis
Secrecionde 3 Absorciénintestinal de
L) adiponectina fo) glucosa
X OH
4 Captacién de glucosa § Glicacion de proteinas
4 Funcion B-pancreética ¥ Adipogénesis

‘ Proteinafosfatasade
tirosina

Figura 4. Efectos del acido cinamico y sus derivados®

Por lo tanto, esta molécula de origen natural constituye un bloque de partida
importante para la generacion de nuevos compuestos bioactivos que puedan ser
utilizados para el tratamiento experimental de la DT2.




2.2. Blancos terapéuticos

2.2.1. Aldosareductasa

A lo largo de los afos, se han propuesto varios mecanismos de patogenicidad que
podrian originar a las complicaciones de la diabetes, entre los cuales se encuentra
la via de los polioles.® Esta via se compone por dos pasos; la conversiéon de
glucosa a sorbitol mediada por aldosa reductasa y NADPH y la posterior oxidacion
del sorbitol a fructosa a través de sorbitol deshidrogenasa y NAD*, tal como se
presenta en la Figura 5.

CHO CH,0OH CH,0OH
H——OH Aldosa H——OH Sorbitol —0
HO——H reductasa HO——H deshidrogenasa HO——H
H——OH H——OH H——OH
H——oH NADPH NADP* H—l_ oy NAD* NADH 1 oH
CH,OH CH,0OH CH,OH

Figura 5. Via de los polioles

La enzima citosolica aldosa reductasa se encuentra presente en la mayoria de los
tejidos que se ven afectados por la diabetes, por lo cual el estudio de su rol en la
progresion de las complicaciones de la diabetes ha adquirido gran auge. De
manera fisiologica, aldosa reductasa o AR se encarga de reducir a algunos
aldehidos toxicos producidos a partir de especies reactivas de oxigeno (por sus
siglas en inglés ROS; Reactive Oxygen Species) a sus correspondientes alcoholes
inactivos. Sin embargo, en condiciones de hiperglicemia, AR también cataliza la
conversion de glucosa a sorbitol (uno de los principales osmorreguladores
extracelulares) empleando a NADPH como coenzima vy, por lo tanto, provocando
una deficiencia en las concentraciones de ésta, cuya presencia es crucial para la
produccion de glutation (GSH). Este mecanismo se ilustra en la Figura 6.0

téxicos

Alcoholes
inactivos

Aldehidos —~>{ Aldosa reductasa I—‘—)

Hiperglicemia |L

<>

Glutation
reductasa

!

GSH

deshidrogenasa
\\ > Sorbitol Fructosa

NAD*

Sorhitol

NADH

Productos finales
de glicacion

Estrés I
oxidativo

Figura 6. Mecanismo de patogenicidad de aldosa reductasa
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Por lo tanto, la actividad exacerbada de AR durante condiciones hiperglicémicas
provoca tanto estrés osmatico, debido a la acumulacién de sorbitol en el interior de
las células (debido a que este poliol no difunde a través de las membranas), como
estrés oxidativo al disminuir las proporciones NADPH/NADP*, dando origen, de
esta manera, a complicaciones microvasculares. Cabe destacar que la posterior
conversion del sorbitol a fructosa también contribuye al estrés oxidativo al
aumentar los productos avanzados de glicacion cuando la fructosa, que es una
cetona, reacciona con los grupos amino presentes en las proteinas creando bases
de Schiff.

Entonces, la disminucion de la actividad de esta enzima mediante su inhibicion
podria ofrecer una alternativa que nos permita prevenir el desarrollo de las
complicaciones clasicas en pacientes diabéticos.

2.2.2. Inhibidores de aldosa reductasa

En un principio se conocia que la enzima AR presentaba una afinidad muy alta
hacia los aniones organicos por lo que, aungque se han desarrollado ARIs (por sus
siglas en inglés Aldose Reductase Inhibitors) derivados de estructuras quimicas
diversas como las que se ejemplifican en la Figura 7, los acidos carboxilicos, que
a pH fisiologico de 7.4 se encuentran en su forma de carboxilato, siguen siendo las
estructuras base mas importantes para lograr la inhibicion de esta enzima.

o)
 Pon 0
o Acidos carboxilicos I/[(
N HN-
R” “OR, X
Esteres o

/ Hidantoinas
0, INHIBIDORES DE
- » R-SO;H
/ ALDOSA REDUCTASA

Benzofuranos / Acidos sulfénicos
0 0
O
(o]
Benzopiranos (o) Sulfonamidas
NH

7
>

Quinazolinonas
Figura 7. Grupos funcionales que han presentado actividad como ARIs1:12

En particular, en la Tabla 2 se enlista una quimioteca de derivados del acido 3-
fenilpropionico o también conocido como acido dihidrocinamico asi como el acido
cinAmico (acentuado en verde), que actian como inhibidores de aldosa reductasa
y que para fines de este proyecto se consideran de alta importancia.
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Tabla 2. ARI’'s derivados del acido 3-fenil

propioénico

NOMBRE IUPAC ESTRUCTURA CARACTERISTICAS | REFERENCIA
Acido 2-(3-(naftalen-2- Clso=0.12 uM
ilmetil)-2-oxo-2,3-dihidro- E inti 13
1H-inden-1-il)acético armacocinetica
pobre
Acido 2-(4-ox0-3-((5- OH
(trifluorometil)benzol[d]tiazol-
2-il)metil)-3,4- SN N Clso = 3.1 nM 14
dihidroftalazina-1-il)acético \ |
(Zopalrestat) N\/’\S
(o)
(0]
Acido (2-((4-bromo-2- OH
fluorobencil)carbamotioil)-5- F o F Br Clso = 30 nM 15
fluorofenoxi)acético H
S
(0]
Acido (7-cloro-1,1-di6xido-2- HJ\OH F
(2,4,5-trifluotobencil)-2,3- N. N E _ 16
dihidro-4H-pirido[2,3- S Clso = 380 nM
e][1,2,4]tiadiazin-4-il)acético NN
Cl ,S\
/\
F
OH
<. . . 0]
Acido cinamico Clso = 3 pg/mL 8
(0]
Acido 3-(4-([1,1"-bifenil]-3-
ilmetoxi)fenil)propiénico Clso = 8.9uM 17

(ACB-1)
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2.2.3. Proteina Fosfatasa de Tirosina

La enzima proteina fosfatasa de tirosina 1B o, por sus siglas en inglés, PTP-1B se
localiza cerca de la superficie citoplasmatica del reticulo endoplasmatico y se
expresa de manera ubicua, incluyendo los tejidos sensibles a la insulina. Como su
nombre lo indica, esta proteina es responsable de la desfosforilacion de los
residuos de tirosina presentes en algunas proteinas mediante una triada catalitica
de aminoacidos conformado por Cys 215, Arg 221 y Asp 181 que se esquematizan
en la Figura 8.18

Figura 8. Desfosforilacion de un residuo de tirosina mediante la triada catalitica

En diferentes laboratorios de investigacion se ha concluido®?° que PTP-1B actia
como un regulador negativo de la via de sefalizacion tanto de la insulina como de
la leptina, debido a su actividad como fosfatasa en puntos criticos de estas vias,
como lo son la autofosforilacion del receptor de insulina, la fosforilacién de sus
sustratos (IRS) y la fosforilacion de JAK2 para la activacion de STAT3 tal y como
se muestra en la Figura 9.

O Insulina

Receptor de
insulina

y

Apetito y
J homeostasis
PI3K Captacion y energético
L é .
P110/p85 metabolismo
de la glucosa

Figura 9. Mecanismo de regulacion negativa de PTP-1B?!
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El resultado de esta actividad se traduce como resistencia a la insulina y a la
leptina, los cuales son los principales defectos de la diabetes tipo 2. Por lo tanto, la
inhibicién de esta enzima ofrece un tratamiento atractivo prolongando el tiempo en
el que se encuentran activas estas vias.

2.2.4. Inhibidores de PTP-1B

Debido a la naturaleza conservada del sitio catalitico en todas las proteinas
fosfatasas de tirosina (PTP’s), es dificil conseguir que un compuesto presente
selectividad hacia PTP-1B vy, por lo tanto, actividad in vivo. Como resultado de
esto, soOlo tres moléculas (Figura 10) han alcanzado fases clinicas, aunque su
estudio se ha descontinuado debido a que presentan diferentes efectos adversos.

JTT-551

pK, = 4.3
COOH

Trodusquemina
Figura 10. Estructuras quimicas de inhibidores de PTP-1B

Una de las propiedades principales que se comparte entre estas moléculas en la
Figura 10 es que contienen grupos funcionales acidos (rojo) que logran mimetizar
a la tirosina fosforilada.

Lakshmi y colaboradores’ investigaron el efecto del acido cinAmico aislado de
Cinnamomum cassia como inhibidor de PTP-1B y descubrieron que éste logra
hacerlo de manera concentracion-dependiente con una Clso de 4.4 uM. Gracias a
este hallazgo, la busqueda de moléculas derivadas del acido cindmico adquirié un
auge importante para la obtencién de compuestos bioactivos con esta cualidad.

En el 2014, Yan-Bo y colaboradores?? reportaron una serie de derivados del acido
3-fenilpropionico o acido dihidrocinamico, cuya estructura de partida se ilustra en
la Figura 11. Esta molécula actia como inhibidor de la PTP-1B con una Clso de
10.2 uM, lo cual lo convierte en un hit experimental.
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Figura 11. Derivado de &cido 3-fenilpropiénico como inhibidor de PTP-1B

En este estudio concluyeron que el acido 3-fenilpropiénico constituye un fragmento
importante que tomar en cuenta para el disefio de compuestos con actividad
inhibitoria sobre PTP-1B.
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2.2.5. Receptor de acidos grasos libres tipo 1

El receptor de acidos grasos libres tipo 1, por sus siglas en inglés FFAR1 o
también conocido como GPR40, pertenece a la familia de los receptores
acoplados a proteina G que reconocen a los 4cidos grasos y se expresa tanto en
células B-pancredticas como en enterocitos y en el cerebro. Es una diana
terapéutica de alta relevancia para el tratamiento de la diabetes tipo 2 debido a
que al activarse actia como secretagogo de insulina en respuesta a la
hiperglicemia. Para poder entender cdmo es que esto sucede, es importante
revisar el mecanismo de secrecion de insulina en condiciones normales.??

Canal Kp Despolarizacion Canal Ca2*
m Secrecion
de insulina
ATP/ADP S
1 \\
) ,
(0N} Fosfolipasa D Acidos
O Glucélisis IPs C gé— grasos
s PKA 1 AMPc FFAR1
Canal K*
dependiente de
voltaje

Figura 12. Mecanismo de accion de GPR40 en células B-pancreaticas

Como se esquematiza en la Figura 12, cuando la glucosa es internalizada en las
células B-pancreaticas mediante el transportador GLUT-2, ésta es metabolizada
produciendo ATP. Al aumentarse la relacion ATP/ADP, los canales de potasio
dependientes de ATP (Katp) se cierran, provocando la despolarizacién de la
membrana y la consecuente apertura de los canales de calcio dependientes de
voltaje permitiendo asi, la entrada de Ca?* para iniciar la exocitosis de los granulos
en los que se encuentra almacenada la insulina. FFARL, por lo tanto, actia como
potenciador de este mecanismo, ya que al reconocer a su ligando el receptor
activa a la fosfolipasa C aumentando las concentraciones de IP3 y DAG lo que
promueve la secrecién de Ca?* incrementando la secrecion de insulina.

Es debido a esto que moléculas de origen sintético que logren un efecto agonista
sobre FFARL1 representan una terapia atractiva para el control del nivel de glucosa
en pacientes diabéticos ya que este mecanismo de accion no permite que exista
un efecto hipoglucemiante.?25
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2.2.6. Agonistas de FFAR1 o GPR40

Los ligandos enddgenos de este receptor consisten en &cidos grasos
poliinsaturados de cadena media a larga como lo son el acido docosahexaenoico
(DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA) (Figura 13).%¢

EPA
Figura 13. Estructuras quimicas del DHA y del EPA

En la Tabla 3 se enlistan algunos agonistas experimentales que contienen al
fragmento de &cido 3-fenilpropidnico. De entre estas moléculas se destaca a
GW9508?%’, ya que esta molécula ha dado origen a estructuras derivadas de ésta
que han conservado la actividad sobre FFAR1, como lo es la molécula ACB-7.

Tabla 3. Agonistas de FFAR-1 derivados del acido fenilpropiénico

NOMBRE IUPAC ESTRUCTURA CARACTERISTICAS | REFERENCIA
(0]
3 (o)
Acido 3-(4-((3- OH
fenoxibencil)amino)fenil)propiénico CEso =50 nM
(GW9508)
N
H
| (0] (0]
Acido 3-(4-((4-(2-(metoxiimino)-2- ~.._N
feniletoxi)bencil)oxi)fenil)propionico o OH CEso < 10nM
(o)
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OH
Acido 3-(4-(o-
toluiletinil)fenil)propiénico O CEso =46 nM
(TUG-488)
o
o] (0]
Acido 3-(2-((2,3,5,6- cl cl OH
tetraclorofenil)amino)benzo[d]oxazol- N CEso = 630 nM 22
5-il)propidnico cl HN—(’
(o)
(0]
OH
Acido 3-(4-(2-((4-isopropil-2- CF o
(trifluorometil)fenil)amino)-2- 3 H CEso =4 nM
oxoacetamido)fenil)propiénico \(©/N\[I)LN
H
o
(0]
Acido 3-(4-([1,1’-bifenil]-3-
ilmetoxi)fenil)propiénico CEso = 75 nM 17

(ACB-7)
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3. JUSTIFICACION

Debido a que tanto en nuestro pais como a nivel mundial existe una alta tasa de
morbilidad y mortalidad a causa de la DT2 y a que algunas de las opciones
farmacologicas para el tratamiento de esta enfermedad han sido retiradas del
mercado por presentar problemas de toxicidad, existe la necesidad de contar con
nuevas alternativas farmacologicas para su tratamiento. Por otro lado, en el 2019,
la IDF estim6é un gasto anual de 760 mil millones de ddlares para el abordaje
terapéutico de la DT2 y, debido a que su prevalencia va en aumento se espera
gue esta cantidad incremente.

El empleo de herramientas computacionales y de un disefio racional dirigido a
dianas terapéuticas especificas ofrecen una opcion para la generacion de
compuestos mas seguros, con mayor probabilidad de presentar actividad y un
perfil farmacocinético adecuado, ahorrando recursos de investigacion al descartar
las moléculas que no cumplen estos criterios.

Por lo tanto, en este proyecto se propone el disefio, sintesis y evaluacién in combo
de una serie de moléculas con potencial accidén antidiabética siguiendo una serie
de pasos que involucran un analisis de consenso farmacolégico para la seleccion
de moléculas lideres seguras.

4. HIPOTESIS

Los compuestos derivados de acidos 4-arilamidofenilpropionicos presentaran
efecto antidiabético debido a que comparten el patrén farmacoférico unificado de
moléculas antihiperglicemiantes.

5. OBJETIVO GENERAL

Disefiar, sintetizar, caracterizar y evaluar el efecto antidiabético in combo de una
serie de compuestos (YZN 1 — 11) derivados del acido 4-arilamidofenilpropionico.

OBJETIVOS PARTICULARES

I. Disenfar, sintetizar y caracterizar una serie de compuestos (YZN 1 - 11) de
tipo acido 4-arilamidofenilpropionico.

II. Evaluar in silico las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas,
farmacodinamicas y toxicoldgicas de la serie YZN.

lll.  Realizar el acoplamiento molecular automatizado de los compuestos
propuestos sobre las dianas terapéuticas seleccionadas, ademas del
estudio de sus interacciones.

IV. Determinar qué compuestos de la serie presentan mejores propiedades
mediante un andlisis de consenso farmacolégico y evaluar su efecto
antidiabético in vivo tanto en un modelo murino normoglucémico como de
diabetes no insulinodependiente.

V. Analizar el efecto de los compuestos lideres en células RINM5F para
cuantificar el movimiento de calcio y la secrecion de insulina.
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6. CONSIDERACIONES QUIMICO-FARMACEUTICAS PARA EL DISENO

6.1. Patron farmacoférico unificado de moléculas antihiperglicemiantes

Para el disefio de las moléculas que conforman la serie YZN se tomo en cuenta al
patron farmacoforico unificado de moléculas que presentan actividad antidiabética,
el cual se ilustra en la Figura 14.

Espaciador Fragr_nento
acido

flexible

Fragmento
hidrofébico

Figura 14. Patron farmacoforico unificado de moléculas con actividad antidiabética

Para la region acida se seleccion6 al acido 3-fenilpropidénico tomando en cuenta a
las moléculas GW95082%” y ACB-7%’. Como se observa en la Figura 15, ademas
de mantener al biciclo 3-fenilbenceno de ACB-7, se afiadié tanto un a-naftaleno

como una serie de bencenos sustituidos en la posicion 4.
o

Inhibidor de aldosa reductasa y agonista Actividad hipoglucemiante
o

FFAR-1
o
SACE
H
GW9508
Agonista FFAR-1
|

0

L

H
YZN1-11
1. R = 3-Bifenilo; 2. R = 1-Naftilo; 3. R = 4-Clorofenilo; 4. R = 4-Fluorofenilo; 5. R = 2,4-Diclorofenilo; 6. R = 4-
Metilfenilo; 7. R = 4-Trifluorometilo; 8. R = 4-Cianofenilo; 9. R = 4-Nitrofenilo; 10. R = n-Heptadecilo; 11. R = 2-
Estirilo
Figura 15. Consideraciones del disefio para la serie YZN

6.2. Reglas de Lipinski

Para el disefio racional de compuestos con potencial accion terapéutica se deben
considerar ciertos parametros que, a lo largo del tiempo, se han establecido como
reglas basicas para aumentar la probabilidad que las moléculas propuestas
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muestren una buena biodisponibilidad tras su administracion por via oral. Las
reglas de Lipinski?® o la regla de los 5, consta de 4 parAmetros que se enlistan a
continuacion.

e Un peso molecular menor a 500 g/mol

e Un valor de lipofilicidad, expresado como logP menor a 5

e Un numero de donadores de puente de hidrogeno menor a 5

e Y un numero de aceptores de puentes de hidrogeno menor a 10.

Para la evaluacion de estos parametros se hizo uso del portal quimioinformético
Molinspiration®®, el cual se encuentra libre para su uso en la direccion
https://www.molinspiration.com/cqi-bin/properties y cuenta con varias herramientas
de andlisis, asi como la posibilidad de usarlo a través de cédigos SMILES (por sus
siglas en inglés, Simplified Molecular Input Line Entry Specification).

Como se puede observar en la Tabla 4, ninguno de los compuestos presenta mas
de 1 violacion a las reglas de Lipinski, por lo que no se espera que presenten
problemas de absorcién y permeabilidad tras su administracion via oral.3!

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas calculadas para la serie YZN

Compuesto Peso Log Aceptores Donadores Enlaces TPSA Violaciones
molecular P H H rotables alaregla

YZN-1 345.40 - 4 2 6 66.4 0
YZN-2 319.36 - 4 2 5 66.4 0
YZN-3 303.75 - 4 2 5 66.4 0
YZN-4 287.29 - 4 2 5 66.4 0
YZN-5 338.19 - 4 2 5 66.4 0
YZN-6 283.33 - 4 2 5 66.4 0
YZN-7 337.30 - 4 3 6 66.4 0
YZN-8 294.31 - 5 2 5 90.2 0
YZN-9 314.30 - 7 2 6 112.2 0
YZN-10 431.66 - 4 2 20 66.4

YZN-11 295.34 - 4 2 6 66.4 0
Control 361.40 - 5 2 7 75.63 0
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este proyecto se encuentra formado por las siguientes partes:

a)

b)

d)

Parte quimica

El disefio y la sintesis de los compuestos YZN 1 — 11 fue realizada en el
Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos (FF-UAEM). El andlisis espectroscépico (RMN H y 13C)
y el analisis espectrométrico (Masas por Impacto Electrénico) fueron
realizados en colaboracion con el Dr. Emanuel Hernandez Nufiez del
Departamento de Recursos de Mar en CINVESTAV unidad Mérida.

Parte computacional a priori

La cual consta a su vez por la prediccion de la actividad biolégica utilizando
el servidor en linea PASS (por sus siglas en inglés Prediction of Activity
Spectra of Substances) y SwissTargetPrediction, ademas del acoplamiento
molecular refinado empleando AutoDock Vina y MOE, la prediccion de su
perfil toxicolégico por ACD/ToxSuite, admetSAR y OSIRIS, y la estimacion
de propiedades ADMET por admetSAR, preADMET y OSIRIS.

Parte farmacoldgica.

Realizada en el Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (FF-UAEM)
bajo la direccién del Dr. Elix Alberto Dominguez Mendoza. Ademas, las
pruebas in vitro se llevaron a cabo a través de la colaboracién con el Dr.
Julio César Almanza Pérez del Departamento de Ciencias de la Salud en la
Universidad Auténoma Metropolitana, unidad Iztapalapa.

Parte computacional a posteriori.

Esta parte esta conformada por el analisis a profundidad de los compuestos
mas activos sobre FFAR-1, el cual fue realizado bajo la asesoria del Dr.
César Millan Pacheco y en colaboracion con el Laboratorio Nacional de
Supercomputo del Sureste de México.
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7.1. PARTE QUIMICA
Analisis retrosintético

Para poder realizar la sintesis de los compuestos disefiados, se debe llevar a cabo
el analisis retrosintético para establecer las materias primas y la ruta de sintesis
adecuadas, tal como se ilustra en el Diagrama 1.

YZN1-11
IGF
/0 N
( 1
Ve ]
i g /©/\){‘:9/’
A,
R
" H
YZN 1a - 11a
/’-“\ (0]
IGF 5\ _
i l< ! -+ (o]
‘JLCI ,’ R)JLOH,
YZN-12

1. R = 3-Bifenilo; 2. R = 1-Naftilo; 3. R = 4-Clorofenilo; 4. R = 4-Fluorofenilo; 5. R = 2,4-Diclorofenilo; 6. R = 4-
Metilfenilo; 7. R = 4-Trifluorometilo; 8. R = 4-Cianofenilo; 9. R = 4-Nitrofenilo; 10. R = n-Heptadecilo; 11. R = 2-
Estirilo
Diagrama 1. Analisis retrosintético

Como se esquematiza en el Diagrama 1, la retrosintesis inicia con la
interconversién de grupo funcional (IGF) del &cido carboxilico por un éster,
posteriormente se realiza una desconexion en el enlace de la amida para obtener
el precursor YZN-12, asi como los acidos carboxilicos debidamente sustituidos, a
los cuales se les realiza una segunda interconversion de grupo funcional de acido
carboxilico a cloruro de acido, los cuales son materias primas comercialmente
disponibles. Por otro lado, al precursor YZN-12 se le realiz6 su propio andlisis
retrosintético para plantear una ruta de obtencion apropiada, la cual se ilustra en el
Diagrama 2.
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YZN-14 Acido 3-fenilpropiénico

Diagrama 2. Retrosintesis del precursor YZN-12

Esta retrosintesis inicia con la interconversion del grupo funcional de la amina por
un grupo nitro, seguida por una desconexion del enlace éster para la obtencion del
acido carboxilico precursor YZN-14 y metanol. Posteriormente se realizd una
desconexion del grupo nitro y el anillo de benceno para obtener a la materia prima
el &cido 3-fenilpropidnico, el cual es comercialmente disponible.
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Sintesis quimica
Sintesis del &cido 3-(4-nitrofenil)propiénico (YZN-14)

Mediante una sustitucion electrofilica aroméatica, se puso en reaccion al acido 3-
fenilpropiénico (1 equivalente) con el electrofilo ion nitronio (NO2)* (1.1
equivalentes) preparado in situ a partir de &cido nitrico y acido sulftrico en frio
(Diagrama 3), para la obtencion de la mezcla de los productos de nitracion en orto
y para, los cuales fueron separados por cromatografia de columna.

o) o NO, o
HNO
OH — 3 OH + OH
H,S0,, 0 °C
O,N
Acido YZN-14 Acido
3-fenilpropiénico 3-(2-nitrofenil)propidénico

Diagrama 3. Nitracion para la obtencién del precursor YZN-14
Sintesis del 3-(4-nitrofenil)propionato de metilo (YZN-13)

Mediante una esterificacion de Fischer se puso en reaccion el precursor YZN-14
con metanol y &cido sulfirico concentrado para la obtencion del éster metilico
precursor YZN-13 (Diagrama 4).

o} o
H,SO,
MeOH, A
O,N O,N
YZN-14 YZN-13
Diagrama 4. Esterificacion para la obtencién del precursor YZN-13

OH

Sintesis del 3-(4-aminofenil)propionato de metilo (YZN-12)

Mediante hidrogenacion catalitica, se puso en reaccion el precursor YZN-13 con
hidrégeno gas y paladio sobre carbono (Pd%C) para la obtencién de la amina
precursora YZN-12 (Diagrama 5).

(0] (o)
~ H, PdC
MeOH, t.a.
O,N H,N
YZN-13 YZN-12
Diagrama 5. Hidrogenacion catalitica para la obtencién del precursor YZN-12

(0]
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Sintesis de los precursores YZN la-11a

Mediante un acoplamiento de Schotten-Baumann se puso en reaccion el precursor
YZN-12 con los correspondientes cloruros de acido en diclorometano seco como
disolvente a temperatura ambiente y se empled trietilamina como base (Diagrama
6). Cuando era necesario, se afiadi6 DMAP (4-dimetilaminopiridina) como
catalizador (amidacion de Steglich).

o o)
0 - TEA -
X, : i °

R” “CI CH,Cl,, t.a. L
HoN R” N
2 H

YZN-12 YZN 1a - 11a

1. R = 3-Bifenilo; 2. R = 1-Naftilo; 3. R = 4-Clorofenilo; 4. R = 4-Fluorofenilo; 5. R = 2,4-Diclorofenilo; 6. R = 4-
Metilfenilo; 7. R = 4-Trifluorometilo; 8. R = 4-Cianofenilo; 9. R = 4-Nitrofenilo; 10. R = n-Heptadecilo; 11. R = 2-
Estirilo
Diagrama 6. Amidacion para la obtencién de los precursores YZN 1la - 1la

Sintesis de los compuestos finales YZN 1 - 11
Se llevé a cabo la hidrdlisis de los precursores YZN l1a — 11a utilizando LIOH como

base y una mezcla de dioxano con agua (3:1) como disolvente a reflujo para la
obtencion de los compuestos finales YZN 1 — 11 (Diagrama 7).

o o~ LiOH o OH
Dioxano:H,0O
A, 2 A,
H A H

YZN 1a - 11a YZN1-11
1. R = 3-Bifenilo; 2. R = 1-Naftilo; 3. R = 4-Clorofenilo; 4. R = 4-Fluorofenilo; 5. R = 2,4-Diclorofenilo; 6. R = 4-
Metilfenilo; 7. R = 4-Trifluorometilo; 8. R = 4-Cianofenilo; 9. R = 4-Nitrofenilo; 10. R = n-Heptadecilo; 11. R = 2-
Estirilo
Diagrama 7. Hidrdlisis para la obtencion de los compuestos finales YZN 1 - 11
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7.2. PARTE COMPUTACIONAL (A priori)
Predicciones farmacodinamicas
SwissTargetPrediction

El servidor en linea SwissTargetPrediction,3? disponible en
http://www.swisstargetprediction.ch/, es atil para predecir los blancos a los que los
compuestos disefiados podrian ser afines, usando una combinacion de similitud
de criterios en dos y tres dimensiones con moléculas de actividad reportada.

Este portal incluye predicciones sobre cinco modelos diferentes, humano, raton,
rata, vaca y caballo. En total, esta base de datos incluye 280381 moléculas que
interactian con 2686 dianas, de las cuales el 66% provienen de humano.

PassOnline

PASS3 es wuna herramienta quimioinforméatica disponible en linea
(http://www.way2drug.com/PASSOnline) de acceso libre que predice posibles
efectos tanto farmacoldgicos como téxicos basandose en la relacién estructura
actividad de compuestos ya reportados en la literatura. Esta prediccion esta dada
por un analisis de la similitud por fragmentos del compuesto ingresado al sistema
con aquellos que ya han sido reportados que presentan cierta actividad biologica.
Los resultados arrojados por este servidor consisten en una lista de diferentes
actividades bioldgicas organizadas de mayor a menor en funcion de Pa, el cual
indica la probabilidad de que el compuesto presente la actividad en cuestion.
Valores de Pa > 0.7 indican una buena probabilidad mientras que valores de Pa
entre 0.5 a 0.7 indican una probabilidad mediana y, por ultimo, valores por debajo
de 0.5 indican una probabilidad mas bien discreta de presentarla.
Complementando esta informacion, también se genera un valor Pi que indica la
probabilidad de que el compuesto sea inactivo.

Acoplamiento Molecular Automatizado

El acoplamiento molecular3* o docking, es una técnica computacional utilizada
para la prediccion de la conformacion y orientacion de una molécula pequefa
dentro de una zona delimitada en una proteina de estructura 3D previamente
determinada experimentalmente, ya sea por métodos cristalograficos, RMN o
modelados por homologia.
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Predicciones farmacocinéticas
admetSAR 2

admetSAR 2% es otra herramienta quimioinformatica en linea
(http://Immd.ecust.edu.cn:8000) de libre acceso que permite llevar a cabo
predicciones de las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de toxicidad de
los compuestos ingresados a la base. Este tipo de cribado es muy importante
debido a que muchos candidatos a farmaco no llegan al mercado debido a pobres
perfiles farmacocinéticos y propiedades toxicas inaceptables. Esto resulta en un
alto gasto de recursos que podrian ser dirigidos en el desarrollo de moléculas
candidatas bien disefiadas desde un principio.

PreADMET

Este sitio, al igual que admetSAR, es una aplicacion en la que se pueden llevar a
cabo predicciones farmacocinéticas, toxicoldégicas y de cuasifarmaco.
PreADMET®® se encuentra disponible para su libre uso en
https://preadmet.omdrc.kr/. Este realiza los célculos basandose en descriptores
moleculares en dos y tres dimensiones. Incorpora tres rubros de analisis
predictivos, el calculo de propiedades como cuasi-farmaco, evaluacion del pefrfil
farmacocinético y evaluacion del perfil toxicolégico. Dentro del calculo de
propiedades como cuasi-farmaco se incluyen los criterios CMC, Lipinski, LDL,
MDDR y WDI, los cuales se explican en la seccion de resultados. En cuanto al
perfil farmacocinético se incluye la inhibicibn de los citocromos, asi como de
glucoproteina P y en el perfil toxicolégico se evalla la probabilidad de bloqueo de
canales hERG, toxicidad de AMES y probabilidad de carcinogenicidad en ratas y
ratones.
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Deteccidén de alertas toxicoldgicas
ACD/ToxSuite

El programa ACD/ToxSuite, comprende una coleccion de modulos creados para la
prediccidn cuantitativa de algunos parametros de evaluacion basica de la toxicidad
aguda. Esta se lleva a cabo mediante la relacién estructura-actividad de las
moléculas a analizar con la actividad biolégica asociada a fragmentos
pertenecientes a la base de datos de este programa, obteniendo como resultados
valores numéricos para pruebas como:

e Dosis letal media o DLso, el cual es un indicador de la toxicidad de un
compuesto.

¢ Inhibicién del citocromo P450, que indica el riesgo de que otros farmacos
co-administrados no se metabolicen de manera adecuada, se bioacumulen
y exista una potencial interaccion toxica entre ellos.

e Bloqueo de canales hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene), que se
encuentran en el corazon y cuyo bloqueo provoca el sindrome del
alargamiento de la onda QT, que se traduce como el retardo de la
repolarizaciéon de los ventriculos resultando en arritmias cardiacas.

Estos resultados son utiles como criterio de seleccidbn al momento de invertir
recursos en el desarrollo de moléculas propuestas, que forma parte del analisis
consenso.
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Andlisis de Consenso Farmacoldgico

La seleccion del compuesto evaluado in vivo se basé en un andlisis de consenso
farmacoldgico, el cual combina los resultados de diferentes calculos realizados in
silico. Este se compone de:

e Predicciones farmacodinamicas
e Predicciones farmacocinéticas
e Predicciones toxicolégicas

El argumento del andlisis de consenso farmacoldgico es que cuantos mas calculos
coincidan en que un compuesto es activo, con baja toxicidad y con un perfil
farmacocinético adecuado, méas confiable es la seleccion/discriminacion de dicho
compuesto bioactivo.

Por lo tanto, un compuesto que presenta puntuaciones altas en una coleccion de
predicciones farmacologicas tiene mayor probabilidad de ser un buen
inhibidor/agonista/antagonista en un ensayo biolégico que un compuesto que sélo
tiene una puntuacion alta en una prediccioén Unica.’3’

Esta propuesta se esquematiza con la Figura 16 en la que se muestra cédmo la
optimizacién de todos los parametros es lo que nos permite obtener moléculas con
mayor potencial de ser utilizadas como farmacos.
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Figura 16. Optimizacién de un compuesto bioactivo3®
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7.3. PARTE FARMACOLOGICA
Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral (PTGO)

Para este ensayo se emplearon ratones macho de la cepa ICR de 4 a 5 semanas
de edad y cuyos pesos rondaban entre los 20 y 30 g, los cuales se mantuvieron en
condiciones de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999 Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, es decir ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas, a 25 °C y acceso a alimento y agua ad libitum.

Se formaron diferentes grupos con una N = 6 para ser administrados con el
vehiculo (Tween 80 10 %), el control positivo (glibenclamida 5 mg/kg) y los
compuestos seleccionados del andlisis de consenso farmacolégico a 100 mg/kg
(dosis exploratoria).

Estos grupos fueron puestos en un ayuno de 12 horas, tras lo cual fueron pesados
y se les administraron las cantidades adecuadas de cada una de las sustancias de
prueba y control por via oral mediante una sonda esofagogastrica. Se dejaron
pasar 30 minutos para administrar la carga oral de dextrosa a 2g/kg y se empezo a
contar el tiempo, midiendo los niveles de glucosa a los minutos 0, 30, 60, 90 y 120
realizando una puncion en la cola de cada raton con una lanceta y utilizando un
glucometro portatil de la marca AccuCheck. Posterior a esto, los resultados fueron
analizados mediante el programa estadistico GraphPad Prism 7.0.

Obtencion de un modelo murino de diabetes no insulino dependiente (DNID)

Para la generacion del modelo experimental, una camada diferente de ratones de
la cepa ICR de 4 — 5 semanas de edad, los cuales se mantuvieron con agua y
comida ad libitum y en ciclos de 12 h luz/oscuridad, fueron puestos en ayuno de 8
horas. Transcurrido este periodo, se les administré por via intraperitoneal (IP) una
dosis de 40 mg/kg de nicotinamida disuelta en agua inyectable y 15 minutos
después, nuevamente por via IP, se le administré una dosis de 100 mg/kg de
estreptozotocina disuelta en un buffer de citratos frio (acido citrico-citrato de sodio
1:1, 0.05M a pH de 4.5). Después de 5 dias se realiz6 la determinacién de los
niveles de glucosa en sangre periférica mediante una pequefia puncién en la cola
y midiendo con un glucometro portatil. Para determinar dafio pancreatico se
observa un aumento de la glucosa sanguinea en ayuno > 150 mg/dL. Para el
ensayo antidiabético agudo fueron empleados ratones que cumplieran este
parametro.39:40.41

Ensayo Antidiabético Agudo (EAA)

Para realizar este ensayo agudo se utilizaron ratones ICR macho previamente
tratados con nicotinamida y estreptozotocina. Se les coloc6 en ayuno de 10 horas
y, transcurrido este periodo, se hizo la medicion de los niveles de glucosa al
tiempo cero (Go). Posteriormente, se dividieron en tres grupos de prueba; el primer
grupo, denominado control, fue tratado con solo el vehiculo por via oral el cual es
una solucién de Tween 80 al 10 %, el segundo se tratd con glibenclamida por via
oral a una dosis de 20 mg/kg y al tercer grupo se le tratd con el compuesto
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seleccionado de con base en los resultados de la PTGO a una dosis exploratoria
de 100 mg/kg. De igual manera, para determinar los niveles de glucosa sanguinea
se hizo una puncién en la cola de cada ratén con una lanceta a las horas 0, 1, 3,5
y 7y se us6 un glucometro portétil para la medicion.

El porcentaje de variacion de los niveles plasmaticos de glucosa fue calculado con
respecto a los niveles iniciales del experimento aplicando la siguiente formula:

_GO

0

* 100

% Variacién de glucemia =

Donde Go representa los valores de glucosa inicial y Gt los valores determinados a
las horas anteriormente establecidas.

Movimiento de [Ca?*]i en células RINm5F

Para la realizacion de esta prueba se emplearon células RINm5F de insulinoma
pancreatico las cuales, fueron compradas de la American Tissue Culture
Collection (ATCC). Estas (1 x 10° células por pozo) se mantuvieron en medio
RPMI 1640 suplementado con FBS 10 % (v/v), L-glutamina a 0.002 M, piruvato de
sodio a 0.001 M, 20 mg/L de gentamicina y la temperatura (37 °C), CO2 (5 %) y
humedad (95 %) se mantuvieron constantes. Los compuestos fueron disueltos en
DMSO 0.1 % y evaluados a 10 uM. Como control positivo se utilizé glibenclamida
a 400 uM y como control negativo DMSO 0.1 %.

El movimiento de calcio intracelular se midi6é con el tinte fluorescente sensible a
calcio Fluo-4-AM, para lo cual las células fueron previamente incubadas durante
30 minutos en medio RPMI 1640 adicionado con 4 ug del tinte a 37 °C. Las
longitudes de onda de excitacion fueron a 310 y 380 nm, y se detectd la emision
de fluorescencia a 510 nm registrando las sefiales una vez por segundo. Las
imagenes fueron obtenidas mediante un microscopio multifoténico (Carl Zeiss
LSM-780 NLO).#?
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. PARTE QUIMICA

Se sintetizaron veinticuatro compuestos en total, catorce de estos siendo
precursores (YZN la - 1lay YZN 12 — 14) y cuatro compuestos finales (YZN 1 -
11), cuyas rutas de sintesis se ilustran a continuacion.

Sintesis del acido 3-(4-nitrofenil)propionico (YZN-14)

o) o NO, o)
HNO
OH — 3 OH + OH
H,S0,, 0 °C
O,N
Acido YZN-14 Acido
3-fenilpropionico 3-(2-nitrofenil)propionico

Diagrama 8. Obtencién del precursor YZN-14

En un matraz de 25 mL de una boca, acoplado con columna Vigreaux, agitacion
magnética y bafio de hielo con sal, fue afiadido 1 equivalente (5 g, 0.0333 mol) del
acido 3-fenilpropiénico en 2 mL de H2SOas. A esta solucion se le fue afiadiendo
gota a gota la mezcla sulfonitrica (1.1 equivalentes) preparada in situ a 0°C y se
dej6 en agitacion durante 30 minutos, después se detuvo la reaccion vertiendo el
contenido del matraz sobre agua hielo obteniéndose un sélido blanco que contenia
tanto al producto de nitracion en para como en orto el cual, fue filtrado. Se aisl6 el
compuesto de interés mediante cromatografia de columna empleando como
sistema Hex:AcOEt. Se obtuvo un sdlido blanco que presentdé un intervalo de
punto de fusién de 164.0 — 165.9 °C, que coincide con lo reportado en la literatura,
con un rendimiento del 80 % y proporcion del producto de nitracién en para con
respecto al producto en orto de 8:2.

Sintesis del 3-(4-nitrofenil)propionato de metilo (YZN-13)

H,SO
OH— 2°-4 o o~
MeOH, A
O,N O,N

YZN-14 YZN-13
Diagrama 9. Obtencién del precursor YZN-13

En un matraz de 5 mL de una boca, acoplado con refrigerante, agitacion
magnética y bafio de agua, fue afiadido 1 equivalente (5 g, 0.0256 mol) del acido
3-(4-nitrofenil)propionico en 2 mL de MeOH. A esta solucién se le afiadi6 1 gota de
H2SO4 (10 % w/w) y se inicid el calentamiento a reflujo dejando en agitacion
durante 1 hora, después se detuvo la reaccion y se rotaevaporo el MeOH usando
vacio obteniendo un solido blanco al cual se le realiz6 una extraccion con AcOEt.
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El sélido recuperado fue recristalizado en MeOH obteniendo cristales amarillos
cubicos con un punto de fusion de 70.0 — 70.4 °C y rendimiento del 76 %.

Sintesis del 3-(4-nitrofenil)propionato de metilo (YZN-12)

o (o]

H,, Pd%C
0/ 2 0/
MeOH, t.a.
O,N H,N

YZN-13 YZN-12
Diagrama 10. Obtencion del precursor YZN-12

En una botella de hidrogenacion se afiadié 1 equivalente (1 g, 0.005 mol) de la
materia prima YZN-13 disuelto en 150 mL de MeOH y 10 % w/w de Pd%C 5 %. Se
tapd la botella y se procedié a purgarla con nitrégeno, tras lo cual se acoplé al
hidrogenador. El reservorio se cargd con 30 psi de gas hidrogeno y se purg6 de
nueva cuenta la botella 3 veces con 10 psi del gas. Después de esto se volvio a
cargar el reservorio con 30 psi de Hz y se inici6 la agitacion. Se dejo proseguir la
reaccion durante 1 hora y transcurrido este tiempo, se detuvo el vaivén y se filtré el
Pd%/C recuperando el MeOH el cual se llevé a sequedad obteniendo un sélido de
color amarillo el cual se purific6 mediante recristalizacion en MeOH obteniendo
cristales de color blanco con un punto de fusion de 162.7 — 163.8 °C y un
rendimiento del 97 %.

Método general de sintesis de los precursores YZN la-1la

(o]
o -
R” “CI CH,Cl,, t.a. L
HaN R” N
2

H

YZN-12 YZN 1a - 11a
1. R = 3-Bifenilo; 2. R = 1-Naftilo; 3. R = 4-Clorofenilo; 4. R = 4-Fluorofenilo; 5. R = 2,4-Diclorofenilo; 6. R
Metilfenilo; 7. R = 4-Trifluorometilo; 8. R = 4-Cianofenilo; 9. R = 4-Nitrofenilo; 10. R = n-Heptadecilo; 11. R
Estirilo
Diagrama 11. Amidacién para la obtencién de los precursores YZN l1a — 11a

4-
2-

En un matraz bola de 10 mL de una boca acoplado con embudo de adicién por
presiones igualadas, bafio de hielo y agitacion magnética se afiadio 1 equivalente
del precursor 3-(4-aminofenil)propionato de metilo (YZN-12) disuelto en 1 mL de
CH2Cl2y 1.1 equivalentes de trietilamina. Por otro lado, al embudo de adicion se le
afiadieron 1.1 equivalentes del cloruro de acido correspondiente disueltos en 0.5
mL de CH2Cl2 seco. Se inicio la adicion y se mantuvo por alrededor de 40 minutos.
Una vez terminada la adicion, se retird el bafio de hielo y se dejé proseguir la
reaccion durante 3 horas cambiado el embudo de adicidbn por una columna
Vigreaux. Cuando se observaba que la reaccion no procedia se afiadia 10 % de
DMAP vy concluida la reaccion se rotaevapord el disolvente obteniendo a los
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compuestos en sus estados soélido (a excepcién del compuesto YZN-11a que se
obtuvo en forma de resina).

Método general de sintesis de los compuestos finales YZN 1 -11

(o] (o]
o) o~ LiOH o) OH
Dioxano:H,0O
A, 2 A,
H A H

YZN 1a - 11a YZN1-11
1. R = 3-Bifenilo; 2. R = 1-Naftilo; 3. R = 4-Clorofenilo; 4. R = 4-Fluorofenilo; 5. R = 2,4-Diclorofenilo; 6. R = 4-
Metilfenilo; 7. R = 4-Trifluorometilo; 8. R = 4-Cianofenilo; 9. R = 4-Nitrofenilo; 10. R = n-Heptadecilo; 11. R = 2-
Estirilo
Diagrama 12. Hldrdlisis para la obtencién de los precursores YZN 1 - 11

En un matraz bola de 10 mL de una boca, acoplado con agitacion magnética,
parrilla de calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se afadio 1
equivalente de los precursores YZN la - 1la disuelto en 1 mL de dioxano.
Posteriormente, se afiadieron 6 equivalentes de LiOH y 5 gotas de agua. Una vez
concluida la adicion se inicio el calentamiento hasta llegar a reflujo y se mantuvo la
temperatura a 90 °C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se detuvo el
calentamiento y una vez a temperatura ambiente se filtr6 un precipitado blanco
que se formo conforme se enfriaba la reaccién. El sélido recuperado se dejé secar
durante 24 horas, tras lo cual se pasé a un matraz bola de 10 mL de una boca,
acoplado con bafio de hielo y agitacion magnética y se le afiadié alrededor de 1
mL de agua fria para llevar la solucién a un pH de 4 afiadiendo gota por gota una
solucion de HCI al 30 % v/v. Una vez alcanzado este pH se dej6 en agitacion
durante 20 minutos y después se filtraron los compuestos obtenidos en su estado
solido.
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Tabla 5. Resultados de la sintesis de los compuestos precursores y finales

Peso Tiempo de Rendimiento Estado Punto de .
Compuesto molecular L o e Lit*
reaccion (h) (%) fisico fusién (°C)
(g/mol)
YZN-14 195 0.5 80 Cristales 10/ 0_1650 164
blancos
YZN-13 209 1 76 Cristales 70.0 - 70.4 70
clbicos
YZN-12 179 15 97 Cristales 1457 1638 165
blancos
YZN-11a 446 3 ND Resina ND N/A
ambar
YZN-11 432 - - - - N/A
Cristales N/A
YZN-10a 446 14 72 - 87.0-885
Sélido N/A
YZN-10 432 0.5 75 blanco 239.4 (desc)
YZN-9a 328 3 96 Cristales 1000 1679  NA
amarillos
Sélido N/A
YZN-9 314 0.5 75 amarillo 206.4 (desc)
claro
Sélido N/A
YZN-8a 308 3 90 blanco 136.0 -138.3
Sélido N/A
YZN-8 294 0.5 77 blanco 254.5 — 257.0
YZN-7a 351 3 94 Solido 1201-1209 A
blanco
YZN-7 337 0.5 52 Sélido >280 N/A
blanco
YZN-6a 297 3 78 Sélido 1178-1195 NA
blanco
YZN-6 283 05 86 Cristales 501 o _2025  NA
blancos
YZN-5a 352 3 26 Solido 90.8 — 92.1 N/A
blanco
YZN-5 338 0.5 75 Solido 201.0-2025 A
blanco
YZN-4a 301 3 96 Sélido 1107-1130 NA
blanco
YZN-4 287 05 75 Solido 5585 9390  NA
blanco
YZN-3a 318 3 86 Solido 146.4-1479 NA
blanco
YZN-3 304 0.5 75 Slido 2555-257.8 VA
blanco
YZN-2a 333 3 86 Solido 1168-121.4 NA
blanco
YZN-2 319 1 75 Solido >280 NIA
blanco
YZN-1a 359 6 82 Cristales 77.3-80.8 NIA
blancos
YZN-1 345 1 69 Slido 2343-2351 232
blanco

*Con reporte por SynQuest Laboratories*?



Caracterizacion estructural de los compuestos finales sintetizados

Tras haber sintetizado y purificado los compuestos YZN 1 — 11, estos fueron
caracterizados mediante Resonancia Magnética Nuclear de 'H y *3C, en la Tabla 6
resumen las sefiales que tienen en comun todos los compuestos obtenidos.

Tabla 6. Rangos de desplazamientos y multiplicidades del nicleo del &cido 3-fenilpropidnico
obtenidos de los compuestos YZN 1 -11

lSC
d(pm) J(MHz) & (ppm)

- - 173.1-175.6
272-334 78 302-324
228-3.13 7.8  341-403

- - 136.7-137.9
762-820 84 1209-129.1
716-7.71 84 120.2-1287
- 129.7-137.3
716-7.71 84 120.2-129.1
7.62-820 84 120.9-129.1

Posicién
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Asignacién de los desplazamientos de 'Hy '3C del acido 3-(4-([1,1’-bifenil]-3-
carboxamido)fenil)propionico (YZN-1)

En la Figura 17 se representa el espectro de resonancia magnética nuclear de

protdn del compuesto YZN-1.
2,6 2,6

74Hz  84Hz

27 12Hz

1.1Hz

7.4 Hz 35

6" 4”7
7.8 Hz
11Hz

NH-

H,O

3 SO L

Figura 17. YZN-1: RMN H, 600 MHz, DMSO-ds

En radiofrecuencias bajas se observan las sefales correspondientes a los
metilenos del fragmento de acido propidénico a 3.29 (t, 2H, H2) y 2.89 ppm (t, 2H,
H3) con una constante de acoplamiento de 7.8 Hz. En la zona aroméatica aparecen
las sefales del anillo aromatico del ndcleo, a 7.7 ppm se encuentra el doble de
dobles correspondiente a H3’ y H5’ con una constante de acoplamiento orto de 8.4
ppm y el doble de dobles correspondiente a H2’ y H6’. Ademas, se muestran las
sefales del residuo de bifenilo en posicion meta. Por ultimo, a 10.85 ppm aparece
un singulete que le pertenece al proton de la amida.

Por otro lado, en la Figura 18, en el espectro 13C, correspondiente a YZN-1 en las
gue se pudieron observar 18 sefales.
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Figura 18. YZN-1: RMN 3C, 150 MHz, DMSO-ds

De este espectro se destacan las sefales que corresponden a los carbonos 2y 3
a 31.3 y 38.3 ppm respectivamente, la sefial a 165.7 ppm correspondiente al
carbono del carbonilo de la amida y la sefial a 175.6 ppm que corresponde al
carbono del acido carboxilico.
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Tabla 7. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de *H y 3C para YZN-1

7 1 OoH
3™ 2'
YZN-1
o H 13C
Posiclon — 5 vpm) ___J (Hz) & (ppm)
1 - - 175.6
2 320t 2H) 7.8 31.3
3 289(t, 2H) 7.8 38.1
1’ - - 137.9
2’ 8.19(d,2H) 84 1274
3 7.70(d, 2H) 84  121.0
4’ - - 137.3
5 7.70(d, 2H) 84  121.0
6 8.19(d,2H) 84  127.4
1” - - 136.2
2 8.74(d,1H) 11 1295
3” - - 140.7
4” 8.37(dd, 1H) 1.1,7.8 130.1
5" 8.11(dd,1H) 7.8  126.3
6” 8.45(dd, 1H) 1.1,7.8 127.3
1” - - 140.0
2’7 8.28(dd,2H) 1.2,7.4 128.7
37 | 801(dd,2H) 7.4 1295
4’” 7.92 (ddd, lH) 1.2,7.4 128.3
57 | 801(dd, 2H) 7.4 1295
6’ 8.28(dd,2H) 1.2,7.4 1287
C=0 - - 165.7
NH- | 10.85 (s, 1H) : )
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Asignacion de los desplazamientos de

naftamido)fenil)propionico (YZN-2)

H y 13C del

acido 3-(4-(1-

Tabla 8. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de H y 13C para YZN-2

L 14 13C
Posicion 8 (ppm) J(Hz) & (ppm)
1 - - -
2 2.72 (t) 7.9 32.4
3 2.18 (1) 7.9 40.3
1 - - 137.2
2’ 7.65 (d) 8.2 128.8
3’ 7.16 (d) 8.2 120.2
4 - - 1354
5’ 7.16 (d) 8.2 120.2
6’ 7.65 (d) 8.2 128.8
17 - - 130.1
2” 8.15(dd) 29,82 1258
3” 7.99 (dd) 29,82 1256
4” 8.04 (d) 8.2 130.4
57 - - 128.7
6” 7.54 —7.59 (m) - 127.4
7’ 7.54 — 7.59 (m) - 125.5
8” 7.54 —7.59 (m) - 133.6
9” 7.70 (d) 8.2 120.2
10” - - 126.8
C=0 - - 167.5
-NH- 10.46 (s) - -
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Asignacién de los desplazamientos de 'H y 3C del &cido 3-(4-(4-
clorobenzamido)fenil)propiénico (YZN-3)

Tabla 9. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de H y 13C para YZN-3

6' 3 1
7 1 OH
»
. 1H 13C
Posicion 3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm)
1 - - 174.8
2 276() 7.4 30.9
3 240() 7.4 40.1
1 - - 136.7
2’ 7.95(d) 85 1209
3 756() 85 1287
4 - - 134.1
5’ 756() 85 1287
6’ 7.95(d) 85 1209
17 - - 137.6
2” 717(d) 7.5 130.1
3” 7.62() 7.5  130.0
4” - - 137.2
5 7.62() 7.5  130.0
6” 7.17(d) 7.5 130.1
C=0 - - 164.7
-NH-  110.24 (s) - -




Asignacion de los desplazamientos de
fluorobenzamido)fenil)propidnico (YZN-4)

H y 13C del

acido 3-(4-(4-

Tabla 10. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de H y 13C para YZN-4

. (@)

> 7 Y 1TOH

N2 2

H 3

YZN-4
- H 13C

Posiclon —5" oom)_ J (Hz) 5 (ppm)_J (H2)

1 - - 174.3 -
2 277(1) 7.7 30.3 ;
3 249 () 7.7 35.9 i
1’ - - 137.5 -
2’ 762(d) 85 129.1 i
3 717(d) 85 128.5 ;
4’ - - 136.7 -
5 717(d) 85 1285 ;
6 762(d) 85 129.1 ;
17 - _ 1319(d) 3.2
27  |8.00(dd) 3.3,89 130.7(d) 8.9
37  |7.33(dd) 89 1157(d) 21.2
4" ; _ 164.5(d) 248.6
57 |7.33(dd) 89 1157(d) 21.2
6" 8.00(d) 3.3,89 130.7(d) 89
C=0 - - 164.7 -
NH-  |1017(s) - - -
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Asignacién de los desplazamientos de 'H y 3C del éacido 3-(4-(2,4-
diclorobenzamido)fenil)propiénico (YZN-5)

Tabla 11. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H y 13C para YZN-5

6’ 3 1
7 1 OH
”
. 1 13C
Posicion 8 (ppm) J(Hz) & (ppm)
1 - - 174.2
2 3.30 () 75 30.4
3 3.01 (t) 75 35.9
1’ - - 137.2
2’ 8.10(d) 8.4 129.0
3 7.71(d) 8.4 120.1
4 - - 136.4
5’ 7.71(d) 8.4 120.1
6’ 8.10(d) 8.4 129.0
17’ - - 135.2
2” - - 137.1
3” 8.25(d) 2.0 129.6
4” - - 131.7
5 8.05(dd) 2.0,8.2 127.9
6” 8.11(d) 8.2 130.8
C=0 - - 164.3
-NH- | 10.93 (s) - -




Asignacion de los desplazamientos de *H
metilbenzamido)fenil)propionico (YZN-6)

y BC del

acido 3-(4-(4-

Tabla 12. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de H y 13C para YZN-6

H;C 4" ™~
YZN-6
L 14 13C
Posicion 8 (ppm) J (Hz) & (ppm)
1 - - 174.2
2 330() 7.7 30.4
3 3.03() 7.7 35.9
1 - - 137.7
2’ 820(d) 85 1287
3’ 769(d) 85  121.0
& - - 136.5
5’ 769(d) 85  121.0
6’ 820(d) 85 1287
17 - - 132.5
2” 840(d) 81 1282
3” 781(d) 81 1293
4” - - 141.9
57 781(d) 81 1293
6” 840(d) 81 1282
C=0 - - 165.7
-NH- | 10.67 (s) - -
-CHs | 2.88(s) - 21.5
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Asignacion de los desplazamientos de

IH y 13C del &acido 3-(4-(4-
(trifluorometil)benzamido)fenil)propidnico (YZN-7)

Tabla 13. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H y 13C para YZN-7

YZN-7
1H 13C
Posiclon 5 ppm) J (Hz) & (ppm) J (Hz)
1 - - 174.6 -
2 330 7.8 307 ;
3 299() 7.8 31.1 -
1’ - - 137.6 -
2’ 8.18(d) 84  129.0 -
3’ 7.72(d) 84 1288 -
4 - - 137.2 -
5’ 7.72(d) 84 1288 -
6’ 8.18(d) 84  129.0 -
17 i - 1393(d) -
27 8.65() 84 121.0(s) -
37 8.40(d) 84 1258(q) 3.4
4” - - 131.7(g) 32.3
5" 8.40(d) 84 1258(q) 3.4
6” 8.65() 84 121.0(s) -
C=0 - - 164.7 -
NH- |1091(s) - - -
CFs |1091(s) - 124.4(q) 270.4
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Asignacién de los desplazamientos de H y #BC del 3-(4-(4-
(cianobenzamido)fenil)propionato de metilo (YZN-8a)

Tabla 14. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H y 13C para YZN-8a

6 3 i+
r ! o~
i

— I 13C
PosICioN 75 (opm) J (H2) 5 (ppm)
1 - - 173.1
> | 3340 75 302
3 | 313() 75 354
T - D 1373
2 |818(d) 87 1289
¥ | 772(d) 87 1210
& : [ 1368
5 | 772(d) 87 1210
& |818(d) 87 1289
17 : 0 1395
27 | 861(d) 87 1290
37 |851(d) 87 1329
4” - - 114.3
5 | 851(d) 87 132.9
6" | 861(d) 87 1290
c=0 : [ 1644

NH- 1090 (s) - -
CN : . 1188
OCHs | 409(s) - 517




Asignacion de los desplazamientos de *H
(nitrobenzamido)fenil)propiénico (YZN-9)

y BC del

acido 3-(4-(4-

Tabla 15. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H y 13C para YZN-9

6’ 3 *
o0 7 ot 1 OH
2 2
1 H 3
" 6"
O,N"4 -
YZN-9
L 14 13C
Posicion 3 (ppm) J (Hz) & (ppm)
1 - - 174.2
2 278() 7.6 30.3
3 250() 7.6 35.8
1 - - 137.2
2’ 765() 85 1286
3’ 720(d) 85 1239
& - - 129.7
5’ 7.20(d) 85 1239
6’ 765() 85 1286
17 - - 141.1
2” 8.15() 9.0 1292
3” 8.34(d) 9.0 1241
4” - - 149.5
57 8.34(d) 9.0 1241
6” 8.15(d) 9.0 1292
C=0 - - 164.1
-NH-  110.48(s) - -
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Asignacion de

estearamidofenil)propiénico (YZN-10)

los desplazamientos de

1H

y

13C  del

acido 3-(4-

Tabla 16. Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H y 13C para YZN-10

6’ 3 o
7 1 OH
7 2'
4
o
. 14 13C
Posicion 8 (ppm) J (Hz) & (ppm)
1 - - 174.9
2 3.26(t) 7.6 31.8
3 268() 7.6 34.1
1’ - - 137.9
2’ 797(d) 82 1288
3 7.62(d) 82 1196
& - - 131.3
5 7.62(d) 82 1196
6’ 797(d) 82 1288
17 2.77 7.5 31.1
2” 1.74 (s) - 25.0
3” 1.74 (s) - 29.0
4 1.74 (s) - 29.2
5” 1.74 (s) - 29.3
6” 1.74 (s) - 29.5
7” 1.74 (s) - 29.5
8” 1.74 (s) - 29.5
9” 1.74 (s) - 29.5
10” 1.74 (s) - 29.5
11” 1.74 (s) - 29.5
12” 1.74 (s) - 29.5
13” 1.74 (s) - 29.5
14” 1.74 (s) - 29.5
15” 1.74 (s) - 29.6
16” 1.74 (s) - 22.5
17” 1.36() 7.5 14.4
C=0 - - 180.5
-NH-  |10.24(s) - -
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PARTE COMPUTACIONAL: A priori

Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla 16 se resumen los resultados obtenidos de las predicciones de las
propiedades fisicoquimicas seleccionadas para los compuestos YZN 1 —11.

Tabla 16. Propiedades fisicoquimicas calculadas para la serie YZN

Peso molecular Solubilidad en L

veN (g/mol) log D74 agua (ug/mL) Calificacion

1 345 131 1.98

2 319 0.78 454

3 304 -0.01 19.0

4 287 -0.23 62.2

) 338 0.17 1.53

6 283 0.01 33.0

/ 337 0.62 11.3

8 294 -0.81 51.2

9 314 -0.41 145

10 432 6.52 1.18e05

11 295 0.67 10.7
Ideal > 500 1-3 5-50

Verde: Muy satisfactorio;

Rojo: Poco satisfactorio

La lipofilicidad de un compuesto a pH 7.4 afecta de manera muy importante la
potencia, distribucion y eliminacién de éste una vez administrado. Anteriormente
en los postulados de Lipinski se estipulaba que un log P menor a 5 favorecia la
absorcion de un compuesto tras su administracion por via oral, sin embargo, hoy
en dia se conoce que es mas importante conocer el logaritmo de distribucion a pH
fisiologico del compuesto debido a que, como se ilustra en la Figura 19, cuando
una molécula ionizable entra en contacto con soluciones a diferentes pH, su log D

se ve afectado.
Acido

Base

log P

Neutro

log D

lonizado

log D

log P

Neutra

lonizada

pH

Paraacidos apHbajo

logD=Ilog P

pH
ParabasesapH alto
logD=logP

Figura 19. Efecto del pH sobre la lipofilicidad de un compuesto

Una molécula de caracter acido presentara un log D mas bajo al encontrarse en su
forma de base conjugada a un pH elevado, por el contrario, cuando un compuesto
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de caracter basico se encuentra en su forma de &cido conjugado a un pH
disminuido, su log D se ve disminuido.

Como se puede observar en la Tabla 16, un valor ideal se encuentra entre 1y 3,
criterio que solo se cumple para YZN-1, mientras que el resto de los compuestos
presentan valores muy bajos, lo que indica que estos podrian potencialmente
tener poca absorcion y baja biodisponibilidad, asi como un volumen de distribucion
disminuido. Por el lado contrario, el compuesto YZN-10 presenta un resultado muy
elevado, lo cual podria suponer que esta molécula no se absorba de manera
correcta por via oral y tenga un alto volumen de distribucion.

Por otro lado, la solubilidad acuosa también es una propiedad fisicoquimica muy
importante debido a que un compuesto bioactivo no podra ejercer su efecto
terapéutico si es completamente insoluble en agua. De nueva cuenta se puede
observar en la Tabla 16 que un valor ideal se encuentra entre los 5 y 50 pg/mL,
criterio que se cumple para la mayoria de los compuestos a excepcion de YZN-10,
recordando que esta molécula estd compuesta por un fragmento de &acido
estearico como region hidrofébica (Figura 20).

(o] (o]

H
| |

Fragmento del acido estearico (CH3;(CH2),,COOH)
Figura 20. Estructura del compuesto YZN-10 en su forma de carboxilato

Por lo tanto, tomando en cuenta todo lo anterior, se asign6 una calificacion en la
que, si se cumplen 2 o 3 criterios, se considera un compuesto con un perfil muy
satisfactorio, si s6lo cumple con 1 se considera satisfactorio y si no cumple con
ninguno se considera poco satisfactorio.

En conclusién, la mayoria de los compuestos propuestos presentaron cualidades
fisicoquimicas muy satisfactorias.
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Perfil farmacodindmico

En la Tabla 17 se muestran las afinidades de los &cidos YZN 1 — 11 hacia los
blancos terapéuticos elegidos, mediante acoplamientos clasicos con Vina.*

Tabla 17. Afinidad de la serie YZN hacia aldosa reductasa, PTP-1B y FFAR-1

(o}

o /©/\)LOH
RJ\N
H
AR FFAR-1 PTP-1B
YZN R AG® Ki AG® Ki AG°® Ki

(kcal/mol) (uM) (kcal/mol) (nM) (kcal/mol) (uM)
1 3-Bifenilo -10.2 0.03 -11.0 8.08 -8.7 0.40
2 1-Naftilo -9.2 0.17 -11.4 411 -8.7 0.40
3 4-Clorofenilo -8.3 0.78 -10.2 31.34 -8.3 0.78
4 4-Fluorofenilo -8.3 0.78 -10.2 31.34 -8.0 1.30
5 2,4-Diclorofenilo -8.4 0.66 -10.6 15.92 -84 0.66
6 4-Metilfenilo -8.4 0.66 -10.3 26.46 -8.1 1.10
7 4-Trifluorometilfenilo -9.0 024 -10.2 31.34 -7.9 1.54
8 4-Cianofenilo -8.4 0.66 -10.4 22.34 -8.1 1.10
9 4-Nitrofenilo -84 0.66 -10.0 43.98 -7.4 3.60
10 n-Heptadecilo -75 3.04 -7.3 >100 -6.0 38.55
11 2-Estirilo -9.2 0.17 -9.9 52.10 -8.2 0.93
GW9508 - -10.2 0.03 -10.1 37.13 -8.4 0.66

Como se puede observar, los compuestos 1, 2, 3, 5y 11 presentan constantes de
afinidad in silico en el orden nanomolar hacia los tres targets, por lo que se pueden
considerar leads computacionales. Por otro lado, también se llevd a cabo el
andlisis de acoplamiento molecular mediante el programa MOE, para tener un
consenso en los resultados de esta seccion. Estos resultados se resumen en la

Tabla 18.
Tabla 18. Afinidad de la serie YZN hacia aldosa reductasa, PTP-1B y FFAR-1
o)
o /©/\)LOH
RJ\N
H
AR FFAR-1 PTP-1B
YZN R AG® Ki AG® Ki AG® Ki

(kcal/mol) (uM) (kcal/mol) (uM) (kcal/mol) (uM)

1 3-Bifenilo -8.4+0.09 0.66 -7.8 £0.30 1.83 -6.4+0.16 19.57

2 1-Naftilo -7.4+012 360| -78+0.10 1.83| -6.1+0.15 3254
3 4-Clorofenilo -7.2+022 5.04| -7.2+£0.17 5.04 | -5.9+0.07 45.66
4 4-Fluorofenilo -7.3+£021 432 | -7.1+0.18 5.98 | -5.8+0.09 54.09
5 2,4-Diclorofenilo -7.4+0.16 3.60| -7.4+0.20 3.60 | -5.9+0.10 45.66
6 4-Metilfenilo -75+032 3.04| -72+020 5.04| -58+0.07 54.09

7 4-Trifluorometilfenilo -7.2+0.23 5.04| -7.2+0.27 5.04 | -6.0+0.05 38.55
8 4-Cianofenilo -74+021 360 | -7.2+0.25 5.04 | -59+0.10 45.66
9 4-Nitrofenilo -7.7+032 216 | -7.2+0.26 5,04 | -6.1+0.11 3254
10 n-Heptadecilo -104+03 0.02| -87+038 040| -74+024 3.60
11 2-Estirilo -76+021 256 | -7.1+0.25 598 | -6.0+£0.04 38.55
GW9508 - -10.2 0.03 -10.1 37.13 -8.4  0.66
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Con base en los resultados obtenidos, se llevd a cabo el consenso del
acoplamiento molecular, cuando ambos programas calculaban constantes de
afinidad en el orden nanomolar, se asignaba un acierto lo cual corresponde a un
resultado muy satisfactorio (color verde) como se observa en la Tabla 19.

Tabla 19. Resumen farmacodindmico de la serie YZN sobre diversas dianas terapéuticas

YZN Método de Cualidad como compuesto lider
busqueda ALR FFAR-1 PTP-1B Resultado

B Y ‘

2 |t | . .

o | e | . .

o | e ] ‘

s | G | ‘ .

o | e .

| e ‘

o | Foameo| .

o | Foameo] .

1o | Estctstco

n |G| ‘ ‘

Verde: Muy satisfactorio;

Satisfactorio; Rojo: Poco satisfactorio
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Deteccidn de alertas toxicoldgicas

En las Tablas 20 — 22, se resumen los resultados consenso del perfil toxicolégico
de la serie YZN para observar si existe una tendencia a que las estructuras
propuestas se vean asociadas a bioactividades no deseables.

Tabla 20. Andlisis de consenso para la evaluacién de riesgo de carcinogenicidad de la serie YZN
por algunos programas guimioinformaticos
Carcinogenicidad

YZN admetSAR PreADMET OSIRIS Resultado
1 v v v
2 v v
3 v v v
4 v v v
5 v v v
6 v v v
7 v v v
8 v v v
9 v v
10 v
11 v
GW9508 v v v
Terfenadina v v v
Verde: Muy satisfactorio; Satisfactorio; Rojo: Poco satisfactorio

Mientras en la Tabla 20 se observa que todos los compuestos cumplen con un
riesgo bajo o nulo de ser carcinogénicos de manera muy satisfactoria, en la Tabla
21 se observa que los compuestos 3, 9, 10 y 11 presentaron altas probabilidades
de ser mutagénicos, considerando su calificacion como poco satisfactoria. Por otro
lado, los compuestos 4, 6, 7 y 8, presentan un riesgo moderado.

Tabla 21. Andlisis de consenso para la evaluacién de riesgo de mutagenicidad de la serie YZN por
algunos programas guimioinforméticos
Mutagenicidad

YZN admetSAR PreADMET OSIRIS Resultado
1 v v
2 v v
3
4 v
5 v v
6 v
7 v
8 v
9
10 v
11 v
GW9508 v v
Clorfenamina v v
Verde: Muy satisfactorio; Satisfactorio; Rojo: Poco satisfactorio
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Los resultados asociados a una posible actividad mutagénica para los compuestos
podrian estar relacionados a la presencia de un grupo electroatractor en posicion
para con respecto a un carbonilo, lo que provocaria que la posicion 4 del anillo sea
susceptible a una sustituciéon nucleofilica aromatica, como se ilustra en la Figura
21. Sin embargo, debido al fragmento de &cido fenilpropidnico enlazado mediante
una amida, es poco probable que ese tipo de reaccion ocurra al no haber
posibilidad de que por resonancia se expulse al sustituyente electroatractor (cloro
o flaor)

Acido 3-fenilpropiénico
[ ]

(0]
(0] OH
SNAr
N N
H
Ea
A/gz)

5 ()
Figura 21. SNAr en la serie YZN

Por otro lado, en la Tabla 22 se observa que la mayoria de los compuestos
cumplen con un perfil muy satisfactorio al no verse asociados con el riesgo de ser
blogueadores de canales hERG en comparacioén con clorfenamina, el cual es un
farmaco actualmente indicado para la terapia cronica del asma y cuya actividad
como bloqueador de estos canales se encuentra reportada por Hong vy
colaboradores.*®

Tabla 22. Analisis de consenso para la evaluacion de riesgo de bloqueo de canales hERG de la
serie YZN por algunos programas quimioinformaticos
Bloqueo de canales hERG

YZN admetSAR 2.0 PreADMET  ACD/ToxSuite Resultado
1 v v
2 v v
3 v v
4 v v
5 v v
6 v v
7 v v
8 v v
9 v v
10 v v
11 v v

GW9508 v v
Clorfenamina
Verde: Muy satisfactorio; Satisfactorio; Rojo: Poco satisfactorio

Actualmente se cuentan con algunas pautas a seguir para mejorar las
probabilidades de que un compuesto no sea bloqueador de canales hERG, estas
pautas son las siguientes (Figura 22):
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Propiedades que favorecen la afinidad por
canales hERG

Aminas basicas de pK, > 7.3

Sub-estructuras lipofilicas con un ClogP > 3.27
Por lo menos un anillo aromético
Espaciadores flexibles

De 3 a4 grupos hidrofobicos

Propiedades que desfavorecen la afinidad por
canales hERG

Grupos ionizables negativamente
Oxigenos aceptores de puentes de hidrégeno

Grupos polares

Figura 22. Propiedades que favorecen o desfavorecen la afinidad por los canales hERG

Como se discutié anteriormente, el compuesto 10 es una estructura que posee un
fragmento de &cido esteérico, por lo que su log P calculado es de 7.6, aumentando
su riesgo de ser bloqueador, sin embargo, también se puede observar que este es
un compuesto acido, que a pH fisiolégico se encuentra en su forma de carboxilato
(Figura 23), desfavoreciendo su posible afinidad hacia los canales hERG.

PK;=4-5
| o |

o OH
pH 7.4
N ——

H
log P =7.66

X

Figura 23. Propiedades del compuesto YZN-10 a pH fisiolégico (7.4)

Finalmente, en la Tabla 23 se asigno la calificacion consenso de la deteccién de
alertas toxicologicas, concluyendo que los compuestos 1, 2 y 5 son los que

presentan un perfil muy satisfactorio.

Tabla 23. Resumen de la deteccion de alertas toxicolégicas de la serie YZN

YZN Mutagenicidad*

O©CO~NOOTAS WN P

GW9508
Terfenadina

Carcinogenicidad”

Bloqueo de
canales hERG

Resultado
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Perfil farmacocinético

En las Tablas 24 - 27, se resumen los resultados consenso del perfil
farmacocinético de la serie YZN para establecer si estas moléculas cuentan con
propiedades adecuadas.

Tabla 24. Andlisis de consenso para la evaluacién de la probabilidad de absorcion intestinal de la
serie YZN por algunos programas quimioinforméticos
Absorcidn intestinal

YZN admetSAR 2.0 SwissADME PreADMET Resultado
1 v v v
2 v v v
3 v v v
4 v v v
5 v v v
6 v v v
7 v v v
8 v v v
9 v v
10 v v
11 v v v
GW9508 v v v
Valaciclovir v
Verde: Muy satisfactorio; Satisfactorio; Rojo: Poco satisfactorio

Para esta prueba se afiadieron dos controles; GW9508, una de las moléculas en
las cuales se baso el disefio de la serie YZN y valaciclovir (Figura 24). Este ultimo
es un farmaco indicado para el tratamiento de enfermedades virales como la
causada por el virus del herpes simple y no se absorbe por la via oral.

H,N

(o}

H o

noo°
HzN\rN N
W
N N
(o)
Figura 24. Estructura quimica de valaciclovir

Como se puede observar en la Tabla 25, todos los compuestos presentaron una
calificacion muy satisfactoria por lo cual, se espera que sean absorbidos por esta
via. Es importante destacar que el analisis de consenso predijo una calificacion
poco satisfactoria para valaciclovir, lo cual coincide con lo reportado por la
literatura, aportando validez asi a estos resultados.
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Por otro lado, también se llevo a cabo el andlisis de la cualidad como sustrato de
la glucoproteina P para la serie YZN. En este caso se mantuvo a GW9508 como
control, pero se cambié a valaciclovir por loperamida debido a que este es un
sustrato de Pgp ya conocido. Loperamida es un farmaco antidiarreico de origen
sintético y su estructura se ilustra en la Figura 25.

O P
a ”m’

~ PM: 477.05
| nON: 4
PK,: 9.4
Figura 25. Estructura quimica y propiedades de loperamida

(o)

Como se puede observar, loperamida contiene en su estructura a la piperidina
(verde), lo cual le confiere un caracter basico con un pKa calculado de 9.4. Se ha
establecido en la literatura que compuestos que cumplan con la “regla de los 4”
(nON = 8, PM > 400 y pKa > 4) son mas propensos a ser sustratos de Pgp.

Debido a que en las estructuras propuestas para la serie YZN no hay aminas
basicas sino, por el contrario, acidos carboxilicos, en la Tabla 25 se muestran
resultados muy satisfactorios para estos compuestos.

Tabla 25. Andlisis de consenso para la evaluacién de la cualidad como sustrato de Pgp de la serie
YZN por algunos programas guimioinformaticos
Sustrato de glucoproteina P

<
N
pd

admetSAR SwissADME admetSAR 2.0 Resultado
1 v v v
2 v v v
3 v v v
4 v v v
5 v v v
6 v v v
7 v v v
8 v v v
9 v v v
10 v v v
11 v v v
GW9509 v v v
Loperamida
Verde: Muy satisfactorio; Satisfactorio; Rojo: Poco satisfactorio

De nueva cuenta, vale la pena destacar que en este analisis se obtuvo un
resultado poco satisfactorio para loperamida, coincidiendo con lo reportado en la
literatura, lo cual sirve para validar los resultados que se obtienen de estos
CcONsensos.
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También se llevé a cabo el andlisis de la unién a proteinas mediante el servidor
PreADMET. Para este ensayo se asignd el codigo de colores de la siguiente
manera: si se calcula una union a proteina mayor o igual a 90 % se considera muy
satisfactorio, si es entre 50 y 90 % se considera satisfactorio y por ultimo si se
calcula una union menor a 50 % se considera poco satisfactorio.

Tabla 26. Andlisis de consenso para la evaluacién de la unién a proteinas plasmaticas de la serie
YZN por algunos programas quimioinforméticos
Unién a proteinas plasmaticas

YZN PreADMET (%) Resultado
1 92
2 90
3 96
4 88
5 96
6 90
7 87
8 86
9 84
10 94
11 97
GW9509 99
Verde: > 90 %); 50 - 90 %; Rojo: 0-50 %

En la Tabla 26 se observa que se calculan valores adecuados para todos los
compuestos. Esto nos indica que los compuestos propuestos presentarian una
eficacia adecuada in vivo si es que resultan bioactivos.

Pasando a la parte de metabolismo, se evalud el riesgo de que los compuestos
propuestos para este proyecto sean inhibidores de las isoformas mas importantes
del CYP450. En este caso se eligio a clotrimazol (Figura 26) como farmaco de
referencia debido a que éste es un inhibidor de las familias 2 y 3 del CYP450.

o

OO
]
W
Figura 26. Estructura quimica del clotrimazol

El clotrimazol es un agente antifungico derivado del imidazol (morado), y es
gracias a este heterociclo que esta molécula es capaz de coordinarse con el Fe3*
presente en el grupo hemo.
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Tabla 27. Analisis de consenso para la inhibicién de CYP450 por la serie YZN por algunos
programas quimioinformaticos
Inhibidor de CYP3A4
ACD/ToxSuite SwissADME PreADMET Resultado

YZN CYP

3A4
1 2D6
2C9

3A4
2 2D6
2C9

3A4
3 2D6
2C9

3A4
4 2D6
2C9

3A4
5 2D6
2C9

3A4
6 2D6
2C9

3A4
7 2D6
2C9

3A4
8 2D6
2C9

3A4
9 2D6
2C9

3A4
10 2D6
2C9

3A4
11 2D6
2C9

3A4
GW9509 2D6
2C9

3A4
Clotrimazol 2D6
2C9
Verde: Muy satisfactorio; Moderado; Rojo: Poco satisfactorio

‘YESENES

<

AN RN NN

<

SNENEN INENEN CNENEN I

NI NN TSN N CNE NN ENENE N ENE NN ENENES SRS NP

<

NSNS ASNARKRAARKRAARKRAARKRAARKRAARKRAARKRAARKRAARKRAAKANIR A K

SSENEN EUENEN
SNENEN FNENEN I

Como se puede observar en la Tabla 27 no se calcula riesgo de inhibicion hacia
las isoformas seleccionadas por parte de la serie YZN, por lo cual no se espera
gue estas moléculas se vean asociadas a interacciones farmaco-farmaco dada su
administracion con algun otro agente terapéutico.
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Andlisis de consenso farmacoldgico

En la Tabla 28 se resumen los resultados previamente discutidos, ademas se
incluyen antecedentes de compuestos analogos a los propuestos, los cuales se
ilustran en la Figura 27.

Tabla 28. Resumen del andlisis de consenso
YZN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Propiedades fisicoquimicas

Log D74
Solubilidad en agua
Peso molecular

Perfil farmacodinamico (Acoplamiento Molecular Automatizado)

PTP-1B
AR
FFAR-1

Perfil toxicol6égico

Mutagenicidad
Carcinogenicidad
Blogueo de canales
hERG

Perfil farmacocinético

Absorcion
Sustrato de Pgp
Inhibidor de CYP2C9
Inhibidor de CYP2D6
Inhibidor de CYP3A4

Antecedentes experimentales de compuestos andlogos

No | No [NESSWBN No [ No | No | No [WAGHVON No
Calificacién

Ensayo in vivo

Resultado

Como se puede observar, las regiones hidrofébicas de los compuestos
seleccionados estan conformados por un bifenilo en posicion meta, un benceno
2,4-diclorado y por el acido esteérico.

(0] (o)
N
o g
Cl
YZN-1 YZN-5

o OH

16 H

Figura 27. Estructuras de los compuestos con mayor prioridad
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8.2. PARTE FARMACOLOGICA

Una vez conociendo los compuestos lideres de la serie YZN mediante el analisis
de consenso farmacolégico y concluida su sintesis, purificacion y asignacion
estructural mediante RMN, se llevdé a cabo la evaluacion de los compuestos
mediante una prueba de tolerancia a la glucosa oral en ratones macho ICR.

Efecto antihiperglucemiante de los compuestos YZN-1, YZN-5y YZN-10

En la Figura 28 se muestran las actividades graficadas de los compuestos 1, 5y
10, ademas del control negativo (Tween 80 al 10 %) y glibenclamida a una dosis
de 5 mg/kg, destacando que los tres compuestos presentaron diferencias
estadisticamente significativas en el minuto 30, abatiendo el pico hiperglicémico
presentado en el grupo control.

350

Control (Tween 80 10 %)
Glibenclamida (5 mg/kg)
YZN-1 (100 mg/kg)

YZN-5 (100 mg/kg)

L B R

YZN-10 (100 mg/kg)

Glucosa mg/dL

Tiempo (min)

Figura 28. Prueba de tolerancia a la glucosa
ANOVA de dos vias, post hoc Dunnett (n =6 + EEM, p < 0.05)

Cabe destacar que, graficando los resultados como area bajo la curva (Figura 29),
el compuesto 10 es el que presentd la mejor actividad antihiperglicemiante, razén
por la cual se decidi6 evaluar su efecto antidiabético mediante un ensayo agudo
en un modelo murino de diabetes no insulino dependiente.
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Figura 29. Area bajo la curva de los resultados obtenidos
ANOVA de una via, post hoc Dunett (n = 6 + EEM, p < 0.05)

Efecto antidiabético del compuesto YZN-10

En

la Figura 30 se grafica el comportamiento de la variaciéon de glucosa una vez

administrado el compuesto YZN-10.

Variacion de glucemia (%)

Ensayo agudo

=¥ Glibenclamida (5 mg/kg)

== Control (Tween 80 10 %)

~&- YZN-10 (100 mg/kg)

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (h)
(o]
(0] OH
/\/\/\/\/\/\/\/\)LN
H

Figura 30. Ensayo antidiabético agudo de YZN-10
ANOVA de dos vias, post hoc Dunnett (n =5 + EEM, p < 0.05)
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Aunque en las horas 1 y 3 la variacion de glucemia con el compuesto YZN-10 no
mostré diferencia con el control, a las horas 5 y 7 se puede observar una
diferencia estadisticamente significativa, logrando la disminucién de los niveles de
glucosa en un 30 % de manera similar a la glibenclamida. Debido a estos
resultados, se tomo la decision de evaluar el efecto tanto del compuesto 10 como
del 5 mediante un ensayo in vitro de medicion de movimiento de calcio en células
de insulinoma pancreético.

Efecto en células de insulinoma pancreatico

En la Figura 31 se muestran las fotografias obtenidas del ensayo en las cuales es
posible distinguir como el tinte Fluo-4AM emite mayor fluorescencia con los
compuestos YZN-5y YZN-10 que con glibenclamida y que con el control.

Control

Glibenclamida

YZN-5

YZN-10

Figura 31. Efecto de los compuestos YZN-5 y YZN-10 sobre el movimiento de [Ca?*]i en células de
insulinoma pancreatico
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Para explicar de manera mas clara estos resultados, en las Figuras 32 — 33 se
muestran los resultados cuantitativos del ensayo.

1500 -
1200 -
900 -

600 -

[Ca '], (%)

300+

0-

H
. N »
N < &

Figura 32. Movimiento de [Ca?*]i en células RINm5F de YZN-5y YZN-10
ANOVA de una via, post hoc Dunnett (n =5, £+ EEM, p < 0.05)

En la Figura 32 se encuentran graficados los resultados en los cuales se puede
observar que ambos compuestos presentaron una diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con el control. Ademas, el compuesto YZN-5 tuvo un
efecto méas marcado que la glibenclamida, presentando una diferencia

estadisticamente significativa.
8 —

Insulina (ng/mL)

o N N
AN & o

Figura 33. Secrecién de insulina en células RINm5F
ANOVA de una via, post hoc Dunnett (n =5, + EEM, p < 0.05)

Por otro lado, también se evalud la influencia en la secrecion de la insulina de los
compuestos YZN-5 y YZN-10, resultados que se grafican en la Figura 33. En este
caso, se puede observar que ambos compuestos lograron presentar un efecto
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secretagogo de insulina similar a glibenclamida, estos tres presentando una
diferencia estadisticamente significativa con el control. Estos hallazgos podrian
indicar que el mecanismo de accion mediante el cual demostraron un efecto
antihiperglicemiante in vivo posiblemente se encuentre ligado con la activacion de
FFAR-1, presente en células beta-pancreaticas, lo que corroboraria lo predicho
por el analisis de consenso farmacoldgico y la hipotesis propuesta.
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8.3. PARTE COMPUTACIONAL: A posteriori
Andlisis de interacciones proteina-ligando
Posterior a los correspondientes analisis in vitro e in vivo, se llevd a cabo el

analisis de los Protein-Ligand Interaction Fingerprint (PLIFS) de los compuestos
mas activos de la serie (1, 5y 11) sobre FFAR-1.

6/10(60.0%)

el

Valg4 Tyr91 Le138 Phel142
Figura 34. PLIF de YZN-1 sobre FFAR-1

Como se puede observar en la Figura 34, el compuesto YZN-1 al adquirir diversas
conformaciones (Figura 35) dentro de la proteina alcanza a conservar en un 60 %
interacciones con Tyr91 y Argl183. Es importante recordar que estos aminoacidos
pertenecen a lista de interacciones importantes que presenta este receptor con
agonistas experimentales, por lo que el hecho de que las mantenga es de alta
importancia para compuestos agonistas de este receptor.
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Arg183, Arg2258, Tyrol, Nisligd
Figura 35. Diferentes conformaciones adquiridas por YZN-1 en el sitio de reconocimiento de
FFAR-1

Por otro lado, en la Figura 36 se observa la conformacion mas recurrente que
adquirié YZN-1 realizando el acoplamiento molecular tanto con AutoDock Vina con
MOE en la que ademas de los aminoacidos previamente destacados, se observa
una interaccion n-H con Phel42, lo cual permite que la interaccion con este
receptor se vea aun mas favorecida.
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Figura 36. Esquema de interacciones 2D de YZN-1 con FFAR-1

En la Figura 37 se muestra el PLIF de YZN-5 en el cual se puede observar que
este compuesto conservé dos tipos de interacciones con Argl83 con un 80 % de
retencion.

8/10 (80.0%)
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Figura 37. PLIF de YZN-5 sobre FFAR-1

De igual manera la mayoria de las poses (Figura 38) conservan las interacciones
con el residuo Arg183.
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Figura 38. Diferentes conformaciones adquiridas por YZN-5 en el sitio de reconocimiento de
FFAR-1

Como se puede observar, las interacciones con los aminoacidos previamente
discutidos se conservan. Esto también se encuentra reflejado en el diagrama de
interacciones de la pose mas recurrente calculada por ambos programas (Figura
39).

a

Figura 39. Esquema de interacciones 2D de YZN-5 con FFAR-1

Por dltimo, en la Figura 40 se muestra el PLIF de YZN-10 en el cual se puede
observar que este compuesto conservo interacciones con Argl83 y Arg2258 con
un 66.7 % de retencion.

6/9 (66.7%)

o
o /©/\)‘\OH
H
L I YZN-10

Pro80 Ty.r.9l Leul38 Leul58 Argz__258
Figura 40. PLIF de YZN-10 sobre FFAR-1

De igual manera la mayoria de las poses (Figura 41) conserva la interaccion con
el residuo Arg183.
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Figura 41. Diferentes conformaciones adquiridas por YZN-10 en el sitio de reconocimiento de
FFAR-1

Como se puede observar, las interacciones con los aminoacidos previamente
discutidos se conservan. Esto también se encuentra reflejado en el diagrama de
interacciones de la pose mas recurrente calculada por ambos programas (Figura
42).

Figura 42. Esquema de interacciones 2D de YZN-10 con FFAR-1
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. CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron los compuestos finales YZN 1 — 10 con
rendimientos buenos e intervalos de punto de fusion caracteristicos de
pureza.

De acuerdo con el andlisis de consenso farmacologico, los compuestos
YZN-1, YZN-5 y YZN-10 son los candidatos computacionales seguros de la
serie y se seleccionaon para pruebas in vitro e in vivo.

Se corroboro el estatus de hits experimentales de los compuestos YZN-1,
YZN-5 y YZN-10 mediante pruebas de tolerancia a la glucosa oral en
ratones macho ICR normoglucémicos.

El compuesto YZN-10 present6 actividad como antihiperglicemiante en un
ensayo antidiabético en ratones macho ICR inducidos con estreptozotocina
y nicotinamida.

Los compuestos YZN-5 y YZN-10 aumentaron tanto el movimiento de calcio
intracelular, como la secrecion de insulina en células RINm5F de insulinoma
pancreético de manera estadisticamente significativa.

Los resultados predichos in silico por el andlisis de consenso farmacoldgico
tuvieron una correlacion alta con los ensayos experimentales realizados.
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10.PERSPECTIVAS

e Corroborar el perfil toxicologico de los compuestos YZN-1, YZN-5y YZN-10
de manera experimental.

e Obtener la DEso del compuesto YZN-10 en un modelo murino DNID.

e Realizar un ensayo sub-crénico para analizar el comportamiento a mediano
plazo del compuesto YZN-10.

e Explorar mas compuestos derivados del &cido 3-(4-aminofenil)propidnico
con fragmentos de acidos grasos como regiones hidrofébicas.
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11.PARTE EXPERIMENTAL
11.1. Instrumentacién

Para llevar a cabo las reacciones necesarias para la sintesis de los compuestos,
se requirio de una parrilla de calentamiento equipada con agitacion magnética de
la marca Science Med y matraces bola de 5, 10, y 50 mL acoplados con
agitadores y refrigerantes en posicion de reflujo.

Para las reacciones de hidrogenacion se emple6é un reactor de la marca Parr
Instruments®. Ademas, para evaporar los disolventes empleados se le dio uso a
un rotaevaporador marca Blichi® acoplado a vacio con una bomba marca Felisa®
y una de alto vacio, cuando fuese necesario, de la marca BUCHI®.

Finalmente, los puntos de fusion se determinaron en un aparato Stanford
Research System, modelo EZ-Melt®.

Los espectros de resonancia magnética nuclear y de masas se obtuvieron gracias
a la colaboracion con el Dr. Emanuel Hernandez Nufiez del Departamento de
Recursos del Mar, CINVESTAV, unidad Mérida y la Dra. Gabriela Avila Villarreal
de la Universidad Autbnoma de Nayarit.

Todos los programas utilizados, a excepcion de ACD/ToxSuite y MOE, que
requieren una licencia disponible en el laboratorio 5, fueron instalados o
ejecutados en una laptop Lenovo® modelo ideapad® 500 con SO: Windows 7 y
Linux de 64 bits, procesador Intel® core i7.

Los calculos que requirieron del uso de supercémputo se llevaron a cabo en
colaboracion con el Laboratorio Nacional de Supercomputo del Sureste de México
(LNS), el cual cuenta con 3 servidores IBM AC922 Power9, 2 procesadores
Power9 de 20 cores, 1024 GB de memoria RAM, 2 discos duros SSD SATA de 1.9
TB, 4 tarjetas NVIDIA Volta V100 con NVLINK.

11.2. Cromatografia de capa finay en columna

Para el seguimiento de las reacciones se empled la técnica de cromatografia por
capa fina. Ademas, para la purificaciéon de algunos compuestos se llevo a cabo
cromatografias de columna utilizando los sistemas de eluciéon que se muestran en
la Tabla 29.

Tabla 29. Sistemas de elucién empleados

Sistema Proporcién Composicion
| 9:1 Hex:AcOEt
Il 8:2 Hex:AcOEt
1l 7:3 Hex:AcOEt
v 6:4 Hex:AcOEt
V 1:1 Hex:AcOEt

78



11.3. Reactivos y costo

Para sintetizar los compuestos de la serie YZN se emplearon los siguientes (Tabla
30) reactivos adquiridos de la casa quimica Sigma-Aldrich®, ahora Merck®.

Tabla 30. Relacién de costos de los reactivos empleados para el presente proyecto

Nombre CAS Costo (MXN)* Cantidad
Acido 3-fenilpropiénico 501-52-0 $1,525.00 100 g
Cloruro de 3-fenilbenzoilo 42498-44-2 $1,432.00 1lg
Cloruro de 1-naftoilo 879-18-5 $988.00 10g
Cloruro de 4-clorobenzoilo 122-01-0 $742.00 100 g
Cloruro de 4-fluorobenzoilo 403-43-0 $3,138.00 100 g
Cloruro de 2,4-diclorobenzoilo 89-75-8 $1,414.00 100 g
Cloruro de 4-metilbenzoilo 874-60-2 $596.00 100 g
Cloruro de 4-cianobenzoilo 6068-72-0 $2,105.00 59
Cloruro de 4-
(trifluorometil)benzoilo 329-15-7 $692.00 lg
Cloruro de 4-nitrobenzoilo 122-04-3 $927.00 50¢g
Cloruro de estearoilo 112-76-5 $2,291.00 59
Cloruro de cinamoilo 102-92-1 $814.00 100 g
*Al afio 2019
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11.4. Parte quimica
Metodologia general de hidroélisis de ésteres mediante el uso de LiOH

En un matraz bola de 10 mL de una boca, acoplado con agitacion magnética,
parrilla de calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se afiadid6 1
equivalente del precursor YZN 1 - 1la disuelto en 1 mL de dioxano.
Posteriormente, se afiadieron 6 equivalentes de LiOH y 5 gotas de agua. Una vez
concluida la adicién se inici6 el calentamiento hasta llegar a reflujo y se mantuvo la
temperatura a 90 °C durante 1 hora.

Se llevé a cabo el monitoreo de la reaccion mediante cromatografia de capa fina
empleando el sistema de elucion Il y al observar que sélo se formaba una mancha
diferente a la del precursor, se detuvo el calentamiento y una vez a temperatura
ambiente se filtr6 un precipitado blanco que se form6 conforme se enfriaba la
reaccion.

El sdélido recuperado se dej6 secar durante 24 horas, tras lo cual se pasé a un
matraz bola de 10 mL de una boca, acoplado con bafio de hielo y agitacion
magnética y se le afiadié alrededor de 1 mL de agua fria para llevar a un pH acido
de 4 afadiendo gota por gota una solucién de HCI al 30 % v/v partiendo de un pH
inicial basico de 14. Una vez alcanzado este pH se dejo en agitacion durante 20
minutos y después se filtré un sdlido.
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Obtencion del acido 3-(4-([1,1’-bifenil]-3-carboxamido)fenil)propiénico (YZN-
1)

U Nopaae™s o
It e

YZN-1a YZN-1

Mediante la metodologia general de hidrdlisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un sélido blanco con un punto de fusion de 234.3 — 235.1 °C y con un rendimiento
del 69 %.

RMN H (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.85 (s, 1H, NH), 8.74 (dd, J = 1.1 Hz, 1H, H2”),
8.45 (dd, J = 7.8, 1.1 Hz, 1H, H6"), 8.37 (dd, J = 7.8, 1.1 Hz, 1H, H4"), 8.28 (dd, J
= 7.4, 1.2 Hz, 2H, H2”, H6"™), 8.19 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H2', H6’), 8.11 (dd, J = 7.8
Hz, 1H, H5”), 8.01 (dd, J = 7.4 Hz, 2H, H3"”, H5™), 7.92 (ddd, J = 7.4, 1.2 Hz, 1H,
H4™), 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H3’, H5’), 3.29 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H2), 2.89 (1, J = 7.8
Hz, 2H, H3).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) &: 175.6 (C1), 165.7 (C=0), 140.7 (C3”), 140.0
(C1”), 137.9 (C1’), 137.3 (C4’), 136.2 (C1”), 130.1 (C4”), 129.5 (C2”) 129.5 (C3"",
C5™), 128.7 (C2”, CB"), 128.3 (C4™"), 127.4 (C2', C6), 127.3 (CB”), 126.3 (C5"),
121.0 (C3, C5'), 38.1 (C3), 31.3 (C2).

EM (IE): m/z (% int. rel). 359 (M*, 35 %), 184 (100 %), 152 (40 %).
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Obtencion del acido 3-(4-(1-naftamido)fenil)propionico (YZN-2)

o
O 0 /©/\)‘\o _LioH /@A)L
‘)‘\N Dioxano:H,0 ‘)\
(I
YZN-2a YZN-2

Mediante la metodologia general de hidrélisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un sélido blanco con un punto de fusion de > 280 °C y con un rendimiento del 75
%.

RMN !H (600 MHz, DMSO-dg) &: 10.46 (s, 1H, NH), 8.15 (dd, J = 8.2, 2.9 Hz, 1H, H2"), 8.04 (d,
8.2 Hz, 1H, H4”), 7.99 (dd, J = 8.2, 2.9 Hz, 1H, H3"), 7.70 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H9”), 7.65 (d, J =
Hz, 2H, H2’, H6’), 7.59 — 7.54 (m, 3H, H6”, H7”, H8”), 7.16 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H3’, H5’), 2.72 (1,
7.9 Hz, 2H, H2), 2.18 (t, J = 7.9 Hz, 2H, H3).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-dg) &: 167.5 (C=0), 135.4 (C4’), 133.6 (C8”), 130.4 (C4”), 130.1 (C1"),
128.8 (C2’, C6’), 128.7 (C5”), 127.4 (C6”), 126.8 (C10”), 125.8 (C2”), 125.6 (C3”), 125.5 (C7”),
120.2 (C3’, C5’), 40.3 (C3), 32.38 (C2).

EM (IE): m/z (% int. rel). 333 (M*, 25 %), 155 (100 %), 127 (50 %).

Nl

J
8.
J
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Obtencion del acido 3-(4-(4-clorobenzamido)fenil)propionico (YZN- 3)

(o)
N Dloxano H,0
H
Cl
YZN-3a YZN-3

Mediante la metodologia general de hidrélisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un solido blanco con un punto de fusién de 255.5 — 257.8 °C y con un rendimiento
del 75 %.

RMN H (600 MHz, DMSO-dg) &: 10.24 (s, 1H, NH), 7.95 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H2’, H6’), 7.62 (d, J =
7.5 Hz, 2H, H3”, H5”), 7.56 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3’, H5’), 7.17 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H2”, H6”), 2.76 (t,
J=7.4Hz, 2H, H2), 2.40 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H3).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) &: 174.8 (C1), 164.7 (C=0), 137.6 (C1"), 137.2 (C4”), 136.7 (C1’),
130.1 (C2”), 130.0 (C3”), 128.7 (C3’, C5’), 120.9 (C2’, C6’), 40.1 (C3), 30.9 (C2).

EM (IE): m/z (% int. rel). 317 (M+, 10 %), 139 (100 %), 111 (35 %).
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Obtenciodn del acido 3-(4-(4-fluorobenzamido)fenil)propiénico (YZN- 4)

(o)
o /@/\)‘\o L|0H /©/\)‘\
N Dloxano H,0
H
F
YZN-4a YZN-4

Mediante la metodologia general de hidrélisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un sdlido blanco con un punto de fusién de 228.2 — 230.0 °C y con un rendimiento
del 75 %.

RMN *H (600 MHz, DMSO-de) &: 10.17 (s, 1H, NH), 8.00 (dd, J = 8.9, 3.3 Hz, 2H, H2”, H6"), 7.62
(d, J = 8.5 Hz, 2H, H2', H6"), 7.33 (dd, J = 8.9 Hz, 2H, H3”, H5”), 7.17 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3’, H5),
2.77 (t, J =7.7 Hz, 1H, H2), 2.49 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H3).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) &: 174.3 (C1), 164.7 (C=0), 164.5 (d, J = 248.6, C4”), 137.5 (C1’),
136.7 (C4’), 131.9 (d, J = 3.2, C1”), 130.7 (d, J = 8.9, C2”, C6”), 129.1 (C2, C6’), 128.5 (C3', C5’),
115.7 (d, J = 21.2, C3”, C5”), 35.9 (C3), 30.3 (C2).

EM (IE): m/z (% int. rel). 301 (M*, 55 %), 123 (100 %), 95 (35 %).
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Obtencion del acido 3-(4-(2,4-diclorobenzamido)fenil)propiénico (YZN 5)

(o)
cl o /@A)J\o _LioH /@M
N Dloxano HZO
H
Cl
YZN-5a YZN-5

Mediante la metodologia general de hidrdlisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un sélido blanco con un punto de fusion de 201.0 — 202.5 °C y con un rendimiento
del 75 %.

RMN H (600 MHz, DMSO-ds) &: 10.93 (s, 1H, NH), 8.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H3"), 8.11 (d, J = 8.2
Hz, 1H, H6”), 8.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H2’, HE’), 8.05 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H, H5"), 7.71 (d, J = 8.4,
2H, H3, H5’), 3.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H2), 3.02 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H3).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-dg) 8: 174.2 (C1), 164.3 (C=0), 137.2 (C1), 137.1 (C2"), 136.4 (C4’),
135.2 (C17), 131.7 (C4”), 130.8 (C6”), 129.6 (C3”, C5”), 129.0 (C2’, C6’), 127.9 (C5”), 120.1 (C3’,
C5’), 35.9 (C3), 30.4 (C2).

EM (IE): m/z (% int. rel). 337 (M*, 10 %), 173 (100 %), 145 (30 %).
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Obtencion del acido 3-(4-(4-metilbenzamido)fenil)propionico (YZN-6)

o o
e
i /©/\)\° LiOH 0 /©/\)J\OH
_
N Dioxano:H,0 N
H A H

H;C H,C

YZN-6a YZN-6
Mediante la metodologia general de hidrélisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un sélido blanco que fue recristalizado con MeOH obteniendo cristales blancos
con un punto de fusion de 201.0 — 202.5 °C y con un rendimiento del 86 %.

HyC™%"

RMN *H (600 MHz, DMSO-de) &: 10.67 (s, 1H, NH), 8.40 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H2", H6"), 8.20 (d, J =
8.5 Hz, 2H, H2", H6"), 7.81 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H3”, H5”), 7.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3’, H5'), 3.30 (t, J
= 7.7 Hz, 2H, H2), 3.03 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H3), 2.88 (s, 3H, CHs3).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-de) &: 174.2 (C1), 165.7 (C=0), 141.9 (C4”), 137.7 (CT’), 136.5 (C4"),
132.5 (C1”), 129.3 (C3”, C5”), 128.7 (C2’), 128.2 (C2”, C6”), 121.0 (C3', C5’), 35.9 (C3), 30.4 (C2),
21.5 (CHa).
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Obtencion del acido 3-(4-(4-(trifluorometil)benzamido)fenil)propiénico (YZN-
7)

(0]
/©/\)‘\ L|OH o /@/\)‘\OH
/©)‘\ D|oxano H,0 /@)‘\H
Fs;C
YZN-7a YZN-7

Mediante la metodologia general de hidrélisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un solido blanco que fue recristalizado con MeOH obteniendo un sélido blanco con
un punto de fusién mayor a 280 °C y con un rendimiento del 52 %.

RMN H (600 MHz, DMSO-de) 5: 10.67 (s, 1H, NH), 8.40 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H2”, H6"), 8.20 (d, J =
8.5 Hz, 2H, H2’, HE’), 7.81 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H3”, H5”), 7.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3’, H5'), 3.30 (t, J
= 7.7 Hz, 2H, H2), 3.03 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H3), 2.88 (s, 3H, CHa).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 8: 174.2 (C1), 165.7 (C=0), 141.9 (C4”), 137.7 (C1’), 136.5 (C4’),
132.5 (C1”), 129.3 (C3”, C5”), 128.7 (C2’), 128.2 (C2”, C6”), 121.0 (C3', C5'), 35.9 (C3), 30.4 (C2),
21.5 (CHa).
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Obtencion del acido 3-(4-(4-(cianobenzamido)fenil)propiénico (YZN- 8)

A e

Dloxano H,0

YZN-8a YZN-8

Mediante la metodologia general de hidrdlisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un sélido blanco con un punto de fusion de 254.5 — 257.0 °C y con un rendimiento
del 77 %.

RMN *H (600 MHz, DMSO-de) : 10.93 (s, 1H, NH), 8.25 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H3"), 8.11 (d, J = 8.2
Hz, 1H, H6”), 8.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H2’, HE’), 8.05 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H, H5”), 7.71 (d, J = 8.4,
2H, H3', H5%), 3.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H2), 3.02 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H3).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 8: 174.2 (C1), 164.3 (C=0), 137.2 (C1’), 137.1 (C2”), 136.4 (C4’),
135.2 (C1”), 131.7 (C4”), 130.8 (C6"), 129.6 (C3”, C5”), 129.0 (C2’, C6’), 127.9 (C5”), 120.1 (C3,
C5), 35.9 (C3), 30.4 (C2).

EM (IE): m/z (% int. rel). 308 (M*, 45 %), 130 (100 %), 102 (50 %).
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Obtencion del acido 3-(4-(4- (nitrobenzamido)feniI)propiénico (YZN-9)

(o)
W L|OH o /©/\)‘\OH
Dloxano H,O N
H
O,N
YZN-9a YZN-9

Mediante la metodologia general de hidrélisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo
un soélido amarillo con un punto de descomposicion de 206.4 °C y con un

rendimiento del 75 %.
- .
H 3
O,N72" 6"

i
RMN H (600 MHz, DMSO-de) 5: 10.48 (s, 1H, NH), 8.34 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H3”, H5"), 8.15 (d, J =
9.0 Hz, 2H, H2”, H6"), 7.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H2’, HE’), 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3', H5'), 2.78 (t, J
= 7.6 Hz, 2H, H2), 2.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H3).

RMN 33C (150 MHz, DMSO-de) &: 174.2 (C1), 164.1 (C=0), 149.5 (C4”), 141.1 (C1”), 137.2 (C1"),
129.7 (C4’), 129.2 (C2”, C6”), 128.6 (C2’, C6’), 124.1 (C3”, C5”), 123.9 (C3, C5’), 35.8 (C3), 30.3
(C2).
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Obtencion del acido 3-(4- estearamidofenil)propiénico (YZN-10)
o}

Dloxano HZO
16 N

H
YZN-10a YZN-10

Mediante la metodologia general de hidrdlisis de ésteres mediante LiOH se obtuvo

un solido blanco con un punto de descomposicion de 239.4 °C y con un

rendimiento del 71 %.

RMN H (600 MHz, DMSO-de) 5: 10.67 (s, 1H, NH), 8.40 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H2”, H6"), 8.20 (d, J =
8.5 Hz, 2H, H2’, HB’), 7.81 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H3”, H5”), 7.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H3’, H5), 3.30 (t, J
= 7.7 Hz, 2H, H2), 3.03 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H3), 2.88 (s, 3H, CHa).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-dg) 8: 174.2 (C1), 165.7 (C=0), 141.9 (C4”), 137.7 (C1), 136.5 (C4’),
132.5 (C1”), 129.3 (C3”, C5”), 128.7 (C2’), 128.2 (C2”, C6”), 121.0 (C3', C5'), 35.9 (C3), 30.4 (C2),
21.5 (CHa).
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Metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de acido

En un matraz bola de 10 mL de una boca acoplado con embudo de adicion por
presiones igualadas, bafio de hielo y agitacibn magnética se afiadio 1 equivalente
del precursor 3-(4-aminofenil)propionato de metilo (YZN-12) disuelto en 1 mL de
CH2Cl2y 1.1 equivalentes de trietilamina. Esta mezcla se dejo en agitacion durante
15 minutos.

Por otro lado, al embudo de adicion se le afiadieron 1.1 equivalentes del cloruro de
acido disueltos en 0.5 mL de CH2Clz seco. Se inici6 la adicion y se mantuvo por
alrededor de 40 minutos. Una vez completada, se retir6 el bafio de hielo y se dej6
proseguir la reaccion durante 3 horas cambiado el embudo de adicion por una
columna Vigreaux.

Se llevé a cabo el control de proceso mediante cromatografia de capa fina
empleando el sistema de elucién | observando la completa desaparicion de las
materias primas y la formacién de una mancha correspondiente al producto, tras lo
cual se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente.

Una vez obtenido un sélido, este fue tratado con agua fria y se filtré.
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Obtencion del 3-(4-([1,1’-bifenil]-3-carboxamido)fenil)propionato de metilo
(YZN-1a)

o (o)
O / TEA, DMAP
ct
CHZCIZ, t.a.
H,N

Cloruro de

3-fenilbenzoilo YZN-12 YZN-1a

Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante recristalizacién con
MeOH obteniendo unos cristales blancos de hojuela con un punto de fusion de
77.3 —80.8 °C y con un rendimiento del 82 %.

Obtencion del 3-(4-(1-naftamido)fenil)propionato de metilo (YZN-2a)

Cloruro de
1-naftoilo

YZN-12 YZN-2a
Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 116.8 — 121.4 °C y
con un rendimiento del 86 %.

Obtencién del 3-(4-(4-clorofenil)benzamido)propionato de metilo (YZN-3a)

Cloruro de
4-clorobenzoilo
Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 146.4 — 147.9 °Cy
con un rendimiento del 86 %.

YZN-12 YZN-3a
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Obtencién del 3-(4-(4-f|uorobenzamido)fenil)propionato de metilo (YZN- 4a)

Cloruro de
4-fluorobenzoilo
Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un solido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 110.7 — 113.0 °C y
con un rendimiento del 96 %.

YZN-12 YZN-4a

Obtencién del 3-(4-(2,4-diclorobenzamido)fenil)propionato de metilo (YZN-5)

Cloruro de
2,4-diclorobenzoilo
Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un soélido blanco con un punto de fusién de 90.8 — 92.1 °C y con
un rendimiento del 96 %.

YZN-12 YZN-5a

Obtencion del 3-(4-(4-metilbenzamido)fenil)propionato de metilo (YZN-6a)

Cloruro de
4-metilbenzoilo
Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 117.8 — 119.5 °C y
con un rendimiento del 78 %.

YZN-12 YZN-6a

93



Obtencion del 3-(4-(4-(trifluorometil)benzamido)fenil)propionato de metilo
(YZN-7a)

Cloruro de
4-(trifluorometil)benzoilo

Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 117.8 — 119.5 °C y
con un rendimiento del 78 %.

YZN-12 YZN-7a

Obtencion del 3-(4-(4-(cianobenzamido)fenil)propionato de metilo (YZN-8a)

Cloruro de
4-cianobenzoilo

Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un soélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 117.8 — 119.5 °C y
con un rendimiento del 78 %.

YZN-12 YZN-8a

Obtencion del 3-(4-(4-(nitrobenzamido)fenil)propionato de metilo (YZN-9a)

(¢}
| :I CH Cl,, t.a. N
O,N

Cloruro de
4-nitrobenzoilo

Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 117.8 — 119.5 °C y
con un rendimiento del 78 %.

YZN-12 YZN-9a
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Obtencion del 3-(4-estearamidofenil)propionato de metilo (YZN-10a)

(o) (o)
(o)
+ o~ _TEA, DMAP o o
16 Cl CH,Cl,, t.a. \MJL
H,N 16 N
Cloruro de H
\ YZN-12 YZN-10a
estearoilo

Mediante la metodologia general de obtencion de amidas a partir de cloruros de
acidos se obtuvo un sélido blanco que fue purificado mediante repulpados con
MeOH obteniendo un sélido blanco con un punto de fusién de 117.8 — 119.5 °C y
con un rendimiento del 78 %.

Obtencion del 3-(4-cinamamidofenil)propionato de metilo (YZN-11a)

0 0 ?
o~ _TEA, DMAP__ o~
A cl+
CHZCIz, t.a.
H,N

Cloruro de YZN-12 YZN 11a
cinamoilo

En un matraz bola de 10 mL de una boca acoplado con embudo de adicién por
presiones igualadas, bafio de hielo y agitacibn magnética se afiadié 1 equivalente
del precursor 3-(4-aminofenil)propionato de metilo (YZN-12) disuelto en 1.5 mL de
CH2Cl2y 1.1 equivalentes de trietilamina. Esta mezcla se dejo en agitacion durante
15 minutos.

Por otro lado, al embudo de adicion se le afiadieron 1.1 equivalentes del cloruro de
4-cianobenzoilo disueltos en 0.5 mL de CH2Cl2 seco. Se inicio la adicion y se
mantuvo por alrededor de 40 minutos. Una vez completada, se retird el bafio de
hielo y se dej6 proseguir la reaccion durante 3 horas cambiado el embudo de
adicién por una columna Vigreaux.

Se llevé a cabo el control de proceso mediante cromatografia de capa fina
empleando el sistema de elucion Il observando la completa desaparicién de las
materias primas y la formacién de una mancha correspondiente al producto, tras lo
cual se detuvo la agitacion y se rotaevapord el disolvente obteniendo una miel
ambar.
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Obtencion del 3-(4-aminofenil)propionato de metilo (YZN-12)

o] (o]

H,, Pd%/C
0/ 2 0/
MeOH, t.a.
O,N H,N
YZN-13 YZN-12

En una botella de hidrogenacién se afiadié 1 equivalente de la materia prima YZN-
13 disuelto en 150 mL de MeOH y 10 % w/w de Pd%C 5 %. Se tapé la botella y se
procedié a purgarla con nitrégeno, tras lo cual se acoplo al hidrogenador.

El reservorio se cargd con 30 psi de gas hidrogeno y se purgé de nueva cuenta la
botella 3 veces con 10 psi del gas. Después de esto se volvi6 a cargar el
reservorio con 30 psi de Hz y se inicio la agitacion.

Se dejo proseguir la reaccion durante 30 minutos y se llevé a cabo el control del
proceso mediante CCF empleando el sistema de elucion |, y al observarse la
desaparicion de la mancha correspondiente a la materia prima, se dejo proseguir
la hidrogenacion durante 30 minutos adicionales para eliminar productos parciales
de reduccion.

Transcurrido este tiempo, se detuvo el vaivén y se filtr6 el Pd%C recuperando el
MeOH el cual se llevdé a sequedad obteniendo un sélido amarillento el cual se
purific6 mediante recristalizacion en MeOH obteniendo cristales de color blanco
con un punto de fusién de 162.7 — 163.8 °C y un rendimiento del 97 %.

96



Obtencion del 3-(4-nitrofenil)propionato de metilo (YZN-13)

H,SO
OH— 2°-4 o o~
MeOH, A
O,N O,N
YZN-14 YZN-13

En un matraz de 5 mL de una boca, acoplado con refrigerante, agitacion
magnética y bafio de agua, fue afadido 1 equivalente del &cido 3-(4-
nitrofenil)propionico en 2 mL de MeOH. A esta solucién se le afladié 1 gota de
H2SO4 (10 % w/w) y se inicié el calentamiento a reflujo dejando en agitacion
durante 1 hora.

Se monitored el avance de la reaccion mediante cromatografia de capa fina,
utilizando el sistema de elucion | y al observarse que la mancha correspondiente a
la materia prima habia desaparecido se detuvo la reaccion.

Se rotaevaporé el MeOH usando vacio y después de obtener un sélido blanco, a
éste se le realizd6 una extraccidbn con AcOEt para retirar el &acido sulftrico
remanente (3 x 25 mL) y las fases organicas fueron rotaevaporadas obteniendo un
aceite amarillo, el cual solidificé a temperatura ambiente.

Este sélido fue recristalizado en MeOH obteniendo cristales amarillos cubicos con
un punto de fusion de 70.0 — 70.4 °C y rendimiento del 76 %.
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Obtencion del acido 3-(4-nitrofenil)propionico (YZN-14)

o) o NO, o
HNO
OH — 3 5 OH + OH
H,S0,4, 0 °C
O,N
Acido YZN-14 Acido
3-fenilpropiénico 3-(2-nitrofenil)propidnico

En un matraz de 25 mL de una boca, acoplado con columna vigreaux, agitacion
magnética y bafio de hielo con sal, fue afiadido 1 g del acido 3-fenilpropiénico
(0.007 mol) en 2 mL de H2SOa. A esta solucion se le fue afiadiendo gota a gota la
mezcla sulfonitrica (1.1 eq) preparada in situ a 0°C y se dejo en agitacién durante
30 minutos.

Se monitoreé el avance de la reaccion mediante cromatografia de capa fina,
utilizando un sistema de elucién 1l y, tras observar la desaparicion de la materia
prima, se detuvo la reaccion vertiendo el contenido del matraz sobre agua hielo.
Se obtuvo un sélido blanco que contenia tanto al producto de nitracion en para
como en orto el cual, fue filtrado.

Se aisl6 el compuesto de interés mediante cromatografia de columna empleando
como sistema Hex:AcOEt. Se obtuvo un sélido blanco que present6 un intervalo
de punto de fusion de 164.0 — 165.9 °C, que coincide con lo reportado en la
literatura, con un rendimiento del 80 % y una proporcion de isbmeros para con
respecto a orto de 5:1.

Acido 3-(p-nitrofenil)propiénico
RMN *H (200 MHz, DMSO-ds) 8: 8.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H2', H6'), 7.53 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H3,,
H5’), 2.97 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H2), 2.64 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H3).

Acido 3-(o-nitrofenil)propiénico

RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) &: 7.93 (dd, J = (d, J = 8.7 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, H6’), 7.67 (ddd, J =
8.7,J = 1.4 Hz, 1H, H3’), 7.25 (ddd, J = 8.7 Hz, J = 1.4 Hz, 2H, H4’, H5’), 3.07 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
H2), 2.84 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H3).
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Espectro 1. YZN-1: RMN !H, 600 MHz, DMSO-ds
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