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PPARy Receptores activados por el proliferador de peroxisomas gamma
PPRE Elemento de respuesta de PPAR
PTP1B Protein tirosin fosfatasa 1B
RI Resistencia a la insulina
RMN Resonancia magnética nuclear
RMSD Desviacidn de la raiz cuadrada media de las posiciones atomicas
SGLT-2 Transportador de sodio-glucosa tipo 2
SU Sulfonilureas
SUR1 Receptor de sulfonilurea tipo 1
TZD Tiazolidindionas
AG Energia de unién
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Uno de los padecimientos con mayor prevalencia a nivel mundial es la DMT 2 la cual de
acuerdo con la organizacion mundial de la salud se define como un desorden de tipo
metabdlico caracterizado por hiperglicemia debido a un defecto en la secrecion y accion de
la insulina, en algunos casos también se observa una excesiva acumulacion de triglicéridos
y derivados de &cidos grasos en musculo esquelético, lo cual provoca a largo plazo
disfuncién en diferentes 6rganos y tejidos asociados con multiples complicaciones como
son enfermedades cardiovasculares, retinopatias y nefropatias.

De acuerdo con la estadistica de la federacion internacional de diabetes en el afio 2017,
México se encuentra en 5to lugar con 12 millones de personas diagnosticadas con este
padecimiento generando un grave problema de salud ya que también hay un aumento en
el gasto sanitario de este padecimiento. Por lo cual es de suma importancia la busqueda de
moléculas que sean capaces de actuar a nivel de mas de un pedimento asociado con DMT-
2.

En este proyecto se llevé a cabo el disefio y la sintesis de 6 compuestos finales MGD 1-5y
MGD-14, los cuales fueron caracterizados por RMN de 'H y 3C. De esta serie de
compuestos se realizd posteriormente una evaluacion de manera predictiva de su actividad
biolégica, farmacocinética, toxicidad, metabolismo y de acoplamiento molecular empleando
una serie de programas quimio-informaticos obteniendo resultados favorables para cada
uno de los compuestos disefiados. Posteriormente con el objetivo de priorizar los ensayos
biol6gicos se llevé a cabo un analisis de consenso farmacoldgico, el cual nos permitié
obtener un lider computacional seguro. De este analisis se obtuvo que el compuesto MGD-
14 y MGD-3 presentaron las mejores propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas
siendo estos dos compuestos candidatos para ser evaluados en ensayos in vivo en un
modelo murino de diabetes no insulino-dependiente.

Inicialmente se llevé a cabo la evaluacién in vivo del compuesto MGD-14 a una dosis de 50
mg/Kg de peso, el cual presentd una disminucion de los niveles de glucosa desde la primera
hora, mostrando un efecto hipoglicemiante hasta finalizar el ensayo, similar a
Glibenclamida, lo cual indica que podria actuar no solo como agonista dual PPARa/y sino
también como insulino-mimético, debido a esta disminucién de los niveles de glucosa tan
pronunciada.

Adicionalmente, se llevo a cabo la evaluacion del compuesto MGD-3 a una dosis de 100
mg/Kg de peso, pero debido a su baja solubilidad no se observé un efecto en la disminucion
de los niveles de glucosa al ser administrado por via oral, debido a ello se decidi6 evaluar
el siguiente compuesto obtenido del andlisis de consenso.

El compuesto MGD-1 fue evaluado a una dosis Unica de 100 mg/Kg de peso, el cual
presentd un efecto antihiperglicemiante similar al observado por Pioglitazona al disminuir
los niveles de glucosa desde la tercera hora y hasta finalizar el ensayo.

Debido a los resultados obtenidos en este proyecto quimico-farmacéutico, los compuesto
MGD-14 y MGD-1 son considerados lideres experimentales seguros ya que presentaron
buena actividad en ensayos in vivo, por lo que se consideran nuevas moléculas para el
tratamiento de DMT-2.

ABSTRACT

XV



QUIMICA FARMACEUTICA &?{

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a prominent disease that affects many all around the
globe. According to the World Health Organization, T2DM is defined as a metabolic type
disorder characterized by hyperglycemia, due to a defect in the secretion and action of
insulin. In some cases, T2DM has an excessive accumulation of triglycerides and fatty acid
derivatives in skeletal muscle, which causes long-term dysfunction in different organs and
tissues associated with multiple complications, such as cardiovascular disease, retinopathy,
and nephropathy.

According to the statistics of the International Diabetes Federation in the year 2017,
Mexico ranks fifth, with 12 million people diagnosed with this condition, which in turn is
generating a severe health problem due to an increase in health spending from this disease.
Therefore, it is of utmost importance that the research for molecules which are capable of
acting at the level of more than one motion associated with T2DM.

In this project, the design and synthesis of 6 compounds, MGD 1-5 and MGD-14
were carried out, which were characterized by *H and *C NMR. Subsequently, from this
series of compounds, a predictive assessment of their biological activity was conducted, as
well as pharmacokinetic, toxicity, metabolism and molecular docking assays, which were
done by using a set of chemo-informatic programs. Favorable results and predictions for
each of the compounds were obtained. Subsequently, with the aim of prioritizing, the
biological tests conducted an analysis of pharmacological consensus which will allowed us
to obtain a computational safe lead. From this study, it was found that compounds MGD-14
and MGD-3 presented the best pharmacodynamics and pharmacokinetic profiles, making
them viable candidates to be evaluated in vivo, in a murine model of non-insulin dependent
diabetes.

Initially, an in vivo evaluation was carried out for compound MGD-14 at a dose of 50
mg/kg of body weight. This compound presented a decrease in the levels of glucose starting
from the first hour, showing a hypoglycemic effect until the completion of the test, similar to
Glibenclamide. This result indicates that it could act not only as PPARo/y dual agonist, but
also as Insulin-mimetic, due the pronounced decrease in glucose levels.

In addition, an assessment of compound MGD-3 at a dose of 100 mg/kg of body
weight was conducted, but due to its low solubility, had no effect in lowering blood glucose
levels while being administered by an oral route. Due to this finding, it was determined to
evaluate the following computational safe lead ranked from the consensus analysis.

The MGD-1 compound was evaluated at a single dose of 100 mg/kg of body weight,
which presented an antihyperglycemic response. This is similar to the effect showed by
Pioglitazone, which decreased the levels of glucose from the third time until the completion
of the test.

Due to the results obtained in this chemical and pharmaceutical project, the
compounds MGD-14 and MGD-1 are to be considered safe experimental leads, due to their
excellent in vivo activity. Both compounds are potential candidates for future treatments
against T2DM.

INDICE DE COMPUESTOS SINTETIZADOS

XIX
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1. INTRODUCCION

En la actualidad uno de los padecimientos con mayor prevalencia tanto a nivel mundial
como nacional es la Diabetes mellitus (DM), predominando en un 90% el tipo 2 (DMT 2)
para el afio 2017 se contaba con una poblacion de 425 millones, cifra que se encuentra en
aumento por lo cual se prevé que para el afio 2045 se tenga una poblacion de 629 millones.
La DMT 2 se caracteriza por hiperglucemia crénica, asi como también se relaciona con una
serie de complicaciones que pueden ser de tipo macrovasculares como las nefropatias y
microvasculares como las retinopatias.'?

Dicho padecimiento se caracteriza por presentar un aumento en la concentracion de
triglicéridos y resistencia a la insulina (RI), en algunos casos también se presenta
hipertension.* Debido a las multiples complicaciones que presenta la DMT 2, la
investigacion que se realiza sobre esta enfermedad ha ido en aumento con el objetivo de
encontrar un tratamiento general que pueda tratar tanto la hiperglucemia como la elevada
concentracion de 4cidos grasos libres en sangre (AGL) y finalmente la RI, ya que a la fecha
no existe algln tratamiento que actué de esta manera.® Lo que actualmente se hace es
promover el uso de una polifarmacia, tratando de aliviar los padecimientos asociados con
DMT 2 por separado. Lo anterior conlleva a un riesgo mayor para el paciente debido a
interacciones medicamentosas que se pudieran presentar durante el tratamiento, aunado a
un aumento en los gastos tanto del sistema de salud como al paciente.

En la actualidad existen multiples farmacos empleados para el tratamiento de la DMT 2 con
diversos mecanismos de accién. Los farmacos que actlan como agonistas sobre los
receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) se consideran blancos
terapéuticos de gran importancia, ya que pueden abordar mas de un padecimiento asociado
con DM, tal es el caso de los farmacos llamados Glitazares, agonistas duales de los
receptores PPARa/y, entre ellos se encuentra Ragaglitazar, Naveglitazar, Tesaglitazar,
Farglitazar, Muraglitazar y Aleglitazar, sin embargo han sido suspendidos de los estudios
clinicos de fase Il debido a su toxicidad.®® El Unico agonista dual que se encuentra
disponible actualmente en el mercado para el tratamiento de la DMT 2 y dislipemias es el
Saroglitazar comercializado Gnicamente en la India y China.®

Otro blanco terapéutico importante implicado en el metabolismo de glucosa es GPR40,
también conocido como receptor de A&cidos grasos libres 1 (FFAl), se expresa
predominantemente en células B pancreaticas y células enteroendocrinas. Su unién y
mecanismo no estd claro todavia, sin embargo, hallazgos recientes sugieren que el
agonismo completo del receptor podria, ademas estimula la liberacion de insulina, por lo
cual se considera un blanco de estudio para el tratamiento de la DMT 2.10-1
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2. ANTECEDENTES

2.1 Definicién de diabetes mellitus y estadistica

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabdlico de tipo cronico caracterizado por
hiperglicemia debido a efectos en la secrecién, la accién de la insulina 0 ambos, lo cual
conlleva al desarrollo tardio de complicaciones vasculares y neuropaticas debido a que este
padecimiento se asocia con dafio a largo plazo, disfuncién y fallo en diferentes 6rganos
especialmente en ojos, higado, nervios, corazén y vasos sanguineos.* Diversos procesos
estan implicados en el desarrollo de este padecimiento como la participacion del sistema
inmunoldgico directamente sobre las células B-pancreaticas, la resistencia a la insulina (RI)
y el desorden del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas.

La IDF (International Diabetes Federation, por sus siglas en inglés) define a la DM como
una condicién crénica que ocurre cuando el cuerpo no puede producir suficiente insulina o
esta no puede ser utilizada.**

El primer informe mundial de la OMS sobre la diabetes demuestra que el nimero de adultos
gue viven con diabetes casi se ha cuadruplicado en los Ultimos 14 afios.'? Este aumento se
debe en gran medida al aumento de la DMT 2 y los factores que la conducen como el
sobrepeso y la obesidad.

De acuerdo con la estadistica de la IDF en el afio 2017 se cuenta con una poblacion
diabética de 425 millones a nivel mundial y se estima que aumentara en un 48% a 629
millones para el afio 2045.1

América del
Norte y el Caribe

Oriente Medio y
Norte de Africa

39millones

2045
67millones

58millones
2017

aumento

16%

T72%

46millones
2017

Sudeste
Asiatico

aumento
156%T

aumento

15%

Pacifico
Occidental

MUNDO

Figura 1. Numero estimado de personas por region con DM a nivel mundial.!
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En la Figura 1 se puede observar que cada regién a nivel mundial ha aumentado
considerablemente para este afio, siendo la regién del Pacifico occidental la que presenta
una mayor poblacion diabética (159 millones), seguida del Sudeste asiatico (82 millones),
Europa (58 millones) y América del Norte y el Caribe (46 millones).

Los paises con mayor incidencia de DM son China, India y Estados Unidos de América. Por
otro lado, México ocupa el quinto lugar a nivel mundial con 12 millones de personas
diagnosticadas para el afio 2017 (Figura 2). Cabe mencionar que esta cifra continua en
aumento, se prevé que para el afio 2045 se tendra una poblacion de 21.8 millones,
alcanzando el 4to lugar.'?

2017 2045

Clasif. Pais/ territorio Namero de personas Clasif. Pais/ territorio Numero de personas
con diabetes con diabetes

o e o
2 e 1 o e
3 Estados Unidos 30[22?;—[;?9851 3 Estados Unidos 35['23?}[307[“;5]
4 Brasil 12'[51 :“;”‘1’;‘355] 4 México 21 ﬁ ;"E']“Zze;l
[ oo 1z mitoncss prasi 208 milones
6 Indonesia 10'3[;;_[?;]'615] ) Egipto 16'7[;'][]][}?;?5]
7 Federacién Rusa 8'5[:;_[?21351 7 Indonesia 16["174?_[[10;;5;
8 Egipto 8,2 ;’2'2“’9"25] 8 Pakistan ”"[11 ;"éu;;e;
9 Alemania 75 T;i[l;:z;egsl 9 Bangladesh 13'[71 ;n;[_l?gczsi.
10 Pakistan 75[?:',’”‘1’8?] 10 Turquia ”'[21 6"1'“?225]

Figura 2. Principales paises con mayor incidencia de DMT 2 en el afio 2017 y estimacién para el afio 2045."

La diabetes y sus complicaciones se encuentran entre las causas principales de muerte
temprana en muchos paises. Otro de los problemas relacionados con DM son los gastos
asociados a este padecimiento, lo que incluye un mayor uso de los servicios sanitarios,
dando como resultado una gran carga econémica para los individuos y sus familias, para
los sistemas sanitarios nacionales y para los paises, por ello representa un obstaculo
significativo para un desarrollo econémico sostenible.'*

De acuerdo con IDF estos gastos sanitarios son dos veces mayores que para las personas
sin esta enfermedad, por lo que el gasto en diabetes tiene un impacto significativo en los
presupuestos sanitarios de todo el mundo. Cabe destacar que el 17% del presupuesto
sanitario total de América del Norte y el Caribe se destind a este padecimiento siendo
Estados Unidos de América el que mayor gasto sanitario total presenta, seguido de China
y México que se encuentra en octavo lugar con 19 mil millones de ddlares en gastos por
DM.!
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Mas del 80% de los paises que fueron analizados en este informe dedicaron entre un 5%y
un 20% del total de su gasto sanitario a la DM. Los gastos sanitarios incluyen la provision
de servicios sanitarios (preventivos y de curacion), actividades de planificacion familiar,
actividades nutricionales y ayuda para emergencias de la salud.'?

Es importante sefialar que en el mundo hay alrededor de 193 millones de personas con
DM, que no son conscientes de su enfermedad. Muchos de estos casos son de DMT 2. Lo
anterior es de suma importancia ya que cuanto antes se diagnostique y se inicie el control,
mejores son las posibilidades de prevenir complicaciones dafiinas y costosas.?®

2.2 Clasificacion de la Diabetes Mellitus

Existen diversas organizaciones que clasifican a la DM en diferentes tipos como la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Asociacion Americana de Diabetes (ADA,
American Diabetes Association, por sus siglas en inglés) que clasifican a este padecimiento
en 4 subclases generales mismas que se describen a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de diabetes mellitus de acuerdo la OMS y ADA.36

TIPOS DE DM CARACTERISTICAS PRINCIPALES

También llamada diabetes insulino-dependiente, en la cual ocurre una reacciéon
autoinmune causada por una destruccion de las células B-pancreaticas. Se
caracteriza por una deficiencia absoluta de insulina.

Puede afectar a personas de cualquier edad, pero regularmente ocurre en nifios
y jovenes. La destruccién autoinmune de las células B esta relacionada con
multiples predisposiciones genéticas, asi como también con factores ambientales
gue aln no se encuentran completamente descritos. Los principales sintomas
incluyen miccién excesiva, sed, hambre constante, pérdida de peso, cambios en
la vision y fatiga.

Caracterizada principalmente por resistencia a la insulina (RI) y una relativa
deficiencia de la misma. Representa aproximadamente el 90-95% de los casos
de DM, conocida también como diabetes no insulino-dependiente.

Es una condicién temporal, la cual inicia o se reconoce durante el embarazo
Diabetes (incidencia de 3 a 10%). Esta asociada con un aumento del riesgo en la madre y
Gestacional (DG) el nifio de desarrollar DMT 2, mas adelante. La condicion esta presente cuando
los valores de glucosa en sangre estan por encima de lo normal, pero aun por
debajo de los valores de diabetes. Se diagnostica mediante el cribado prenatal.

Son menos comunes, estan asociadas a condiciones genéticas y diversos
Otros tipos sindromes que alteran el funcionamiento normal de la insulina, como la diabetes
MODY (madurity onset diabetes of Young por sus siglas en ingles) y la diabetes
neonatal.
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2.3 Diabetes Mellitus tipo 2

Como ya se mencion06 anteriormente de los tres tipos de diabetes, la DMT 2 es la més
comun, ya que representa mas del 90% de todos los casos. Este padecimiento se considera
un desorden de tipo metabdlico caracterizado por hiperglicemia crénica, resistencia a la
insulina (RI) en tejido periférico y en algunos casos también se observa una excesiva
acumulacion de triglicéridos y derivados de acidos grasos en musculo esquelético. Su
causa principal es el deterioro progresivo en la secrecion de insulina.”® Esta asociada con
multiples complicaciones, las cuales se dividen en:

a) Microvasculares: Ocurren lesiones a nivel de vasos sanguineos pequefios, como son
lesiones oculares (retinopatia), causantes de ceguera, lesiones renales (nefropatia)
provocando insuficiencia renal y lesiones de los nervios destacando principalmente pie
diabético.®

b) Macrovasculares: Se asocian con eventos cardiovasculares, como ataques cardiacos,
accidentes cerebrovasculares e insuficiencia circulatoria en los miembros inferiores. Se
ha comprobado que un buen control metabdlico de la DMT 1 y DMT 2 puede retrasar
el inicio y la evolucion de estas complicaciones.?

Existen diversos factores de riesgo que se deben tomar en cuenta en la aparicion de DMT
2 ya que este padecimiento presenta una evolucién silenciosa, progresiva e irreversible.
Para realizar un diagndstico concreto es importante considerar antecedentes familiares, si
el individuo presenta sobrepeso u obesidad los cuales se asocian con un estilo de vida
sedentario, edad y presién arterial principalmente.”®

2.4 Criterios de diagnéstico de la DMT 2

Los criterios de diagnéstico aprobados por la ADA Y la OMS consideran que para que un
paciente sea diagnosticado con DMT 2, debe presentar los sintomas caracteristicos como
poliuria (eliminacién frecuente de orina), polidipsia (sed excesiva), polifagia (frecuente
consumo de alimentos), obesidad abdominal y niveles de glucosa plasméatica mayor a 200
mg/dL. Para ello se llevan a cabo pruebas clinicas basadas principalmente en la medicién
de la glucosa tal como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Valores de referencia empleados para el diagnéstico de DMT 2.

Prueba de
hemoglobina Glucosa casual Curva de tolerancia ala
glicosilada glucosa
(HbA1c)

<140 mg/dL <140 mg/dL

>100 - £125 mg/dL >140 — 200 mg/dL

>200 mg/dL 2200 mg/dL
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2.1 Fisiopatologia de la DMT 2

La DMT 2 es una enfermedad multifactorial, relacionada de manera directa con la obesidad,
la cual se origina en consecuencia a la mala alimentacién, baja actividad metabdlica y/o
sedentarismo, por lo tanto, la glucosa se almacena y se acumula en tejido adiposo,
generando hiperglicemia. Posteriormente cambios fisiopatolégicos, como disfuncién de las
células B del pancreas, resistencia a la insulina, activando las vias inflamatorias (liberacion
de citosinas proinflamatorias), formacion de productos avanzados de glicosilacion,
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas se observan alteraciones a
nivel muscular, hepético y tejido adiposo provocando RI, todos ellos progresivos dificultando
el control de los niveles de glucosa.®!* Durante esta situacion, el pancreas tiene una
hiperactividad en respuesta a la concentracion alta y constante de glucosa en sangre, con
una secrecion de insulina elevada para conservar la glucemia en niveles normales.41¢

2.1.1 Sintesis, liberacion y accion de la insulina

La insulina es una hormona producida por las células 3 de los islotes de Langerhans del
pancreas, su principal funciébn es mantener la concentracién de glucosa en sangre en un
rango normal (90-100 mg/dL) favoreciendo su entrada y almacenamiento en muasculo, tejido
adiposo, en higado se favorece su almacenamiento y se inhibe su produccion, regula el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas.

Es sintetizada como una sola cadena polipeptidica en el reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) como pre-pro-insulina que mediante algunas modificaciones en su estructura forma
la molécula de pro-insulina que se transporta al aparato de Golgi, donde se empaqueta en
granulos de secrecién y se unen fragmentos por puentes disulfuro. Finalmente la proinsulina
es atacada por enzimas proteoliticas que liberan a la insulina y péptido C, este mecanismo
se muestra detalladamente en la Figura 3.3

Pre-pro-Insulina

Secuencia seiial CSI1 SI-ll

NH3 1t

Péptido C
—>( S S

; co0’
S
s s
NH," -]
Insulina
Cadena A (21 aa) 5 i
adena aa NH+ — . -CO0
3 § é
s s
Cadena B (30 aa) NH," == ———=-Cco0’

Figura 3. Sintesis de insulina en las células B-pancreaticas.
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Una vez sintetizada, la insulina es secretada de las células B-pancreaticas en respuesta a
la glucosa tal como se muestra en la Figura 4, aunque también puede ser debido a
farmacos secretagogos como las sulfonilureas. La glucosa entra al interior de la célula a
través de los receptores GLUT 2, para el proceso de glucdlisis y al ciclo respiratorio para
generar ATP dando como resultado el cierre de los canales de K* dependientes de ATP,
provocando es una despolarizacion de la membrana y la apertura de los canales de Ca?*
activados por voltaje, aumentando la concentracion de calcio intracelular y finalmente la
exocitosis de insulina mediada también por la fosfolipasa C.

Canal de
potasio
sensible a ATP

Captacion ¢
de glucosa
Respiracion,

Glicolisis

( m T

Bloqueo del canal de
calcio dependiente © &
Liberacion de de voltaje >
Jnsulina Grénulos
almacenados

Figura 4. Mecanismo por medio del cual la insulina es liberada de las vesiculas secretoras.

La insulina actda a nivel celular uniéndose al receptor de insulina, el cual esta formado por
dos subunidades o y dos unidades 3, mismas que se unen entre si por puentes disulfuro.
Las subunidades o se encuentran en el exterior de la membrana celular y presentan el sitio
de unién a la insulina, mientras que las subunidades B presentan una porcion extracelular,
una transmembranal y una porcion intracelular en donde se localiza el dominio con actividad

de tirosina cinasa (Figura 5).20%
&)
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Las acciones de la insulina son mediadas por cascadas de sefializacion intracelular, la cual
inicia mediante la union con su receptor (Figura 5) seguido de la fosforilacion inicial del
receptor en residuos de tirosina (Tyr) y la asociacion de sustratos del receptor de insulina
(IRS) lo que resulta en la activacion de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) el cual fosforila
lipidos de membrana como fosfatidilinositol bifosfato (PIP-), para la consecuente obtencion
de fosfatidilinositol trifosfato (PIPs) y que a su vez activa la enzima PIP; cinasa dependiente
1 (PDK-1), activando a otra cinasa llamada proteina cinasa B (PKB 6 Akt). PKB/Akt a
continuacién ejerce efectos sobre diversas vias que finalmente regulan la homeostasis de
lipidos y carbohidratos (Figura 6). 41

La enzima PDK-1, al activar mediante fosforilacion a la proteina cinasa C (PKC) y Akt,
permiten la fosforilacién de vesiculas intracelulares que contienen al transportador de
glucosa 4 (GLUT4), esto permite su translocacion hacia la membrana plasmaética, lo que se
traduce en un aumento en la captacién de glucosa y su posterior metabolismo. Este
transportador de glucosa se encuentra en el corazén, tejido adiposo y mausculo
esquelético.'®

PKC 1)
/A )

1s

Figura 6. Via de sefalizacién de la insulina y translocacion de GLUT 4.16

2.1.2 Resistencia a la insulina (RI)

La resistencia a la insulina (RI) es un estado en el cual las células pierden la sensibilidad a
los efectos de esta lo que se traduce en un deterioro en la absorcion de glucosa en masculo
e incremento de su producciéon en el higado que resulta en hiperglucemia. También se
caracteriza por el deterioro de la accion de la insulina sobre el metabolismo de los lipidos.

La RI se desarrolla a partir de mdultiples factores genéticos y ambientales como el
sedentarismo y la obesidad, la cual juega un papel principal en el desarrollo de DMT 2

e
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ademas de estar relacionada con otros padecimientos como la hipertension, enfermedades
de tipo cardiovascular, dislipidemias, a nivel de tejido adiposo, higado y musculo
esquelético. 1*17” A nivel molecular, son multiples los mecanismos por los cuales se genera
RI, ya sea debido a una deficiencia en la secrecion de insulina y resistencia a la accion de
dicha hormona en tejidos diana o alteraciones posteriores a su unién con el receptor de la
insulina, provocando una alteraciéon de la funcionalidad del receptor o durante la
sefalizacion, dentro de las alteraciones mas comunes se encuentra:;

I.  Disminucién de la actividad de tirosina cinasa del receptor.t’-23
II.  Aumento en el estado de fosforilacion en residuos de serina-treonina (Ser/Thr) y
disminucién en la fosforilacion en residuos de tirosina (Tyr).
lll.  Defectos en la expresion y funcion de GLUT-4.
IV.  Inhibicién de la PI3K por el exceso de AGL asociada a un aumento en la fosforilacion
en residuos de Ser/Thr del IRS-1.1117-23
V. Laactivacion de Akt debido a un aumento en la cantidad de ceramida y diacilglicerol
en células musculares.

Como ya se menciond la obesidad es la principal causa de DMT 2, durante este
padecimiento hay mayores niveles de &cidos grasos libres (AGL) plasmaticos y de sus
metabolitos como acil-CoA, ceramidas y diacilglicerol, como resultado de disminucion de la
supresion de la lipdlisis, este exceso genera incapacidad de almacenamiento de lipidos
generando hipertrofia en los adipocitos haciéndolos resistentes a la accion de la insulina.
La hiperlipidemia y los estados pro-inflamatorios principalmente en el higado y tejido
adiposos asociados a la obesidad, promueven la liberacidon de citocinas pro-inflamatorias
como el factor nuclear kappa B (NFkB), la interleucina 8 (IL-8), proteina quimioatrayente de
macréfagos 1 (MCP-1), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleucina 6 (IL-6),
resistina y disminucion de adiponectina, las cuales promueven inflamacion, Rl y riesgo de
enfermedades cardiovasculares. A continuacion, se esquematiza de manera general la
influencia de cada uno de los factores antes mencionados que conllevan a la generacion
de RI (Figura 7). 16-21.24-28

Lipdlisis

Produccion
hepatica de glucosa
Insulina
plasmatica

Transporte y actividad
de GLUT-4

Figura 7. Influencia de hiperglicemia, disfuncion de las células 3 pancreaticas y exceso en la liberacién de
AGL en la generacion de Rl en DMT 2.
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2.2 Dislipidemias y diabetes mellitus tipo 2

Las dislipidemias son patologias asociadas con una alteracion del metabolismo de lipidos.
El perfil lipidico de los pacientes con DMT 2, esta caracterizado por niveles elevados de
triglicéridos (TG), niveles elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y una
disminucion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) a lo que se le denomina triada lipidica,
como se observa en la Tabla 3.2%-%

Tabla 3. Valores de referencia de lipidos plasmaticos.

Valores de referencia (mg/dL)

Colesterol total 200 - 239 >240

= 200 2200
<45 <35
130 a 159 2160
=34 :

Este padecimiento se origina en respuesta a la Rl que causa un desbalance y desregulacion
de las hormonas y enzimas relacionadas con el metabolismo lipidico, especialmente a nivel
del higado, se produce un aumento de la liberacion de AGL desde los adipocitos que
inducen la sintesis hepéatica de triglicéridos y estimulan la produccién de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) De este modo, la Rl promueve una sobreproduccion de
particulas VLDL ricas en triglicéridos, hecho que explica la hipertrigliceridemia en DMT 2,
este aumento plasmatico de VLDL promueve un intercambio de triglicéridos y ésteres de
colesterol entre las VLDL y HDL por la proteina colesterol-éster transferasa (CETP).

El resultado es el incremento de las particulas aterogénicas VLDL ricas en colesterol y HDL
enriquecidas en triglicéridos, las cuales son sustrato para la lipoproteina lipasa endotelial y
para la lipasa hepéatica que hidrolizan sus triglicéridos, resultando en una particula de HDL
pequefia y con escaso contenido en colesterol. Estos dos efectos explican las
concentraciones bajas de c-HDL en los sujetos con diabetes e hipertrigliceridemia.30-3!

Las estatinas son farmacos de primera eleccion para el tratamiento de dislipidemias ya que
disminuyen los niveles de colesterol y triglicéridos, su mecanismo de accion se lleva a cabo
mediante la inhibiciébn de la enzima HMG-CoA reductasa, enzima que interviene en la
sintesis de colesterol en las células de mamifero. Al reducirse la formacién de colesterol,
las células utilizan el colesterol que transportan las LDL, lo que disminuye la concentracion
de estas particulas en sangre produciendo una disminucion de la colesterolemia.

Para el tratamiento de la dislipidemia son indispensables los cambios en el estilo de vida y
una intervencion farmacolégica, dentro de los farmacos empleados para el tratamiento de
dislipidemias se encuentran las estatinas, fibratos y acido nicotinico (Figura 8).
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Figura 8. Farmacos empleados para el tratamiento de dislipidemias.

2.3 Tratamiento de la diabetes tipo 2

El tratamiento de la DMT 2 esta enfocado en la disminucion de los niveles de glucosa en
sangre, manteniendo estos niveles lo mas cercano posible a los valores normales,
permitiendo disminuir la aparicién de los sintomas caracteristicos como poliuria, polidipsia
y polifagia, asi como también disminuir el riesgo de desarrollar alguna nefropatia o
neuropatia y finalmente mejorar el perfil lipidico en los pacientes.*

Cabe mencionar que la mejora en los puntos anteriores se basa en una triada
farmacologica, la cual esta compuesta de una sana alimentacién, ejercicio y tratamiento
farmacologico, complementandose entre si:

a) Alimentacion saludable: Es importante mantener una dieta saludable ya que con
ello permitira el mantenimiento de un peso aceptable, asi como también niveles
Optimos de glucosa, lipidos y mantendra regulada la presién arterial. Una dieta
balanceada servir4 también como prevencion de la DMT 2 si se tiene predisposicion
a padecerla. *

b) Actividad fisica: El ejercicio se considera de suma importancia ya que permite
mejorar la captacion de glucosa en musculo, ayudando a mantener un control
metabdlico. El ejercicio debe ser constante, no solo para personas diabéticas.

c) Tratamiento farmacoldgico: Existen diversos farmacos empleados para el
tratamiento de la DMT 2 que facilitan la liberacién y la captacién de insulina.

e
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2.4 Farmacos empleados para el tratamiento de la DMT 2
2.4.1 Sulfonilureas (SU)

Las sulfonilureas son farmacos secretagogos de insulina, los cuales llevan a cabo su
mecanismo de accion mediante la estimulacion de la secrecion de insulina por las células
beta pancreaticas, a través de la inhibicion del flujo de potasio (bloqueadores de canales
de K*) por medio de un receptor de SU (SUR1) que esta estrechamente ligado a un canal
de K* dependiente de ATP. Esta inhibicion conduce a una despolarizacion de la membrana
de las células B, permitiendo la entrada de iones de Ca?" a la célula, promoviendo la
exocitosis de insulina. Farmacos como Glibenclamida, Glipizida y Clorpropamida son
potentes hipoglucemiantes empleados para el tratamiento de la DMT 2 (Figura 9). 3436

A)
N
H
Glibenclamida
Cl o]
o) (e}
v § O
Wege
H H
[N N a2+
| " Glipizid Célula B3 Ca®
H CJ\?N ipizida Canales de

Ca?* voltaje
dependiente

o o
3 I
\N H/\/

QO

Granulos de insulina

Clorpropamida

Figura 9. A) Principales farmacos hipoglucemiantes de tipo SU y B) Mecanismo de accion.

Al igual que todos los farmacos, las SU presentan diversos efectos adversos, como
hiperinsulinemia, aumento de peso e hipoglucemia, siendo este Ultimo de mayor
importancia, pues en situaciones de disminucion de la ingestioén de alimentos, manteniendo
la dosis de sulfonilureas pueden producirse hipoglucemias severas que precisan de
tratamiento hospitalario.34-3°

2.4.2 Meglitinidas

Las meglitinidas, también llamadas no sulfonilureas son farmacos antidiabéticos orales
secretagogos de insulina, los cuales llevan a cabo su accién farmacolégica de la misma
manera que las SU mediante el bloqueo de canales de K* dependientes de ATP. Dentro de
este grupo se encuentran farmacos como Repaglinida y Nateglinida (Figura 10), presentan
un efecto hipoglucemiante menor que las SU sin embargo, deben ser administrados con

precaucion.
o o
spdicoliNeg
N o W‘o‘“
H

Repaglinida Nateglinida

0) OH
N
H

Figura 10. Principales farmacos hipoglucemiantes de tipo no sulfonilureas.
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2.4.3 Inhibidores de la a-glucosidasa

La enzima o-glucosidasa permite el catabolismo de glucégeno a glucosa, de ahi la
importancia de los inhibidores de esta enzima, los cuales son farmacos hipoglucemiantes
gue retrasan la absorcion de carbohidratos del intestino delgado, teniendo un efecto sobre
los niveles de glucosa postprandial y manteniendo los niveles de insulina, la Acarbosa y
Miglitol son los dos farmacos disponibles de esta clase (Figura 11).3%%7

OH

HO OH
I,,'

HO OH N
i O j : LI \OH
)
4,
s
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OH OH

/llll

Acarbosa Miglitol

Figura 11. Farmacos hipoglucemiantes inhibidores de la enzima a-glucosidasa.

Estos farmacos estan asociados a efectos gastrointestinales como son, dolor abdominal,
flatulencias, dispepsia y diarrea, son dosis-dependientes los cuales son revertidos al
descontinuar el tratamiento.3>%7

2.4.4 Biguanidas

Las biguanidas llevan a cabo su mecanismo de accion fundamentalmente en dos niveles:
en el musculo, aumentando la entrada de glucosa a las células y en el higado disminuyendo
la produccién de glucosa al disminuir la neoglucogénesis, la glucogendlisis 0 ambas. Por
otra parte, parecen tener un efecto anorexigeno, contribuyendo a la disminucion de peso
en los obesos. No afecta directamente la secrecion de insulina, por lo que no incrementa el
riesgo de hipoglicemia. La Metformina es la Gnica biguanida disponible actualmente en el
mercado (Figura 12).3%31

\)'\)'\

Metformlna

Figura 12. Farmaco antihiperglucemiante, perteneciente al grupo de las biguanidas.
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Dentro de los efectos adversos mas frecuentes los cuales son dependientes de la dosis, se
encuentran los de tipo gastrointestinal que se ven en el 20% de los casos que incluyen:
dolor abdominal, meteorismo y diarrea. Estos efectos son por lo general transitorios y
reversibles y solo un 5% de los pacientes la deben suspender por intolerancia al aparecer
dichos efectos.**

2.4.5 Incretinas

Las incretinas son hormonas como el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP1) y péptido
insulinotropico dependiente de glucosa (GIP) secretadas por el tracto gastrointestinal en
respuesta a la ingesta de alimentos, actian sobre el pancreas estimulando la secrecién de
insulina, suprimiendo la accion del glucagén, normalizan la glucosa en ayuno y postprandial,
por lo cual estas hormonas se consideran blancos importantes para el tratamiento de la
DMT 2. Farmacos basados en incretinas como Liraglutida y Exenatida son agonistas de
GLP1 (Figura 13). 3840

A) B)
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=gy e -Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-Met-
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Figura 13. A) Efecto de GLP1 sobre las células B-pancreaticas, B) Estructura quimica y secuencia de
aminoacidos de la Exenatida.

2.4.6 Inhibidores de la enzima Dipeptidil peptidasa IV (DPP-4)

Como ya se menciond en el apartado anterior, las incretinas GLP1 y GIP contribuyen en un
grado similar a la produccion de insulina dependiente de la concentracion de glucosa. Sin
embargo, el efecto de las incretinas es muy breve debido a que, inmediatamente después
de ser liberadas a la circulacion, son inactivadas por la enzima Dipeptidil peptidasa IV (DPP-
4), la cual presenta una amplia distribucion en el organismo y niveles elevados en higado,
rifidn e intestino (Figura 13 A).

La inactivacion la ejerce al unirse a los dipéptidos N-terminales (His-Ala) del GLP1 (7-36)
para dar origen a su metabolito inactivo GLP1 (9-36). En relacion con el GIP (1-42) su
inhibicion por la DPP-4 produce el metabolito inactivo GIP (3-42) ambos son eliminados por
via renal. 3540
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Actualmente los inhibidores de la DPP-4 disponibles son, Sitagliptina y Vildagliptina (Figura
14) los cuales son considerados tratamientos de segunda linea para la DMT 2 ya sea en
monoterapia o en combinacion.

F

N >~/ N
.H2 I \)\ @\Nm \\N

Sitagliptina Vildagliptina

Z I

F

Figura 14. Estructura quimica de los farmacos inhibidores de la enzima DPP-4.

2.4.7 Inhibidores del transportador renal de glucosa

Las proteinas de transporte sodio-glucosa, también son llamadas cotransportadores sodio-
glucosa o SGLT (Sodium-Glucose Linked Transporter). Se han identificado diversos tipos
de transportadores, sin embargo, el tipo 1 (SGLT1) es el méas estudiado, se encuentra en
mayor proporcion en intestino delgado, el tipo 2 (SGLT2) es el responsable de la
reabsorcién renal de glucosa, desde la luz del tabulo renal hacia el interior de las células
peritubulares. En un adulto sano los rifiones llegan a filtrar hasta 180 g de glucosa al dia y
solo 1% es eliminada por la orina gracias a SGLT2, como se observa en la Figura 15, la
glucosa es filtrada de manera pasiva al interior de las células del urotelio, debido al
gradiente de sodio (Na*) generado por el transporte activo de la bomba Na*/K* ATPasa,
posteriormente en el interior de la célula, la glucosa es transportada por GLUT 2,
permitiendo la reabsorcion de la glucosa filtrada.*42

* lumen of
proximal

kidneys

small intestine

Figura 15. Mecanismo por medio del cual SGLT2 permite el transporte y la reabsorcién de glucosa.

15



QUIMICA FARMACEUTICA ANTECEDENTES &.’f

Los inhibidores selectivos de SGLT2 actian directamente en el rifién, provocando una
mayor excrecion renal de glucosa, lo que produce un balance energético negativo y sin
efectos secundarios gastrointestinales. Actualmente, Canagliflozina, Empagliflocina y
Dapagliflozina son los farmacos que se encuentran en el mercado (Figura 16).

CHs

A) B)

Dapagliflozina

HO!
Aumento en la HO
° @ eliminacién de glucosa
en orina

N
° Inhibidores de SGLT2 suprimen la
o accién de SGLT2

.
*? o o
?‘Dﬁn‘maﬁd’eé

reabsorcion de glucosa

Canagliflozina

Figura 16. A) Mecanismo por el cual actdan los inhibidores de SGLT2, B) Estructura quimica de los
inhibidores del transportador renal de glucosa.

2.4.8 Tiazolidindionas o glitazonas

Las tiazolidindionas (TZD) o también llamadas glitazonas, son sensibilizadores de insulina
los cuales comprenden farmacos como Rosiglitazona, Rivoglitazona y Pioglitazona (Figura
17). Llevan a cabo su mecanismo de accién mediante la uniéon con el receptor nuclear
PPARy (Recetor Activado por Proliferador de Peroxisomas tipo gamma). Los agonistas
PPARY activan la respuesta de insulina sobre el metabolismo de glucosa y lipidos, mediante
el aumento en la expresion (sintesis y translocacion) de transportadores de glucosa (GLUT
4) favoreciendo la sensibilidad de ciertos tejidos a la insulina. Estos receptores se abordaran
con mayor detalle mas adelante.*34°

Vv@V\O\/ Vv@OW

Pioglitazona Rosiglitazona
g : > /
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s
HN \
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Figura 17. Estructura quimica de los farmacos agonistas del receptor PPARY.
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2.5 Receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR’s)

Los PPAR deben su nombre debido a que estimulan la generacion de peroxisomas en
higado de roedores. Son factores de transcripcién que se activan por la unién de ligandos
especificos (naturales o sintéticos) provenientes del exterior de la célula y que regulan la
transcripcién de multiples genes no relacionados a los peroxisomas. La estructura general
del gen de PPAR humano, consta de 6 regiones estructurales (A-F) y 4 dominios
funcionales, tal como se muestra en la Figura 18 A, en la primera porcion presentan una
region aminoterminal A/B, que contiene al dominio de activacion de la transcripcion (AF-1),
la region C, en donde se encuentra el dominio de unién al ADN (DBD), mismo que se lleva
a cabo la heterodimerizacion con el receptor del acido 9-cis retinoico, el cual se une al
elemento de respuesta del proliferador de peroxisomas, un dominio de bisagra (D), el cual
se encuentra entre el DBD y la region E, por ultimo el dominio de activacion de la traduccion
2 (AF-2).1°

Estos receptores nucleares forman un heterodimero con el receptor nuclear del acido 9-cis
retinoico (RXR). La formacién de este heterodimero es esencial para muchas de las
funciones reguladoras de los PPAR’s, promoviendo su transcripcion de varios genes. Este
complejo activador (PPAR-RXR) se une al ADN y reconoce una secuencia especifica de
nucleotidos conocida como elemento de respuesta de PPAR (PPRE, PPAR response
element), constituida por dos semi-dominios repetidos y separados por un solo nucleétido.
Cuando al heterodimero se unen sus ligandos respectivos (por ejemplo, 4cido graso
insaturado de cadena larga al PPAR y acido cis-retinoico al RXR), se lleva a cabo un
reclutamiento protéico activador y se inicia la transcripcion del gen (Figura 18 B).454°

A) HN AF-1 DBD et LBD AF-2  grXeele
| 1 1 A |
1 1 1 |
A/B C D E/F
B)

Correpresor
PPAR
Acido 9-cis
retinoico

Coactivado A

PPAR RXR
AGGTCA (N) AGGTCA

Figura 18. A) Estructura general de los PPAR, B) Mecanismo por el cual actian los agonistas de PPAR.
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Actualmente se reconocen 3 isotipos distintos de PPAR, los PPARa (regula oxidacion y
captacion de acidos grasos), PPARYy (regula la homeostasis de glucosa y almacenamiento
de &cidos grasos) y PPARP/S (regula el metabolismo de acidos grasos y la homeostasis
lipidica), los cuales son codificados por tres genes diferentes. Cada uno de ellos se
caracteriza por presentar un patron de expresion tisular diferencial, sensibilidad y afinidad
variables para distintos ligandos y un reclutamiento de cofactores especificos que les
confiere un perfil de actividad biol6gica distinta. %8

La activacion de los PPAR’s por diversas clases de compuestos ha permitido evidenciar la
implicacion de estos en la diferenciacién celular (sobre todo la de los adipocitos) y en la
homeostasis y el metabolismo de la glucosa.

2.51 PPARy

Estos receptores nucleares existen bajo dos isoformas proteicas PPARyl(expresado en
diversos tejidos como tejido adiposo, higado y musculo) y PPARy2 (se expresa
mayoritariamente en tejido adiposo y en menor grado en musculo), se consideran de gran
importancia en el tratamiento de la DMT 2 debido a que regulan principalmente el
metabolismo de la glucosa y lipidos. Es fundamental para la diferenciacion y proliferacion
de adipocitos, en consecuencia produce una captura de acidos grasos y su consecuente
almacenamiento, activa la utilizacién de glucosa y favorece la accién metabdlica de la
insulina tal como se muestra en la Figura 19, 10.45-49

Activacion
de PPARy

Figura 19. Mecanismos mediante los cuales la regulacién de PPARy puede mejorar la sensibilidad a la
insulina y la reduccidn de hiperglicemia en sangre.
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Los PPARYy son activados por ligandos naturales de tipo lipidico como los acidos grasos
poliinsaturados, eicosanoides y sus derivados como el 4cido araquidoénico, el acido hidroxi-
eicosatetraenoico (HETES), el 4cido eicosapentaenoico (EPA), el 4cido docosahexaenoico
(DHA), los derivados del acido hidroxi-octadecadienoico (9-HODES), leucotrienos y
prostaglandinas derivados de las vias de la lipoxigenasa y ciclooxigenasa (Figura 20).

Como se menciono anteriormente las TZD (Figura 18) son farmacos que actian de manera
similar a sus ligandos enddgenos ejerciendo un efecto como agonistas de los receptores
PPARY, ejerciendo un efecto sobre el tejido adiposo, favoreciendo su diferenciacion, regula
la homeostasis de la glucosa, mediante un incremento de GLUT-4, el cual permite la entrada
de esta a la célula. Sin embargo, los principales efectos adversos de estos farmacos son a
nivel cardiovascular, fractura de huesos y a nivel hepatico.10 45-49
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Figura 20. Estructura quimica de los agonistas endogenos del receptor PPARY.

2.5.2 PPARa

El receptor activado por proliferador de peroxisomas tipo alfa estimula los genes implicados
en oxidacion de &cidos grasos. Se une al elemento de respuesta de PPAR como un
heterodimero con el receptor retinoide X (RXR) tal como se muestra en la Figura 18 B, la
activacion de este receptor permite la transcripcién de genes que codifican para proteinas
que promueven tanto el almacenamiento de lipidos como la lipogénesis, como FATP-1
(transportador de &cidos grasos 1), AP2 (proteina de unién a &cidos grasos), CD36
(receptor de lipoproteinas) y reguladores de la sintesis de esteroles y acidos grasos.®0-53

Este receptor se expresa esencialmente en el higado, corazon, rifién, intestino delgado,
cerebro y glandula suprarrenal, tejidos donde el catabolismo de &cidos grasos es de gran
importancia, donde permite la captacion de colesterol LDL, disminuyendo su concentracion
plasmética, presenta también un efecto cardioprotector. Es activado por ligandos
endogenos los cuales se muestran en la Figura 21 y ligandos sintéticos al igual que el
receptor PPARy, dentro de los ligandos naturales se encuentran principalmente
prostaglandinas, leucotrienos y otros acidos grasos oxidados o derivados del &cido linoléico
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y del acido araquiddnico. Los agonistas PPARa adoptan una conformacioén dentro del
receptor que permiten la generacion de interacciones por puente de hidrégeno, las cuales
estabilizan al receptor en una configuraciéon que conduce a su activacion.>-3

/\/\/\/\/\/\/\n/ or
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NN —\/—\/\/\/\H/OH
Acido linoleico o
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Figura 21. Estructura quimica de los agonistas endégenos del receptor PPARa.

En la Figura 22 se muestran algunos de los farmacos agonistas sintéticos de los receptores
PPARa derivados del acido fibrico, también llamados fibratos empleados para el
tratamiento de DMT 2 como Clofibrato, Fenofibrato, Bezafibrato, Gemfibrozilo los cuales
aumentan los niveles de colesterol HDL, disminuyen los niveles de triglicéridos y colesterol
LDL asociados con enfermedades coronarias. >

0
o OH
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Figura 22. Estructura quimica de agonistas sintéticos del receptor PPARa..
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2.5.3 Agonistas duales PPARa/y

Existen farmacos agonistas duales de PPARa (TZD) y PPARYy (Fibratos) los cuales, al
ejercer su actividad sobre ambos isotipos, no solo apuntan al tratamiento de dislipidemias,
asi como también a la reduccion de los niveles de triglicéridos, de acidos grasos, inhibicién
de la activaciéon inflamatoria de macréfagos, sino que también contribuirian a un mejor
control de la glucemia (DMT 2), aumento de la sensibilidad a la insulina y aumento de
colesterol HDL. Teniendo en cuenta estos beneficios del doble agonismo de PPARa/y, se
han desarrollado varios agentes farmacéuticos con esa accién y son comunmente llamados
Glitazares, sin embargo la mayoria han sido descontinuados para uso clinico debido a los
resultados obtenidos en estudios preclinicos y clinicos, ya que presentan elevada incidencia
de riesgo cardiovascular o accidente cerebrovascular, carcinogenicidad (cancer de vejiga),
disfuncién renal, edema significativo.>*>’

Dentro de este grupo de farmacos se encuentran Ragaglitazar, Naveglitazar, Tesaglitazar,
Muraglitazar, Farglitazar, Saroglitazar (Aprobado para su uso en la India por el Contralor
General de Medicamentos de la India como Lipaglyn™), Aleglitazar y Chiglitazar, los cuales
comparten en su estructura quimica la porcién del acido fenilpropiénico importante en su

actividad farmacolégica (Figura 23).49-5
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Figura 23. Estructura quimica de los Glitazares agonistas duales PPARo/y y Bezafibrato (pan PPAR).

El farmaco Bezafibrato es un derivado del acido fibrico, el cual disminuye los niveles de
triglicéridos en sangre, aumenta la sensibilidad a la insulina, probablemente lleve a cabo
una disminucién de riesgos cardiovasculares, adicionalmente se puede esperar la
prevencién de sobrepeso ya que es el primer activador pan PPAR, es decir agonista de tres
isoformas de este receptor (alfa, beta/delta y gamma) el cual presenta un buen perfil de
seguridad, por lo cual se hace mencién en este grupo (Figura 23). 57
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2.6 Blancos terapéuticos novedosos para el tratamiento de la DMT 2

Existen otros blancos terapéuticos adicionalmente a los PPAR ya mencionados, como el
receptor GPR40, la enzima aldosa reductasa y la enzima PTP 1B, mismo que han estado
en constante investigacion como posible tratamiento para la DMT 2.

2.61 GPR40

El receptor de acidos grasos libres 1(FFA1 o FFAR1), también llamado Receptor 40
acoplado a proteina G (GPR40) se convirtié en un objetivo biolégico de gran importancia
desde el punto de vista del desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra la DMT 2.

El receptor GPR40 se encuentra en mayor concentracion en las células  pancredticas y en
cerebro, es activado por Acidos grasos saturados e insaturados de cadena media a larga, como
el &cido eicosatrienoico, el acido gamma-linolénico, el &cido fitanico y el acido pristanico pero
también se ha encontrado que puede ser activado por acidos pequefos de hasta 10 atomos de
carbono, por lo cual no generan hipoglucemia a diferencia de las sulfonilureas.58%°

La activacion de GPR40 promueve la secrecién de insulina estimulada por glucosa y puede
también aumentar la secrecién de GLP-1. La liberacion de glucosa se da una vez que el
ligando interacciona con el receptor GPR40 provocando que una de sus subunidades se
disocie del receptor, seguido de la activacion de la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza al
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) que contiene lipidos de membrana para generar inositol
1,4,5-trisfosfato (IP3) y diacilglicerol. IP3 a su vez parece mediar el aumento en los niveles
de Ca?' intracelular que posteriormente promueve la secrecion de insulina, como se
muestra a continuacion en la (Figura 24). 5962
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Figura 24. Mecanismo por el cual ocurre la liberacién de insulina mediante la activacion de GPR40.
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Este receptor se ha convertido en un nuevo objetivo para el tratamiento de la DMT 2, lo que
ha generado un esfuerzo en la investigacion destinado a desarrollar una nueva clase de
agonistas sintéticos que actlen a nivel de GPRA40, lo anterior se vio afectado negativamente
por la interrupcion de los ensayos clinicos de fase Ill de TAK-875 (Fasiglifam), primer
agonista parcial de GPR40 desarrollado por la industria farmacéutica Takeda, debido a la
toxicidad hepética que se ha relacionado con su alta lipofilicidad, con lo cual se lleg6 a la
conclusion de que aumentando el area polar superficial total de los agonistas de FFA1
podria, en principio, proporcionar una solucién directa al problema. 53

Sin embargo, TAK-875 y muchos otros compuestos de esta clase como el de AMG-837 de
Amgen y LY28818353 de EIli Lilly se basan en el nacleo del acido 3-[4-
(benciloxi)fenil]propidnico, el cual imita a los ligandos endbégenos del receptor. En la figura
siguiente de muestran las estructuras quimicas de los farmacos antes mencionados (Figura
25).
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Figura 25. Estructura quimica de los agonistas de GPR40.
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26.2 PTP-1B

La proteina fosfatasa de tirosina 1B (PTP-1B) es una enzima perteneciente a la familia de
proteinas fosfatasa de tirosina (PTP) que catalizan la desfosforilacion de las proteinas de
tirosina cinasa (PTK), la cual se considera un regulador negativo de la via de sefalizacion
de insulina por esta razén se considera un blanco terapéutico importante en el tratamiento
de DMT 2.

La PTP-1B es un mondmero que se localiza principalmente en el reticulo endoplasmatico
(RE) a través de un segmento C-terminal rico en prolina, contiene un dominio catalitico N-
terminal y una regién hidrofébica, siendo los residuos de aminoacido Cys215 y Arg221
criticos para los sitios cataliticos de fosfatasa. Dentro de los procesos importantes en los

gue interviene PTP1B se encuentra la desregulacion de las sefiales de insulina y leptina.®*
63

La insulina, al unirse con su receptor activa, a la tirosina cinasa citosolica mediante la
autofosforilacion de tres residuos de tirosina (Tyr) que a su vez fosforila al sustrato de IR
(IRS) permitiendo la activacion de PI3K y AKT que eventualmente permitiran la
translocacion de GLUT-4 a la superficie entre otros procesos. Sin embargo, un paso
regulatorio critico en la sefializacién es la desfosforilacion de los residuos de fosfotirosina
(pTyr) del IRS por PTP-1B esto puede conducir posteriormente a Rl ya que evita la
translocacion de GLUT-4 manteniendo hiperglicemia en sangre (Figura 26). 646¢
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Figura 26. Mecanismo de la regulacion negativa de PTP-1B en la sefializacién de insulina.t
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2.6.3 Aldosa Reductasa

La enzima aldosa reductasa pertenece a la familia de las enzimas aldocetorreductasas, se
encuentra presente en 0jos, rifiones y nervios periféricos (axones y células de Schwann),
tiene la funcion de catalizar a nivel celular la reduccién de hexosas como la glucosa
(aldehidos) a sorbitol (alcohol) de manera irreversible, cuando esta se encuentra a altas
concentraciones y finalmente el sorbitol es oxidado a fructosa.®”:¢

En la catalisis de glucosa a sorbitol participa como coenzima NADPH. Al haber un aumento
de sorbitol intracelular como se muestra en la Figura 27 se produce un aumento de la
presibn osmética ya que el sorbitol no difunde facilmente a través de la membrana
plasmatica provocando dafio celular, ademas las concentraciones de NADPH disminuye la
accion de enzimas importantes como enzimas antioxidantes, la enzima glutatién reductasa,
la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), dando como consecuencia un aumento del estrés
oxidativo.

La segunda reaccion de la via de los polioles es la conversion de sorbitol a fructosa (Figura
27) por accion de la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH) dependiente de NAD+, la
disminucién de esta coenzima provoca un aumento en la osmolaridad intracelular y un
aumento de diacilglicerol, que activa a la proteina cinasa C (PKC) la cual afecta la
permeabilidad vascular y consecuentemente genera neuropatia diabética.

La inhibicién de la enzima aldosa reductasa constituye uno de los pilares terapéuticos en
el tratamiento de las complicaciones crénicas de la DM.%87°

5 H
H—C=0 :
H—C—OH
H—I—OH . H—C—OH
¢ H—G—OH 2 s
—C— JADP” NADPH
OHE T woen ™ OH—G—H H_(:;_H

| AR 0
H—C—OH N
I _Ll» l.I_(I:_m-l _L_l, H—C—0H
H—C—O0H |
| Aldosa Reductasa H_?_OH Sorbitol H —0OH
CH,0H CH,0H deshidrogenasa _(f
2 CH,0H

D-Glucosa Sorbitol D-Fructosa

Figura 27. Mecanismo por el cual la enzima aldosa reductasa participa en la generacién de
complicaciones cronicas en DMT 2.
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3. JUSTIFICACION

La DMT 2 se encuentra entre una de las primeras causas de muerte a nivel mundial y
nacional y esta se prevé que aumentara en un 48% a 629 millones para el afio 2045. De
acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes México se coloc6 dentro de los
primeros diez paises con mayor numero de adultos con DM a nivel mundial (5° lugar), dicha
poblacion alcanza una cifra de 12 millones, lo cual conlleva a altos costos para el sector
salud debido a un mayor uso de los servicios de salud y el apoyo a largo plazo que se otorga
a complicaciones relacionadas con DM, como son: problemas cardiovasculares e
insuficiencia renal, principalmente.

Por otro lado, de acuerdo con la IDF estos gastos sanitarios son dos veces mayores que
para las personas sin esta enfermedad, por lo que el gasto en diabetes tiene un impacto
significativo en los presupuestos sanitarios de todo el mundo, cabe destacar que el 17% del
presupuesto sanitario total de América del Norte y el Caribe se destiné a este padecimiento
siendo Estados Unidos de América el que mayor gasto sanitario presenta seguido de China.
México mismo que se encuentra en octavo lugar con 19 mil millones de délares en gastos
por DM debido a lo anterior es un reto importante para los sistemas de salud y un obstaculo
para el desarrollo econémico sostenible. Esto provoca que los pacientes no reciban el
tratamiento adecuado debido a su alto costo, por lo cual se requiere de farmacos que por
si solos sean capaces de actuar sobre las diversas complicaciones asociadas con DMT 2,
evitando de esta manera, el uso de varios medicamentos, los cuales conllevan a la
elevacién de los costos del tratamiento, asi como al aumento en el riesgo de interacciones
medicamentosas.

En este proyecto se pretende contribuir con compuestos novedosos derivados del acido
fenilpropibénico que actlen sobre mas de un padecimiento asociado con DMT 2, pudiendo
dar tratamiento a enfermedades concomitantes. El objetivo a largo plazo sera reducir el uso
de una polifarmacia en los centros de salud, minimizando los costos del tratamiento y
efectos adversos, ya que presentan un mecanismo Unico que no presenta ningun farmaco
en el mercado, al actuar como agonistas duales de los receptores PPARa/y, GPR40 e
inhibidores de la enzima PTP-1B y Aldosa Reductasa.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos hibridos basados en &cido fenilpropiénico poseeran afinidad multitarget
por los receptores PPARa/y, GPR40y las enzimas PTP-1B y Aldosa reductasa, ya que
comparten el patron farmacoforico unificado de entidades quimicas antidiabéticas.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

v

Disefar, sintetizar y caracterizar los compuestos hibridos basados en acido
fenilpropiénico, asi como evaluar in silico, in vitro e in vivo su efecto antidiabético.

5.2 Objetivos particulares:

v
v

Disefiar y sintetizar los compuestos hibridos basados en &cido fenilpropiénico.
Caracterizar mediante técnicas Espectroscopicas (RMN de H y B¥C) vy
Espectrométricas (EM) cada uno de los compuestos sintetizados (MGD 1-5 y MGD-
14).

Llevar a cabo un andlisis in silico de las propiedades farmacodinamicas,
toxicoldgicas, farmacocinéticas, metabdlicas y cuasi-farmaco de los compuestos
disefiados empleando herramientas quimioinformaticas.

Realizar estudios in silico (acoplamiento molecular) de los compuestos contra los
receptores PPARa, PPARYy y otras dianas asociadas con DMT 2 como son Aldosa
reductasa y GPR40.

Realizar una evaluacion de la actividad biolégica de los compuestos que presenten
el mejor perfil destacado en el analisis de consenso farmacolégico, mediante
ensayos in vitro sobre los PPAR en fibroblastos diferenciados de la linea celular
3T3-L1.

Llevar a cabo ensayos in vivo del compuesto con el mejor perfil destacado en los
andlisis de consenso bioinforméticos en un modelo murino de diabetes no insulino-
dependiente.
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6. CONSIDERACIONES QUIMICO FARMACEUTICAS
PARA EL DISENO MOLECULAR

6.1 Criterios generales para el disefio de los compuestos propuestos

Los compuestos hibridos basados en acido fenilpropidnico (MGD 1-5 y MGD-14)
propuestos en este proyecto fueron disefiados de manera racional tomando en cuenta al
patron farmacoférico unificado de los receptores PPARa, PPARy, GPR40 y las enzimas
PTP-1B y aldosa reductasa disefiado a partir de sus ligandos endégenos, los cuales son
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (Figura 28).

Regién espaciadora e hidrofébica Regioén polar

\
1
EPA 1

Figura 28. Estructura de algunos ligandos éndégenos de PPAR.

Este disefio racional de compuestos hioactivos se basa principalmente en:

1) Un patrén farmacoférico unificado para entidades quimicas antidiabéticas: A
partir de la estructura molecular de los ligandos endégenos se ha descrito en la
literatura un patron que permite conocer qué regiones de la molécula interaccionan
con varios sitios diana (multitarget) y que como resultado permiten su actividad
biol6gica y esta constituido por:

I.  Fragmento hidrofébico: Permite mantener interacciones de tipo no polar
con los residuos de aminoacido.?®

II.  Espaciador flexible: Le confiere flexibilidad a la molécula que le permite
adoptar la conformacion de adecuada en el sitio activo del receptor y permite
la conexién del fragmento hidrofébico y el anillo aromético.

[ll.  Anillo aromatico: El cual se encuentra unido a la regién hidrofébica.

IV.  Fragmento &cido: Permite la interaccion con el sitio activo y por lo tanto la
actividad biologica de la molécula, debido a su caracter acido que le permite
interaccionar con residuos de aminoacidos basicos para la actividad
biolégica.?®
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Los agonistas duales PPARo/y como el Tesaglitazar estdn basados en este patron
farmacoférico unificado, asi como otras moléculas disefiadas en nuestro grupo de
investigacion (Figura 29), ya que mantienen los fragmentos importantes anteriormente
mencionados, al igual que los compuestos disefiados en este proyecto (MGD 1-5 y MGD-

14).
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Figura 29. Patron farmacoférico unificado de los agonistas duales PPARa./y y de GPR40 e inhibidores de las
enzimas PTP-1B y Aldosa Reductasa.

Cabe mencionar que la fraccién hidrofébica correspondiente al anillo de benzazol de los
compuestos finales MGD 1-5 se basa en la molécula AGH-2 (disefiada y sintetizada en
nuestro grupo de investigacion),’”> como se muestra a continuacion la cual present6 buena
actividad como agonista dual PPARa/y en ensayos in vitro, por otro lado, la molécula SHF-
1 que presenté buena actividad en ensayos in vivo como antidiabético,”* a partir de esta
molécula se disefié el compuesto MGD-14 (Figura 30).
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Figura 30. Compuestos disefiados con el patron farmacoférico de PPAR, los cuales presentan actividad
antidiabética observada en ensayos in vitro e in vivo.”72

El disefio de los compuestos propuestos en este proyecto se basa en cada una de las
moléculas presentadas anteriormente (Figura 31).7%-72
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Figura 31. Disefio de los compuestos propuestos MGD 1-5 y MGD-14 a partir del farmacéforo de los
agonistas duales PPARo/y.

Para el disefio de los compuestos MGD 1-5, se decidio conservar el fragmento del acido
fenilpropiénico que presenta en su estructura el farmaco Tesaglitazar ya que le permite
mantener interacciones importantes con el receptor PPAR, se tomé el fragmento de
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bencimidazol del compuesto AGH-2 ya que se considera una estructura privilegiada con
una gran variedad de actividades biolégicas, adicionalmente se realiz6 un reemplazamiento
bioisostérico no clasico en la posicion 5 del bencimidazol de hidrégeno por metoxilo (MGD-
4) y por metilo (MGD-5). Finalmente se realizd una hibridacién de estos dos fragmentos por
un enlace amida.

Para el disefio del compuesto MGD-14, se conservo también el fragmento del acido
fenilpropidnico de Tesaglitazar y la porcién del 2-bifenilcarbonitrilo del compuesto SHF-1,
adicionalmente se realiz6 una remocién del carbonitrilo por hidrégeno y finalmente se
realiz6 una hibridacion de estas dos porciones. De acuerdo con el disefio previamente
planteado se espera que los compuestos hibridos de benzazoles y acido fenilpropidnico
presenten similar afinidad que Tesaglitazar por el sitio activo de los receptores PPARa y
PPARY, GPR40 y las enzimas aldosa reductasa y PTP-1B.

2) Reglas de Lipinski y de Veber: Otra de las consideraciones que se debe tomar en
cuenta para el disefio molecular, son las reglas de Lipinski (propiedades
fisicoquimicas fundamentales de compuestos similares a farmacos) y de Veber
(propiedades estructurales que aumentan la biodisponibilidad), ya que nos permite
predecir el comportamiento que tendran los compuestos al atravesar membranas
celulares por difusién pasiva.”

Estas reglas se consideran de gran importancia durante la etapa de descubrimiento de
farmacos ya que relacionan propiedades estructurales (puentes de hidrogeno, lipofilicidad,
peso molecular, pKa, area polar superficial), fisicoquimicas (solubilidad, permeabilidad) y
bioldgicas (transporte) de una molécula. Estas caracteristicas determinan sus propiedades
farmacocinéticas y toxicoldgicas que van a permitirles continuar hacia la etapa de desarrollo
de farmacos.

Estas propiedades pueden ser calculadas de manera predictiva por diversos programas
como Molinspiration (Figura 32) el cual presenta una amplia gama de herramientas quimio-
informaticas, que permiten el calculo de diversas propiedades moleculares, como las reglas
de Lipinski y Veber ya mencionadas permitiendo determinar si una molécula tendra
problemas de permeabilidad celular.
sracslf shier
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Figura 32. Programa computacional molinspiration (http://www.molinspiration.com).
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A continuacion se enlistan los postulados presentados por el quimico farmacéutico
Christopher A. Lipinski, en donde un compuesto que presente mas de 2 violaciones a
cualquiera de los postulados tendra mayor probabilidad de presentar problemas de
absorcion y permeabilidad celular.

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

2) Numeros de donadores de puentes de hidrégeno (OH, NH) menor o igual a 5. (Suma
de —OH y —NH en la molécula).

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

) Log P calculado (C log P) menor a 5.

w

N

Las reglas de Veber relacionan la biodisponibilidad oral de un farmaco con el numero de
enlaces rotables (ER) los cuales deben presentar un valor menor a 12 y el area polar
superficial (TPSA) la cual se puede utilizar como una buena indicacién de permeacion y
debe tener un valor menor a A2.

Por lo cual se llevé a cabo la prediccion de cada uno de los postulados de Lipinski y de
Veber de los compuestos finales (MGD 1-5 y MGD-14), empleando Molinspiration online,
los cuales se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de los postulados de Lipinski y Veber para los compuestos finales.

Propiedades log P PMg/mol  APH DPH ER TPSA

m 3.09 355.42 6 3 7 95.08
m 3.20 356.40 6 2 7 92.43
m 3.84 37247 5 2 7 79.29
m 3.13 385.44 7 3 8 104.31
m 3.52 369.45 6 3 7 95.08
m 457 345.40 4 2 6 66.40
4.70 439.0 5 1 11 60

2.44 392.47 6 1 10 89.91

APH: aceptores de puente de hidrogeno, DPH: donadores de puente de hidrogeno, ER: enlaces
rotables, TPSA: area polar superficial total.

De acuerdo con los valores obtenidos se observa que ninguna de las moléculas disefiadas
tendra problemas de absorcién y permeabilidad por difusidon pasiva, por lo cual podrian
presentar buena biodisponibilidad al ser administrados por via oral, ya que no presentan
ninguna violacion a estas reglas.
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este proyecto se encuentra dividido en una parte quimica,
una parte farmacoldgica y finalmente una parte computacional.

I. Parte Quimica: Relaciona las consideraciones empleadas para el disefio molecular
y la sintesis de los compuestos propuestos en este proyecto. El disefio de los
compuestos finales MGD 1-5y MGD-14 se llevé a cabo en el laboratorio de Quimica
Farmacéutica (L-5) de la Facultad de Farmacia perteneciente a la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos (FF-UAEM), la sintesis y caracterizacion por RNM
de estos compuestos se realizé en el laboratorio de sintesis asimétrica (L-5A) del
centro de investigaciones quimicas (CIQ-UAEM) bajo la asesoria del Dr. Gabriel
Navarrete Vazquez y del Dr. Jaime Escalante Garcia, respectivamente.

La caracterizacion de los compuestos sintetizados mediante técnicas
espectrométricas (EM) se llevo a cabo en colaboracion con la Dra. Gabriela Avila
Villarreal perteneciente al Centro Nayarita de Innovacion y Transferencia de
Tecnologia (CENIT 2).

II.  Parte farmacolégica: Con el objetivo de corroborar el efecto farmacolégico de los
compuesto MGD 1-5 y MGD-14 se realizaron los correspondientes ensayos in vitro
(En colaboracion con el Dr. Julio César Almanza Pérez y el M.B.E. Abraham
Giacoman Martinez, del departamento de farmacologia de la Universidad Auténoma
Metropolitana (UAM-Unidad Iztapalapa) e in vivo los cuales se realizaron en
colaboracion con el Dr. Samuel Enoch Estrada Soto y la M. F. Fabiola Chavez Silva
del laboratorio de farmacognosia (L-12) de la Facultad de Farmacia (FF-UAEM).

Il. Parte computacional: La evaluacion in silico de los compuestos finales MGD 1-5
y MGD-14, comprende su analisis mediante diversas herramientas quimio-
informaticas (a priori), asi como también la realizacién del acoplamiento molecular
(a posteriori) del mejor candidato obtenido en ensayos in vivo. Dichos andlisis se
realizaron en el laboratorio de Quimica Farmacéutica (L-5, FF-UAEM), bajo la
asesoria del L.F. Carlos Martinez Conde.

La parte a priori (antes de la sintesis de los compuestos finales) comprende la prediccién
de la actividad biol6gica, metabolismo, toxicidad aguda y propiedades cuasi-farmaco de los
compuestos disefiados, mediante una serie de programas computacionales y en linea.

La parte a posteriori (después de la sintesis de los compuestos finales), consta de la
realizacion del acoplamiento molecular sobre el receptor PPARa y PPARY de los mejores
compuestos obtenidos en el andlisis de consenso con el objetivo de observar las
interacciones presentadas por los compuestos en respuesta a la unién ligando-receptor.

Dicho acoplamiento se realizé en el Laboratorio de Quimica Farmacéutica (L-5) de la
Facultad de Farmacia ubicada en la Universidad Autébnoma del Estado de Morelos (L-5, FF-
UAEM).
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7.1 Parte Quimica
7.1.1 Analisis retrosintético
Para llevar a cabo la sintesis de cada una de las amidas hibridas basadas en &acido
fenilpropiénico disefiados, se realiz6 un andlisis retrosintético realizando una serie de

desconexiones con el fin de obtener moléculas de partida més sencillas, de facil acceso,
como se muestra a continuacion (Esquema 1).

(0]

5 X=NH
s 0 o

N Smi)l\

N N

N

.
R_@X 12a-e

11a: R=H, X= NH

11b: R=H, X=0 \U/

11c: R=H, X= S

11d: R= OCHj, X= NH o
11e: R= NO,, X=NH

a: R=H, X= NH
b:R=H,X=0 U
c:R=H, X=8 1)
d: R= OCHj, X= NH
e: R= CH3, X=NH
® o o~
)l\/c' + 10
cl H,N
UIGF
0
N
O/
O,N 9
\LJ/ IGF
o)
N
OH
O2N 8
U/ IGF
o) 0

Esquema 1. Andlisis retrosintético de los compuestos MGD 1-5 y MGD-14.
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7.1.2 Metodologia general para la sintesis de los compuestos MGD 1-
5y MGD-14

Una vez realizado el andlisis retrosintético se plante6 una ruta de sintesis de los
compuestos finales. A continuacion, se esquematiza la ruta sintética planteada inicialmente

(Esquema 2).
L, O °
N
0O 0 + H 7 _Tmscl o o”
Jj\/u\ _> MeOH
HO OH O,N mw MGD-8 O,N MGD-9
6 7
H,/ Pd/C
0 0
0
R N (6] O/ Cl)k/m O/
\©: ) S N H,N
X H MGD-10
a: R=H, X=NH ae MGD-11
b: R=H, X=0
c:R=H, X=8
, K
d: R= OCHj, X= NH 2C0s
e: R= CH;, X=NH

S\)L /©/\)LO/

R_< ; MGD 12a-e
12a: R= H, X= NH
12b: R=H, X= 0 MGD 13
12¢: R=H, X= S LiOH
12d: R= OCHj, X= NH
12e: R= CHs, X= NH

AX0VAOXDUWA

@/\)L

MGD-1:

R=H, X=N MGD-14
MGD-2: R=H, X=0

MGD-3: R=H, X=S

MGD-4: R= OCH3, X= NH

MGD-5: R= CHj3, X=NH

Esquema 2. Ruta sintética planteada para la obtencién de los compuestos hibridos basados en acido
fenilpropionico.
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7.1.3 Sintesis general de los precursores MGD 8-11

Para la sintesis del compuesto precursor MGD-8 se hizo reaccionar al acido malénico (6)
con el 4-nitrobenzaldehido (7) mediante una condensacion de Knoevenagel-Doebner
empleando piridina como disolvente y 3-alanina como aditivo, asistida por microondas (MW)
tal como se muestra en el Esquema 3.7°

0] @ ~ (i\
J(i\/lcj\ + @JLH A N/ e O/\) >
HO OH
O,N MW O5N
7

MGD-8
6

Esquema 3. Sintesis del compuesto precursor MGD-8.

Posteriormente se realizé la protecciéon del acido MGD-8, empleando cloruro de
trimetilsilano, metanol absoluto como disolvente y atmdosfera de nitrdgeno a temperatura
ambiente para obtencién del éster metilico MGD-9 (Esquema 4).

o
o HyC=Si=CH, O
U ~
MeOH, N,, t.a.
O2N MGD-8 O,N MGD-9

Esquema 4. Sintesis del compuesto precursor MGD-9.

Para la sintesis del compuesto MGD-10 se realizé una hidrogenacion catalitica para reducir
el grupo nitro a amina y reducir el alqueno a alcano, utilizando Pd/C como catalizador al
10%, empleando metanol como disolvente (Esquema 5).

0
N L e 7
O Pd/C
OoN MGD-9 Hy, MeOH  HaN MGD-10

Esquema 5. Sintesis de la amina MGD-10.

Finalmente, para la sintesis del compuesto precursor MGD-11, se hizo reaccionar al
compuesto amina MGD-10 con cloruro de cloroacetilo mediante una reaccion de Schotten-
Baumann para la generacion de la amida, empleando diclorometano (CH2Cl;) como
disolvente y trietilamina (TEA) como base, tal como se muestra en el Esquema 6.
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MGD-10 TEA, CH,Cl,, t.a. MGD-11

Esquema 6. Reaccion de Schotten-Baumann para la sintesis de la amida MGD-11.

7.1.4 Sintesis general de los ésteres metilicos MGD 12a-e y MGD-13

Para la sintesis de cada uno de los esteres metilicos MGD 12a-e, se hizo reaccionar a los
compuestos debidamente sustituidos (2-mercaptobencimidazol (a), 2-mercaptobenzoxazol
(b), 2-mercaptobenzotiazol (c), 2-mercapto-5-metoxibencimidazol (d), 2-mercapto-5-
metilbencimidazol (e)) mediante una reaccién de Wiliamson empleando hidréxido de
potasio como base y glima como disolvente, para la obtencion de los ésteres MGD 12a-e,
como se muestra Esquema 7.

(0]
N
@E‘»SH * o, @E‘»s o-
Gllma t.a. X
MGD 1 MGD 12a-e
MGD-12a: R= H, X= NH

a: R= H, X=NH MGD-12b: R=H, X= O
b R= H. X=0 MGD-12¢: R=H, X= §
¢ R=H. X=NH MGD-12d:: R= OCHj, X= NH
d: R= OCHj3, X= NH MGD-12e:: R= CH;, X=NH
e: R= CH,, X= NH

Esquema 7. Sintesis general de los compuestos MGD 12a-e.

Para la sintesis del éster metilico MGD-13, mediante una reaccion de acoplamiento se hizo
reaccionar al acido 4-bifenilcarboxilico con la amida MGD-10 empleando como agente
acoplante al anhidrido propilfosfénico (TsP), TEA como base y CH,Cl, como disolvente
(Esquema 8).”"

2 TEA MGD-13
3) T;P B

4) CH,Cl,

Esquema 8. Sintesis general del éster metilico MGD-13.

37



QUIMICA FARMACEUTICA METODOLOGIA EXPERIMENTAL \‘

2P
7.1.5 Sintesis general de los compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14

La sintesis de los compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14, se llevé a cabo mediante la
realizacion de una hidrdlisis selectiva del éster, empleando hidréxido de litio como base,
tetrahidrofurano (THF) y agua como disolvente a temperatura de reflujo (Esquema 9).

_gN'@—\_QO < 7
R N . R N
-5 0 o— LioH \©:‘)—s 0 OH
X' MGD 12a-e THF:Agua, A X MGD 1-5
MGD-12a: R=H, X= NH MGD-1: R=H, X= NH
MGD-12b: R=H, X=0 MGD-2: R=H, X=0
MGD-12c: R=H, X=S MGD-3: R=H, X=S
MGD-12d: R= OCHj3, X= NH MGD-4: R= OCHj, X= NH
MGD-12e: R= CH3, X=NH MGD-5: R= CH3, X=NH
Esquema 9. Sintesis general de los acidos de los compuestos finales MGD 1-5.
Para la sintesis del compuesto final MGD-14 la reaccion de hidrdlisis del éster se realiz6 de
manera similar a los compuestos anteriores, tal como se muestra a continuacion (Esquema
10).
o= OH
—_—_—
o THF:Agua, A 0
MGD-13 MGD-14

Esquema 10. Sintesis general del compuesto final MGD 14.
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7.1.6 Identificacion y asignacion estructural de los compuestos

El empleo de diversas técnicas de identificacion estructural nos permite determinar que las
moléculas que se han sintetizado son las moléculas que se disefiaron inicialmente, lo cual
es de gran importancia ya que la actividad farmacoldgica de una sustancia va a depender
de su estructura establecida de manera correcta. A continuacion, se enlistan las técnicas
empleadas durante la realizacioén de este proyecto.

7.1.6.1 Espectroscopia de RMN

Las técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) son un instrumento indispensable
para la sintesis quimica ya que permite identificar moléculas y determinar su estructura.
Esta técnica se basa en el caracter magnético de los nlcleos con un nimero impar de
protones o neutrones presentes en una molécula (*H, 3C entre otros) ya que sus nucleos
se comportan como pequefios imanes los cuales, al aplicarles un campo magnético intenso
los niveles nucleares se desdoblan en varios niveles de energia que corresponden a
diferentes orientaciones de los espines de los nucleos respecto al campo magnético, en un
estado de minima energia (espin o), mientras que los ndcleos con espin negativo se
orientan en direccién opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor energia
(espin B). Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada
brevemente por un pulso intenso de radiacion, los nucleos en el estado de espin a son
promovidos al estado de espin B. Esta se encuentra en la region de las radiofrecuencias
del espectro electromagnético. Cuando los nucleos vuelven a su estado inicial emiten
sefiales cuya frecuencia depende de la diferencia de energia entre los estados de espin a
y B. El espectrometro de RMN detecta estas sefiales y las registra como una gréfica de
frecuencias frente a intensidad, que es el llamado espectro de RMN."®

Cabe mencionar que la caracterizacion de estos compuestos por RMN se realizd en el
laboratorio de sintesis asimétrica (L-5A) del centro de investigaciones quimicas (CIQ-
UAEM) bajo la asesoria del Dr. Jaime Escalante Garcia.

7.1.6.2 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (EM) es una técnica de andlisis cuantitativo en la cual se
requiere la minima cantidad de muestra para la obtencion de un espectro de masas, sin
embargo, durante su obtencion la muestra se destruye y no se puede recuperar debido a
diversos procesos quimicos.”

Esta técnica se basa en la obtencion de iones a partir de moléculas orgéanicas que se
encuentran en fase gaseosa, los cuales se separan de acuerdo con su masa y carga. Un
espectro de masas nos permite identificar la abundancia de los diferentes tipos de iones en
funcion de la relacion masa/carga de cada fragmento. Existen dos métodos para producir
la ionizacion de la muestra como son:

* lonizacion por impacto electronico (IE): La muestra es ionizada por medio de un haz
de electrones de alta energia (70 eV), el IE sobre las moléculas volatiles puede dar

e
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lugar simplemente a la generacién de un ion positivo o bien a una ruptura en
fragmentos mas pequefios cargados positivamente que se producird en mayor o
menor grado dependiendo de la energia de los electrones que forman el haz esta
fragmentacion.”

* lonizacion quimica (Cl): En este método se requiere de la utilizacion de un agente
ionizante que va a transferir su carga a la molécula de la muestra la cual se hace
reaccionar con una especie deficitaria en electrones (cargada positivamente), que a
su vez ha sido generada a partir de impacto electrénico.”

La ionizacion quimica se lleva a cabo mediante la introduccion de metano (CH.) a una
presion de 1 mm de Hg, el cual permite la generacion de un ion cuasimolecular con una
unidad de masa mas que el ion molecular, siendo esta sefial la mas intensa en el espectro
de masas ya que se disminuye la fragmentacion a diferencia de la ionizacion por impacto
electronico.

Existen otros métodos empleados en la técnica de espectrometria de masas como son:
FAB (Bombardeo de atomos rapidos), Electrospray, MALDI (lonizacion por desorcion laser
asistida por matriz) sin embargo los métodos antes mencionados son los mas utilizados.

7.1.6.3 Cristalografia de rayos X

La Cristalografia o difraccién de rayos X es una técnica experimental que proporciona una
imagen exacta de las estructuras cristalinas. Los rayos X interaccionan con la materia a
través de electrones que la constituyen y que a su vez se encuentran en constante
movimiento, cuando la radiacion electromagnética alcanza a un electron cargado este se
convierte en fuente de radiacion electromagnética secundaria dispersa, por lo que al incidir
un haz de rayos X sobre un cristal, este choca con los atomos haciendo que los electrones
que se encuentran en la misma direccion vibren con una frecuencia idéntica a la de la
radiacién incidente originando un patrén de difraccién, lo cual se observa y se mide tanto la
intensidad como la posicién de los rayos X difractados mediante el uso de detectores y
posteriormente mediante calculos matematicas se obtiene una representacion de los
atomos y moléculas del cristal evaluado. Se considera una técnica de caracterizacién no
destructiva, ya que se puede recuperar el cristal analizado y no requiere ningan proceso
especifico de preparacion de las muestras para ser analizadas.®
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7.2 Parte Farmacoldgica
7.2.1 Evaluacioén in vivo del efecto antidiabético sobre un modelo
murino de diabetes no insulino-dependiente

Para la evaluacion de los compuestos se utilizaron ratones ICR (CD1) de 30-40g, todos los
procedimientos fueron conducidos de acuerdo con la Normal Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 la cual establece las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso
de los animales de laboratorio.

La induccién de la diabetes no insulino-dependiente en raton se realizé por la administracion
via intraperitoneal (i.p) de una dosis Unica de nicotinamida (20 mg/Kg) disuelta en agua
destilada, 15 minutos posteriores se administro estreptozotocina a una dosis de 120 mg/Kg,
disuelta en un buffer de citrato 1 My pH 4.5.

Transcurridas 72 horas, se monitorearon los niveles de glucemia mediante un glucémetro
portatil, el dafio sobre las células B-pancreéticas y por ende la generacién del modelo
experimental se observd con un aumento en la glucemia en ayuno en los ratones >150
mg/dL y menores de 250 mg/dL.

Los ratones se dividieron en 3 grupos (grupo vehiculo, control y de prueba), al grupo
vehiculo se le administr6 0.1 mL de tween 80 al 10%, al grupo control se le administrd
Glibenclamida (5 mg/kg) y al grupo de prueba se les administr6 los compuestos sintetizados
(100 mg/kg), priorizando al compuesto con las mejores propiedades farmacocinéticas,
toxicoldgicas y farmacodinamicas del andlisis consenso farmacolégico.

La glucemia se midi6 al inicio del experimento (TO) y alas 1, 3, 5y 7 horas, posteriores a la
administracién. Los resultados se representaron como el porcentaje de variacion de
glucemia.

7.2.2 Evaluacion in vitro del efecto antidiabético sobre adipocitos
diferenciados de fibroblastos de la linea celular 3T3-L1

Para determinar la actividad sobre los receptores PPARy y PPARa y los transportadores
GLUT-4 y FATP-1, de los compuestos con mejor probabilidad de actividad en ensayos in
silico, se llevé a cabo una evaluacién sobre adipocitos de la linea celular 3T3-L1.

Esta linea celular son fibroblastos obtenidos de tejido embrionario de ratdn suizo, los cuales
son preadipocitos con el potencial de diferenciacion a adipocitos, que han sido ampliamente
utilizados en la biologia experimental por expresar el receptor de insulina y han servido
como modelo de estudio de la adipogénesis ya que estos expresan en abundancia el
receptor PPARY y que su activacion promueve la translocacion de GLUT-4, al igual que el
receptor PPARa que permite la translocacion de FATP-1.
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7.2.21 Cultivo celular de adipocitos 3T3-L1

Inicialmente se cultivaron fibroblastos de la linea celular 3T3-L1 en placas de 6 pozos
(Corning Incorporated, NY, USA, 9x105 células por pozo) en un medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con glucosa 25 mM, suero bovino fetal al
10% (v/v), piruvato de sodio 1 mM, glutamina 2 mM, aminoacidos no escenciales 0.1 mM,
y gentamicina, en una atmosfera humidificada al 5% de CO2, a 37°C. Después de dos dias
de confluencia, las células fueron diferenciadas fenotipicamente a adipocitos con un
tratamiento de 48 horas con 3-isobutil-1-metilxantina (0.5 mM), acetato de dexametasona
(0.25 pM), e insulina (5 uM), seguido de unicamente insulina por 48 horas. Posteriormente
el medio de cultivo sin suplemento de insulina se cambié cada dos dias. Las células fueron
utilizadas al octavo dia de diferenciacién. Para determinar el efecto de los compuestos
sobre la expresion de PPARs (ay y) y GLUT-4, las células fueron tratadas por 24 h a una
concentracién de 100 uM. Después de transcurridas 24 horas de tratamiento, se procedio
a la extraccion de RNA total de los cultivos celulares.

7.2.2.2 Aislamiento de RNA total y cuantificacion de la
expresion de RNAs mensajeros.

El RNA total fue obtenido mediante el método de trizol, el cual se basa en el uso de una
solucion fenol e isotiocianato de guanidina que facilitan la ruptura de la membrana
plasméatica, desnaturalizacion de proteinas y el aislamiento de RNA. Después de
homogeneizar las células en el trizol se agreg6 cloroformo, que permite la formacién de una
fase superior clara que contiene el RNA, una interfase y una fase inferior roja en la que se
encuentran DNA y proteinas. Posteriormente se aislo la fase superior y se precipito el RNA
total con la adicion de isopropanol. Se cuantifico la absorbancia de cada muestra de RNA
a 260 y 280 nm mediante el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para confirmar la
integridad del RNA se corrié 1ug en gel de agarosa al 1%, revelado con bromuro de etidio
y visualizado con el image Gel-Logic 212 Pro (Kodac/Caaresream). Se detectaron dos
bandas ribosomales (28S y 18S). EI RNA total fue sometido a una reaccién de transcripcion
reversa (RT) para obtener DNA complementario (cDNA), catalizada por la enzima
trancriptasa reversa (Estuche Improm Il de Promega). La RT se realiz6 utilizando 2 pg de
RNA e iniciadores aleatorios (random primers 0.5 pg/ul). Un volumen total de 20 pL de
reaccion se incubo en el termociclador de Applied Biosystems GeneAmp PCR System
2700, con el siguiente programa de ciclos: inicio 25° por 5 min, seguido por la extension de
42°C por 55 min y se detuvo la reaccion inactivando la enzima a 70°C por 15 min y enfriando
a4°C.

Para cuantificar los cambios de expresion de RNA mensajero, el cDNA se amplifico por
PCR tiempo real utilizando la tecnologia SYBER Green. Un volumen 1/10 de cada cDNA
fue amplificado utilizando la enzima DNA polimerasa y primers personalizados de PPAR-y,
PPAR-a y GLUT-4 disefiados a partir de secuencias de genes de Mus musculus (Tabla 5).

Se utiliz6 el gen 36B4 como gen constitutivo. Se prepar6 la mezcla de reaccion con los
primers 0.5 mM, buffer para PCR, SYBER Green y 3.5 mM de MgCl. con un volumen final
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de 10 pL. Se corrio la reaccion en el equipo Rotor Gene 3000 (Corbertt Research) con el
siguiente ciclo: desnaturalizacion; 95°C 10 seg, alineamiento; 61°C 7 seg y elongacion 71°

por 10 seg.

Para comprobar la identidad y pureza de los productos de PCR y la especificidad de los
primers se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.
Se calculé el valor de ACt en cada muestra para cada gen de interés: genCt de interés —
genCt referencia. Los cambios relativos de expresion de cada gen especifico (AACt) fueron
calculados como ACt de cada grupo de prueba menos ACt del grupo control, y fueron
presentados como 2- AACt. Los datos fueron expresados como la media + del error
estandar de la media (E.E.M), y se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA),
seguida de una prueba complementaria de Tuckey. La significancia fue del 95%.

Tabla 5. Caracteristicas de genes y primers empleados en los ensayos in vitro.

Primer forward

Gene Bank

Primer reverse

36B4 ‘ NM 0074752 | AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT | CCGCAGGGGCAGCAGTGGT 135
PPARO, ‘ ﬁ,ﬁ”gﬁﬂz ATGCCAGTACTGCCGTTTTC GGGCCTTGACCTTGTTCATGT 220
PPARy ‘ Nfﬂe’(‘)elff“{gkl CCAGAGTCGTCGTGATCTGCG | GCCACCTCTTTGCTCTCTGCTC | 217
GLUT-4 ‘ Nfﬂeg‘ﬁ)gg‘fz GATTCTGCTGCCCCTTCTGTC | ATTGGACGCTCTCTCTCTCCAA | 168
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7.3 Parte computacional

El uso de herramientas quimio-informaticas facilita el desarrollo de nuevas moléculas
bioactivas, tanto durante la investigacion como al momento de su sintesis, disminuyendo el
trabajo a realizar y los recursos econémicos empleados, asi también permiten tener un
mayor panorama de cémo podria comportarse una molécula en el organismo en relacion
con sus propiedades farmacocinéticas, de toxicidad y afinidad por el sitio activo. En este
proyecto se emplean diversos programas computacionales, que nos permitieron predecir el
comportamiento de las moléculas disefiadas.

7.3.1 PASS: Prediccion del espectro de actividad biolégica para
sustancias

El programa PASS, prediccidn del espectro de actividad biolégica para sustancias, por sus
siglas en inglés (Prediction of Activity Spectra for Substances), es un software disefiado
como una herramienta para evaluar el potencial biolégico de manera general de una
molécula con respecto a su estructura quimica. Cuenta con una base de datos muy amplia,
con mas de 300,000 compuestos registrados, los cuales han sido revisados a fondo en
relacion con su estructura-actividad biologica, incluyendo mecanismos de accion
especificos. El analisis realizado por este software se presenta en valores de probabilidad
de inactividad (Pi) y probabilidad de actividad (Pa), en donde:

Los valores presentados para Pa, refleja la similitud de la molécula con respecto de las
moléculas presentes en la base de datos, siendo indicadores de buena probabilidad de
actividad cuando son > 0.7, los valores que se encuentran entre 0.5-0.7, se consideran con
mediana probabilidad de actividad y los valores <0.5 sefialan una baja probabilidad de
actividad. A continuacién, se muestra la interface de PASS online, Figura 33.82

I|
\ |
wa 2 Dru PREDICTIVE : e
SERVICES viol o ¢ (o] [®[&l |-

Understanding Chemical-Biological Interactions

Home »  Definition » Products »  Services » FAQ

F . 1 (, .7\
|

P& SS online

GO for prediction »

Figura 33. Programa computacional PASS online, para la prediccion de la actividad farmacolégica
(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/).
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7.3.2 SwissTarget Prediction: Prediccion de la actividad biolégica

La plataforma de Swisstarget Prediction permite calcular la probabilidad de actividad de una
molécula pequefia, mediante la combinacion de medidas de similitud 2D y 3D con ligandos
conocidos, compara la molécula de interés con una biblioteca de 280 000 compuestos
activos en mas de 2000 objetivos de 5 organismos diferentes (humano, raton, rata, vacay
caballo), permite a los usuarios mapear predicciones entre y dentro de los organismos
basado en la homologia. Para su analisis unicamente debe ingresarse el cédigo SMILES
de la molécula de interés o dibujar su estructura 2D utilizando un constructor molecular. ®°

En los resultados arrojados se obtiene una lista de posibles blancos terapéuticos sobre los
cuales la molécula de interés puede interactuar de acuerdo con la similitud molecular de
ligandos de la base de datos en 3D y 2D, adicionalmente SwisstagetPrediction proporciona
vinculos que presentan informacion sobre estos ligandos o sus homdlogos. Los blancos
terapéuticos arrojados se clasifican de acuerdo con sus porcentajes los cuales se calculan
a partir de las barras verdes que indican la probabilidad estimada de que la molécula de
interés pueda actuar a nivel de una proteina de acuerdo con su puntuacion.

Finalmente permite visualizar en una gréafica circular la distribucion que presenta la molécula
de interés, es decir clasifica en porcentaje hacia qué tipo de diana terapéutica esta enfocada
(factores de transcripcion, proteinas, enzimas o sin clasificacion, entre otras), tal como se
muestra en la Figura 34.83

e  SwissTargetPrediction ME  SwissSimilarity

SwissTargetPrediction

Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Download Contact Disclaimer
Choosean organism _
a * " Query Molecule General Target Classes
o sapiens
- . H
Paste a SHILES in this box, or draw a molecule h Marvin for JavaStript :
& O veminb [ 3
’ "
Predict the target o 5 O

— SR T
_ # sim.
1 *’:’!‘x“ UniprotID  ChEMBL ID Probability* cmpds Target Class

(307 2D)
Free fatty acid receptor 1 FFART o14842 cremereszz [N | 31/5  Membrane receptor
5106 CHEMBL2093869 |:| 53/42  Membrane receptor

Complex ITGA2B/ITGB3 PO8!

Microtubule-associatad protein tau MAPT CHEMBL129322. I:l 777147 | Unclassified
Complex ITGBINTGAY CHEMBL2111407 I:l 0 Membrane receptor
Complex ITGAVITGB3 cuemeLioo7sos [ | 424/27  Membrane recepior
Complex ITGAV/TGBS /F12084 CHEMB s [ s Membrane receptor
E’\wl\(wnél‘rgﬁg‘c:::a dehydrogenase (quinone; SHODE: CHEMEL l:l Enzyme
Diacylglyceral O-acyltransferase 1 DGAT1 CHEN B 0 ] s Enmme

Epidermal growth factor receptor EGFR cremeizos [ | 41716 Tyrkinase
Receplor tyrosine-protein kinase erbB-2 ERBE2 P cremerisze [N | 4 Tyr Kinase

ERBBA4 infracellular domain (by homology) ERBB4 a CHEMBL3008 |:| 4 Tyr Kinase
Receptor tyrosine-protein kinase eroB-3 (oy crees Pors0 CHEM I:l 41715 Tyrkinase
omology

Arachidonate 5-lipoxygenase ALOXS P0991T CHEMEL I | 746 Enzyme
Arachidonate 15-lipoxygenase ALOX15 P16050 CHEMBL2 I | 7416 Enzyme

8050
Arachidonate 12-ipoxygenase, 128ype (0, oy4n - cveverseer [ | 74t Enzyme
homalogy) 805 MBLIBEY ralie zy

* Probabilifies have been computed based on a cross-validation. They may therefore not represent the actual probability of success for any new molecule (see FAQ

Swiss Institute of Bioinformatics - @ 2013

Figura 34. Programa en linea SwissTargetPrediction, para la prediccion de la actividad farmacoldgica
(http://www.swisstargetprediction.ch/).

e
45




QUIMICA FARMACEUTICA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.3.3 OSIRIS: Prediccion de las propiedades cu

asi-farmaco

=

El programa Osiris se encuentra actualmente en linea, en el portal de quimica organica
(organic chemistry portal, http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/). Este explorador

permite representar estructuras quimicas y calcular en base a ello diversas propiedades
farmacocinéticas relevantes como lipofilicidad (cLogP), mutagenicidad, efectos a nivel
reproductivo, tumorigénicos e irritantes. Los resultados obtenidos, son representados por

color: verde (valores aceptables) y rojo (efectos no deseados).

Asi también permite la prediccion de la posible semejanza de una estructura quimica con
respecto de otra de algun farmaco ya existente (druglikeness). Se puede determinar una
calificacion (Drug score) en relacion con todos los parametros calculados, la cual determina
si dicha estructura puede considerarse como posible candidato a farmaco (Figura 35).84

Enter compound name, SMILES or CAS-no: <Ctrl-V to paste fron

Fa

Pl=|2]e]=l2] OO0l T ININ]Z

\r,
I\‘

e

z|o|+|O|0|> | /N[ X[

Figura 35. Programa en linea OSIRIS, para la prediccion de las propiedades cuasi-farmaco

(http://www.organic-chemistry.org/prog/).
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7.3.4 MetaPrint2D: Prediccion de los principales sitios de
metabolismo

Es una herramienta que predice el metabolismo de compuestos, realizando un andlisis de
su estructura, mediante la extraccion de datos y andlisis estadistico de las transformaciones
metabdlicas conocidas reportadas en la literatura cientifica.

Este software se encuentra en linea actualmente es gratuito y es considerado una
herramienta muy completa en comparacion con otros predictores de metabolismo, ya que
presenta dos versiones disponibles actualmente, MetaPrint2D y MetaPrint2D-React.

La version, MetaPrint2D, permite predecir los sitios de metabolismo de fase |, reacciones
en las que hay una adicion de oxigeno, como son, hidroxilacién, oxidacidn y epoxidacion.
Mientras que MetaPrint2D-React puede realizar predicciones sobre ambas fases del
metabolismo (Fase | y Fase ll), siendo capaz de predecir los tipos de transformaciéon que
pueden tener lugar, asi como también los sitios mas probables de metabolismo, y el
metabolito que probablemente se forme (Figura 36).8°

8 UNIVERSITY OF
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“M Links
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Query Structure :
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Advanced options About MetaPrint2D

sourceforge preject

Fingerprint matching Model 4
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Loose (2, 1.0, 1.0, 1.0, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25) ® ALL (Metabolite 2010.2)
® Default (3, 0.5, 1.0, 1.0, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25) DOG (Metabolite 2010.2)
Strict (4, 0.1, 1.0, 1.0, 1.0, 1.0, 0.5, 0.25) HUMAN (Metabelite 2010.2)
Custom (set the values below) RAT (Metabolite 2010.2)
. BE UNIVERSITY OF
Mumber of exact levels: |3 € CAMEBRIDGE
Similarity threshold: 050 MetaPrint2D
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Second weight: 1.00
Third weight: 1.00 /L A
[
. |
Fourth weight: 075 " /"O
g '&AQN e
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0
Sixth weight: 0.25 AN
© 2008-2011 Sam Adams, Centre for Molecular Informatics MetaPrint2D MetaPrint2D-React

Information provided by sea36@cam.ac.uk

. . 5 Predict stes of phass | metassim rect metablic rar kel metaboites farme
MetaPrint2D is provided in the hope that it will be useful, but WITHOUT ANY WARRANTY; without even the impli

Figura 36. Servidor en linea para la prediccion de los principales sitios de metabolismo, MetaPrint 2D
(http://www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk).
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7.3.5 AdmetSAR: Prediccion de las propiedades de absorcion,
distribucién, metabolismo, eliminacion y toxicidad

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

En su base de datos existen mas de 200, 000 datos de informacion obtenidos de
aproximadamente 96,000 compuestos, los cuales han sido revisados de la literatura y dicha
informacién ha sido guardada, incluyendo medicamentos aprobados por la FDA,
compuestos experimentales y productos quimicos industriales.

El servidor admetSAR se encuentra actualmente en linea (http://www.admetexp.org/) y
proporciona una interfaz facil de utilizar, ademas de que toma en cuenta criterios de relacién
estructura-actividad cuantitativa (QSAR), proporcionando una ventaja para la Quimica
Farmacéutica y el andlisis previo a la sintesis quimica de moléculas virtuales (Figura 37).8¢

Download

SV

Predict

Search

.
*teteansece®’

Figura 37. Programa computacional admetSAR (http:/iImmd.ecust.edu.cn:8000/predict/).
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7.3.6 ACD/ToxSuite: Prediccion de la toxicidad aguda

El programa ACD/ToxSuite, permite calcular algunos parametros relacionados con ensayos
de toxicidad aguda de una estructura molecular virtual. Dicho programa presenta una serie
de moddulos, los cuales se consideran importantes y se toman de referencia para predecir
gué tan téxico puede ser un compuesto, como son: bloqueo de los canales hERG,
asociados con cardiotoxicidad; inhibicién de las isoformas importantes del citocromo P450
(CYPA450), principalmente la CYP3A4, ya que estd relacionado con el metabolismo de una
gran variedad de farmacos; genotoxicidad; toxicidad aguda, irritabilidad entre otros. Las
predicciones se hacen en relacién con la estructura quimica-toxicidad, asi como también,
en modelos QSAR, en combinacién con conocimientos de quimica organica y toxicologia
(Figura 38).%7
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Figura 38. Portal del programa computacional ACD/ToxSuite.

49



QUIMICA FARMACEUTICA METODOLOGIA EXPERIMENTAL \‘

7.3.7 DIA-DB: Docking Inverso

El servido DIA-DB fue desarrollado por la universidad catdlica de San Antonio de Murcia
(UCAM) en Espafa, el cual se encuentra disponible en linea cuenta con un médulo de
acoplamiento molecular inverso que presenta 18 dianas terapéuticas relacionadas con DM,
esto debido a que este padecimiento es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial lo que llevo a disefiar un método completamente nuevo para el desarrollo rapido
de nuevos compuestos antidiabéticos.

Este servidor web permite la prediccion del posible modo de unién de distintas moléculas
sobre cualquiera de las dianas terapéuticas asociadas con DM, dicho acoplamiento utiliza
una comparacion por similitud con una base de datos de farmacos antidiabéticos y
compuestos experimentales, también realiza cribado virtual inverso de las moléculas de
interés contra un conjunto de dianas proteicas identificadas como elementos clave en DM,
empleando el programa AutoDock Vina (Figura 39).88

m Calculations  Results Search Tutorial FAQ Funding Contact References

DIA-DB

L
Please select calculation type D la-D B

Email:
Experiment ID:

=

Figura 39. Portal del servidor en linea DIA-DB empleado para la busqueda de posibles ligandos
antidiabéticos (http://bio-hpc.ucam.edu/dia-db/index.php).
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7.3.8 Acoplamiento molecular automatizado (AutoDock Tools, MOE,
PyMol, Discovery Studio)

El estudio de acoplamiento molecular permite determinar el modo de unién de un ligando
con su receptor, el cual esta determinado por interacciones de tipo van der Waals,
electrostaticas, hidrofébicas y uniones por puentes de hidrogeno. Se considera una
herramienta novedosa, que se lleva a cabo Unicamente cuando se tiene la estructura del
ligando y la estructura del receptor, determinada comunmente por cristalografia de rayos X.

Juega un papel muy importante en el disefio racional de farmacos, ya que la unién de un
ligando con su receptor va a depender de las interacciones entre ambos. En Quimica
Farmacéutica, el disefio de farmacos puede llevarse a cabo de diversas maneras, una de
ellas es cuando se emplea el farmacdéforo de un compuesto biolégicamente activo, el cual
presenta ciertos grupos quimicos los cuales se sabe que son esenciales para el
reconocimiento por parte del receptor, del cual se parte para llevar a cabo el disefio de
nuevos compuestos esperando que se conserve la afinidad con el receptor, ya que se
respetan sus caracteristicas quimicas.®°? La metodologia para llevar a cabo el
acoplamiento molecular o Docking requiere del uso de una serie programas
computacionales especializados como son AutoDock, MOE, PyMol y Discovery Studio, tal
como se muestra a continuacion en la figura siguiente (Figura 40).

A continuacion, se describen brevemente cada uno de estos programas:

A. MOE (Entorno Operativo Molecular, por sus siglas en inglés Molecular Operating
Environment): Es un software que ha sido implementado por diversas empresas
farmacéuticas como su plataforma de modelado permitiendo acelerar los esfuerzos de
desarrollo de nuevos compuestos terapéuticos. Permite la manipulacion del complejo
ligando-proteina, permite separar la proteina de su ligando y hacer uso de ellos, por
separado, pudiendo entonces acoplar un ligando nuevo con esa proteina.®

B. AutoDock: Software que permite el acoplamiento molecular automatizado, gracias a
las herramientas que proporciona, se puede crear y analizar los distintos modos de
unién de un ligando con la proteina. La simulacién del procedimiento de acoplamiento
como tal, es un proceso muy complicado, la proteina y el ligando estan separados por
una distancia fisica el ligando encuentra su posicién en el sitio activo de la proteina
luego de un cierto nimero de movimientos en su espacio conformacional. Cada uno de
estos movimientos induce un costo energético al sistema, por lo tanto después de cada
movimiento se calcula la energia total del sistema. *°

C. PyMOL: Es software de visualizacion de las interacciones polares en tercera dimension,
presentadas por el complejo ligando-receptor.®?

D. Discovery Studio: Software que permite visualizacibn que muestra las interacciones
de tipo electrostaticas, hidrofobicas y de van der Waals en segunda y tercera dimension
presentadas por el complejo ligando-receptor.®?

51



QUIMICA FARMACEUTICA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

File Ect Selection Render Compute GizMOE WMindow Hel |Can:al

Measure v

Distance:

Angles.
Dihedrals..

L —
R x
|F|¥e Edit  Select 3D Graphics  Display  Color  Compute

File Center View  Help

a4 N [E/8

Ligand ~ Floxible Residues  Grid Docking Run  Analyze

=
,gjﬁf Current Total Grid Pts per map: 38663
number of points in x-dimension:

11122 ] \I

number of points in y-dimension:

number of points in z-dimension:

Fle Edit Buik

Spacing (angstrom):  I[]/100 =

Center Grid Box: -
¥| z-Clip: Front: x center. [11 : s o —
y center. 205 [fpmocay _ —

zcenter |575

Mod.: |None Time:

dstart| &) G )

Figura 40. Programas computacionales empleados para llevar a cabo el acoplamiento molecular (Docking).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Parte Quimica

Se realiz6 la sintesis de 16 compuestos, los cuales se encuentran divididos en compuestos
precursores (MGD 8-12a-e y MGD-13) y compuestos finales (MGD 1-5 y MGD-14).

8.1.1 Sintesis del compuesto final: Acido 3-(4-(2-((1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-1)
8.1.1.1  Sintesis del precursor: Acido (E)-3-(4-nitrofenil)acrilico (MGD-8)

Para la obtencion del compuesto precursor MGD-8 se hizo reaccionar a la materia prima 6
con el correspondiente aldehido 7 mediante una condensacion de Knoevenagel-Doebner
empleando piridina como disolvente y 3-alanina como aditivo, asistida por microondas, bajo
las siguientes condiciones: Sistema abierto, temperatura de 100°C, potencia de 150w y 1
ciclo de 10min. Tal como se muestra en el Esquema 11.

0
I D N i
J(i\/lcj\ + ) - N/ "
HO OH 5 >
6 7 /\)L
H,N OH
MW

Esquema 11. Sintesis del compuesto precursor MGD-8.

Con el objetivo de reducir el nimero de reactivos empleados en esta reacciéon, se decidio
repetir el experimento disminuyendo la cantidad de B-alanina empleada inicialmente como
aditivo, ya que se seguia obteniendo el compuesto de interés lo cual se determin6 por RMN
de H aun cuando esta se reducia, por lo tanto se decidié quitarla de la reaccién, como se
muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Reactivos y condiciones empleadas para la sintesis de MGD-8.

Condiciones del equipo de
microondas

Reactivos Resultados

Sistema Potencia Temperatura Piridina | B-alanina nitrobenzaldehido  Acido Rendimiento

malonico
79.4 mmol

4 4 4 SmL

6.6 mmol 19.8 mmol 87%

Experimento 3 v v v SmL | - 6.6 mmol 19.8 mmol 85%
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Partiendo del experimento 3, se llevd a cabo la reaccién recuperando un sdlido color
amarillo claro con un rendimiento de 89.9% y pf (punto de fusién) de 292.8-292.9°C. A
continuacion, se muestra su espectro de Hy de °C (Figura 41y 42).
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto MGD-8.
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Figura 42. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-8.

En la Figura 41 se observa una sefial doble de dobles en 8.22 ppm correspondiente a los
hidrogenos 5" y 3" (Jo=8.8 Hz) y a 7.96 ppm correspondiente a los hidrogenos del anillo
aromatico 6" y 2" (Jo=8.8 Hz), dos sefales dobles a 7.68 y 6.73 ppm correspondientes a
los metinos de la posicion 3 (Jtrans=16 Hz) y 2 (Jtrans= 16.4 Hz).

En la Figura 42 correspondiente al espectro de RMN de **C aparece aproximadamente a
167.1 ppm el carbono del carbonilo del &cido, dos sefiales a 129.3 y 124 ppm
correspondientes a los carbonos del anillo aromético, a 148.2 ppm y 140.8 ppm se
encuentran los metinos de la posicion 4’y 1”. Finalmente se observan los metilenos 3y 2 a
141.4 y 123.6 ppm respectivamente.

En el espectro de masas obtenido por lonizacion electrénica (IE) (Figura 43) del compuesto
MGD-8 se observa la presencia del ion molecular en una m/z de 193 con una abundancia
relativa del 1% y un fragmento en una m/z 149 y una abundancia relativa del 100%.
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Figura 43. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-8.

Se llevé a cabo la purificacion del compuesto empleando inicialmente como disolvente
CH2CIl./HEX recristalizando por difusion sin embargo este método no result6 favorable para
su cristalizacién. Posteriormente se decidi6 llevar a cabo una recristalizacibn empleando 2
mL de DMSO, los cristales obtenidos fueron difractados por rayos X, como se observa en
la Figura 44 se obtuvo la molécula del compuesto MGD-8 en forma de co-solvato con una
molécula de DMSO, lo cual corrobora la obtencion de manera inequivoca del compuesto

precursor.

Figura 44. Estructura cristalografica del compuesto precursor MGD-8.
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8.1.1.2 Sintesis del precursor: (E)-3-(4-nitrofenil)acrilato de metilo

Posteriormente se realizd la proteccion del &cido del compuesto MGD-8 previamente
sintetizado, empleando cloruro de trimetilsilano y metanol absoluto como disolvente,
acondicionada con atmadsfera de nitrégeno en bafio de hielo durante 2 h. Posteriormente a
temperatura ambiente durante 6 h para la obtencién del éster metilico MGD-9, como se
muestra en el Esquema 12.

o
O HyC=Si=CH, O
U N
MeOH, N,, t.a.
O2N MGD-8 O,N MGD-9

Esquema 12. Sintesis del compuesto precursor MGD-9.

Una vez purificado mediante cromatografia en columna se recuperé un sélido amarillo claro,
con un rendimiento de 98% y un pf de 151.7-152.1 °C. A continuacion, se muestran sus
espectros de *H y 3C (Figura 45, 46).
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto MGD-9.

En la Figura 45 correspondiente al espectro de RMN de H se observan las sefiales
caracteristicas del compuesto a,  insaturado a 6.59 ppm (Jtrans=16 Hz) y 7.74 ppm
(Jtrans=16.0 Hz), se observan los hidrégenos aromaticos nuevamente como un doble de
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dobles a 8.26 ppm (H-5", H-3", J0=8.8 Hz) y 7.70 ppm (H-6", H-2", J0=8.4 Hz) y finalmente
se observa una sefial simple a 3.84 ppm correspondiente al metoxilo de la posicion 4.
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Figura 46. Espectro de RMN de '3C (CDCls, 100 MHz) del compuesto MGD-9.

En la Figura 46 correspondiente al espectro RMN de 3C aparecen sefiales caracteristicas
de la molécula correspondientes a cada uno de los carbonos observados en la Figura 42,
adicionalmente se observa una sefial cercana a 52.2 ppm correspondiente al metoxilo de
la posicion 4.

En el espectro de masas (IE) Figura 47 del compuesto MGD-9, se aprecia el ion molecular
a una m/z de 207 con una abundancia relativa del 40%, adicionalmente se observa un
fragmento correspondiente a la pérdida del metoxilo a una m/z de 176 con una abundancia
relativa del 100%.
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Figura 47. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-9.
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8.1.1.3 Sintesis del precursor: 3-(4-aminofenil)propanoato de
metilo (MGD-10)

Para la obtencion del compuesto MGD-10 se realiz6 una hidrogenacion catalitica del
compuesto MGD-9 el cual se disolvi6 en metanol, posteriormente se afiadié 10% del
catalizador Pd/C y se coloco en agitacion a una presion de 60 psi de hidrégeno durante 3 h
(Esquema 13) en la cual se llevé a cabo la reduccién en un solo paso tanto del grupo nitro
como del doble enlace.

0
NN L e Ve
@) Pd/C 0
ﬁ
OoN MGD-9 Hp, MeOH  HaN MGD-10

Esquema 13. Reduccion catalitica del compuesto MGD-9 para la obtencién de la amina MGD-10.

Una vez finalizada la reaccién, el compuesto se purificé por columna, se recupero6 un sélido
color meldn, con un rendimiento del 97.6% y un pf de 56.5-56.6 °C, del cual se muestra su
espectro de H y de 3C en la Figura 48 y 49.
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto MGD-10.

En la Figura 48 se observan sefiales caracteristicas de los hidrogenos aromaticos a 6.63
ppm (Jo=8.5 Hz), los hidrégenos 67, 2", a 7 ppm (Jo=8.4 Hz), los hidrogenos 5" y 3’;
aparecen a 2.83 y 2.57 ppm y dos sefales triples correspondientes al acoplamiento de los
metilenos de la posicion 3 y 2 respectivamente. Finalmente una sefial simple a 3.65 ppm
correspondiente al metoxilo de la posicion 4.

En la Figura 49, se observan nuevamente las sefiales correspondientes a los carbonos
aroméaticos antes mencionadas, a 51.7 ppm se encuentra el carbono del metoxilo de la
posicion 4. Adicionalmente aparecen a radiofrecuencias altas en 36.3 ppm y 30.3 ppm los
carbonos alifaticos 3y 2, lo cual indica la reduccion del doble enlace presente en la molécula
MGD-9.

58



QUIMICA FARMACEUTICA

B e e s

220 200 180

RESULTADOS Y DISCUSION

129.272

o L1 ¢
\—36.328

3,5

H
30.355

CDCls

51.743
w

77.531
76.30

~130.692

115.512

144,818

—~36.357

R S T M ARARan o o T e i e o .

160 140 120 100 80 60

Figura 49. Espectro de RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) del compuesto MGD-10.

En la Figura 50 se muestra el espectro de EM-IE del compuesto precursor MGD-10, se
aprecia un pico a una m/z correspondiente al ion molecular con una abundancia relativa de
20% y ion M+1 en una m/z de 106 con una abundancia relativa del 100%.
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Figura 50. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-10.
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8.1.1.4  Sintesis del precursor: 3-(2-cloroacetamido)fenil)propanoato de

metilo (MGD-11)

Para la obtencién del compuesto MGD-11 mediante una reaccion de Schotten-Baumann se
hizo reaccionar al compuesto MGD-10 previamente disuelto en CH.Cl,, posteriormente se
adicioné TEA como base, dejando reaccionar durante 30 min, pasado el tiempo de afiadio
el cloruro de cloroacetilo gota a gota, dejando en agitacion a temperatura ambiente durante
48 h hasta obtener al compuesto precursor comun de los compuestos finales MGD-13, tal
como se muestra en el Esquema 14. Se obtuvo un sdélido amarillo claro con un rendimiento
del 98% y un pf de 110.9-111.2°C.

/@/\)L/Oc

MGD-10 TEA, CH,Cly, t.a.

\)L

Esquema 14. Formacion de la o-cloroacetamida MGD-11.

MGD-11

En la Figura 51 se pude observar dos sefiales simples a 3.65 y 4.16 ppm correspondiente
a los hidrégenos de la posicién 4 y 7 esta ultima indica la presencia del fragmento de la
amida. Dos sefales triples observadas en los espectros anteriores correspondientes a los
metilenos de la posicion 2 (2.60 ppm) y 3 (2.92 ppm). Finalmente se observa un doble de
dobles que acopla para 4 hidrogenos aromaticos H-6'e H-2" (Jo=11 Hz) y H-5y H-3"
(Jo=10.9 H2).
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto MGD-11.

60



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS Y DISCUSION \‘

173.33
163.92
—137.78
— 13515
129.14
120.59
5179
43.05
— 3581
—3057

5,3
-4

(@)

67,2
3 2

4
4,1
1 6 ‘
mmw«ww st Jmm‘ T O S

T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 o
f1 (ppm)

Figura 52. Espectro de RMN de '3C (CDCls, 100 MHz) del compuesto MGD-11.

En el espectro de 3C (Figura 52) aparecen a radiofrecuencias bajas dos sefiales a 173.3
y 164 ppm correspondientes al carbonilo de la amida y del éster respectivamente, indicando
la presencia del compuesto MGD-11. A 129.1 y 120.5 ppm aparecen dos sefales
correspondientes a los 4 carbonos aromaticos y finalmente en la region alifatica se observan
4 sefiales a 51.7 ppm (metilo, C-4), 43 ppm (metileno de la posicién 7), 35.8 y 30.5 ppm
correspondiente a los metilenos de la posicion 3y 2.

En la Figura 53 correspondiente al espectro de EM-IE de este precursor se observa un ion
M+2 a una m/z 257 con una abundancia relativa del 12.5% y un i6én a una m/z de 182 con
una abundancia relativa de 25% el cual indica la presencia de la a-cloroacetamida.

.-t
NV
100
N CI\)LN
H
129 1)
69
112 o o”
147
50+ C'\)LN
H MGD-10
02 182 255.70 g/mol
195 o4
257
Nt adid o UL LT oo,
o M‘ I “H\\MHM”W HH;“\A“\‘\H \LM \“‘ | n “u s X\H“ 2

T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 53. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-11.
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8.1.1.5 Sintesis del éster: 3-(4-(2-((1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12a)

Para la sintesis del éster MGD-12a se hizo reaccionar al compuesto a (2-
mercaptobencimidazol) mediante una reaccion de Williamson, el cual se disolvié en glima,
seguido de hidroxido de potasio disuelto en la minima cantidad de agua, se dej6 reaccionar
a temperatura ambiente durante 30 min. Pasado el tiempo de agitacién se afiadié gota a
gota el compuesto MGD-11 (disuelto en 1 mL de glima), dejando reaccionar durante 2 h a
temperatura (Esquema 15). o—

O

N CI\)J.N

\)—SH H mep11 @:
N

H

KOH, Glima, t.a. MGD-12a

O

a

Esquema 15. Sintesis del compuesto éster MGD-12a.

Se purificd el compuesto obtenido recuperando un sélido color blanco con rendimiento de
82% y un pf de 163.6-164.5 °C, el compuesto fue analizado por RMN *H y *C (Figura 54,

55).
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto MGD-12a.
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Figura 55. Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-12a.

En el espectro de 'H (Figura 54) se mantienen nuevamente las sefiales a campo alto
correspondientes a los hidrégenos alifaticos de la posiciéon 7, 8 y 10. La sefial simple que
aparece a 4.25 ppm corresponde al metileno de la posicion 12, en lo correspondiente a los
hidrégenos del anillo aromatico central aparece una sefal doble a 7.16 ppm que integra
para dos hidrogenos (H-6, H-2, J0=8.6 Hz) y una sefial doble a 7.49 ppm (H-5, H-3, J0=8.5
Hz), mientras que los hidrégenos aromaticos del bencimidazol aparecen en a 7.46 ppm (H-
7e H-4") y a 7.12 ppm aparecen los hidrégenos 6’y 5" (Jm=3.1 Hz). Finalmente, a 12.75 y
10.45 ppm se observa dos sefiales que integran cada una para un hidrégeno
correspondientes a las aminas.

En el espectro de *C (Figura 55) se observa una sefial para cada uno de los carbonos del
compuesto MGD-12a, se mantienen las sefiales de los carbonilos a 172.6 ppm (éster) y
165.8 ppm (amida) y aparecen las sefales de los carbonos del bencimidazol entre 149.8-
110.48 ppm.
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Sintesis del compuesto final MGD-1

Se llevd a cabo la sintesis del compuesto final MGD-1, a partir del éster MGD-12a el cual
se disolvié en THF (tetrahidrofurano), en un bafio de hielo durante 10 min, posteriormente
se afadid LiIOH (hidréxido de litio) disuelto en agua, se dejé reaccionar a temperatura de

reflujo durante 1 h, tal como se presenta en el Esquema 16.

O—
HN (0]
N /—ﬁ LiOH
\>_
S o THF:Agua, A

N MGD-12a
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HN 0O

—

S 0]
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Esquema 16. Sintesis del compuesto final MGD-1.

Una vez purificado el compuesto por cromatografia en columna, se recuperd un sélido color
blanco con un rendimiento de 78.1% y pf de 225.5 °C (descomposicion), el cual se analiz6

por RMN *H (Figura 56). OH
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Figura 56. Espectro de RMN de '"H (DMSO-ds, 500 MHz) del compuesto final MGD-1.

En la Figura 56, se observan las sefiales de la regién alifdtica mostradas en el espectro de
MGD-12a, asi como también las sefales correspondientes a los hidrégenos aroméaticos
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observados a radiofrecuencias bajas sin embargo desaparece la sefial a 3.55 ppm
correspondiente al metilo del éster, lo que indica que se llevé a cabo la hidrdlisis del éster
de manera correcta, obteniendo el compuesto en forma de acido.

En la Figura 57 correspondiente al espectro de EM-IE del compuesto final MGD-1 se
observa un i6bn M+2 a una m/z 190 con una abundancia relativa del 100% que corresponde
al fragmento del bencimidazol y un i6n a una m/z de 162 con una abundancia relativa de
25% que corresponde al fragmento del &cido fenilpropidnico los cuales indican la presencia
del compuesto de interés.
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Figura 57. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-1.
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8.1.2 Sintesis del compuesto: Acido 3-(4-(2-(benzoxazol-2-
iltio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-2)
8.1.21  Sintesis del éster: 3-(4-(2-(benzoxazol-2-

iltio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12b)

Se llevd a cabo la sintesis del éster MGD-12b haciendo reaccionar al compuesto b (2-
mercaptobenzoxazol) con la a-cloroacetamida MGD-11, inicialmente se disolvi6 la materia
prima en glima, en seguida se afiadié gota a gota KOH como base disuelta en la minima
cantidad de agua, se colocé en agitacion durante 30min. Transcurrido el tiempo de reaccién
se adicion6 gota a gota el compuesto MGD-11 (disuelto en 2 mL de glima), dejando
reaccionar durante 4 h a temperatura ambiente (Esquema 17). La reaccién se monitore6
por cromatografia en capa fina (CCF) al igual que en todas las reacciones anteriores. Una
vez finalizada la reaccién, se purificO el compuesto por cromatografia en columna,
recuperando un solido color rosa palido con un rendimiento de 81.2% y pf de 148.7-149.5
°C. El compuesto fue analizado por RMN *H y 3*C (Figura 58 y 59).
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Esquema 17. Sintesis del compuesto éster MGD-12b.

Para la sintesis del éster MGD-12b se realizaron una serie de experimentos con el objetivo
de encontrar las condiciones idéneas de reaccion anteriormente mencionadas, para ello se
realizaron cambios en el disolvente, la base y el nUmero de equivalentes empleados, tal
como se muestra en la Tabla 7, siendo el 4to experimento el que presento mejores
resultados, mejorando el tiempo de reaccion y el rendimiento.

Tabla 7. Serie de experimentos realizados para la sintesis de MGD-12b.

Disolvente KOH Temperatura Trlz;nc%ci)é(rjme Observaciones
Experlmento

Eter Reflujo Insolubilidad de la m.p. b

16 h
d||soprop|I|co
Temperatura Se mejord la solubilidad de la materia
. ambiente prima, tiempo de reaccién alto, se obtuvo
Glima 2¢eq 48 h . L
el éster y el acido del compuesto, entre
otros subproductos.
Glima 4 eq Tempgratura 2 No se consumio por completo la m.p.
ambiente
. Temperatura Se disolvid la base en la minima cantidad
Glima 2¢q . 4h . -
ambiente de agua, favoreciendo la reaccion.
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto MGD-12b.

En el espectro de 'H (Figura 58) se observan las sefiales correspondientes al anillo
aromatico central a 7.18 ppm (H-6, H-2, Jo=8.5 Hz) y 7.50 (H-5, H-3, J0=8.6 Hz), los
hidrégenos del benzoxazol se observaban a 7.64 ppm (H-6", H-5", J0=8.2 Hz, Jm=3.6 Hz)
y 7.32 ppm (H-7", H-4"), los protones alifaticos de la posicién 7 (2.79 ppm), 8 (2.58 ppm) y
10 (3.56 ppm), una sefial simple a 4.36 ppm correspondiente al metileno de la posicion 12,
el cual indica la obtencion del compuesto. Finalmente, a 10.38 ppm se observa una sefial
simple que integra para un protdn correspondiente al hidrégeno de la amida.
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Figura 59. Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-12b.

En el espectro de 13C (Figura 59) se observa una sefial para cada uno de los carbonos del
compuesto MGD-12b, se mantienen las sefiales de los carbonilos a 172.6 ppm (éster) y
158.0 ppm (amida). Aparecen las sefiales de los carbonos del anillo aromatico y el
benzoxazol entre 147.0-108.8 ppm.
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8.1.2.2 Sintesis del compuesto final MGD-2:

Para la sintesis del compuesto final MGD-2, se realiz6 una reaccion de hidrolisis del éster
MGD-12b, disolviéndolo en THF en una proporcion 3:1 con agua, seguido de la adicion de
LiOH como base para la generacién el compuesto acido, dejando a temperatura de reflujo.
La reaccién se monitored durante 1 h por CCF. Se trabajo la reaccion después de observar
la conversion completa de m.p. a producto (Esquema 18).

o= OH

HN_@_/‘(\O HN_@_/‘(\O
N /—§ LiOH N /—6
N —_—
I \>—s o) _ Y—s ‘o
y o MGD-12b THF:Agua, A o MGD-2

Esquema 18. Sintesis del compuesto final MGD-2.

Se purificé el compuesto, por columnay se recuperd un sélido color blanco con rendimiento
de 81.2% y un pf de 184.9-185.7°C, se analiz6é por RMN *H (Figura 60).
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Figura 60. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) del compuesto final MGD-2.

En el espectro de RMN H (Figura 60) se mantienen las sefiales de la region alifatica
observadas en el espectro del compuesto en forma de éster MGD-12b, sin embargo, se
observa la desaparicion de la sefial a 3.56 ppm correspondiente al metilo del éster, lo que
indica que el compuesto se hidrolizé6 completamente.
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En la Figura 61 correspondiente al espectro de EM-IE del compuesto final MGD-2 aparece
un i6n a una m/z 74 con una abundancia relativa del 100% que corresponde al fragmento
del acido y un i6n M+1 a una m/z de 357 con una abundancia relativa de 5% que
corresponde al compuesto de interés.

100+ o °+
OH

55
N
50 87
Cr>-%
o

MGD-2
356.40 g/mol M+1

143
112

130

[t Dl
t T

L] 7 TMrgs190 27241 270 35 33
i L 1 4l
T

0 . . . | I ‘ 1 Mu‘ AR \‘H\ “\‘\ A “mHM . ‘ m\“‘ - i . " |

T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 61. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-2.
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8.1.3 Sintesis del compuesto:

Acido

iltio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-3)

8.1.3.1 Sintesis del

éster:

=

3-(4-(2-(benzotiazol-2-

3-(4-(2-(benzotiazol-2-

iltio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12c)

Para la sintesis del éster MGD-12c, se llevé a cabo una reaccion de tipo Williamson para la
formacion del tio-éter, inicialmente se disolvié el compuesto ¢ (2-mercaptobenzotiazol) en
glima, enseguida se afiadié gota a gota KOH disuelto en la minima cantidad de agua, se
dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 30 min. Pasado el tiempo de agitacién
se afiadié gota a gota el compuesto MGD-11 (disuelto en glima), dejando reaccionar
durante 2 h 30 minutos a temperatura ambiente, se monitore6 la reaccion por CCF hasta
que la materia prima se consumio por completo (Esquema 19).

2 eq KOH, Glima, t.a.

MGD-12c

O—
0
0 o” HN 0

N cl M N /—§

. H \

)—sH MGD-11 s 0

s s

Cc

Esquema 19. Sintesis del compuesto éster MGD-12c.

El producto obtenido se purificé por cromatografia en columna. Se recuper6 un sélido color
amarillo claro con rendimiento de 79.49% y un pf de 105.2-105.7 °C. El compuesto fue

analizado por RMN *Hy '3C (Figura 62y 63).
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Figura 62. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto final MGD-12¢.
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Figura 63. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto final MGD-12c.

En el espectro de 'H (Figura 62) se observan nuevamente las sefiales del precursor de
este compuesto a 7.50 ppm (H-5, H-3, Jo=8.4 Hz) y 7.17 ppm (H-6, H-2, Jo=8.4 Hz). Se
observa un doble de dobles correspondiente a los hidrégenos del anillo aromatico central,
los hidrégenos del benzotiazol aparecen a 7.38 ppm (H-5’, H-6’, Im=1.16 Hz), H-4’ y H-7’
aparecen a 8.02 ppm y 7.83 ppm respectivamente. Los hidrégenos alifaticos de la posicién
7 (2.79 ppm), 8 (2.59 ppm) como una sefial triple, mientras que el metileno de la posicién
12 aparece como una sefal simple a 4.38 ppm y el metilo de la posicion 10 aparece a 3.56
ppm. Finalmente, a 10.4 ppm se observa una sefial simple correspondiente al hidrégeno de
la amida.

En el espectro de *C (Figura 63) se observa una sefial para cada uno de los carbonos del
compuesto MGD-12c, se mantienen las sefiales de los carbonilos a 172.5 ppm (éster) y
166 ppm (amida). Aparecen las sefiales de los carbonos del benzotiazol entre 136-119 ppm,
los cuales al estar presentes indican la formacion de la amida y por lo tanto la obtencion del
compuesto éster MGD-12c.
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8.1.3.2  Sintesis del compuesto final MGD-3:

Para la obtencién del compuesto MDG-3, se llevo a cabo la hidrélisis del éster MGD-12c,
el cual se disolvié en THF, se afiadié posteriormente LIOH y agua (en proporcion 3:1 con
respecto al disolvente), la reaccion se monitore6 durante 1 h por CCF observando la
conversion completa de la m. p. (Esquema 20).

o= OH

HN o HN O

N /—ﬁ LiOH N /—ﬁ
\>_S o — > \>—s o)
IS MGD-12¢ THF:Agua, A S MGD-3

Esquema 20. Sintesis del compuesto final MGD-3.

Se trabajo la reaccion y se purificd el compuesto obtenido por cromatografia en columna.
Se recuper6 un soélido color amarillo claro con rendimiento de 76.3% y un pf de 178.9-
179.5°C el cual se analizé por RMN H (Figura 64).
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) del compuesto final MGD-3.
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Como se puede observar en el espectro de la Figura 64, ya no aparece la sefial a 3.6 ppm
correspondiente al metilo del éster, por lo cual se corrobora la presencia del acido como
resultado de la hidrélisis completa del éster.

En la Figura 65 correspondiente al espectro de EM-IE del compuesto final MGD-3 aparece
un ion M+2 a una m/z de 190 con una abundancia relativa del 14% que corresponde al
fragmento del &cido fenilpropiénico, asi como el fragmento son la amida a una m/z de 162
con una abundancia relativa del 14%.

OH |*t+
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14 y 2 (
\
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Figura 65. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-3.
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8.1.4 Sintesis del compuesto: Acido 3-(4-(2-((5-metoxi-1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-4)
8.141  Sintesis del éster: 3-(4-(2-((5-metoxi-1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12d)

Mediante una reaccion de Williamson, se llevé a cabo la sintesis del compuesto éster MGD-
12d, el cual se disolvié en glima seguido de la adicion de KOH, gota a gota disuelta en la
minima cantidad de agua con lo cual se favorece la reaccion. Pasado el tiempo de agitacion
se afiadi6 gota a gota el compuesto MGD-11 (disuelto en glima), dejando reaccionar
durante 2 h a temperatura ambiente (Esquema 21). La reaccion se monitoreo por CCF
observando que la materia prima se consumié por completo.

0 N ol My
7 H 7
\>_SH MGD-11 \>—s 0
N KOH, Glima, t.a. ” MGD-12d

Esquema 21. Sintesis del compuesto éster MGD-12d.

O—

Finalmente se trabajé la reaccién, seguido de su purificacion por cromatografia en columna.
Se recuperé un sélido color blanco con rendimiento de 63.17% y un pf de 138.5-139.8°C.
El compuesto fue analizado por RMN *H y *C (Figura 66, 67).
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Figura 66. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto MGD-12d.
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Figura 67. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-12d.

En la Figura 66 correspondiente al espectro de *H del compuesto MGD-12d, se observa a
campo bajo los hidrogenos del anillo aromético central como una sefial doble de dobles a
7.47 ppm (H-5, H-3, J0=8.6 Hz), a 7.14 ppm (H-6, H-2, J0=8.6 Hz), a 7.33 ppm se encuentra
el H-7" (Jo=8.8 Hz), a 6.95 ppm se encuentra el H-4" y a 6.75 se encuentra el H-6"(Jm=2.4
Hz) correspondientes al anillo de bencimidazol. Los hidroégenos alifaticos aparecen como
sefales simples a 4.21 ppm (H-12), a 3.74 ppm (H-10), a 3.54 ppm el H-13 correspondiente
al metilo del éster. Finalmente dos sefiales triples que integran para dos hidrégenos cada
una correspondientes a los metilenos 7 (2.77 ppm) y 8 (2.56 ppm).

En el espectro de C (Figura 67) se observa las sefiales de cada uno de los carbonos
correspondientes al compuesto éster MGD-12d, sefiales caracteristicas observadas en los
espectros de los ésteres antes presentados.
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8.1.4.2 Sintesis del compuesto final MGD-4:

Para la sintesis del compuesto final MGD-4, se realiz6 una hidrélisis selectiva del éster
MGD-12d, empleando THF como disolvente, afiadiendo posteriormente LiIOH como base y
agua en una proporcion 3 a 1 con respecto al disolvente (Esquema 22).

Q0= OH

HN—@A HN—W
0 0
7 N 7 N
\ i \
10 ANETIRG S ¢ TA

H MGD-12d THF:Agua, A N MGD-4

Esquema 22. Sintesis del compuesto final MGD-4.

Una vez purificado el compuesto por columna, se recuperé un sélido color blanco con
rendimiento 80.3% y un pf de 230.6-230.9°C, se analizé por RMN *H (Figura 68).
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Figura 68. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) del compuesto MGD-4.
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En el espectro de la Figura 68 se conservan nuevamente las sefiales vistas en el espectro
del compuesto éster MGD-12d sin embargo, se observa que la sefal simple
correspondiente al metilo del éster a 3.74 ppm presente en el espectro del éster Figura 66
ya no aparece, lo cual nos indica que se llevo a cabo la hidrélisis de manera completa y se
obtuvo el compuesto final en su forma de acido.

En la Figura 69 correspondiente al espectro de EM-IE del compuesto final MGD-4 se
observa la presencia de un ibn M+1 a una m/z de 73 con una abundancia relativa del 100%
y un i6on M+2 a una m/z de 191 los cuales corresponden al fragmento del acido
fenilpropidnico. Finalmente, un fragmento a una m/z de 355 con una abundancia relativa de
2% que corresponde al compuesto MGD-4.
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Figura 69. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-4.
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8.1.5 Sintesis del compuesto: Acido 3-(4-(2-((5-metil-1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-5)
8.1.51  Sintesis del éster:  3-(4-(2-((5-metil-1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12¢)

La sintesis del éster MGD-12e se llevd a cabo mediante una reaccién de Williamson,
empleando como materia prima al compuesto 2-mercapto-5-metilbencimidazol (e) disuelto
en glima, posteriormente se afiadié gota a gota KOH, disuelto en la minima cantidad de
agua dejando en agitacién durante 15 min. Una vez transcurrido el tiempo de agitacién, se
afadi6 gota a gota el compuesto MGD-11 (disuelto en glima), dejando reaccionar a
temperatura ambiente durante 2 h (Esquema 23), monitoreando la reaccion por CCF.

0=
O

O o]

N CI\)J.N
N KOH, Glima, t.a. MGD-12e

Esquema 23. Sintesis del compuesto ester MGD-12e.

El compuesto obtenido se purificd por cromatografia en columna, recuperando un sélido
color blanco con rendimiento de 77.2% y un pf de 165.5-166.2°C. El compuesto fue
analizado por RMN *H y *3C (Figura 70, 71).
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Figura 70. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto MGD-12e.
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Figura 71. Espectro de RMN de ®C (CDCls, 100 MHz) del compuesto MGD-12e.

En el espectro de H (Figura 70) correspondiente al compuesto MGD-12e se observan a
radiofrecuencias altas tres sefiales simples a 2.45 ppm (H-13), 3.64 ppm (H-10), 3.92 ppm
(H-12) correspondientes al metilo del bencimidazol, al metoxilo del éster y el metileno de la
posicion 12 respectivamente. También dos sefiales triples que acoplan para 4 hidrégenos
correspondientes a los metilenos 7 (2.87 ppm) y 8 (2.57 ppm). A campo bajo se observa un
doble de dobles a 7.11 ppm (H-6, H-2, Jo=8.5 Hz) y 7.48 ppm (H-5, H-3, Jo=8.5 Hz)
caracteristicos del anillo aromatico central. A 7.06 ppm y 7.04 ppm se encuentran los
hidrogenos H-6’ (Jm=1.5 Hz) y H-4’ (Jm=1.0 Hz). A 7.42 ppm se encuentra una sefial doble
correspondiente al metino de la posicion 7 (Jo=8.0 Hz).

En el espectro de 13C (Figura 71) se observan las sefiales correspondientes a cada uno de
los carbonos de la molécula, a 173.5 ppm se encuentra el carbono del carbonilo del éster,
a 168.6 ppm el carbonilo de la amida, se observan dos picos grandes a 128.9 y 120.3 ppm
los cuales pertenecen a los carbonos del anillo aromético central. Finalmente, entre 124.2
y 150.2 ppm se observan los carbonos correspondientes al anillo de bencimidazol.
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8.1.5.2 Sintesis del compuesto final MGD-5:

Mediante una reaccion de hidrélisis del éster del compuesto previamente sintetizado se
obtuvo al compuesto final MGD-5. Inicialmente se disolvi6 al precursor MGD-12e en THF,
seguido de la adicién de LiOH y agua en una proporcion 3 a 1 con respecto al disolvente,
se dej6 reaccionar a temperatura de reflujo durante 2 h. La reacciéon se monitoreo por ccf

observando la conversién completa de la materia prima (Esquema 24).
OH

o—
N /—§ N ,—§
D LiOH H—s" o
—»
N MGD-12e N MGD-5

THF:Agua, A

Esquema 24. Sintesis del compuesto final MGD-5.

El compuesto obtenido se purificd por cromatografia en columna. Se recuperé un sélido
color blanco con rendimiento de 85.5% y un pf de 203.1-205.8°C, se analiz6 por *H (Figura

72). oH
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Figura 72. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) del compuesto final MGD-5.

En el espectro de la Figura 72 se observan las mismas sefiales presentadas en el espectro
de 'H del compuesto anterior (MGD-12e) sin embargo ya no aparece la sefial simple a 3.64
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ppm correspondiente al metilo del éster lo cual nos indica la presencia del compuesto en su
forma de acido MGD-5.

En la Figura 73 correspondiente al espectro de EM-IE del compuesto final MGD-5 se
mantiene el ibn M+1 a una m/z de 73 con una abundancia relativa del 100 % y un ibn M+2
a una m/z de 191, los cuales corresponden al fragmento del acido fenilpropidnico.
Finalmente, un fragmento M+2 a una m/z de 371 con una abundancia relativa de 1% que
corresponde al compuesto final MGD-5.
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Figura 73. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-5.
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8.1.6 Sintesis del compuesto final:  Acido  3-(4-([1,1 -bifenil]-4-
carboxamido)fenil)propiénico (MGD-14)
8.1.6.1  Sintesis del éster: 3-(4-([1,1"-bifenil]-4-

carboxamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-13)

Para la sintesis del éster MGD-13 se realizaron una serie de experimentos con el objetivo
de obtener las condiciones adecuadas para su sintesis empleando en cada experimento al
acido 4-bifenilcarboxilico como reactivo limitante, las condiciones de reaccién empleadas
se muestran a continuacion en la Tabla 8.

Tabla 8. Experimentos realizados para la obtencién del compuesto MGD-13.

Condiciones de reaccion

Tiempo

Precursor | Agente Equipo de

Experimento

MGD-10

acoplante

microondas

Base

Disolvente

de
reaccion

Observaciones

Asistida por microondas, se obtuvo el
0.5¢eq T3P (6 eq) v - 1h compuesto de interés con bajo
(8 eq) rendimiento (20%). 77
TEA Se mejor6 el rendimiento (35%), sin
1eq T3P (6 eq) v - 1h embargo, aun habia formacion de
(8 eq) varios subproductos.
Para esta reaccion se decidié formarel
TEA cloruro de acido empleando 2.5 eq de
1eq - - CH2Cl2 3h SOCl, y adicionar posteriormente la
(1 eq) amina. No se obtuvo el compuesto de
interés.
Se logré obtener el compuesto de
. interés aun con bajo rendimiento
1eq CDI (1 eq) THF anhidro 17h ya que no se consumio por
completo la materia prima.
TEA Se logré la obtencion del compuesto
Teq T3P (6 eq) - (8 eq) CHzCl2 1h con rendimiento del 72 %.
T3P (anhidrido propilfosfonico); CDI (1,1-carbonildiimidazol); TEA (trietilamina); Condiciones de reaccion en microondas:
R EEITEERE Sistema cerrado; Temperatura de 60°C; 50 W de potencia; 1 ciclo de 60 min.

Partiendo del experimento 5 para la obtencion del compuesto MGD-13, se hizo reaccionar
al acido 4-bifenilcarboxilico disuelto en CH.Cl,, seguido de la adicion de la amina MGD-10,
TEA como base y finalmente la adicion inicial de 3 eq de TsP el cual se encuentra disuelto
al 50% en acetato de etilo, se dejé reaccionar durante 30 min a temperatura de reflujo.
Posteriormente se afiadieron nuevamente 3 eq de T3P, se dejoé reaccionar 30 min a reflujo
nuevamente monitoreando la reaccion por CCF, hasta observar la conversion completa de
la materia prima, empleando el calentamiento convencional se disminuy6 la generacién de

subproductos (Esquema 25).

82




QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS Y DISCUSION \‘

NaZ®

O—
o
1) o” HN o)
; @A)L 7\ < >
HoN MGD-10  _ \— \
OH 2) TEA

3) TP MGD-13
4) CH,Cl,

Esquema 25. Sintesis del compuesto final MGD-3.

Una vez finalizada la reaccion, se purificO por cromatografia en columna. Se obtuvo un
sélido color amarillo claro con un rendimiento del 72% y punto de fusién caracteristico de
pureza (202.2-202.4 °C). A continuacion, se muestran sus espectros de 'H y 3C (Figura
74, 75).
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Figura 74. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) del compuesto MGD-13.
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Figura 75. Espectro de RMN de ®C (DMSO-ds, 200 MHz) del compuesto MGD-13.

Como se puede observar en la Figura 74 correspondiente al espectro de 'H, se observan
a campo bajo un doble de dobles a 8.08 ppm que integra para dos hidrégenos (H-5" y H-3",
Jo=8.3 Hz), a 7.74 ppm se encuentran los hidrégenos (H-6"", H-2"", Im=3.7 Hz , H-6", H-2",
Jm=1.8 Hz), a 7.51 aparecen los hidrégenos (H-5", H-4"" , H-3"", Jo=7.4 Hz, H-5 e H-6,
J0=6.9 Hz) y a 7.19 ppm (H-6, H-2, Jo=8.4 Hz) correspondiente a los hidrégenos del anillo
aromético central y uno de los anillos del bifenilo. También se observan dos sefiales triples
a 2.92 y 2.62 ppm correspondientes a los metilenos de la posiciéon 7 y 8. Finalmente una
sefal simple caracteristica del metoxilo del éster a 3.65 ppm.

En el espectro de *C (Figura 75) se observan las sefiales correspondientes a cada uno de
los carbonos del compuesto MGD-13, a 172.7 ppm se encuentra el carbonilo del éster, a
167.2 ppm observamos al carbonilo de la amida, el metilo del éster aparece a 51.3 ppm.
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8.1.6.2 Sintesis del compuesto final MGD-14:

Finalmente, para la sintesis del compuesto final MGD-14, se llevé a cabo una reaccién de
hidrolisis del éster MGD-13 previamente obtenido, el cual se disolvié en THF seguido de la
adicion de LiOH y agua en una proporcion 3:1 con respecto al disolvente. Se dejé reaccionar
a temperatura de reflujo durante 4 h, siendo monitoreada por CCF hasta observar la
conversion completa del éster al acido correspondiente (Esquema 26).

MGD-13 MGD-14

Esquema 26. Sintesis del compuesto final MGD-14.

El compuesto obtenido se purificé por cromatografia preparativa. Se recuperd un sélido
color blanco con un rendimiento del 35% y un pf de 222.8-223.6°C, el cual se analiz6 por
RMN *H (Figura 76).
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Figura 76. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) del compuesto final MGD-14.
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En la Figura 76 se muestra el espectro de RMN *H del compuesto final MGD-14, en el cual
conservan las sefiales observados en el espectro del éster MGD-13, pero a diferencia de
este Ultimo a 3.65 ppm ya no aparece la sefial correspondiente al metilo del éster debido a
la hidrolisis que se realizé en esta reaccion, por cual se confirma la obtencién del compuesto
de interés.

100+

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 77. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-14.

En la Figura 77 correspondiente al espectro de EM-IE del compuesto final MGD-14 se
observa un ién a una m/z de 106 con una abundancia relativa del 100%, un i6bn a una m/z
de 182 correspondiente al fragmento de bifenilo, a una m/z de 195 se observa un fragmento
M+1 correspondiente a la parte del acido fenilpropiénico.
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Para cada uno de los compuestos finales sintetizados MGD 1-5, MGD-14 se obtuvo su
espectro de RMN de **C, dichos desplazamientos se presentan en la Tabla 9. Al ser &cidos
carboxilicos, los compuestos finales son poco solubles en disolventes organicos incluso en
dimetilsulfoxico e insolubles en agua, esta baja solubilidad podria deberse a posibles
interacciones intermoleculares de tipo puente de hidrogeno que pudiera estar formando
cada una de estas moléculas.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN de '3C correspondientes a los compuestos finales MGD 1-5 y
MGD-14 sintetizados.

Compuesto Desplazamiento (DMSO-ds, & 3C) 100 MHz
Posicion MGD-1 MGD-2 MGD-3 MGD-4 MGD-5 MGD-14

1 137.9 137.9 136.7 136. 96 136.9 136.9
2 117.3 121.6 118.2 128.56 128.7 127.9
3 129.0 128.7 129.3 119.14 119.3 121.5
4 137.3 136.8 130.9 136. 96 136.9 135.1
5 129.0 128.7 129.3 119.14 119.3 121.5
6 117.3 121.6 118.2 128.56 128.7 127.9
7 31.5 31.5 31.5 29.70 31.2 30.2
8 36.5 36.2 37.9 36.29 36.3 34.2
9 178.2 177.9 179.2 172.64 176.6 174.4
166.6 166.3 162.0 166.07 166.3 164.7

38.7 37.9 34.95 38.2 -

- - - 55.48 214 -
- - - - - 133.1
150.4 150.2 138.7 136. 96 149.5 130.2
- - - - - 128.0

137.3 136.8 128.9 136. 96 137.6 -
122.0 128.7 121.2 110.51 122.9 144.2
117.3 121.6 122.2 125.63 130.7 128.0
129.0 128.7 126.0 135.64 130.7 130.2

119.7 119.3 121.2 136.96 122.9 -

137.9 137.9 128.9 135.64 137.6 -
- - - - - 140.8
- - - - - 127.9
- - - - - 129.2
- - - - - 127.6
- - - - - 129.2
- - - - - 127.9
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8.2 Parte Computacional a priori

Se llevé a cabo la prediccion de las propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas y de
toxicidad de cada uno de los compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14, empleando diversas
herramientas quimio-informaticas.

8.2.1 Prediccion del Espectro de Actividad Bioldgica para Sustancias
(PASS)

Mediante el uso del programa computacional PASS online se llevé a cabo la prediccion de
la actividad biologica de los compuestos hibridos de benzazoles y acido fenilpropiénico. De
estas actividades biologicas se seleccionaron solo aquellas que se relacionan con la
actividad esperada en este proyecto, es decir, como antidiabético y antihiperlipidemico,
como se observa a continuacion (Tabla 10).

Tabla 10. Prediccién de la actividad biolégica de los compuestos MGD 1-5 y MGD-14, determinada por el
programa PASS.

Agonista Agonista S : Promotor de  Sensibilizador
PPARy PPARa

Antidiabético Hipolipemiante

insulina de insulina

0.145 0.062 - - 0.579 0.026 0.401 0.063 0.083 0.063
MGD-1
0.051 0.047  0.035  0.034 0.769 0.009 0.270 0.182 0.128 0.034
MGD-2 = -
0.251 0.113 0.081 0019  0.050  0.023 0.468 0.043 0.301 0.137 0.078 0.071
MGD-3
- - - - - - 0.570 0.027 0.255 0.210 0.088 0.058
MGD-4
- - - - - - 0.584 0.025 0474 0.036 - -
MGD-5
MGD-14 0.345 0.062 0.099 0025 0036  0.033 - - 0.592 0.015 0.160 0.022

0.940 0.004 0.844 0.002 0.912 0.001 0.807 0.007 - - 0.968 0.001
Tesaglitazar

En la Tabla 10 se muestran las distintas probabilidades de actividad que podria tener cada
uno de los compuestos finales (MGD 1-5y MGD-14). Al ser comparados con Tesaglitazar,
este presenta mejores valores de probabilidad de actuar como antidiabético sin embargo,
no se descarta la probabilidad de actividad de nuestros compuestos, ya que la baja
probabilidad de la actividad puede deberse a que, al realizar el andlisis el programa no
encontro relacion estructural para determinar la probabilidad de actividad de los
compuestos disefiados con los de su base de datos. Sin embargo, los compuestos MGD 1-
5 presentaron buena probabilidad de actuar como hipolipemiantes de manera similar a

e
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Tesaglitazar y el compuesto MGD-14 es el que presenta mejores probabilidades de actuar
como promotor de insulina, incluso que Tesaglitazar.

8.2.2 Prediccion de la actividad biolégica (Swiss TargetPrediction)

Se llevé a cabo la prediccion de la actividad biolégica empleando el servidor Swiss
TargetPrediction para completar y comparar con los resultados obtenidos con el programa
PASS online de cada uno de los compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14, tal como se
muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Prediccién de actividad biolégica de los compuestos MGD 1-5 y MGD-14, determinada por el
servidor en linea Swiss TargetPrediction.

SwissTargetPrediction
Compuesto: Probabilidad de actividad

MGD-3 PPARyy PPARc. [  28.5%

GPR4o  [NNNGESENN

De acuerdo con los valores arrojados por el servidor Swiss TargetPrediction, el compuesto
MGD-3 presenté una probabilidad discreta (28.5%) de actuar a nivel de los receptores
PPARa y PPARY, lo cual indica que este compuesto podria ser considerado como un
agonista dual, actuar como antidiabético y antihiperlipidémico, mientras que el compuesto
final MGD-14 presenta una buena probabilidad de actuar a nivel del receptor GPR40,
receptor acoplado a proteina G cuya funcién es la estimulacién de la secrecion de insulina
mediada por &cidos grasos de manera independiente a la glucosa. Estos valores se
complementan con lo obtenido en PASS online para ambos compuestos, lo cual aumenta
sus probabilidades de actividad.
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8.2.3 Prediccion de actividades cuasi-farmaco (OSIRIS)

Se llevé a cabo la evaluacion de las propiedades cuasi-farmaco de los compuestos finales
(MGD 1-5 y MGD-14) empleando el programa computacional OSIRIS (Tabla 12), el cual
permite observar los valores obtenidos mediante un codigo de colores: verde (valores
aceptables) dicho color se intensifica ligeramente pasando por verde claro, amarillo,
naranja, hasta llegar a rojo (valores no deseados).

Tabla 12. Prediccidn de las propiedades cuasi-farmaco de los compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14
calculadas mediante el programa OSIRIS.

Tumorigeno Irritante  Reproductivo  Drug- Drug
likeness score

De acuerdo con el cédigo de colores observado, los compuestos MGD 1-5 no presentaran
riesgo de actuar como tumorigeno, irritante o a nivel reproductivo, asi como también
presentan valores aceptables en cuanto a sus propiedades cuasi-farmaco y por lo cual
presentan una buena calificacién como farmaco.
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8.2.4 Prediccion de las propiedades farmacocinéticas (admetSAR)

Mediante el programa admetSAR se llevdo a cabo la prediccién de las propiedades
farmacocinéticas de los compuestos finales (MGD 1-5 y MGD-14), obteniendo valores de
absorcion, metabolismo y de toxicidad basadas en una relacion estructura-actividad (Tabla
13).

Tabla 13. Propiedades farmacocinéticas de los compuestos finales, MGD 1-5 y MGD-14 calculadas mediante
el programa admetSAR.

Modelo Resultado Tesaglitazar

Absorcién
Barrera

Hematoencefalica

Absorcion en
intestino humano

Substrato de
. . No sustrato
glicoproteina-P

Inhibidor de la St ibider
glicoproteina -P

CYP450 2C9
No sustrato
Sustrato
CYP450 2D6
No sustrato
Sustrato
CYP450 3A4
No sustrato
Sustrato

Toxicidad AMES AN!E.S
(no toxico)
o -
Carcinogénesis .
carcindgeno

HIA+

Metabolismo

Toxicidad

Toxicidad en pez Alta
toxicidad

o
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De acuerdo con los resultados arrojados por el programa admetSAR, los compuestos MGD
1-5 y MGD-14 presentaran buena absorcion en intestino humano, no seran sustrato de
glicoproteina P, la cual se encuentra relacionado con la resistencia a farmacos, no son
sustrato de las principales isoformas del CYP450, lo que indica que no habra interacciones
farmaco-farmaco, por lo cual no presentara toxicidad de este tipo. Cabe mencionar que
estos compuestos MGD 1-5 y MGD-14 en este programa arrojan valores altos que indican
que no estan relacionados con carcinogénesis y tampoco estd relacionado con
mutagenicidad de acuerdo con el ensayo de AMES al igual que Tesaglitazar. Con respecto
a barrera hematoencefalica (BBB), el programa indica que los compuestos presentaran alta
probabilidad de actuar a nivel de sistema nervioso central, sin embargo sabemos que al ser
acidos carboxilicos, estos se encontrar en su forma ionizada por lo cual no podrian llevar a
cabo esta accion.

8.2.5 Prediccion de toxicidad aguda: ACD/ToxSuite

Se llevé a cabo la prediccion del perfil toxicol6gico de los compuestos hibridos basados en
acido fenilpropiénico empleando el programa ACD/ToxSuite, cada uno de los resultados se
encuentran divididos de acuerdo con los médulos que presenta esta plataforma.

8.2.5.1 Inhibicion de isoformas de CYP-450

Uno de los modelos que presenta ACD/ToxSuite, es la prediccion de la inhibicion de 6
isoformas del citocromo CYP-450 las cuales son relevantes ya que intervienen en el
metabolismo de multiples farmacos, por lo cual la inhibicién de alguna de estas isoformas
podria provocar toxicidad en el uso concomitante de farmacos. A continuacion, en la Tabla
14 se enlista cada uno de los valores obtenidos en cada isoforma, para los compuestos
MGD 1-5y MGD-14.

Tabla 14. Prediccion de la probabilidad de inhibicion de las isoformas del CYP-450 de los compuestos MGD
1-5 y MGD-14 mediante el programa ACD/ToxSuite.

INHIBICION DE CYP-450

MGD-l MGD-2 | MGD-3 | MGD-4 | MGD-5 MGD-14
Parametros

Inhibicién P450:
3A4 (10 uM
Inhibicién P450:
2D6 (10 uM

Inhibicién P450:
2C9 (10 pM

Inhibicién P450:
2C19 (10 uM
Inhibicién P450:
1A2 (10 uM

Inhibicién P450:
3A4 (10 uM

Ketoconazol .
Control positivo Inhibicién del 98% del CYP 3A4

moderad
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De acuerdo con los valores obtenidos ninguno de los compuestos disefiados lleva a cabo
la inhibicibn de manera importante sobre alguna de las isoformas del CYP-450 en
comparacion con el control positivo Ketoconazol el cual inhibe a CYP-3A4 en un 98%, de
acuerdo con estos resultados se espera que los compuestos disefiados MGD 1-5 y MGD-
14 no presentaran interacciones farmaco-farmaco, por lo cual se espera que no presentan
potencial toxicidad relacionada a la administracién con otros farmacos.

8.2.5.2 Probabilidad de bloqueo de los canales hERG

Una de las principales causas del retiro de farmacos del mercado es debido al bloqueo de
los canales hERG, lo cual esta relacionado con riego cardiovascular, debido a ello es de
gran importancia determinar durante el descubrimiento de farmacos a aquellos compuestos
que pudieran presentar cardiotoxicidad.

Debido a ello en este proyecto consideramos importante la evaluacién de cada uno de los
compuestos disefiados, ACD/ToxSuite permite predecir la probabilidad de bloqueo de estos
canales. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos (Tabla 15).

Tabla 15. Probabilidad de bloqueo de los canales hERG, mediante el programa ACD/ToxSuite.

Bloqueo de canales hERG
a una concentracion de 10 pM

Compuesto

Tesaglitazar
Saroglitazar

Terfenadina
(control positivo)

Los compuestos diseflados (MGD 1-5 y MGD-14) presentan una minima probabilidad de
bloguear los canales hERG a diferencia de Terfenadina (control positivo), Tesaglitazar y
Saroglitazar (agonistas duales PPARa/y) que bloquean a dichos canales en un 98%, 32%
y 16% respectivamente. Por lo tanto, los compuestos disefiados en este proyecto no
presentaran potencial toxicidad asociada a arritmias cardiacas.
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8.2.5.3 Toxicidad aguda

Otro de los parametros importantes a evaluar durante el disefio de farmacos es la
determinacion de la dosis letal media (DLso) la cual también se pude predecir empleando el
programa ACD/ToxSuite, en rata y raton empleando diferentes vias de administracion. En
la tabla siguiente (Tabla 16) se muestran los valores obtenidos para cada uno de los
compuestos disefiados al ser administrados por via oral, ya que esta en la via empleada
por la mayoria de los compuestos y la preferida por el paciente.

Tabla 16. Toxicidad aguda de los compuestos MGD 1-5 y MGD-14, obtenida mediante el programa

ACD/ToxSuite.

DLso (mg/kg)
| Pardmetros | MGD-1 | MGD2 | MGD-3 | MGD-4 | MGD-5 | MGD-14 |
2400 2500 2000 3400 2700 1500

490 1400 1900 480 490 3400
Categoria OECD

>50 - >300 - >300 - >50 - >50 - >300 -
Intervalo DLs, RZLY <5000 <5000 <2000 <2000 <5000
3,4 4,5 4,5 3,4 3,4 4,5

Los valores obtenidos para la DLse se clasifican de acuerdo con la OCDE (Organisation for
Economic Co-operation and Development), como se observa en la tabla siguiente (Tabla
17.) la cual presenta los rangos y las categorias de toxicidad de acuerdo con la DLso.

Tabla 17. Categorias de toxicidad establecidas por la OCDE.
Categoria 1 2 4

| Sefial | Peligo | Peligo | Peligo | Advertencia | Advertencia |
Indicaciones de Altamente Muy toxico Toxico Toxicidad No toxico
peligro toxico moderada

De acuerdo con los rangos dados por la OCDE, los valores de DLso para los compuestos
MGD 1-5 y MGD-14 se encuentran dentro de las categorias 3, 4 y 5 indicando que los
compuestos pueden ser toxicos, moderadamente toxicos 0 no téxicos.

3 5
DLso (mg/Kg) >50-300< >300-2000< | >2000-5000<
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8.2.6 Acoplamiento molecular inverso: DIA-DB

RESULTADOS Y DISCUSION

-
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Finalmente se llevd a cabo un acoplamiento molecular inverso con 18 proteinas
relacionadas con patologias provocadas por DM, en un servidor de libre acceso
perteneciente a la Universidad Catélica de Murcia, Espafia (Bioinformatics and High
Performance Computing Research Group: BIO-HPC): DIA-DB, que predice el potencial
antidiabético de moléculas.

La Tabla 18 muestra los valores de energia de unién presentada por cada uno de los
compuestos sobre distintas dianas asociadas con DM, entre los que se destaca PPARa,
PPARy y GPR40, asi como también se muestran algunas interacciones importantes.

Tabla 18. Acoplamiento molecular para cada uno de los compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14, sobre
distintas dianas asociadas con DMT 2 e interacciones importantes sobre PPARa, PPARy y GPR40.

Ligando

Proteina

G (Kcal/mol)

. o 92 | 92 | 92 | 89 [ 87 [ 04 |

PPARa
GPR40
DPP IV
11B-HSD1
Aldosa
reductasa

Ligando
Proteina

PPARYy

MGD-3

MGD-4

MGD-5

MGD-6

Arg288A, Arg288A, Arg288A, Leu330A, Arg288A, His449A,
Ala292A, Ala292A, Ala292A, Met329A, Ala292A, Cys285A,
lle326A, Cys285A, Cys285A, Cys285A, Phe363A, lle326A,
Ser289A, lle281A, lle326A, Ser289A, Cys285A Leu330A,
Phe363A, Phe363A Phe282A, Tyr327A Ala292A,
Cys285A, lle281A, Met329A,
lle281A, Phe363A GIn286A
Met220A, Met220A, Arg288A, Met220A, Leu321A, Leu321A,
Thr279A, Thr279A, Ala292A, Thr279A, Met220A, Met320A,
Leu321A, Val332, LIe326A, Val332A, Thr279A, Thr279A,
Val332A, Cys275A Cys285A, Cys275A Val332A, Thr279A
Cys275A Phe282A, Cys275A
lle281A,
Phe363A
Arg2258A, Arg183A, Trp174A, Arg183A, Arg225A Arg183A,
Arg183A, Phe87A, Phe87A, Trp174A, Arg183A, Arg2258A,
Leu138A, Leu171A, Arg183A, Leu138A, Trp174A, Trp174A,
Phe87A, Leu138A, Arg2258A, Leul71A, Leu138A, Leu138A,
Val84A Trp174A, Val84A, Phe87A, Leut71A, Gly139A,
Val84A Val81A, Phe142A, Phe87A, Val84A,
Pro80A Leu158A Val84A Leu135A,
Tyr91A
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A continuacion, se muestran las interacciones ilustradas de los compuestos finales con los
receptores PPARa y PPARYy importantes en este proyecto (Tabla 19, 20 y 21), los cuales
son comparados con las interacciones presentadas por los ligandos Tesaglitazar y

Saroglitazar, agonistas duales PPARo/y:

Tabla 19. Representacion de la interaccién sobre PPARy y PPARa del compuesto final MGD-1 y MGD-2.

Arg288a

Arg288A
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Tabla 21. Representacion de la interaccion sobre PPARy y PPAR« del compuesto final MGD-5 y MGD-14.

MGD-5 O
X

s285A
he2824

he3634

Phe363A

MGD-14

GlnzgsA

Thr2794
-~

Thr2794

Cys275A
Val3324

Thr279A

Met320A

Leu321A
Thr279A

El acoplamiento molecular inverso realizado para cada uno de los compuestos finales
muestra las interacciones presentadas sobre cada blanco terapéutico, asi como su energia
de union, observando que nuestros compuestos presentan similar o incluso mayor energia
de union que Tesaglitazar y Saroglitazar, asi como también comparten interacciones
similares con algunos residuos de aminoacido, con lo cual se puede predecir que tendran
una afinidad similar sobre los receptores PPARy y PPARG.
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8.2.7 Analisis de consenso farmacolégico

El andlisis de consenso farmacoldgico para la seleccion de un lider computacional seguro
(Safe lead), combina los resultados de diferentes calculos realizados in silico mediante el
uso de distintas herramientas quimio-informaticas:

I.  Predicciones farmacodindmicas: Las cuales se determinan mediante Acoplamiento
molecular (Docking), PASS online, SwissTargetPrediction, DIA-DB etc.

. Predicciones farmacocinéticas: Empleando herramientas como AdmetSAR,
Metaprint 2D, Metasite, Moilsinpiration, etc.

. Predicciones toxicolégicas: mediante el uso de ACDToxSuite, OSIRIS, DataWarrior,
AdmetSAR etc.

El argumento del andlisis de consenso farmacolégico se basa en que, entre mas calculos
coinciden en la actividad de un compuesto, el cual presenta también baja toxicidad y perfil
farmacocinético adecuado, mas confiable es la seleccion/discriminacion de dicho
compuesto bioactivo (para sintetizarlo y que muestre un comportamiento farmacolégico
adecuado). Por lo tanto, un compuesto que tiene puntuaciones altas de una coleccion de
predicciones farmacol6gicas multiples es mas probable que sea un buen inhibidor, agonista
0 antagonista en un ensayo bioldégico que un compuesto que tiene una puntuacién alta en
solo una prediccion Unica. Con base en lo anterior se realizé el andlisis de consenso
farmacologico de los compuestos sintetizados MGD 1-5 y MGD-14, tal como se muestra a
continuacion. En la Tabla 22 y Figura 78 se ordenaron los compuestos de acuerdo con los
aciertos obtenidos en cada una de las herramientas quimio-informaticas empleadas en este
proyecto, siendo el compuesto final MGD-14 el que mejores propiedades presentd, seguido
del compuesto MGD-3 y finalmente MGD-1. Cabe mencionar que este andlisis no indica
que los compuestos finales MGD-2 y MGD 4-5 no presentan buenas propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas, indica que, al ser comparados todos los compuestos
finales entre si, fueron mejores candidatos los compuestos antes mencionados.

Tabla 22. Analisis consenso de cada una de las herramientas quimio informaticas empleadas para evaluar de
in silico los compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14.

PASS Swiss ACD/Toxsuite AdmetSAR OSIRIS Docking Acoplamiento
online  TargetPrediction molecular Molecular
inverso

AN e e .

MGD-5
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Cabe mencionar que durante la etapa de descubrimiento de farmacos se debe considerar
no solo la actividad farmacolégica del compuesto sino también se deben evaluar las
propiedades fisicoquimicas de las moléculas bioactivas que le permitan tener
posteriormente buenas propiedades farmacocinéticas (solubilidad, permeabilidad y
estabilidad metabdlica), esto permite disminuir la tasa de desercion incluso en etapas
posteriores, ya que ciertos candidatos han fracasado durante el desarrollo de farmacos
debido a sus pobres propiedades fisicoquimicas.®*

Enlas Tablas 23 se muestran las principales propiedades fisicoquimicas de los compuestos
MGD-3 y MGD-14 los cuales, de acuerdo con el analisis de consenso farmacoldgico,
presentaron mejores propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicoldgicas.

O OH 0 OH

L .
H

N LS
~
/ \\-S
—_ I ~ MGD-14
MGD 3 P

Tabla 23. Parametros fisicoquimicos obtenidos para el compuesto MGD-3 y MGD-14.

PARAMETROS
FISICOQUIMICOS

VALORES OBTENIDOS

PM (g/mol) 37247

logD 7.4 0.41 1.20
TPSA (A?) 79.29 66.4
pKa 4.7 4.66
Solubilidad (ug/mL) 44.69 1.19

Lipinski
Toxicidad

Farmacocinética
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Los compuestos MGD-14 y MGD-3 que presentaron los mejores perfiles farmacocinéticos,
toxicoldgicos y farmacodinamicos por cual se consideran lideres computacionales seguros,
debido a ello fueron seleccionados para realizar los ensayos antidiabéticos in vitro e in vivo.

Figura 78. Seleccion de los mejores candidatos mediante un andlisis en conjunto de los datos arrojados por
cada una de las herramientas quimioinformaticas empleadas.
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8.3 Parte Farmacolégica
8.3.1 Ensayo in vitro de MGD-3 y MGD-14 sobre la expresion de
PPARy, PPARa, GLUT-4 y FATP-1

Se llevé a cabo la evaluacion in vitro del efecto de los compuestos MGD-3 y MGD-1 sobre
la expresion relativa de los genes de PPARa y PPARY, asi como también de sus productos
de activacion GLUT-4 y FATP-1, utilizando una concentracion de 100 pM de cada
compuesto, esto de acuerdo con la metodologia antes mencionada, se aislo y cuantifico el
RNAmM con el que se llevé a cabo la expresion de los genes de interés.

En la Gréafica 1 se muestran los resultados obtenidos para PPARy y su producto de
activacion GLUT-4.
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Grafica 1. Expresion relativa de RNAm de PPARy y GLUT-4 para MGD-3 y MGD-14. Los resultados son el
promedio de +EEM (n=3) *p <0.05 comparado con el control.

Los resultados presentados en la Grafica 1 muestran que el compuesto MGD-3 mostr6 un
incremento significativo en la expresion de PPARYy (tres veces mas que el control) de
manera similar al farmaco de referencia Pioglitazona, asi como también incrementé de
manera significativa la expresién de GLUT-4, alrededor de 3 veces mas que el control. Sin
embargo, el compuesto MGD-14 no presentd un efecto en la expresion de este receptor al
ser comparado con el control y tampoco en la expresion de GLUT-4, por lo que de acuerdo
con estos resultados, este compuesto no presenta un efecto a nivel de PPARYy.

El compuesto MGD-14 no lleva a cabo un efecto en la expresion relativa de PPARa y
tampoco sobre FATP-1, al ser comparado con el control y el farmaco de referencia. Por otro
lado, el compuesto MGD-3 mostro un efecto importante sobre la expresion de este receptor
(tres veces mas que el control) y de manera similar a Fenofibrato (Agonistas PPAR),
promueve la expresion de la proteina transportadora de acidos grasos (FATP-1) producto

e
102




QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS Y DISCUSION \‘

de activacion de PPARa cerca de 4 veces mas que el control y de manera similar a
Fenofibrato (Gréfica 2).
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Grafica 2. Expresion relativa de RNAm de PPARo y FATP-1 para MGD-3 y MGD-14. Los resultados son el
promedio de +EEM (n=3) *p <0.05 comparado con el control.

De acuerdo con los resultados obtenidos el compuesto MGD-3 es un agonista de PPARy
similar a Pioglitazona y agonista PPARa similar a Fenofibrato, ya que promueve la
expresion de GLUT-4 y FATP-1 por lo que de acuerdo con el disefio racional propuesto,
este compuesto cumple con el mecanismo propuesto como agonista dual PPARa/y, lo que
sugiere que este compuesto puede reducir los niveles de glucosa en sangre ya que al
promover la expresion de GLUT-4 mejora la sensibilidad a la insulina en tejido adiposo y
musculo esquelético, impide la transcripcion de genes proinflamatorios como TNFa el cual
participa en la resistencia a la insulina, adipocitocinas como leptina el factor nuclear NF-kB.
Al promover la expresion de FATP-1 mejora la oxidacién de &cidos grasos libres y su
esterificacion en higado y musculo esquelético disminuyendo su concentracion en sangre
y sintesis de triglicéridos, por lo que podria emplearse para el tratamiento de dislipidemias,
padecimiento asociado comunmente con pacientes con DMT-2.

El compuesto MGD-14 no presenta actividad como agonista PPAR en ensayos in vitro ya
que no promueve la expresion de estos receptores y tampoco de sus productos de
activacion, uno de los mecanismos de accion propuestos en este proyecto sin embargo, al
presentar el patron farmacoférico unificado podria actuar a nivel de otro receptor o enzima
relacionada con el tratamiento de DMT-2.

103



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS Y DISCUSION \‘

NaZ®

8.3.2 Evaluacion antidiabética in vivo del compuesto MGD-3

De acuerdo con el andlisis de consenso farmacologico para la obtencién de un lider
computacional seguro, los compuestos MGD-3 y MGD-14 presentaron mejores
propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicolégicas in silico. Debido a ello se
priorizé la evaluacién farmacolégica de la actividad antidiabética de ambos compuestos
empleando un modelo murino de diabetes no insulino-dependiente (DMNNID) realizado
con Estreptozotocina y Nicotinamida. La Estreptozotocina tiene un efecto selectivo de dafio
al ser una glucopiranosa y una n-nitrosurea sobre las células  del pancreas a través de la
alquilacion de ADN, empleando como transportador a GLUT-2, mientras que la
Nicotinamida permite un efecto protector de las células  pancreaticas impidiendo un dafio
total causado por la Estreptozotocina, ya que mantiene un dafio similar al de la DMT 2.

Inicialmente se llevé a cabo la evaluacién del compuesto MGD-3 a una dosis exploratoria
Unica de 100 mg/Kg el cual fue suspendido en un 1 mL de una solucién al 10% de Tween
80, posteriormente fue administrado via oral, sin embargo, debido a su baja solubilidad
durante el transcurso del ensayo no se observo efecto en la disminucion de los niveles de
glucosa de acuerdo con la Tabla 24 y la Grafica 3.

Tabla 24. Niveles de glucosa iniciales y finales obtenidos durante el ensayo antidiabético en un modelo
murino de diabetes no insulino-dependiente del compuesto MGD-3.

Ensayo agudo del compuesto MGD-3 (100 mg/KQ)
n (# de Peso del Dosis Valores de glucosa (mg/dL)
ratén) ratéon (g) administrada G0 G1 G3 G5 G7

1

G = valores de glucosa obtenidos al tiempo O, hora 1, 3,5y 7
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Grafica 3. Ensayo agudo antidiabético del compuesto MGD-3 a una dosis de 50 mg/kg, Vehiculo (Tween 80
al 10%), Glibenclamida (5 mg/kg) en un modelo de raton experimental no insulino-dependiente. Los
resultados son el promedio del error £ EE, n=5, V.0

Debido al resultado observado por el MGD-3 se decidid llevar a cabo la evaluacion del
siguiente compuesto obtenido del andlisis de consenso farmacolégico, de acuerdo con la
Tabla 22, el siguiente compuesto que presentd buenas propiedades farmacocinéticas,
farmacodindmicas y toxicologicas es MGD-1 (Tabla 25).

Tabla 25. Parametros fisicoquimicos obtenidos para el compuesto MGD-1.

: VALORES
PARAMETROS  OBTENIDOS

FISICOQUIMICOS m

PM (g/mol) 355.41

logD 7.4 0.41
TPSA (A2) 95.08

ESTRUCTURA

L|p|nsk|

Toxicidad
Farmacocinética

Squbllldad
g/mL
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8.3.3 Evaluacion antidiabética in vivo del compuesto MGD-1

Con base en los resultados antes presentados se llevo a cabo la evaluacién del siguiente
compuesto obtenido del analisis de consenso farmacolégico de acuerdo con la Tabla 22,
el siguiente compuesto que presentdé buenas propiedades farmacocinéticas,
farmacodinamicas y toxicologicas fue MGD-1.

Para la evaluacion de este compuesto se utilizd como control positivo al farmaco
Glibenclamida (farmaco hipoglicemiante), disponible actualmente en el mercado, el cual
presenta un efecto como secretagogo de insulina se utilizé una dosis exploratoria Unica de
100 mg/Kg de peso con un total de 5 ratones de los cuales se muestra en la Tabla 26 sus
niveles de glucosa iniciales y al finalizar el ensayo.

Tabla 26. Niveles de glucosa iniciales y finales obtenidos durante el ensayo antidiabético en un modelo
murino de diabetes no insulino-dependiente del compuesto MGD-1.

Ensayo agudo del compuesto MGD-1 (100 mg/KQ)

n (# de Peso del Dosis Valores de glucosa (mg/dL)
ratbn)  ratén (g) administrada

1

G = valores de glucosa obtenidos al tiempo O, hora 1, 3,5y 7

De acuerdo con los valores obtenidos en la Tabla 25 los niveles de glucosa aumentaron
en la primera hora para los ratones 2, 3, 4 y 6 debido al estrés provocado al momento de
la manipulacion, lo cual causa dentro del organismo un aumento en los niveles de cortisol,
gue posteriormente provocara un aumento en los niveles de glucosa. A la hora 3 se observo
una disminucion de glucosa en 30 a 60% en algunos de los casos, observando que al
finalizar el ensayo los niveles de glucosa se mantuvieron cercanos a los basales. Se grafico
el porcentaje de variacion de glucosa para observar adecuadamente el efecto antidiabético
del compuesto MGD-1, tal como se observa en la Gréfica 4.
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Grafica 4. Ensayo agudo antidiabético del compuesto MGD-1 a una dosis de 100 mg/kg, Vehiculo (Tween 80
al 10%), Glibenclamida (5 mg/kg) y Pioglitazona (30 mg/kg) en un modelo de raton experimental no insulino-
dependiente. Los resultados son el promedio del error £ EE, n=5, V.0 p <0.05 vs vehiculo.

En la grafica anterior se puede observar una disminucién de los niveles de glucosa del
compuesto MGD-1 de manera estadisticamente significativa desde la tercera hora, lo cual
continud hasta finalizar el ensayo, presentando un efecto antihiperglicemiante.

8.3.4 Evaluacion antidiabética in vivo del compuesto MGD-14

Se evalué la actividad antidiabética del compuesto MGD-14 a través de un modelo de raton
no insulino-dependiente diabetizado con Estreptozotocina y Nicotinamida. Como control
positivo se utilizé al farmaco Glibenclamida.

Inicialmente para el compuesto MGD-14 se emple6 una dosis exploratoria de 100 mg/kg
de peso con un nimero de ratones de 7, los cuales presentaron niveles de glucosa de entre
250 — 400 mg/dL (Tabla 27) sin embargo, se observo a la primera hora un efecto
hipoglucemiante con una disminucion de los niveles de glucosa de 65% y a la tercera hora
estos valores oscilaban entre los 25-90 mg/dL, debido a ello no se pudo terminar el ensayo
(Gréfica 5).
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Tabla 27. Niveles de glucosa iniciales y finales obtenidos durante el ensayo antidiabético del compuesto
MGD-14 a una dosis de 100 mg/Kg.
Ensayo agudo del compuesto MGD-14 (100 mg/kg)

n (#de Peso del Dosis Valores de glucosa (mg/dL)
raton) raton (g) administrada g9 G1 G3 G5 ‘G?

1

2

o |
T A A

G = valores de glucosa obtenidos al tiempo 0, hora 1, 3,5y 7
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Grafica 5. Ensayo agudo antidiabético del compuesto MGD-14 a una dosis de 100 mg/kg, Vehiculo (Tween
80 al 10%), Glibenclamida (5 mg/kg), en un modelo de ratdn experimental no insulino-dependiente. Los
resultados son el promedio del error £ EE, n=5, V.0 p <0.05 vs vehiculo.

Debido a los resultados presentados anteriormente se decidid disminuir la dosis del
compuesto MGD-14 a 50 mg/kg de peso para poder completar el experimento, empleando
niveles de glucosa mas altos tal como se muestra a continuacién (Tabla 28), utilizando una
n= 5 ratones al final del experimento.
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Tabla 28. Niveles de glucosa iniciales y finales obtenidos durante el ensayo antidiabético en un modelo
murino de diabetes no insulino-dependiente del compuesto MGD-14.

Ensayo agudo del compuesto MGD-14 (50 mg/kg)

n (#de Peso del Dosis Valores de glucosa (mg/dL)
ratén) ratén (g) @ administrada G3

\ \
R T E T

G = valores de glucosa obtenidos al tiempo O, hora 1, 3,5y 7

De acuerdo con la tabla anterior los niveles de glucosa disminuyeron desde la primera hora
en un 20-30%, observando que para la hora 5 los niveles de glucosa de los ratones 3y 6
disminuyeron en un 93% por lo cual para la hora 7 no se consideraron. Cada uno de los
valores obtenidos en el experimento fueron graficados empleando una n de 5, utilizando
como vehiculo a Tween 80 al 10% y como control positivo Glibenclamida a una dosis de 5
mg/Kg. El efecto antidiabético agudo del compuesto evaluado se representa en la Grafica

6.
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Grafica 6. Ensayo agudo antidiabético del compuesto MGD-14 a una dosis de 50 mg/kg, Vehiculo (Tween 80
al 10%), Glibenclamida (5 mg/kg), en un modelo de raton experimental no insulino-dependiente. Los
resultados son el promedio del error £ EE, n=5, V.0 p <0.05 vs vehiculo.

En la grafica anterior se puede observar que el compuesto MGD-14 (morado) presenta un
efecto hipoglicemiante similar al efecto presentando por glibenclamida (rojo) con una
disminucién del porcentaje de variacion de glucosa de -30% desde la primera hora
conservando ese efecto hasta la hora 7 post administracion observando un porcentaje de
variacion de glucosa de -85%.

El compuesto MGD-14 al ser administrado fue bien absorbido, presentando buena
actividad como hipoglicemiante, sin embargo, no presenta el efecto antihiperglicemiante
planteado de manera inicial considerado al ser agonista dual PPARa/y. Realizando una
conjuncion de los resultados in silico e in vivo, el compuesto MGD-14 presenta mediana
probabilidad de ser agonista PPAR como sensibilizador de insulina, asi como alta
probabilidad de presentar un efecto como secretagogo de insulina aunado a una actividad
como agonista de GPR40, con lo cual se observa in vivo el efecto como hipoglicemiante,
lo que podria deberse a un efecto MULTITARGET, es decir, que nuestro compuesto actia
a nivel de varias de las dianas implicadas en el proceso de DMT-2, lo que favorece su
efecto antidiabético, asi como a un probable efecto insulino-mimético, lo que podria explicar
el efecto presentado de manera similar a Glibenclamida como hipoglicemiante que no se
observa en los agonistas de GPR40.
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8.4 Parte Computacional a posteriori
8.4.1 Acoplamiento molecular (Molecular Docking)

El acoplamiento molecular automatizado consiste en la busqueda de la conformacion y
posicién optima de un ligando dentro de una diana molecular (Receptor, enzima o canal
ionico), lo cual permite observar el posible modo de unién del compuesto y predecir la
afinidad del ligando con la diana molecular.”93

Se llevd a cabo el acoplamiento molecular sobre el receptor PPARy y PPARa de los
compuestos MGD-1 y MGD-3, los cuales presentaron buena actividad al ser evaluados en
ensayos de manera experimental como agonistas PPAR. Para el compuesto MGD-14 se
realizd un acoplamiento molecular sobre otras dianas implicadas en el tratamiento de DMT
2 esto debido a que no presente un efecto como agonista de PPAR en ensayos in vitro,
pero se obtuvo un potente efecto hipoglicemiante en ensayos in vivo.

Para la realizacion del acoplamiento molecular se utilizaron 5 proteinas obtenidas de la
base de datos de proteinas (Protein Data Bank / PDB) las cuales se muestran en la Tabla
29.

Tabla 29. Diana moleculares empleadas para la realizacion del acoplamiento molecular y sus caracteristicas.

Acoplamiento molecular

Cddigo Ligando Resolucién Interacciones
Proteina (PDB ID) | Co-cristalizado (< 3AR) importantes
PPARY 17l UeEEpiey 235  Tyrd73, Hisd49, Ser289, His323
(agonista)
FRRE 117G UeEEpiet 22 Tyra64, His440, Ser280, Tyr314
(Agonista)
MK-8666 Arg183, Arg2258, Tyr2240,
GPR40 Rize (Agonista parcial) 22 Ala83, Tyr91
_ CPT157633 Asp181, Arg221, Ser216,
PTP-1B LA (Inhibidor) L5 Cys215, Gly220

Aldosa 3G5E Lidorestat 18 His110, Tyr48, Leu300, Trp20,
Reductasa (Inhibidor) ' Trp111

Para que los valores obtenidos del acoplamiento molecular sean confiables se debe realizar
de manera inicial una validacion, para ello se aplica el mismo algoritmo sobre el ligando co-
cristalizado para comprobar si es capaz de recuperar el conférmero observado de manera
experimental.®® Cada una de las proteinas sera separada de su ligando con el que fueron
cristalizadas, empleando una serie de programas computacionales se introducira
nuevamente el ligando al receptor tratando de obtener valores de RMSD (distancia media
cuadratica minima) menores a 2 A, el cual determina la diferencia entre las coordenadas de
los dos ligandos, es decir, que tan cerca se encuentra la estructura acoplada a la estructura
de rayos X.
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8.4.1.1 Acoplamiento molecular sobre PPARy

Inicialmente se realizé una validacién con el ligando co-cristalizado (Tesaglitazar) sobre el
sitio activo de PPARy,con el fin de demostrar que el acoplamiento molecular es
reproducible. A continuacion, se muestra en la Figura 79 el conférmero de Tesaglitazar
obtenido de la validacién sobre el sitio activo de PPARY.

\~.
HIS3449

HIS323

Figura 79. Validacion del acoplamiento molecular: conformero de Tesaglitazar obtenido de la validacion (azul)
y Tesaglitazar XRAY sobre el sitio activo de PPARYy (rojo).

En la Figura 79 se muestran las interacciones importantes presentadas por la regién acida
de Tesaglitazar (azul) con los residuos de aminoacido (verde) His449, Ser289, His323 y
Tyr473 dentro de la cavidad de PPARy. Cabe mencionar que se obtuvo para este
conférmero un valor de RMSD de 1.32 A, el cual nos indica las distancias entre los atomos
de dos estructuras que son comparadas entre si, por lo que este valor al ser menor a 2 A,
se considera que los parametros empleados para el acoplamiento molecular son
reproducibles, mismo que se observa al comparar el conférmero obtenido con el ligando
co-cristalizado (rojo) observando que mantienen la misma posicién dentro de la cavidad de
PPARY.

Se llevo a cabo el acoplamiento molecular refinado de los compuestos MGD-3 y MGD-1, a
continuacién se muestran los resultados en imagenes obtenidos para los compuestos.
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8.4.1.1.1 Acoplamiento molecular de MGD-1 sobre PPARy

De acuerdo con lo anterior se realiz6 el acoplamiento molecular con el compuesto MGD-1
sobre este receptor, en la Figura 80 se observa el sobreposicionamiento del compuesto
con el ligando Tesaglitazar, los cuales mantienen una orientacion similar dentro de la

cavidad de PPARYy, principalmente en la regién acida.

- Tesaglitazar

MGD-1

Figura 80. Sobreposicionamiento del conférmero del compuesto MGD-1 y Tesaglitazar sobre el sitio activo de
PPARy.

En Figura 81 se puede observar en 3D una interaccion por puente de hidrégeno de la
porcién 4cida de MGD-1 con los residuos de aminoacidos His449, His323, Tyr473y Ser289.
En color verde interacciones que mantiene Tesaglitazar con el receptor PPARY, obteniendo
buena energia de union (AG) de -9.17 Kcal/mol.

Figura 81. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-1 (rosa) sobre el sitio activo de PPARY, el cual
mantiene una interaccién con el carbonilo del acido con los mismos residuos de aminoacido que Tesaglitazar,
ligando co-cristalizado con el receptor (verde).
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En el diagrama en 2D se puede observar que el compuesto MGD-1 presenta interacciones
adicionales sobre el sitio activo de PPARYy (Figura 82).

Leu
469

Arg
280

Figura 82. Interacciones presentadas por MGD-1 en 2D sobre la cavidad de PPARY.

En el diagrama anterior se observa cémo el compuesto MGD-1 presenta interacciones de
tipo puente de hidrogeno de la region acida con los residuos de aminoacido Tyr473, asi
como también con His323, Ser289, Tyr327 e His449 mismas que comparte con el ligando

Tesaglitazar.
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8.4.1.1.2 Acoplamiento molecular de MGD-3 sobre PPARy

Se realizo el acoplamiento molecular con el compuesto MGD-3 sobre PPARY, tal como se
muestra en la Figura 83 en la cual se puede observar el sobreposicionamiento de este
compuesto con Tesaglitazar ligando co-cristalizado con PPARy los cuales mantienen la
misma orientacion dentro de la cavidad de este receptor.

- Tesaglitazar

MGD-3

Figura 83. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-3 (azul) sobre el sitio activo de PPARY, el cual

Figura 84 se puede observar en 3D cuatro interacciones importantes por puente de
hidrégeno de la porcién 4cida de MGD-3 con los residuos de aminoacidos His449, His323,
Tyr473 y Ser289, mismas que comparte con Tesaglitazar. En color verde interacciones que
mantiene Tesaglitazar con el receptor PPARY, obteniendo buena energia de union (AG) de
-9.82 Kcal/mol.

TYR:473

il S-

AG= -9.82 Kcal/mol

'

Figura 84. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-3 (verde) sobre el sitio activo de PPARY, el cual
mantiene una interaccién con el carbonilo del acido con los mismos residuos de aminoacido que Tesaglitazar,
ligando co-cristalizado con el receptor (rosa).

R
115




QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS Y DISCUSION &?{

En el diagrama en 2D se puede observar que el compuesto MGD-3 presenta interacciones
adicionales sobre el sitio activo de PPARYy (Figura 82).

Leu
469

Figura 82. Interacciones presentadas por MGD-3 en 2D sobre la cavidad de PPARYy.

En el diagrama anterior se observa como el compuesto MGD-3 presenta interacciones de
tipo puente de hidrogeno con el carbonilo del acido con los residuos de aminoacido His323,
Ser289, asi como también se observa en el diagrama interacciones con His449, Tyr473y

Tyr327.
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8.4.1.2 Acoplamiento molecular sobre PPARa

Se realizé una validacioén con Tesaglitazar sobre el sitio activo de PPARa, para demostrar
la reproducibilidad del acoplamiento se muestra en la Figura 86 el conférmero de
Tesaglitazar obtenido de la validacion sobre el sitio activo de PPARa.

Figura 87. Validacidn del acoplamiento molecular: conférmero obtenido de Tesaglitazar (azul) y ligando
Tesaglitazar co-cristalizado (rojo) sobre el sitio activo de PPARa.

De acuerdo con la figura anterior las interacciones importantes presentadas por la region
acida de Tesaglitazar (azul) con los residuos de aminoacido His440, Ser280, Tyr464 y
Tyr314 dentro de la cavidad de PPARa.

El conférmero obtenido present6 un valor de RMSD de 1.44 A, el cual al ser menor a 2 A,
se considera que los pardmetros empleados para el acoplamiento molecular sobre este
receptor son reproducibles, ya que mantiene la misma orientacién que ligando co-
cristalizado (rojo) dentro del sitio activo de PPARa.
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8.4.1.2.1 Acoplamiento molecular de MGD-1 sobre PPARa

Se llevd a cabo el acoplamiento molecular con el compuesto MGD-1 sobre PPARaq, en la
Figura 88 se observa el sobreposicionamiento del compuesto con el ligando Tesaglitazar
agonista dual PPARa/y, el cual también se encuentra co-cristalizado con PPARa,
observando que ambos mantienen una orientacion similar dentro de la cavidad
principalmente en la regién acida.

] Tesaglitazar
MGD-1

Figura 88. Sobreposicionamiento del conférmero del compuesto MGD-1 y Tesaglitazar sobre el sitio activo de
PPARa..

A continuacién, en la Figura 89 se puede observar en 3D las principales interacciones por
puente de hidrégeno de la porcion acida en color verde de GD-1 con los residuos de
aminoacido His440, Tyr314, Tyr464 y Ser280, interacciones que mantiene también el
ligando Tesaglitazar con PPARa, se obtuvo una energia de union de -9.89 Kcal/mol.

AG= -9.89'Kcal/mol

Figura 89. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-1 (rosa) sobre el sitio activo de PPARa., el cual
mantiene las mismas interacciones (verde) de la regidn acida que Tesaglitazar.
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A continuacion, en el diagrama 2D se observan mas interacciones presentadas por el
compuesto MGD-1 sobre el sitio activo de PPARa (Figura 90).

Figura 90. Interacciones en 2D presentadas por el compuesto MGD-1 sobre la cavidad de PPARa..

Adicional a las interacciones observadas en 3D con la region acida del compuesto MGD-1,
también se pueden observar interacciones adicionales con Leu460, GIn277 y Val444 de
tipo van der Waals, asi también una interaccién por puente de hidrégeno con Cys276 y el
carbonilo de la amida. Finalmente, interacciones de tipo t-alquilo con 11e339, 1le272 y
Val332 con el fragmento de bencimidazol.
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8.4.1.2.2 Acoplamiento molecular de MGD-3 sobre PPARa

Posteriormente se llevo a cabo el acoplamiento molecular del compuesto MGD-3 sobre el
sitio activo de PPARa, el cual presentd una energia de union de -9.49 Kcal/mol, en la Figura
91 se observa el sobreposicionamiento del compuesto MGD-3 y Tesaglitazar, nuestro
compuesto comparte una orientacion espacial similar a Tesaglitazar dentro del sitio activo
de PPARa, en especial la parte acida de ambos compuestos la cual se considera de gran
importancia, ya que es la que permitira que se lleve a cabo la actividad farmacologica del
compuesto.

- Tesaglitazar

MGD-3

Figura 91. Sobreposicionamiento del compuesto MGD-3 y Tesaglitazar sobre el sitio activo de PPARy.

Se observaron en 3D las interacciones por puente de hidrégeno con el carbonilo de la
molécula con los residuos de aminoécido His440 y Ser280 que también presenta el ligando
Tesaglitazar, asi como una interaccion adicional de la parte acida con Ala316 tal como se
muestra en la Figura 92.

AG= -9.49 Kcal/mols

Figura 92. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-3 sobre el sitio activo de PPARa, el cual mantiene
interacciones por puente de hidrégeno con el carbonilo del acido con His440, Ser280 y Ala316 (rosa).
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También se analizaron las interacciones presentadas por MGD-3 sobre el sitio activo de
PPARy en 2D (Figura 93).

Figura 93. Interacciones presentadas por MGD-3 en 2D sobre la cavidad de PPARa.

De acuerdo con el diagrama en 2D el compuesto MGD-3 presenta interacciones
importantes con Tyr464, Tyr314 (puente de hidrogeno), His440 y Ser280 (van der Waals),
interacciones que también comparte con el ligando Tesaglitazar. Adicionalmente mantiene
interacciones con Thr279, Phe318, Met355, Leu321 e interacciones de los anillos
aromaticos con Ala333, Cys275, Val332.

A continuacién, se muestra una tabla general (Tabla 30) de los resultados obtenidos del
acoplamiento molecular realizados sobre los receptores PPARo/y.

Tabla 30. Datos del acoplamiento molecular de los compuestos MGD-1 y MGD-3.

ACOPLAMIENTOS MOLECULARES

PPARY

AG (Kcal/mol) LE (>0.36) Ki (nM)

-10.07 0.4 41.61

-9.82 0.39 62.97
PPARa

-9.89 0.4 56.49

-9.49 0.38 109.96

RMSD obtenido de la validacion del acoplamiento: PPARy =1.32; PPARa. = 1.4
LE (eficiencia del ligando) y Ki (constante de inhibicion) por sus siglas en inglés

los compuestos evaluados MGD-1 y MGD-3 presentan buena energia de union sobre
PPARy y PPARq, lo cual se correlaciona con los ensayos in vitro para MGD-3 y con los
ensayos in vivo para el compuesto MGD-1, debido a lo anterior nuestros compuestos se
consideran lideres computacionales y experimentales seguros.
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8.4.1.3 Acoplamiento molecular de MGD-14 sobre GPR40

Antes de realizar el acoplamiento molecular con MGD-14, se realizé una validacion con MK-
8666 sobre el sitio activo de GPR40, con el fin de demostrar que el acoplamiento molecular
es reproducible, en la Figura 94 se muestra el conférmero obtenido de la validaciéon de MK-
8666 sobre el sitio alostérico de GPRA40.

Figura 94. Validacion del acoplamiento molecular: Conférmero de MK-8666 (azul) y el ligando XRAY (rojo)
sobre el sitio alostérico de GPR40.

En la imagen anterior se muestran las interacciones importantes presentadas por la region
acida de MK-8666 con los residuos de aminodcido Argl83, Arg2258, Tyr2240 y Tyr98
dentro de la cavidad de GPR40. Cabe mencionar que se obtuvo para este conférmero un
valor de RMSD de 1.47 A (indica las distancias entre los atomos de dos estructuras que
son comparadas entre si) por lo que este valor al ser menor a 2 A, se considera que los
parametros empleados para el acoplamiento molecular son reproducibles.

De acuerdo con lo anterior, se realiz6 el acoplamiento molecular con el compuesto MGD-
14 sobre este receptor del cual se obtuvo una energia de unién de -10.08 Kcal/mol lo que
se considera bueno, pues entre mas negativo sea el valor, indica estabilidad entre la
interaccion ligando-receptor, en la Figura 95 se muestra el sobreposicionamiento del
compuesto de interés con MK-8666 agonista parcial de GPR40 en donde se observa cémo
se sobreponen perfectamente en la region acida de ambos compuestos, observando una
ligera variacion de la region hidrofébica.
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I vik-s6c6

MGD-14
Figura 95. Sobreposicionamiento del compuesto MGD-14 y MK-8666 sobre el sitio alostérico de GPR40.
En la Figura 96 se muestran las interacciones en 3D presentadas por el compuesto MGD-

14, el cual presenta tres interacciones de la porcion acida por puente de hidrogeno con
Tyr91, Tyr2240 y Arl83 que también comparte MK-8666 sobre el sitio activo de GPR40.

0

TYR-2240

o

7 -

- -

AG= -13.08 Kcal/mol

Figura 96. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-14 sobre el sitio activo de GPR40, el cual mantiene
interacciones por puente de hidrogeno con la region acida con Tyr2240, Tyr91y Arg183 (rosa).
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En la Figura 97 se muestran las interacciones en 2D presentadas por el compuesto MGD-
14 sobre el sitio alostérico de GPR40.

Figura 97. Diagrama en 2D de las interacciones presentadas por MGD-14 sobre el sitio activo de GPR40.

El compuesto MGD-14 muestra interacciones por puente de hidrégeno con Argl83,
Tyr2240 y Tyr91 con el 4cido carboxilico, estas interacciones también las presenta MK-
8666 agonista parcial de GPR40 por lo tanto, se espera que nuestro compuesto presente
similar actividad sobre este receptor. Adicionalmente hay una interacciéon por puente de
hidrégeno con Phe87, de tipo electrostaticas con Leul38 y Ala83; de tipo van der Waals
con Phel42, entre otras.
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8.4.1.4 Acoplamiento molecular de MGD-14 sobre PTP-1B

Se realiz6 una validacion del acoplamiento molecular con el ligando CPT157633 el cual es
un inhibidor de la enzima PTP-1B con el objetivo de demostrar la reproducibilidad del
acoplamiento. En la Figura 98 se muestra el conformero de CPT157633 obtenido de la
validacion sobre el sitio catalitico de PTP-1B.

Figura 98. Validacién del acoplamiento molecular: conformero obtenido de CPT157633 (verde) y el
CPT157633 co-cristalizado (rojo) sobre el sitio catalitico de la enzima PTP-1B.

Se muestra en la figura anterior las interacciones importantes presentadas por la region
acida de CPT157633 con los residuos de aminoacido Ala217, Ser216, Gly220, lle219 y
Arg221 dentro de la cavidad de PTP-1B. El conférmero obtenido presenté un valor de
RMSD de 0.95 A, el cual al ser menor a 2 A, se considera que los parametros empleados
para el acoplamiento molecular sobre este receptor son reproducibles.

Se llevd a cabo el acoplamiento molecular del compuesto MGD-14 sobre PTP-1B,
empleando los parametros de la validacion, como resultado se obtuvo una energia de union
de -9.82 Kcal/mol, por lo cual se realizé un sobreposicionamiento del conférmero obtenido
del Docking con el ligando CPT157633, como se muestra en la Figura 99 en donde se
observa nuevamente que el compuesto MGD-14 se sobrepone perfectamente con
CPT157633, en especial la parte del 4cido carboxilico de MGD-14 y el &cido fosfénico de
CPT157633, ya que esta porcioén es la que se introduce en la enzima para llevar a cabo la
actividad farmacol6gica como inhibidor de la enzima PTP-1B.
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Figura 99. Sobreposicionamiento del compuesto MGD-14 y CPT157633 sobre el sitio catalitico de PTP-1B.

A continuacion, se presentan en 3D las interacciones del compuesto MGD-14 presentadas
sobre la enzima PTP-1B, por puente de hidrogeno con el carbonilo de la molécula con los
residuos de aminoacido Tyr464 y Tyr314, que también presenta el ligando Tesaglitazar y
una interaccion adicional con el nitrdgeno de la amida y Thr279, tal como se muestra en la
Figura 100.

AG= -9.85 Kcal/mol

Figura 100. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-14 sobre el sitio catalitico de la enzima PTP-1B, el
cual mantiene interacciones por puente de hidrégeno de la region acida con Ser216, Arg221, Cys215, Ala217
y Gly218 (rosa).

——————————————
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En la Figura 101 se muestran las interacciones en 2D presentadas por el compuesto
MGD-14 sobre el sitio catalitico de PTP-1B.

Figura 101. Diagrama en 2D de las interacciones presentadas por MGD-14 sobre el sitio la enzima PTP-1B.

De acuerdo con el diagrama en 2D el compuesto MGD-14 muestra interacciones por puente
de hidrégeno con dos residuos de aminoacido de la triada catalitica (Arg221 y Ser216)
mismas que comparte el inhibidor CPT157633 por lo que se esperaria que nuestro
compuesto presentara actividad similar a éste como inhibidor de PTP-1B.

Adicionalmente con la porcién &cida también mantiene interacciones por puente de
hidrégeno con Ala217, Gly218, Cys215 y Gly220, interacciones de tipo van der Waals con
Val49, Asp48 y GIn262 asi como interacciones electrostaticas con Phel82, Tyr46 y Arg47.

127



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS Y DISCUSION \‘

8.4.1.5 Acoplamiento molecular de MGD-14 sobre Aldosa
Reductasa

Se llevo a cabo una validacion del acoplamiento molecular con Lidorestat, inhibidor de la
enzima aldosa reductasa, con el cual se cristalizé para demostrar que el acoplamiento
molecular realizado en este proyecto es reproducible. En la Figura 102 se muestra el
conformero de Lidorestat obtenido de la validacion sobre el sitio catalitico de aldosa
reductasa.

Figura 102. Validacion del acoplamiento molecular: conférmero obtenido de Lidorestat (verde) y el Lidorestat
co-cristalizado (rojo) sobre el sitio catalitico de la enzima aldosa reductasa.

En la imagen anterior se muestran las interacciones importantes presentadas por el acido
carboxilico de Lidorestat con los residuos de aminoacido Trp111, Trp20, Tyr48 dentro de la
cavidad de aldosa reductasa. Para este conférmero se obtuvo un valor de RMSD de 0.8 A,
el cual es menor a 2 A, por lo que se considera que los parametros empleados para el
acoplamiento molecular son reproducibles.

De acuerdo con lo anterior se realiz6 el acoplamiento molecular sobre esta enzima con el
compuesto MGD-14, como resultado del Docking se obtuvo una energia de unién de -10.09
Kcal/mol. En la Figura 103 se observa como el compuesto de interés no se sobrepone con
Lidorestat en la parte 4cida de ambas moléculas, la cual se considera importante porque se
introduce en la enzima y permite que se lleve a cabo la actividad farmacoldgica de Lidorestat
como inhibidor de aldosa reductasa. Al no introducirse la porcion acida de MGD-14 no se
llevaran a cabo las mismas interacciones que con el ligando co-cristalizado esto debido
nuevamente a la poca flexibilidad de la amida, sin embargo se sobrepone la parte
hidrofébica y el espaciador flexible de nuestra molécula con Lidorestat.
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- Lidorestat

MGD-14

Figura 103. Sobreposicionamiento del compuesto MGD-14 y Lidorestat sobre el sitio catalitico de la enzima
aldosa reductasa.

En la Figura 104 se presentan las interacciones vistas en 3D del compuesto MGD-14
presentadas sobre la enzima aldosa reductasa, en la cual solo se observa una interaccion
por puente de hidrégeno con el carbonilo de la molécula con el residuo de aminoacido Lys2,
gue aunque no lo comparte con Lidorestat se considera una interaccion adicional.

.
AG= -10.09 Kcal/m*

Figura 104. Acoplamiento molecular del compuesto MGD-14 sobre el sitio catalitico de la enzima aldosa
reductasa, el cual mantiene una interaccién por puente de hidrégeno de la region acida con Lys21 (rosa).
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En la Figura 105 se muestran las interacciones en 2D presentadas por el compuesto
MGD-14 sobre el sitio catalitico de la enzima aldosa reductasa.

Ala
299

Figura 105. Diagrama en 2D de las interacciones presentadas por MGD-14 sobre el sitio la enzima aldosa
reductasa.

De acuerdo con el diagrama en 2D el compuesto MGD-14 muestra interacciones por puente
de hidrogeno con el residuo de aminoacido Lys21 con el carbonilo del &cido, una interaccién
de tipo -1 con Trp111 y Leu300, las cuales comparte con el ligando Lidorestat. Finalmente
interacciones de tipo van der Waals con Trp20 y Tyr48 que también presenta Lidorestat
inhibidor de la enzima aldosa reductasa.

A continuacion, se muestra una tabla general (Tabla 31) de los resultados obtenidos del
acoplamiento molecular del compuesto MGD-14 sobre cada una de las dianas
farmacologicas antes mencionadas.

Tabla 31. Datos obtenidos del acoplamiento molecular de MGD-14 sobre cada una de las dianas evaluadas.

Acoplamientos moleculares del compuesto MGD-14

Proteina Aldosa
Resultados PPARy PPARa | GPR40 | PTP-1B Reductasa

RMSD
(validacion)
AG (Kcal/mol)
LE
Ki (nM)

LE (eficiencia del ligando) y Ki (constante de inhibicién) por sus siglas en ingles
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Sl
8.4.2 Eficiencia del ligando

Un estudio reciente mostré que casi todos los pardmetros ADMET empeoran con el
aumento del peso molecular (PM) y/o log P de una molécula, por lo cual se enfatiza la
importancia de seleccionar apropiadamente compuestos hits en la supervision de su PM y
lipofilia, ademas de la actividad farmacolégica durante la optimizacion de estos.*%

La potencia de un compuesto sobre su receptor en ocasiones se encuentra relacionado con
el tamafo molecular, por lo que se podria pensar que compuestos mas grandes
presentaran mejor probabilidad de actividad, incluso durante la optimizacion de farmacos
se pretende mejorar la potencia de cierta molécula sobre su receptor mediante un aumento
en su PM mediante la introduccion de grupos lipofilicos, ya que estos contribuyen
favorablemente al efecto hidrofébico sin la necesidad de interacciones especificas con el
sitio activo, generando moléculas muy grandes a lo cual se le conoce como obesidad
molecular. Para evitar la selecciébn de compuestos mas grandes se ha utilizado el termino
eficiencia del ligando (LE), la cual se define como la eficiencia de potencia por atomo
presente en una molécula, exceptuando hidrégeno, tal como se describe a continuacion:

pKi o pKq4 0 pCls

LE=
Numero de atomos pesados
(HA)

La eficiencia del ligando relaciona la potencia (pK;) con el nUmero de atomos pesados el
cual debe mantener un valor >0.36 para considerarse aceptable.®

Como se menciond anteriormente las propiedades fisicoquimicas de un compuesto
bioactivo deben tomarse en cuenta durante el disefio, ya que estas se relacionan de manera
directa con sus propiedades farmacocinéticas, con base en lo anterior la LE que permite la
optimizacion de compuestos lideres mediante la combinacién de potencia (Ki), lipofilicidad
(Clog P), peso molecular y el nimero de atomos pesados, por lo cual este pardmetro se
considerd también para la seleccion de un compuesto lider.%>%

En la Tabla 22 se muestran los resultados de LE obtenidos del acoplamiento molecular
para cada uno de los compuestos finales, de los cuales solo el compuesto MGD-4 no
presenta un LE >0.36 en ninguno de los receptores evaluados, mientras que los
compuestos MGD 1-3, MGD-5 y MGD-14 presentaron, de acuerdo con su valor de eficiencia
de ligando, una contribucion de las propiedades fisicoquimicas favorable para la potencia.
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9. CONCLUSIONES

e Se obtuvieron seis compuestos finales MGD 1-5 y MGD-14, debidamente
caracterizados.

e Los compuestos MGD-1, MGD-3 y MGD-14 presentaron las mejores propiedades
farmacocinéticas, farmacodinamias y toxicolégicas al realizar el analisis de
consenso farmacoldégico para la obtencién de lideres computacionales seguros, por
lo cual estos compuestos fueron ensayados in vitro e in vivo.

e En ensayos in vitro el compuesto MGD-3 presenté un efecto como agonista dual
PPARa/y ya que promovié la expresion de este receptor y su producto de activacion
GLUT-4 de manera similar a los farmacos de referencia pioglitazona y Fenofibrato.

e EI compuesto MGD-1 presenté un efecto antihiperglicemico en ensayos in vivo
sobre un modelo murino de diabetes no insulino-dependiente.

o El compuesto MGD-14 no presento un efecto en la expresion de PPAR en ensayos
in vitro, sin embargo mostré un efecto hipoglicemiante similar a Glibenclamida en
ensayos in vivo debido a un probable efecto como insulino-mimético, ademas de
una posible accién multitarget.

e Los compuestos MGD-1 y MGD-14 se consideran lideres computacionales vy
experimentales seguros.
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10. PERSPECTIVAS

e Determinar el mecanismo de accién como hipoglicemiante del compuesto MGD-14.
e Determinar la toxicidad aguda del compuesto MGD-14 y MGD-1 en ensayos in vivo.

e Determinar la actividad antidiabética de los compuestos MGD 2-5.
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11. PARTE EXPERIMENTAL
11.1  Instrumentacion

La sintesis de los compuestos presentados en este proyecto se llevo a cabo empleando
reactivos quimicos de la marca SIGMA-ALDRICH® y MERCK®.

Cada uno de los materiales de vidrio (matraces, probetas, vasos de precipitado) fueron de
vidrio tipo PYREX®.

Se utilizaron parrillas de agitacién y calentamiento de la marca Thermolyne SP-131325
StableTemp®.

Otros equipos empleados, fue un reactor de microondas de la marca CEM Discovery®, un
reactor de hidrogenacion de la marca Parr Instruments®.

Los disolventes se evaporaron empleando un rotaevaporador de la marca BUCHI®
Rotavapot® R-215.

Para determinacion del punto de fusion de cada uno de los compuestos sintetizados se
utilizé un aparato Stanford Research System, modelo EZ-melt®.

11.2  Cromatografia

Cada una de las reacciones realizadas se monitoreo por cromatografia en capa fina (CCF)
utilizando placas de aluminio de 2.5 x 4 cm cubiertas con silice Alugam, cada una de las
placas se eluyeron empleando diferentes sistemas de disolvente, tal como se muestra en
la Tabla 32.

Tabla 32. Sistemas empleados durante la sintesis y purificacion de los compuesto precursores y finales.

SISTEMA DISOLVENTES PROPORCION
Hexano:Acetato de etilo 80:20
Hexano:Acetato de etilo 70:30
Hexano:Acetato de etilo:Diclorometano 50:50:10
\ Hexano:Acetato de etilo 50:50
Hexano 100
\ Hexano:Acetato de etilo 85:15

Para la purificacion de los compuestos, se utilizo gel de silice fina y placas cromatograficas
preparativas.
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11.3  Parte quimica
11.3.1  Sintesis del compuesto final: Acido 3-(4-(2-((1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-1)

o= OH

N /—§ LiOH N /—ﬁ
\>—S 0 > \>—S O
MGD-12a THF:Agua, A N MGD-1
H

N

H
En un matraz bola de 25 mL se colocé 1g (0.00270 mol) del precursor MGD-12a el cual se
disolvié en 10 mL de THF observando una solucion incolora, dicho matraz se colocé en un
bafio de hielo durante 10 minutos, acondicionado con trampa Vigreux y agitacion

magnética, se afadio posteriormente gota a gota 3 eq (0.0081 mol) de LiOH en 3 mL de
agua (observando insolubilidad de la base) en seguida se retiré el bafio de hielo.

El matraz se acondicion6 con bafio de agua, malla de calentamiento y refrigerante, se dejo
reaccionar a temperatura de reflujo durante 1 h, observando solubilidad completa de la base
después de 15 min de reaccién. La reaccién se monitore6 por CCF en un sistema lll,
observando la conversion completa de la materia prima, el producto revel6 un Unico spot
en cromatografia en capa fina al ser revelado por luz UV.

Se trabajo la reaccion concentrando todo el disolvente, posteriormente se afiadié 10 mL de
agua fria colocando el matraz en agitacion en un bafio de hielo (solucién blanca), se midié
el pH inicial de 12 y se acidific6 a pH 4 con una solucion de HCI al 10% observando la
generacién de un precipitado color blanco. Se realizaron extracciones con acetato de etilo,
se concentré la fase organica y se purific6 el compuesto obtenido por cromatografia en
columna empleando un sistema de disolventes IV y aumentando la polaridad de manera
gradual con CH.Cl,. Se recuper6 un soélido color blanco con un rendimiento de 78.1% y un
pf de 225.5 °C (descomposicién).

OH
5 6 8 9

. , HN 0

4 3a I%l 12,_11 17
SN 3 2
CL-%
A~
6 7aN

7 l;l

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) 5: 2.54 (t, H-8), 2.86 (t, H-7), 4.87 (s, H-12), 7.10 (t, H-6", H-5", Jm 3.15 Hz), 7.13
(dd, H-6, H-2, Jo 8.5 Hz), 7.43 (m, H-7', H-4"), 7.49 (dd, H-5, H-3, Jo 8.4 Hz), 10.76 (s, NH, 1),

RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz) &: 31.5 (C-7), 36.5 (C-8), 38.7 (C-12), 119.7 (C-7"), 117.3 (C-6, C-2, C-5°), 122.0
(C-4",7°),129.0 (C-5, C-3, C-6), 137.3 (C-4, C-3a), 137.9 (C-1, C-7a), 150.4 (C-2"), 166.6 (C-11), 178.2 (C=0).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 162 (25), 190 (100).
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2P

11.3.2 Sintesis del compuesto final: Acido 3-(4-(2-(benzoxazol-2-
iltio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-2)

o= OH
N /_<S LiOH N /_<S
N _— ~N
I H—s o THF:Agua, A I Do
= 0 MGD-12b -Agua, <~ o) MGD-2

En un matraz bola de 25 mL se coloc6 0.5 g (0.0013 mol) del precursor MGD-12b el cual
se disolvio en 5 mL de THF, dicho matraz se colocé en un bafio de hielo durante 10 minutos,
se afiadio posteriormente 3 eq (0.00404 mol) de LiOH y 1.5 mL de agua en una proporcion
3 a1 con respecto al disolvente (observando insolubilidad de la base), en seguida se retird
el bafio de hielo.

El matraz se acondicioné con bafio de agua y refrigerante, se dejo reaccionar a temperatura
de reflujo durante 1 h, observando solubilidad completa de la base. La reaccion se
monitored por CCF empleando un sistema |l observando la conversién completa de la
materia prima. Se trabaj6 la reaccién concentrando todo el disolvente, posteriormente se
afadio 5 mL de agua fria, colocando al matraz en agitacion, con bafio de hielo, se midi6 el
pH inicial de 11 y se acidifico a pH 4 con una solucion de HCI al 10% observando la
generacién de un precipitado blanco. Se realizaron extracciones con acetato de etilo, se
concentré la fase organica y se purific6 el compuesto obtenido por cromatografia en
columna empleando un sistema de disolventes V y aumentando la polaridad de manera
gradual con acetato de etilo. Se recuper6 un sélido color blanco con rendimiento del 81.2%
y pf de 184.9-185.7°C.

OH
5 6
HN4 (0]
4, 3 5 1 7
I }<\ 3 2
| L Y7s
6 7ao,
7 1

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.51 (t, H-8), 2.79 (t, H-7), 3.17 (s, H-12), 7.14 (m, H-7", H-4"), 7.24 (dd, H-6,
H-2, Jo 8.4 Hz), 7.10 (t, H-6", H-5"), 7.67 (dd, H-5, H-3, Jo 8.5 Hz), 10.53 (s, NH, 1°).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz) &: 31.5 (C-7), 36.2 (C-8), 39.1 (C-12), 119.3 (C-7"), 121.6 (C-6, C-2, C-5'), 128.7
(C-4, C-5, C-3, C-6"), 136.8 (C-4, C-3a), 137.9 (C-1, C-7a), 150.2 (C-2°), 166.3 (C-11), 177.9 (C=0).

EM (IE): miz (% int. rel.) (M+), 357 (5), 74 (100).
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11.3.3 Sintesis del compuesto final: Acido 3-(4-(2-(benzotiazol-2-
iltio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-3)

o= OH

N /—Q LiOH N /—§
W—s" Y — H—s Yo
s MGD-12¢ THF:Agua, A s MGD-3

En un matraz bola de 25 mL se colocé 0.7 g (0.0013 mol) del precursor MGD-12c el cual
se disolvié en 10 mL de THF (buena solubilidad del compuesto, coloracion amarillo claro)
dicho matraz se colocé en un bafio de hielo durante 10 minutos, se afladié posteriormente
3 eq (0.00404 mol) de LIOH y 1.5 mL de agua en una proporcion 3 a 1 con respecto al
disolvente (observando insolubilidad de la base), en seguida se retird el bafio de hielo.

El matraz se acondicioné con bafio de agua, mantilla de calentamiento y refrigerante, se
dej6 reaccionar a temperatura de reflujo durante 1 h, observando solubilidad completa de
la base. La reaccion se monitore6 por CCF empleando un sistema Il observando la
conversion completa de la materia prima. Se trabaj6é la reaccién concentrando todo el
disolvente, posteriormente se afiadié 5 mL de agua fria, colocando al matraz en agitacion
en bafio de hielo, se midié el pH inicial de 11 y se acidificé a pH 4 con una solucién de HCI
al 10% observando la generacién de un precipitado café claro. Se realizaron extracciones
con acetato de etilo, se concentro la fase organica y se purifico el compuesto obtenido por
cromatografia en columna empleando un sistema de disolventes V, aumentando la
polaridad de manera gradual con acetato de etilo. Se recuperé un sélido color amarillo claro
con rendimiento de 76.3% un pf de 178.9-179.5°C.

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.17 (t, H-8), 2.63 (t, H-7), 3.32 (s, H-12), 7.02 (dd, H-6, H-2, Jo 7.8 Hz), 7.27
(m, H-5", Jo 12.2 Hz), 7.35 (d, H-6", , Jo 7.8 Hz), 7.49 (dd, H-5, H-3, Jo 7.8 Hz), 7.64 (d, H-7", Jo 8.9 Hz), 7.82
(d, H-4", Jo 8.1 Hz), 10.35 (s, NH, 1).

RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz) &: 31.5 (C-7, C-8), 37.9 (C-12), 118.2 (C-6, C-2), 1212 (C-4'), 121.2 (C-T),
122.2 (C-5'), 126.0 (C-6"), 128.9 (C-7a), 130.9 (C-4), 136.7 (C-1), 138.7 (C-2'), 162.0 (C-11), 179.2 (C=O0).

EM (IE): miz (% int. rel.) (M+), 375 (5), 190 (100).
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11.3.4 Sintesis del compuesto final: Acido 3-(4-(2-((5-metoxi-1H-
bencimidazol-2-il)tio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-4)

Q0= OH

o}
7 N 7 N

\ i \
T e SO

H MGD-12d THF:Agua, A MGD-4

En un matraz bola de 25 mL se colocé 0.5 g (0.00125 mol) del precursor MGD-12d el cual
se disolvio en 5 mL de THF, dicho matraz se colocé en un bafio de hielo durante 10 minutos,
se afiadi6é posteriormente 3 eq (0.0037 mol) de LiOH y 1.5 mL de agua en una proporcién
3 a 1 con respecto al disolvente (observando insolubilidad de la base), una vez terminada
la adicién de la base se retir6 el bafio de hielo.

El matraz se acondicion6 con bafio de agua, malla de calentamiento y refrigerante, se dejo
reaccionar a temperatura de reflujo durante 2 h, observando solubilidad completa de la base
transcurridos 30 min de reaccion.

La reaccion se monitore6 por CCF en un sistema Il observando la conversion completa de
la materia prima. Se trabajo la reaccion concentrando todo el disolvente, posteriormente se
afadio 5 mL de agua fria colocando al matraz en agitacion en bafio de hielo (solucién color
blanco), se midi6 el pH inicial de 11 y se acidificé a pH 4 con una solucién de HCI al 10%
observando la generacion de un precipitado de color blanco. Se realizaron extracciones con
acetato de etilo, se concentré la fase organica observando baja solubilidad del compuesto
por lo cual el resto se filtré al vacio y se purificé posteriormente el sélido obtenido por
cromatografia en columna empleando un sistema V y aumentando la polaridad
gradualmente con metanol. Se recuperé un sélido color blanco con rendimiento de 80.3%
y pf de 230.6-231.9°C.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.33 (t, H-8), 2.74 (t, H-7), 3.73 (s, H-13), 4.19 (s, H-12), 6.74 (d, H-6", Jm 2.4
Hz), 6.97 (d, H-7, Jo 8.7 Hz), 7.10 (dd, H-6, H-2, Jo 8.4 Hz), 7.34 (d, H-4', Jm 2.2 Hz), 7.47 (dd, H-5, H-3, Jo
8.4 Hz), 10.74 (s, NH, 1).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 385 (2), 73 (100).
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11.3.5 Sintesis del compuesto final: Acido 3-(4-(2-((5-metil-1H-
bencimidazol-2-il)tio)acetamido)fenil)propiénico (MGD-5)

Q= OH

e &
\©: H»—s" o LiOH \©: H—s" o
H MGD-12e N MGD-5

THF:Agua, A H

En un matraz bola de 25 mL se colocé 0.5 g (0.00130 mol) del precursor MGD-12e el cual
se disolvié en 5 mL de THF (buena solubilidad del éster, coloracion amarilla), dicho matraz
se colocd en un bafio de hielo durante 10 minutos, se afiadio posteriormente 3 eq (0.00391
mol) de LiOH y 1.5 mL de agua en una proporcién 3 a 1 con respecto al disolvente utilizado
(observando insolubilidad de la base), una vez terminada la adicion de la base se retir6 el
bafio de hielo.

El matraz se acondicioné con bafio de agua, mantilla de calentamiento y refrigerante, se
dej6 reaccionar a temperatura de reflujo durante 2 h, observando solubilidad completa de
la base. La reaccién se monitored por CCF en un sistema Il observando la conversion
completa de la materia prima como una sola mancha en placa. Se trabajé la reaccion
concentrando todo el disolvente, posteriormente se afiadié 5 mL de agua fria, colocando al
matraz en agitacion, con bafio de hielo, se midi6 el pH inicial de 11 y se acidificé a pH 4 con
una solucion de HCI al 10% observando la generacion de un precipitado blanco. Se
realizaron extracciones con acetato de etilo, se concentré la fase organica y se purificé el
compuesto obtenido por cromatografia en columna. Se recuper6é un sélido color blanco con
rendimiento de 85.5% y un pf de 203.1-205.8°C.

, HN
4’ 3
13 AGLN 12 116
i I N—s 0
. 2
6 7a N
7 H
A

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) : 2.16 (t, H-8), 2.17 (s, H-13), 2.59 (t, H-7), 4.04 (s, H-12), 6.76 (d, H-7, Jo 8.1
Hz), 6.97 (dd, H-6, H-2, Jo 8.5 Hz), 7.05 (s, H-6"), 7.15 (m, H-4", Jo 8.1 Hz), 7.29 (dd, H-5, H-3, Jo 8.3 Hz),
10.53 (s, NH, 1').

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz) 3: 21.4 (C-13), 31.2 (C-7), 36.3 (C-8), 38.2 (C-12), 119.3 (C-5, C-3), 122.9 (C-
4',C-T), 128.7 (C-6, C-2), 130.7 (C-5', C-6"), 136.9 (C-4, C-1), 137.6 (C-3a, C-7a),149.5 (C-2’), 166.3 (C-11),
176.6 (C=0).

EM (IE): miz (% int. rel.) (M+), 371 (1), 73 (100).
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11.3.6  Sintesis del compuesto final: Acido 3-(4-([1,1 -bifenil]-4-
carboxamido)fenil)propiénico (MGD-14)

o— OH
LiOH
[
0 THF:Agua, A °
MGD-13 MGD-14

Esta reaccion se llevé a cabo de la siguiente manera, se colocé en un matraz bola de 25
mL 0.4 g (0.0011 mol) del precursor MGD-13 el cual se disolvié en 4 mL de THF, se coloco
en un bafio de hielo durante 10 minutos, posteriormente se afiadié 3 eq de LIOH (0.0033
mol) y 1.5 mL de agua (observando insolubilidad de la base), finalmente se retir6 el bafio
de hielo.

El matraz se acondicioné con bafio de agua, agitacibn magnética, mantilla de calentamiento
y refrigerante, se dejé reaccionar a temperatura de reflujo durante 4 h, se observo
solubilidad completa de la base después de 1 h de reaccién. La reaccién se monitore6 por
CCF en un sistema VI hasta observar la conversiéon completa de la materia prima como una
sola mancha. Se trabajo la reaccion una vez finalizando la materia prima, se concentré todo
el disolvente, posteriormente se afladié 5 mL de agua fria, colocando al matraz en agitaciéon
y bafio de hielo (pH 12), se acidificé a pH 4 con una solucién de HCI al 10% observando la
generacion de un precipitado amarillo.

Se realizaron extracciones con acetato de etilo, se concentro la fase organica y se purificd
el compuesto obtenido por cromatografia en columna empleando como sistema de elucién
VI. Se recupero un solido color blanco con un rendimiento del 35% y un pf de 222.8-223.6°C.

OH

RMN *H (CDCls, 200 MHz) &: 2.61 (t, H-8), 2.82 (t, H-7), 7. 22 (dd, H-6, H-2, Jo 8.3 Hz), 7.45 (m, H-5, H-3, Jo
74 Hz, H-6", H-2"), 7.84 (m, H-5", H-4", H-3"", H-5", H-3', Jo 6.9 Hz), 8.07 (H-6", H-2").

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 340 (1), 182 (50), 106 (100).
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11.3.7  Sintesis del éster: 3-(4-(2-((1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12a)
O—

O
o
Sl riliova
N
H

KOH, Glima, t.a. MGD-12a

a

En un matraz bola de 25 mL se colocé 0.5 g (0.0033 mol) de la materia prima a
acondicionado con agitacion magnética seguido de 10 mL de glima (observando buena
solubilidad de la materia prima, solucién incolora) en seguida se afiadio 2 eq (0.0066 mol)
de base gota a gota disuelta en la minima cantidad de agua con lo cual se observo un ligero
cambio de coloracién a amarillo claro. El matraz se acondiciond con una trampa vigreux y
se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Pasado el tiempo de agitacién se afiadié gota a gota 1.1 eq (0.0036 mol) del compuesto
MGD-11 (disuelto en 4 mL de glima), dejando reaccionar durante 2 h a temperatura
ambiente observando la generacién de un precipitado blanco. Se monitore6 por ccf en un
sistema | observando que la materia prima se consumio por completo. Se trabajé la reaccién
afadiendo 10 mL de agua fria, se dej6 en agitacion en un bafio de hielo. Finalmente se
realizaron extracciones con acetato de etilo y se purificé por cromatografia en columna. Se
recuperd un soélido color blanco con un pf de 163.6-164.5 °C y un rendimiento del 82%.

0—10
5 6 89
T A 7
5N /_ﬁ 3 2
Y)—s" o
6 ~ Ta

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) 3: 2.60 (t, H-8), 2.78 (t, H-7), 3.55 (s, H-10), 4.25 (s, H-12), 7.12 (t, H-6", H-5",
Jm 3.1 Hz), 7.16 (dd, H-6, H-2, Jo 8.6 Hz), 7.46 (s, H-7', H-4"), 7.49 (s, H-5, H-3, Jo 8.5 Hz), 10.45 (s, NH),
12.75 (s, NH, 1).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz) &: 29.6 (C-7), 35.0 (C-8), 51.2 (C-10), 36.1 (C-12), 110.4 (C-7"), 117.3 (C-4),
119.1 (C-5, C-3), 121.7 (5", 6"), 128.6 (C-6, C-2), 135.6 (C-1, C-3a), 136.9 (C-7a, C-4), 149.8 (C-2"), 165.9 (C-
11, 172.6 (C=0),

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 369 (1), 73 (100).
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11.3.8  Sintesis del éster: 3-(4-(2-(benzoxazol-2-
iltio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12b)

O—
0
0 0~ HN o)
N cl M N /—§
H—sH H mep-11 H—s o
o o

b 2 eq KOH, Glima, t.a. MGD-12b

En un matraz bola de 10 mL acondicionado con agitaciéon magnética se colocé 0.1g (0.0006
mol) de la materia prima b seguido de 3 mL de glima (observando buena solubilidad de la
materia prima, coloracion café oscuro) en seguida se afiadié 2 eq (0.0026 mol) de base
gota a gota disuelta en la minima cantidad de agua con lo cual se observé un ligero cambio
de coloracién a verde oscuro. El matraz se acondicion6 con una trampa vigreux y se dejo
en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Pasado el tiempo de agitacion se afiadio gota a gota 1.1 eq (0.00072 mol) del compuesto
MGD-11 (disuelto en 2 mL de glima), dejando reaccionar durante 4 h a temperatura
ambiente, se observé la formacién de un ligero precipitado color café claro. La reaccion se
monitore6 por CCF en un sistema | observando que la materia prima se consumié por
completo. Se trabajo la reaccién afiadiendo 5 mL de agua fria, se dejé en agitacion en bafio
de hielo.

Finalmente se realizaron extracciones con acetato de etilo y se purificé por cromatografia
en columna. Se recuperd un sélido color rosa palido con rendimiento de 82.1% y un pf de
148.7-149.8 °C.

o= 10
5__6
HN : @)
4’ 3 1211 1 7
., 3a_N H
| 3 2
)7s o
6 ~ Ta O,

RMN 1H (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.58 (t, H-8), 2.79 (t, H-7), 3.56 (s, H-10), 4.36 (s, H-12), 7.18 (dd, H-6, H-2,
Jo 8.5 Hz), 7.32 (m, H-7", H-4"), 7.50 (dd, H-5, H-3, Jo 8.6 Hz), 7.64 (q, H-6", H-5", J0 8.2 Hz, Jm 3.6 Hz), 10.38
(s, NH).

RMN 3C (DMSO-dg, 100 MHz) &: 29.7 (C-7), 34.9 (C-8), 36.1 (C-12), 51.2 (C-10), 108.8 (C-7"), 116.4 (C-6"),
117.6 (C3, C-5), 121.4 (C-5'), 123.9 (C-4'), 128.6 (C-6, C-2), 134.2 (C-4), 136.8 (C-1), 142.5 (C-3a, C-7a), 147.0
(C-2'), 158.0 (C-11), 172.6 (C=0).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 163 (5), 371 (5).
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11.3.9  Sintesis del éster: 3-(4-(2-(benzotiazol-2-
iltio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12c)

Q=

0
N cl My N /—<\
Vs H wep-11 W»—s 0

S > S

2 eq KOH, Glima, t.a. MGD-12¢c
c

En un matraz bola de 25 mL se coloc6 0.5 g (0.0029 mol) de la materia prima c, el cual se
acondicioné con agitacion magnética seguido de 10 mL de glima (observando buena
solubilidad de la materia prima, solucion amarillo claro) en seguida se afiadié 2 eq (0.0059
mol) de base gota a gota disuelta en la minima cantidad de agua con lo cual se observé un
ligero cambio de coloracion a amarillo oscuro. El matraz se acondicion6 con una trampa
vigreux y se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Pasado el tiempo de agitacion se afiadié gota a gota 1.1 eq (0.0032 mol) del compuesto
MGD-11 (disuelto en 4 mL de glima), dejando reaccionar durante 2 h 30 minutos a
temperatura ambiente, durante ese tiempo se observé la formacién de un precipitado color
hueso. Se monitore6 por CCF en un sistema Il, observando que la materia prima se
consumié por completo.

Se trabajé la reaccion afiadiendo 10 mL de agua fria, se dej6é en agitaciéon en un bafio de
hielo, observando la formacién de un precipitado. Finalmente se realizaron extracciones
con acetato de etilo y se purificé por cromatografia en columna. Se recuper6 un sélido color
amarillo claro con un pf de 105.2-105.7 °C y un rendimiento del 79.49%.
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RMN 1H (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.59 (t, H-8), 2.79 (t, H-7), 3.56 (s, H-10), 4.38 (s, H-12), 7.17 (dd, H-6, H-2,
Jo 8.5 Hz), 7.38 (t, H6", H-5", Jo 8.2 Hz, Jm 3.6 Hz), 7.50 (dd, H-5, H-3, Jo 8.6 Hz), 7.83 (d, H-7"), 8.02 (d, H-
4'),10.39 (s, NH).

RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz) &: 29.7 (C-7), 34.9 (C-8), 37.7 (C-12), 51.2 (C-10), 119.2 (C3, C-5), 121.0 (C-
7'),121.8 (C-6'), 1226.4 (C-5"), 124.4 (C-4), 128.5 (C-6, C-2), 135.7 (C-4), 134.7 (C-1), 136.8 (C-Ta), 152.5 (C-
3a), 165.0 (C-2'), 166.1 (C-11), 172.6 (C=0).
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11.3.10 Sintesis del éster:  3-(4-(2-((5-metoxi-1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12d)

o)
H N
\ MGD-11 \
\@ >_SH > | 7~ >_S ©
N KOH, Glima, t.a. N MGD-12d

En un matraz bola de 25 mL se colocé 0.5 g (0.0027 mol) de la materia prima d, seguido de
10 mL de glima (observando buena solubilidad de la materia prima, solucion amarillo
palido), en seguida se afiadié 2 eq (0.0055 mol) de base gota a gota disuelta en la minima
cantidad de agua con lo cual se observé un ligero cambio de coloracién a amarillo claro. El
matraz se acondicion6 con agitacion magnética y una trampa vigreux y se dejé en agitacion
a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Pasado el tiempo de agitacion se afiadié gota a gota 1.1 eq (0.0030 mol) del compuesto
MGD-11 (disuelto en 4 mL de glima) dejando reaccionar durante 2 h a temperatura
ambiente, durante ese tiempo se observé la formacién de un precipitado blanco. Se
monitore6 por CCF en un sistema |, observando que la materia prima se consumié por
completo. Se trabajo la reaccién afadiendo 10 mL de agua fria, se dejé en agitacion en un
bafio de hielo. Finalmente se realizaron extracciones con acetato de etilo y se purificé por
cromatografia en columna. Se recuperé un sélido color blanco con un pf de 138.5-139.8°C
y un rendimiento del 63.17%.
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RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.56 (t, H-8), .77 (t, H-7), 3.54 (s, H-13), 3.74 (s, H-10) 4.21 (s, H-12), 6.75
(dg, H-6", Jm 2.4 Hz), 6.95 (s, H-7"),7.18 (dd, H-6, H-2, Jo 8.6 Hz), 7.33 (d, H-4", Jo 8.8 Hz), 7.47 (dd, H-5, H-
3,J0 8.5 Hz), 1042 (s, NH).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz) 5: 29.7 (C-7), 34.9 (C-12), 36.2 (C-8), 51.2 (C-10), 55.4 (C-13), 104.5 (C-4"),
1105 (C-7', C-6), 119.1 (C3, C-5), 128.5 (C-6, C-2), 135.6 (C-1, C-Ta), 136.9 (C-3a, C-4), 148.7 (c-2'), 155.3
(C-5), 166.0 (C-11), 172.6 (C=0),

EM (IE): miz (% int. rel.) (M+), 355 (20).
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11.3.11 Sintesis  del  éster:  3-(4-(2-((5-metil-1H-bencimidazol-2-
il)tio)acetamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-12¢)

N
N KOH, Glima, t.a. N MGD-12e

En un matraz bola de 25 mL se colocé 0.5 g (0.0030 mol) de la materia prima e, el cual fue
acondicionado con agitacion magnética seguido de 10 mL de glima (observando buena
solubilidad de la materia prima, solucion color café claro), en seguida se afiadio 2 eq (0.0060
mol) de base gota a gota disuelta en la minima cantidad de agua con lo cual se observo un
ligero cambio de coloracion a café oscuro rojizo. EI matraz se acondicion6 con una trampa
vigreux y se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Q m—

Pasado el tiempo de agitacion se afiadié gota a gota 1.1 eq (0.0033 mol) del compuesto
MGD-11 (disuelto en 4 mL de glima), dejando reaccionar durante 3 h 30 minutos a
temperatura ambiente, durante ese tiempo se observé la formacién de un precipitado color
amarillo claro. Se monitore6 por CCf en un sistema |, observando que la materia prima se
consumié por completo. Se trabajo la reaccion afiadiendo 10 mL de agua fria, se dejo en
agitacion en un bafio de hielo. Finalmente se realizaron extracciones con acetato de etilo y
se purificd por cromatografia en columna. Se recuper6 un soélido color blanco con un
rendimiento de 77.2% y un pf de 165.5-166.2°C.

O0—10

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.45 (s, H-13), 2.57 (t, H-8), .87 (t, H-7), 3.64 (s, H-10), 3.92 (s, H-12), 7.04
(d, H-4", Jm 1.0 Hz), 7.06 (d, H-6", Jm 1.5 Hz), 7.11 (dd, H-6, H-2, Jo 8.5 Hz), 7.42 (d, H-7", Jo 8.0 Hz), 7.48
(dd, H-5, H-3, Jo 8.5 Hz), 11.20 (s, NH).

RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz) 5: 21.7 (C-13), 30.5 (C-7), 35.9 (C-8), 36.3 (C-12), 51.8 (C-10), 120.3 (C3, C-5),
1242 (C-4",C-7',C-5'), 128.9 (C-6, C-2), 132.7 (C-6'), 136.5 (C-4, C-1), 136.8 (C-3a, C-7a), 150.2 (C-2"), 168.6
(C-11), 173.5 (C=0).

EM (IE): miz (% int. rel.) (M+), 179 (5), 223 (100).
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11.3.12 Sintesis del éster: 3-(4-([1,1"-bifenil]-4-
carboxamido)fenil)propanoato de metilo (MGD-13)

O—
0
H H,N MGD-10
2) TEA

3) TP MGD-13
4) CH,CI,

En un matraz Erlenmeyer de 100 mL se colocé 1 g (0.0050 mol) de materia prima (acido
bifenilcarboxilico) seguido de 1 eq (0.00504 mol) del compuesto MGD-10, posteriormente
se adiciond 8 eq (0.0403 mol) de TEA y finalmente se afiadié al matraz 6 eq (0.0302 mol)
de T3P el cual se encuentra disuelto al 50% en AcoEt (observando un cambio de coloracién
a café claro) finalmente se adicion6 10 mL de CH:Cl,. EI matraz se acondicion6
debidamente con barra de agitacion y refrigerante, dejando reaccionar a temperatura de
reflujo durante 1 h.

La reaccion fue monitoreada por CCF durante 1 h empleando un sistema |, pasado el tiempo
de reaccion se observo que ya no habia materia prima. Se trabajé la reaccién (pH 2)
afadiendo agua fria y colocando el matraz en un bafio de hielo, finalmente se realizaron
extracciones recuperando la fase organica. Se obtuvo un compuesto café oscuro el cual se
purificé por columna cromatografica empleado un sistema Il, recuperando el producto de
interés. Se obtuvo un sélido color amarillo claro con un rendimiento del 72% y punto de
fusion caracteristico de pureza (202.2-202.4 °C).

O=—10

RMN "H (CDCls, 200 MHz) &: 2.62 (t, H-8), 2.92 (t, H-7), 3.65 (s, H-10), 7. 19 (dd, H-6, H-2, Jo 8.4 Hz), 7.42 (d,
H-5, H-3, Jo 7.4 Hz), 7.51 (m, H-5", H-4"", H-3", Jo 6.9 Hz), 7.74 (m, H-6"", H-2"", Jm 3.7 Hz ,H-6", H-2", Jm
1.8 Hz), 8.08 (dd, H-5", H-3", J0 8.3 Hz), 9.88 (s, NH).

RMN *C (CDCls, 50 MHz) &: 29.8 (C-7), 35.0 (C-8), 51.3 (C-10), 126.6 (C-4""), 126.9 (C-5, C-3, C-6"", C-2"),
127.0 (C5", C-3'), 129.1 (C-6, C-2), 130.0 (C-5"", C-3", C-6", C-2'), 135.8 (C-1), 137.2 (C-4), 139.1 (C-1"),
167.2 (C-11), 172.7 (C=0).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 198 (100).
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11.3.13 Sintesis del precursor: 3-(2-cloroacetamido)fenil)propanoato de
metilo (MGD-11)

/@/\)L/ i Cl>c.\)L/©/\)L

MGD-10 TEA, CH,CI,, t.a. MGD-11

En un matraz bola de 100 mL se colocé 1g (0.0055 mol) del compuesto MGD-10,
disolviéndolo en 10 mL de CHCl; seco en presencia de 1.2 eq (0.0066 mol) de TEA como
base (no se observé ningin cambio en la coloracién de la reaccién) acondicionado con
agitaciobn magnética, se colocé en bafio de hielo durante 30 min.

Pasado el tiempo de agitacion se afiadié 1.1 eq (0.0061 mol) de cloruro de cloroacetilo gota
a gota retirando el bafio al finalizar la adicion. Se dejé en agitacion durante 2 dias a
temperatura ambiente, se confirm6 la conversién de toda la materia prima por CCF
empleando un sistema |. Se trabajé la reaccién afiadiendo agua fria en agitacion y
finalmente realizando extracciones con acetato de etilo con lo cual se obtuvo el compuesto
MGD-11. Se obtuvo un sélido amarillo claro con un rendimiento del 98.5% y un pf de 110.9-
111.2 °C.

RMN "H (CDCls, 400 MHz) 5: 2.60 (t, H-2), 2.92 (t, H-3), 3.65 (s, CHs), 4.16 (s, CHy), 7.19 (dd, H-6", H-2" Jo 11
Hz), 7.46 (dd, H5", H3" Jo 10.9 Hz).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz) &: 30.5 (C-2), 35.8 (C-3), 43 (C-7), 51.7 (C-4), 120.5 (C5, C3'),129.1 (C6", C2),
135.1 (C1),137.8 (C-4"), 163.9 (C-6), 173.3 (C=0).

EM (IE): miz (% int. rel.) (M+), 257 (10), 182 (25).
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11.3.14 Sintesis del precursor: 3-(4-aminofenil)propanoato de metilo

(MGD-10)
o 0
XN pac o
—_—
O,N MGD-9 Hp, MeOH  HoN MGD-10

Se coloco en el frasco del hidrogenador 1.5g del compuesto MGD-9 el cual se disolvio en
15 mL de metanol observando insolubilidad de la materia prima, se afiadié 10% en peso
del catalizador Pd/C. El frasco se coloc6 en el equipo de hidrogenacion, inicialmente se
purgo el aire del recipiente por triplicado y finalmente se colocé en agitacion a una presiéon
de 60 psi de hidrégeno, la reaccién se monitore6 por CCF empleando un sistema |,
observando que a las 3 h ya no habia materia prima, por lo cual se filtr6 al vacio recuperando
la fase liquida, la cual se concentré al vacio y finalmente se realiz6 una percolacién del
compuesto recuperado. Se obtuvo de esta manera al compuesto MGD-10 como un sélido
color melén, con un rendimiento del 97.6% y un pf de 56.5-56.6°C.

(@)
ot

H,N"4"
RMN "H (CDsOD, 400 MHz) &: 2.57 (t, H-2), 2.83 (t, H-3), 3.65 (s, CHs), 6.63 (dd, H-6", H-2", Jo 8.5 Hz), 7 (dd,
H-5"y H-3', Jo 8.4 Hz).

RMN *C (CD;OD, 100 MHz) 5: 30.3 (C-2), 36.3 (C-3), 51.7 (C-4), 115.4 (C-3', C-5"), 129.2 (C-6", C-2'), 130.6
(C-1'), 144.8 (C-4'), 173.7 (C=0).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 179 (20), 106 (100).
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11.3.15 Sintesis del precursor: (E)-3-(4-nitrofenil)acrilato de metilo (MGD-9)

(i)l
Q HaC=Si=CH 9]
N N
MeOH, N, t.a.
O2N MGD-8 O2N MGD-9

En un matraz bola de 100 mL se coloc6 4g (0.02049 mol) del compuesto MGD-8, el cual se
disolvié con 20 mL de metanol absoluto, posteriormente el matraz se acondicion6 con un
tapén y atmosfera de nitrogeno colocando en bafio de hielo durante 15 min, pasado el
tiempo de agitacion se afiadi6 via canula gota a gota 2 eq (0.0409 mol) de clorotrimetilsilano
(TMSCI), se dejo en agitacion con bafio de hielo durante 2 h pasado ese tiempo se retiro el
bafio de hielo y se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 6 h, posteriormente
se afiadié 1 eq (0.0204 mol) mas de TMSCI, observando por CCF en un sistema Il que la
reaccion finalizé después de 30 min.

El crudo de reaccion se trabaj6 afiadiendo agua fria y ajustando el pH inicial de 3 a un pH
de 8 con una solucién saturada de bicarbonato de sodio. Finalmente se realizaron
extracciones obteniendo asi al compuesto MGD-9 el cual se purific6 por columna
empleando un sistema | aumentando gradualmente la polaridad, se recuperd a un sélido
color amarillo claro con un rendimiento del 98% y un pf de 151.7-152.1°C.

0,N"4’

RMN H (CDCls, 400 MHz) 3: 8.25 (d, H5", H3"), 7.71 (m, H6", H2"), 3.84 (s, H4), .59 (s, H3), 6.55 (s, H2).

RMN *C (CDCls, 200 MHz) 8: 166.61 (C=0), 130.39 (C6", C2°), 122.25 (C5, C3"), 140.64 (C-4'), 142.10 (C-3),
124.40 (C-2), 130.39 (C-17), 52.29 (C-4).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 207 (40), 176 (100).
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11.3.16  Sintesis del precursor: Acido (E)-3-(4-nitrofenil)acrilico (MGD-8)

HO OH
02N MW O2N
7

MGD-8
6

En un matraz bola de 100 mL se coloc6 4 g (0.0264 mol) de 4-nitrobenzaldehido, seguido
de 3.5 eq (0.0927 mol) de acido malonico, disueltos en 20 mL de piridina (observando
insolubilidad de las materias primas) el matraz se acondicioné con un agitador magnético,
una trampa vigreux y refrigerante cubriendo con cinta teflon cada una de las uniones.

La reaccion realizé a cabo asistida por microondas bajo las siguientes condiciones:

- Sistema abierto

- Temperatura de 100°C
- 150 W de potencia

- 1lciclode 10 min.

Se realizé placa de la reaccién a los 10min en un sistema Il observando que ya no habia
materia prima. Se trabajo la reaccion con un pH inicial de 7 el cual se ajust6 con HCI
concretado a pH 2, observando la formacion de un precipitado color amarillo claro, por lo
cual se colocd 10 mL de agua, finalmente se filtré al vacio realizando lavados con agua fria,
se recuperd un sélido color amarillo claro, el cual se secé en la estufa a 45°C, con un
rendimiento del 89.88% y pf de 292.8-292.9°C.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) 3: 6.73 (d, H-2, Jtrans 16.4 Hz), 7.68 (d, H-3, Jirans 16 Hz), 7.96 (dd, H-6" y H-
2'), 8.22 (dd, H-5", H-3").

RMN *C (100 MHz, DMSO-de) 5: 123.6 (C-2), 123.9 (C-5", C-3), 129.3 (C6", C2°), 140.8 (C-17), 141.4 (C-3),
148 (C-4), 167.1 (C=0).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M+), 167 (40), 149 (100).
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Espectro 2. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-8.
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Espectro 3. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-8.
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Espectro 4. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto MGD-9.
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Espectro 5. Espectro de RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) del compuesto MGD-9.
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Espectro 6. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-9.
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Espectro 7. Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz) del compuesto MGD-10.
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Espectro 8. Espectro de RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) del compuesto MGD-10.
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Espectro 9. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-10.
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Espectro 10. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto MGD-11.
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Espectro 11. Espectro de RMN de 3C (CDCls, 100 MHz) del compuesto MGD-11.
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Espectro 12. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-11.
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Espectro 13. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto MGD-12a.
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Espectro 14. Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-12a.
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Espectro 15. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-12a.
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Espectro 16. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) del compuesto final MGD-1.

o.

s

o.

o

=) o = ~ o ~ ~ o

a S & 5 & 5 N 3 o v o

3 & Y =y =Y S B T 3

X 3 < X & S = S B &

< o =3 ~ r~ = o o ™~ )

Y 3 3 5 & & 83 o0 O —i

= = 2 fat s = == IR

| N N /2N

|

|
A, l . L " " . \ A

i ' N Wi Wi W
T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 180 170 160 150 140 130 120 110 80 70 60 50 40 30 20 10

100 90
f1 (PPmM)

Espectro 17. Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds, 125 MHz) del compuesto final MGD-1.
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Espectro 18. Espectro DEPTQ de 3C (DMSO-ds, 125 MHz) del compuesto final MGD-1.
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Espectro 19. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-1.
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Espectro 20. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto MGD-12b.
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Espectro 21. Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-12b.
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Espectro 22. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-12b.
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Espectro 23. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) del compuesto final MGD-2.
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Espectro 24. Espectro DEPTQ de 3C (DMSO-ds, 125 MHz) del compuesto final MGD-2.
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Espectro 25. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-2.
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Espectro 26. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto final MGD-12¢.
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Espectro 27. Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto final MGD-12¢.
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Espectro 30. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-3.
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Espectro 31. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto MGD-12d.
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Espectro 32. Espectro de RMN de 13C (DMSO-ds, 100 MHz) del compuesto MGD-12d.
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Espectro 33. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-12d.

163



QUIMICA FARMACEUTICA

ESPECTROS

3 7a o © @ e =
g 7 H 3 R R 2 &
~ = S & ¥ @
=] ’ N ] ~ ~ «
= 1 ~ < Il ~ ~
Mmoo ©oY o ;o oo T
S © © in S ® SR [RRAENE=]
RIT S h338 R nY o3
TEa/ 2238 93 SRR
NN NN NNKN s o EIRE IR
2NN [ N ~\ /—
|
| Lo A |
o
.
i T T T T T T T T T T
7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6
f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T
11.0 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 5.0 4.5 4.0 3.5 2.5 1.5

5.5
f1 (ppm)

Espectro 34. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 200 MHz) del compuesto MGD-4.
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Espectro 36. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-4.
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Espectro 37. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto MGD-12e.
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Espectro 38. Espectro de RMN de "3C ( Délg, 100 MHz) del compuesto MGD-12e.
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Espectro 39. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-12e.
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Espectro 40. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) del compuesto final MGD-5.
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Espectro 41. Espectro DEPTQ de 3C (DMSO-ds, 125 MHz) del compuesto final MGD-5.
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Espectro 42. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-5.
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Espectro 43. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) del compuesto MGD-13.
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Espectro 44. Espectro de RMN de 3C (DMSO-ds,50 MHz) del compuesto MGD-13.

100 198
O—
) O
50~ (6]
131 MGD-13
359.43 g/mol
152
o w2 s 4

T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Espectro 45. Espectro de EM-IE del compuesto MGD-13.
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Espectro 46. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) del compuesto final MGD-14.
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Espectro 48. Espectro de EM-IE del compuesto final MGD-14.
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