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RESUMEN

El dolor neuropatico es un padecimiento en diversas enfermedades, y es un
problema de Salud Publica que afecta ampliamente a diversos sectores de la
poblacién, representando en la actualidad implicaciones econdémicas y sociales
relevantes. Existen diversos grupos de farmacos para tratar dicho padecimiento,
pero hoy en dia no cubren con las expectativas terapéuticas, actuando con baja
eficacia o provocando tolerancia en su uso cronico, disminuyendo la calidad de vida
de los pacientes. Por esto es necesaria la investigacion en el desarrollo de nuevas
moléculas que ofrezcan alternativas terapéuticas para tratar dicho padecimiento. En
este contexto, se eligié al haloperidol, un neuroléptico que ha demostrado efecto
antinociceptivo en un modelo de dolor neuropatico en estudios farmacolégicos, el
cual posee una alta afinidad hacia los receptores o1 actuando como antagonista. En
este trabajo se describe el disefio y la sintesis de seis compuestos analogos de
haloperidol (LMH 1-3) y de su metabolito activo (LMH 4-6) con ausencia del grupo
carbonilo, sus estructuras fueron caracterizadas por técnicas espectroscopicas de
RMN H y 13C y espectrometria de masas. Las propiedades farmacocinéticas,
farmacodinamicas y toxicolégicas se realizaron por predicciones in silico con
resultados adecuados. Los seis compuestos se sometieron a la evaluacion in vitro
de afinidad sobre receptores o1 observando que todos los compuestos fueron
Lideres, resaltando a los compuestos LMH-3 y LMH-6 con afinidades de 2 nM.
Posteriormente se realizaron los estudios de acoplamiento molecular con el receptor
o1 para determinar su energia de union, asi como para observar sus interacciones
cercanas ligando-proteina. Con los resultados anteriores se realizé un analisis de
consenso farmacologico para la seleccidon de un lider computacional seguro,
escogiendo al compuesto LMH-2 para la evaluacion de los ensayos in vivo.
Finalmente, se determinaron las conductas hiperalgésica y alodinica in vivo con el
compuesto LMH-2 en ratas Wistar con dafio en el nervio ciatico, observando un
efecto antihiperalgésico y antialodinico similar al de gabapentina, pero a dosis bajas
de administracién: 10.0, 31.6 y 100.0 mg/Kg.
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ABSTRACT

Neuropathic pain is a symptom in various diseases, and is a public health problem
that affects broad sectors of the population, representing currently important
economic and social implications. There are several groups of drugs to treat this
condition, but nowadays they do not cover therapeutic expectations, acting with low
efficacy or causing tolerance under chronic use reducing the quality of life of patients.
This is why research is needed in the development of new molecules, which offer
new therapeutic alternatives to treat this disease. In this context we selected
haloperidol, a neuroleptic drug who has demosntrated antinociceptive effect in
neuropathic pain model, due to the high affinity towards o1 receptors acting as an
antagonist. In this work, is described the design and synthesis of six haloperidol
analogues (LMH 1-6). Their structures were characterized by using spectroscopic
(*H and ¥C NMR) and spectrometry (mass) techniques. In silico predictions of
pharmacokinetic, pharmacodynamic and toxicological properties were obtained with
acceptable results. The six compounds were subjected to in vitro affinity evaluation
over o1 receptors observing that all the compounds were Leads, highlighting
compounds LMH-3 and LMH-6 with affinities of 2 nM. Subsequently, molecular
docking studies were carried out to determine their binding energy, as well as to
observe their close ligand-protein interactions. With the previous results, a
Pharmacological Consensus Analysis was made for the selection of a computational
safe lead, choosing LMH-2 for the evaluation of the in vivo activity. Finally, the
hyperalgesic and allodynic behaviors were determined in an in vivo study with the
compound LMH-2 in Wistar rats with damage to the sciatic nerve, observing an
antihyperalgesic and antiallodynic effect similar to obtained with gabapentin at lower

doses of administration: 10.0, 31.6 and 100 mg/Kg.
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1. INTRODUCCION

El dolor neuropético es un problema de Salud Publica que afecta a un amplio
sector de la poblacion. Es un dolor que se caracteriza como constante, punzante y
continto. Desafortunadamente, los farmacos que se emplean como tratamiento
tienen baja eficacia terapéutica y alta presencia de efectos adversos. Ante la
necesidad de contar con herramientas farmacoldgicas que ayuden a este tipo de
pacientes, el presente proyecto tiene como finalidad evaluar el potencial efecto
antialodinico y antihiperalgésico en el dolor neuropético de una serie de analogos
de haloperidol. El haloperidol es un farmaco que entre sus mecanismos de accién
involucra el antagonismo del receptor o1 cuya activacion se ha relacionado
recientemente con la terapéutica del dolor de tipo neuropético. El proyecto esta
dividido en tres fases; la primera fase consiste en el disefio, sintesis y
caracterizacion de los anélogos estructurales, la segunda fase consiste en evaluar
predictivamente, mediante herramientas quimio-informaticas, la actividad
farmacocinética, farmacodinamica y toxicolégica, asi como un estudio de
acoplamiento molecular (“Molecular Docking”) sobre el sitio de unién del receptor
o1. La tercera fase del estudio consiste en la evaluacion in vitro de afinidad sobre
receptores o1y en los ensayos in vivo, determinando la posible actividad terapéutica

antihiperalgésica y antialodinica en un modelo de dolor neuropético en rata.*?
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2. ANTECEDENTES

2.1 Dolor neuropatico

El dolor neuropético ha sido definido por la Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (IASP) como “un dolor iniciado o causado por una lesion primaria o
disfuncién en el sistema nervioso”. Este tipo de dolor es considerado como anormal
0 patologico debido a que no se manifiesta por un dafio como un golpe sino como
un dolor ocasionado por una lesion o enfermedad que afecta al sistema
somatosensorial, tal como se describe en su definicién.®* El dolor neuropatico es
una descripcion clinica (y no un diagndstico) que requiere una lesién demostrable o
una enfermedad que satisface los criterios de diagndsticos neurolégicos

establecidos.3

El dolor neuropético se ocasiona por un mal funcionamiento del sistema nervioso,
gue confunde estimulos no dolorosos como la temperatura o el tacto haciendo la

percepcion de mayor sensibilidad.®

El dolor neuropético se clasifica en periférico y central:

El de tipo periférico es el resultado de causas por traumas de tipo mecanico,
enfermedades metabdlicas, quimicos neurotoxicos e infeccion o invasién de
tumores, e implica cambios multiples fisiopatoldgicos tanto en el sistema nervioso
periférico (SNP) como en el sistema nervioso central (SNC). El dolor neuropatico
de tipo central es el resultado de lesion de la médula espinal, accidente

cerebrovascular o esclerosis multiple entre otras causas.’

Las personas que sufren este tipo de dolor refieren sensaciones dolorosas de tipo
espontaneas, pero generalmente difuso como quemazon, hormigueo, picazén,
entumecimiento.® Sin embargo, los sintomas provocados y mas frecuentemente

presentados en el dolor neuropético son la alodinia y la hiperalgesia.*°




o

ANTECEDENTES \_Facultad
de Farmacia
10 Hiperalgesia
(Dolor exagerado a
| .
o 3 estimulo doloroso)
-8 m Respuesta
] normal de dolor
C 6
'g —
o Alodinia
@ 4 | (Sensaciénde
8 - doloraestimulo I
£ no doloroso) /I ! Respuesta
2 I I despuésde la
. : : lesion
I |
0 1
1

Intensidad del estimulo

Figura 1. Representacién grafica de alodinia e hiperalgesia en el dolor neuropético como respuesta

de una lesion.

Como se muestra en la Figura 1, la curva de color azul representa una intensidad
de dolor cero con una intensidad menor (como el rose ligero de las prendas, este
es un estimulo inocuo) conforme se aumenta la intensidad del estimulo se empieza
a tener una percepcion de dolor, la linea punteada representa una intensidad fija del
estimulo la cual divide ambas curvas de respuesta de dolor, la curva de color rojo
muestra un dafio o lesién, alterando la percepcion de dolor. Un estimulo que
normalmente es inocuo un paciente con dolor neuropatico lo percibe como doloroso,
Esta es la definicion de “alodinia”, una respuesta dolorosa a un estimulo que
normalmente no es doloroso. La definicion de “hiperalgesia” es una respuesta
exagerada a un estimulo que normalmente es doloroso.!' La hiperalgesia y la
alodinia son los sintomas mas importantes de muchos estados de dolor crénico y
las propiedades de la sensacion de dolor que la hacen especialmente desagradable

e insoportable.*?
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2.1.1 Epidemiologia

El dolor neuropatico posee una multiple etiologia, afectando del 25 al 29% de la
poblacién a nivel mundial mientras que en México se estima que 28 millones de
mexicanos presentan este dolor. En un estudio del 2010 se propuso que el 17% de
los pacientes atendidos en los centros de atencidn primaria presentan dolor cronico.
En nuestro pais, se carece de informacion documental que caracterice la
prevalencia de este fendmeno. Sin embargo, un estudio nacional de corte
epidemiologico sugiere que individuos que acudieron a los centros de medicina
familiar presentaron una enfermedad dolorosa cronica claramente documentada,
los cuadros frecuentemente asociados al dolor neuropatico son: por lesion de
meédula espinal (67%); por dolor lumbar con componente neuropético (37%); por
dolor neuropético como secuela postquirtrgica (35%); por neuropatia diabética
(30%) y por dolor en esclerosis multiple (28%).13-15

2.1.2 Mecanismos de neurotransmision
El dolor neuropédtico se presenta como consecuencia de un proceso de
sensibilizacion que puede ser a nivel periférico o central, inducidos por una lesion.
Ambos se caracterizan por la disminucién del umbral de activacion de los

nociceptores.

En el proceso de sensibilizacién periférica se presentan cambios en las fibras
periféricas después de una lesion al nervio, es la primera fase de la afectacion
neuropatica. En este estado los axones se degeneran y otros permanecen intactos
pero capaces de generar hiperexcitabilidad (respuesta mas sensible a estimulos)
en las fibras aferentes primarias (Figura 2).16
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Figura 2. Sensibilizacion periférica: Las células inmunes como macréfagos, células T, neutréfilos en
tejidos dafiados y queratinocitos, liberan mediadores inflamatorios como bradicinina,
prostaglandinas, H*, ATP, NGF, TNFa, IL-1B, IL-6 y quimiocinas proinflamatorias (CCL2, CXCL1 y
CXCLD5). Los nociceptores expresan receptores, para todos los mediadores inflamatorios, que acttan
sobre las fibras nerviosas de los nociceptores periféricos. Estos incluyen receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), ionotrépicos y receptores de tirosina cinasa, la activacién da como resultados
la generacién de segundos mensajeros Ca?* y AMP ciclico, que a su vez activan cinasas como PKA,
PKC, CaMK, PI3K, JNK. Las activaciones de estas cinasas causan hipersensibilidad e
hiperexcitabilidad de los nociceptores neuronales (Sensibilizacién periférica), a través de la
modulacién de moléculas clave de transduccién como TRPA1, TRPV1 y Piezo (canal de iones
activado por estiramiento), asi como los canales de sodio regulados por voltaje Nav1.7, Nav1.8 y
Nav1.9.17

En una situacion de dolor crénico, la periferia continia mandando informacion
nociceptiva hacia el asta dorsal de la médula espinal. Las células relacionadas en
procesos inflamatorios como son los mastocitos, neutrofilos y basofilos liberan
mediadores inflamatorios que provienen de estimulos nocivos, estos mediadores
reducen el umbral de estimulacion y generan que el nociceptor deje de ser
exclusivamente un detector de estimulos dolorosos y que pueda ser también por

estimulos no dolorosos. Por otro lado, la neurona envia desde su soma, vesiculas
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gue liberan a la sustancia P y al péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP). Estas dos sustancias, una vez liberadas en la periferia, se unen a sus
respectivos receptores localizados en distintas células relacionadas con el proceso

inflamatorio ya antes mencionado.*19

Esta union causa la liberacion de una serie de sustancias proinflamatorias, como
son el factor de crecimiento neural derivado de la glia (GDNF por sus siglas en
inglés “Glial cell-derived neurotrophic factor”), el factor de necrosis tumoral (TNFa),
bradicinina y serotonina que actlan a través de sus receptores y que constituyen la
“sopa inflamatoria” produciendo cambios de pH, liberacion de ATP de las células
lesionadas, sintesis de oxido nitrico (NO), etc. Ademas, se favorece la sintesis de
ciclooxigenasas (COX), que a su vez promueven la sintesis de prostaglandinas

(PGs) y eicosanoides.181°

Lo mencionado anteriormente realiza la activacion de segundos mensajeros
intracelulares con dos efectos principales: la fosforilacion de los canales de TRPV 'y
los de Na* modificando el umbral y su cinética, lo que induce la amplificacion de la
sefal hacia la médula espinal y los centros superiores, a todo esto, se le conoce
como sensibilizacion periférica, lo cual contribuye importantemente al

mantenimiento del dolor crénico.17:18

Sensibilizacion central: este segundo fendmeno existe cuando un tejido es dafiado
y el dolor persiste durante unos dias o semanas, se produce como un mecanismo
de adaptaciéon de los nociceptores (fibras que perciben el dolor). La sensibilizacion
central se refiere a la mayor capacidad de respuesta de las neuronas nociceptivas
en el SNC ante la entrada aferente normal o subumbral. También los
mecanorreceptores A-f de bajo umbral obtienen acceso a los sistemas transmisores
del dolor, lo que provoca que los estimulos normalmente no dolorosos se perciban

como dolorosos (Figura 3).17:20
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Figura 3. Sensibilizaciéon central: Puede dar lugar por la activacion repetida de los nociceptores de

la fibra C y la inflamacién periférica, esto permite la liberacién del neurotransmisor glutamato en la
sinapsis con el cuerno dorsal, estimulando el canal de sodio asociado con el receptor a-amino-3-
hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato (AMPA). El canal de sodio abierto permite la entrada de sodio,
ocasionando una despolarizacion, el cual suprime la inhibicién del Mg?* de los canales de calcio
asociados con el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), la entrada de Ca?* al canal NMDA abierto
activa la cascada de sefalizacion habiendo mayor excitabilidad neuronal con efecto supresor

interneuronal inhibitorio.2*

Al llegar una sefial aumentada desde la periferia debido a la descarga sostenida de
las fibras C, libera presinpticamente sustancias neuroexcitatorias como sustancia
P (se une a receptores de neurocinas NK subtipo 1), péptido relacionado con el gen
de calcitonina (CGRP) y ATP, en neuronas de salida en la lamina | del asta dorsal
superficial, asi mismo hay una liberacion de glutamato, el cual, se une a receptores
especificos de NMDA, y mas tarde se une al receptor metabotropico del glutamato.

Estos receptores no se expresan en situaciones de dolor agudo.?0-22
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Al activarse, los receptores de NMDA (normalmente silenciosos) localizados en la
neurona postsinaptica contribuyen a su despolarizacion, debido al aumento de
calcio intracelular por la retirada de magnesio del receptor activado por glutamato,
accionandose una serie de vias de sefializacién dependientes de calcio y segundos
mensajeros, esta cascada de eventos aumenta la excitabilidad de neuronas de
salida y facilita la transmision de mensajes de dolor al cerebro, cabe mencionar que
también hay una serie de cambios intracelulares con expresion de oncogenes,
sintesis de proteinas, activacion enzimatica (Proteincinasas, COX y NO, este ultimo
activa la liberacion de sustancia P y COX favoreciendo la sintesis de PGs E2, la

cual es sustancia algésica que aumenta la sefial nociceptiva (Figura 4).17.20.22

2l () NMDA-mediated signaling

C and Ad 'T

nociceptors

0 V) Y
AR myelinated /E |
afferents NMDA
<::x<] Glu PKCy = Gly D» ® Microglia
Gly-R activation

(2)Disinhibition

Figura 4. Sefal mediada por los receptores de NMDA.22

También se ha demostrado que las lesiones del sistema nervioso periférico y central
activan las células gliales de la médula espinal. Después de dicha lesion la microglia
conduce a la liberacion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-1B, entre otras),
actuando sobre las neuronas, esté es un mecanismo importante de dolor exagerado

desaminando el dolor al tejido vecino fuera de la lesién nerviosa.?%:22
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Figura 5. Esquema general de la sensibilizacion central. La neuroinflamacion de la médula espinal
provoca dolor crénico a través de interacciones neurona-glia y la sensibilizacion central. Esta
neuroinflamacion se desencadena por la liberacién dependiente de la actividad de los activadores
gliales de los terminales centrales de las neuronas aferentes primaria y/o por la disrupcién de la
barrera hematoencefalica. La activacion y proliferacién de la microglia y de astrocitos, asi como de
células inmunolégicas facilitan la neuroinflamacion, por consecuente la generacién de citocinas
antiinflamatorias y mediadores lipidicos proresolucion (PRLM) para su normalizacion, plasticidad

sinaptica y dolor cronico anormal.t”
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Todos estos cambios amplifican de forma muy importante y mantenida la sefial
nociceptiva que se produce en el asta dorsal de la médula, y producen lo que se

conoce como sensibilizacion central.?2

2.1.3 Tratamiento
El tratamiento farmacologico indicado para el dolor neuropatico sigue siendo un
desafio, ya que muchos de los pacientes que experimentan dolor solo obtienen
alivio parcial. El tratamiento debe ser individualizado de acuerdo con el tipo de dolor
neuropatico, co-morbilidades, edad del paciente, etc. En ocasiones se pueden
administrar dos 0 mas farmacos para lograr un mayor beneficio, para esto debe

existir una evaluacion y diagnéstico adecuado del dolor.?3-2°

Se debe saber la intensidad de dolor de cada individuo para proporcionar el
analgésico adecuado, esto con ayuda de la escala numérica o la escala visual
analdgica (EVA), la primera valora el dolor mediante nUmeros que van de menor a
mayor en relacion con la intensidad del dolor, que van de 0 a 10, siendo 0 ausencia
y 10 el maximo dolor, la segunda lleva el método subjetivo mas empleado por tener
una mayor sensibilidad de medicién, la cual no emplea numeracion ni palabras
descriptivas, consiste en una linea de 10 cm de longitud, en los extremos se sefiala
el nivel de dolor minimo y méximo, el paciente debe marcar con una linea el lugar
donde cree que corresponde la intensidad de dolor. Con este tipo de escalas se

puede ayudar a determinar la intensidad de dolor de cada paciente (Figura 6).25?7

| TE N SASE

Figura 6. Escala de EVA, que va de 0 (sin dolor) a 10 (méximo dolor)

El objetivo del tratamiento es reducir el dolor en un periodo corto, mejorar la calidad

de vida del paciente y continuar con sus actividades cotidianas. Existen grupos de
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farmacos divididos en tres lineas, para el uso del dolor neuropético, en la Tabla 1

se incluyen los antidepresivos triciclicos y duales, los neuromoduladores o

gabapentanoides, anestésicos locales, opioides y anticonvulsivantes, entre otros.?®

Primera linea de tratamiento.

Antidepresivos:

1.- Antidepresivos triciclicos: (ATC)

Este tipo de fAarmacos se considera de primera linea para el dolor neuropatico ya
que modulan el dolor a través de blogueo de canales de Ca?*y Na*, la inhibicion de
la recaptura de mono-aminas y el bloqueo del receptor de NMDA. Unos de los
farmacos son la amitriptilina, clomipramina, desipramina e Imipramina,
especialmente para el tratamiento de neuropatia diabética y de neuralgia
postherpética. Estos dos ultimos farmacos con menos efectos secundarios, como

es nauseas, vomito, somnolencia. 2°

2.- Antidepresivos duales: (AD)

Los Antidepresivos duales son de gran utilidad en la neuropatia diabética, inhiben
la recaptacion de noradrenalina-serotonina (ISRN). Existe evidencia de su eficacia
en pacientes con polineuropatia dolorosa, estos farmacos son la duloxetina que se
aprobé para el tratamiento de la neuropatia diabética en el 2005, venlafaxina inhibe

selectivamente a serotonina en bajas dosis y es dual en dosis altas.?®

3.- Neuromoduladores: (N)

Estos se unen a la unidad o256 de los canales de calcio dependientes de voltaje de
los terminales presinapticos del SNC en el asta posterior, disminuyendo la liberacion
de glutamato, norepinefrina y sustancia P. Gabapentina, fue efectiva en varios tipos
de dolor neuropatico periférico. Pregabalina ha mostrado eficacia para la
neuropatica diabética y neuralgia postherpética, en la actualidad es el Unico farmaco
autorizado para el dolor neuropatico central. 27:2°

4.- Anestésicos Locales (AL)
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——
| —



RO
ANTECEDENTES e Zoulial
de Farmacia

Este grupo de farmacos son estabilizadores de membrana y bloqueadores de
canales de Na*. Este grupo de farmacos presentan escasos efectos adversos, que
suelen consistir en erupcion o eritema. El parche de lidocaina al 5% es el mas
usado, se puede usar en forma topica y es de primera eleccién para el dolor

neuropatico localizado. 2627

Segunda linea de medicamentos.

Opioides

Se ha mostrado que los opioides son eficaces en mudltiples cuadros de dolor
neuropatico, sin embargo, se necesitan mas estudios para saber el tratamiento, cual
y en gué dosis sera la indicada del opioide. Se recomienda usar opioides con una
intensidad de dolor mayor a 7 en la escala de EVA como el tramadol (opioide débil)
y morfina de accion rapida, pero sus usos estan limitados por sus efectos adversos.
Por otro lado, la Oxicodona y metadona de liberacion lenta tienen una potencia

similar a la morfina.?®

Tercera linea de medicamentos.

Anticonvulsivantes

En esta categoria se encuentran los bloqueadores de canales de Na* como la
carbamazepina para el uso de neuralgia de trigémino en dolor neuropético

periférico.

Antagonistas de los receptores de NMDA (Ketamina), sin embargo, el uso en la
practica médica clinica esta limitada por sus importantes efectos adversos
(hipertension, taquicardia, depresion respiratoria).?”2°

La capsaicina en parche o topica esta autorizada para el alivio del dolor moderado

a severo en la neuropatia diabética que no haya respondido a otro tratamiento.?’

Cannabinoides: sus derivados son beneficiosos contra el dolor neuropatico

asociado a esclerosis multiple y se recomienda su uso en esta situacion.?®

12
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Tabla 1. Farmacos de uso frecuente en el tratamiento de dolor neuropatico

Clase Farmaco

ATC  Amitriptilina* I . I
I
N/CH3
(l:Hg
Desipramina*a
L0
Hrl\lJ)
CH3
Imipramina*a
SWwe
.
|
AD Duloxetina* OO
0
S N/
\ H
Venlafaxina* OH
N/
\
O\
N Gabapentina*
O
OH
NH,
Pregabalina*
NH,
w
H,C CH,
AL Lidocaina*

T

@)

-

/_2)

Mecanismo de accion
Reduccion en la
recaptacion de la
norepinefrina  (NE) vy
serotonina (5-HT)

Reduccion en la
recaptacion de la NE y
5-HT

Reduccion en la
recaptacion de la NE y

5-HT

Inhibidor
reaceptacion de 5-HT y
NA

de la

Inhibidor selectivo de la
recaptacion de 5-HT y
NA.

Ligando de canal de

Ca2+

Ligando de canal de

Ca*

de la
de

impulsos nerviosos.

Bloqueo

conduccion los

*Primera linea, **Segunda linea, *** tercera linea de medicamentos

Efectos adversos
Nauseas, vémito,
somnolencia,
cansancio,
estrefiimiento.
Nauseas, pesadillas,
somnolencia,
cansancio, boca seca,
estrefiimiento.
Nauseas, pesadillas,
cansancio,

somnolencia, cambio de

apetito.

Nauseas, vémito,
diarrea, estrefiimiento,
acidez gastrica,

sequedad en la boca.
Astenia, sudacion,

Nauseas, Constipacion,

Anorexia, Vértigo,
nerviosismo.

Sedacion, ataxia,
ganancia de peso,
diplopia

Sedacion, ataxia,
ganancia de peso,
diplopia

Nauseas, somnolencia,
alteraciones del
lenguaje, confusién,

vértigo y tinnitus.
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Tramadol**
P
I
@)
I Morfina**Hac
D
E
S He” 0"
Oxicodona* o l
e
H N—
O
Metadona** |
0 N
AC Carbamazepina***
0]
(A
O)\NHZ
AN Ketamina***
Cl
/
HN
0]
T Capsaicina en parche***

HO
:©\/H
N
o Y\/\A\)\
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Agonista p-opioide
Agonista k-opioide

Agonista 5-opioide

Agonista p-opioide

Agonista p-opioide

Agonista p-opioide
Agonista k-opioide

Agonista 5-opioide

Estabilizador de
membranas nerviosas
excitadas. Inhibe

descargas neuronales,

reduce la propagacion

sinaptica (impulsos
excitatorios)
Antagonista del

receptor NMDA,
u-opioide. Bloqueador
de canales de Na® y
Ca?.

receptor o1

Antagonista del

Inhibidor de liberacién

de la sustancia P.

*Primera linea, **Segunda linea, *** tercera linea de medicamentos
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Depresion respiratoria,

ataxia, sedacion,
constipacion y nauseas.
Depresion respiratoria,
deterioro cognitivo,
sedacién, constipacion,

dolor

Boca seca,

estomacal, rubor,
céfalea, somnolencia y

cambios de humor.

Ojos llorosos, pupilas
dilatadas, irritabilidad,
ansiedad, dolor de

espalda e inquietud.

Somnolencia, mareos,
inestabilidad, nauseas,
vomitos, dolor de

cabeza y ansiedad.

Hipertension,
taquicardia, hipotension,
bradicardia, arritmia,

depresion respiratoria.

Eritema irritativo vy
sequedad de piel en el

lugar de aplicacion.
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2.2 Receptores o
Los receptores sigma (c) se caracterizaron anteriormente como parte de los
receptores opioides los cuales median los efectos de la morfina, sin embargo,

tiempo después se descubrié la existencia del “receptor ¢” el cual diferia de los

receptores opioides.*°

Hasta la fecha se han logrado identificar dos subtipos del receptor c: 61y o2 (Figura
7). El receptor o2 interactia con canales para la movilizacion de iones como, por
ejemplo, Ca?* y K*. Ademas, que desempefia un papel importante en la
diferenciacion celular.3! Mientras que al receptor o1, se le ha atribuido un papel en
la modulacién farmacolégica para tratar el dolor, este receptor se expresa
abundantemente en varios centros del dolor de la region central del sistema

nervioso central, modulando diversos receptores y canales.*

2.2.1 Historia
De los dos subtipos, el receptor o1 ha sido clonado en humanos y roedores, y su
secuencia de aminoacidos no muestra homologia con otras proteinas de
mamiferos. Varios farmacos psicoactivos muestran una afinidad alta a moderada

para estos receptores.3?

%

4

f ;,_i"‘f'

§
2
-

Figura 7. Receptor o1 co-cristalizado (izquierda), Receptor o2 (derecha)
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Se sabe que ciertos neuroesteroides (pregnenolona, dehidroepiandrosterona,
progesterona y testosterona) interactdan con los receptores o1, y se ha propuesto
gue son sus ligandos enddgenos. Estos receptores se localizan en la membrana
plasmatica y en las membranas subcelulares, particularmente en el reticulo
endoplasmatico (RE), donde juegan un papel modulatorio en la sefializacion
intracelular de Ca?*. Los receptores o1 también juegan un papel modulador en la
actividad de algunos canales i6nicos y en varios sistemas neurotransmisores,
principalmente en la neurotransmision glutamatérgica. Los receptores o1 han sido
estudiados minuciosamente con el fin de tratar de dilucidar sus posibles
aplicaciones neurofarmacoldgicas, principalmente en procesos de aprendizaje y
memoria, depresién y ansiedad, esquizofrenia, analgesia y algunos efectos de

sustancia de abuso.3?

El peso molecular se encontré que difiere entre los dos subtipos de receptores: el
receptor o1 es un polipéptido Unico de 29-kDa clonado por primera vez en 1996,
mientras que los receptores o2 no han sido clonados todavia y tienen un peso

molecular aparente de 18-21.5 kDa segun estudios de “fotolabeling”.3?

2.2.2 El receptor o1
EL receptor o1 esta ampliamente distribuido en érganos periféricos y diferentes
areas del SNC involucradas en la memoria, la emocion, la funcién sensorial y
motora. El receptor o1 posee tres dominios transmembranales y se agrupan en la
membrana del RE asociadas a las mitocondrias (MAM por sus siglas en inglés
mitochondrion-associated endoplasmic reticulum (ER) membranes) y que
yuxtaponen la densidad postsinaptica de tipos especificos de neuronas. El receptor
o1 ejerce actividades chaperonas mediante las cuales se estabilizan las proteinas

de membrana del RE.30:33

2.2.2.1 Co-cristalizacion quimica
El receptor 61 se encuentra co-cristalizado y depositado en su base de datos desde

abril del 2016 por Andrew et al.®® Esta es una proteina trasmembranal que reside
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en el reticulo endoplasmico. Las estructuras revelan una arquitectura trimérica con
un solo dominio trasmembranal en cada mondmero. El dominio carboxi-terminal del
receptor muestra una extensa superficie hidrofébica proximal a la membrana plana,
siguiendo una asociacién intima con la superficie citosélica de la membrana del

reticulo endoplasmico en las células.33

Los estudios farmacologicos sugirieron que los receptores p, & y K estaban
estrechamente relacionados entre si, mientras que el receptor o se mostré como
distinto. A diferencia de los receptores opioides candnicos, el receptor o1 muestra
una afinidad insignificante por la naloxona y la naltrexona. En 1996, la clonacion
molecular del receptor o1 confirmo definitivamente que el receptor es diferente en
secuencia de los verdaderos receptores opioides. Desempefia un papel clave en la
fisiologia humana y se ha demostrado que modula una variedad de enfermedades

del sistema cardiovascular y nervioso.33

Otra investigacién importante ha sugerido un papel para el receptor g1 como
proteina chaperona del reticulo endoplasmico y regulador de la sefalizacién del
calcio, y se ha informado que regula la actividad de varios canales ionicos y

receptores acoplados a la proteina G.33

Los dos ligandos, 4-IBP y PD144418 (Figura 8), se seleccionaron en parte sobre la
base de su divergencia en la estructura quimica, con un coeficiente de similitud
Tanimoto de 0.235, lo que indica una similitud de estructura fundamental. No
obstante, debe observarse que ambos compuestos son moléculas alargadas,
cargadas positivamente, con caracter hidrofébico importante, todas las

caracteristicas comunes entre los ligandos del receptor c1.%2

El receptor o1 se clond y se extrajo mediante una metodologia muy extensa, donde
se hacen varias mezclas de buffers, centrifugaciones y haciendo lisis en las células.
Después el receptor se purifico debidamente para que fuera bioguimicamente puro
y mezclado con los dos ligandos, 4-IBP y PD144418, para ser congelados a -80 °C

17
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hasta su debido uso para la cristalografia. Posteriormente, se evalud la pureza y la
monodispersidad de las muestras cristalograficas, la cristalizacion crecio

lentamente y alcanzaron su tamafio completo en el transcurso de 2-4 semanas.33

Figura 8. Ligando PB144418 (A), 4-IBT (B).33

2.2.2.2 Activacion molecular (Role)
A nivel sub-celular, el receptor o1 se localiza en membranas biolégicas, asi como

las micros6micas, mitocondriales, nucleares y plasmaticas .3*

Other GPCRs

D1R, D2R, CB1R, MOR NMDAR

1.2,13,1.4,15 Ltype
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La actividad chaperona del receptor o1 esta regulada con la interaccion proteina-
proteina directamente con otra chaperona del reticulo endoplasmico, la proteina de
unién a inmunoglobulinas/proteina regulada por glucosa de 78 kDa (BiP/GRP78),

sin embargo, el receptor o1 se encuentra acoplado con BiP en su estado normal.3®

El receptor o1 regula la movilizaciéon de Ca?* intracelular mediada por el receptor IP3
(inositol 1,4,5-trifosfato) en la MAM. El Ca?* emigrado a las mitocondrias activa la
produccion de ATP. Las neuronas agotadas con el receptor o1 promueve la
maduracion de las espinas dendriticas y el reclutamiento de AMPA/NMDA a las
membranas postsinpticas, también puede modular las proteinas postsinapticas,
las cuales incluyen una variedad de canales iénicos (Na?*, K*), asi como receptores
acoplados a proteinas G (receptores opioides, DA, D2 y u) mediante la translocacion

a la proximidad de la densidad postsinaptica.*°

En estado anormal o de estrés (esto es debido a la activacion de IP3 o disminucion
de la concentracion de Ca?* en el reticulo endoplasmico) el receptor o1 se disocia
de BIiP para activarse como chaperonas moleculares. El receptor o1 libre se asocia
como chaperona del tipo reguladora a los receptores IP3 en el MAM, de ese modo
disminuye su degradacion. El receptor o1 tiene como objetivo de membranas
receptores acoplados a proteinas G y varios canales idnicos, de estos se saben que
interactta con los receptores de NMDA (NMDAR), canales de K* dependientes de
voltaje (Kv1.2, Kv1.3, Kvl.4 y Kv1.5), canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo
L (VDCC), receptores GABA A, receptores de dopamina D1 y D2, receptores

cannabinoides y receptores 5-HT1a y 5-HT 2a como se muestra en la Figura 10.

Tras la uniéon de los receptores o1 0 el agotamiento de Ca?* en el reticulo
endoplasmico, el receptor o1 se disocia de BiP, cambiando asi al estado activo. Por
lo contrario, los antagonistas del receptor o1 fortalece la asociacion con BiP, lo que
inhibe la accion de los agonistas. En consecuencia, en los sistemas vivos, la

actividad chaperona se activa rapidamente mediante aplicaciones de agonistas del
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receptor o1 0 mediante la activacion de los receptores IP3 a través de los receptores

metabotrépicos acoplados a proteinas G en la membrana plasmatica.s?

(a) (b)

Sig-1R agonists
(cocaine, (+)-pentazocine) | |

DA transporter

-
Ly, (Na,1.5) Y
!

= A

A \
U, ovra), wen s, i, 0\ - k
N 1 1, (L-type) \‘ ;

\ 1 !

XN ! t / {

) i

.
N

i ’
/ )
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TRENDS in Neurosciences

Figura 10. Role del receptor c1.3¢

2.3 Moléculas enddgenas agonistas y antagonistas del receptor o1

Existen moléculas endbgenas (neuroesteroides) que pueden ser agonistas o
antagonistas del receptor o1 (Figura 11), moduladoras de la actividad neuronal,
estos ligandos se sintetizan en el SNC y SNP, estas moléculas son la pregnenolona,
dehidroepiandrosterona (DHEA), sus ésteres de sulfato, progesterona vy
alopregnenolona.’” Entre los neuroesteroides, se sabe que la DHEA y la
pregnenolona son agonistas, mientras que la progesterona y la testosterona son

antagonistas del receptor c1.30:37

Agonistas Antagonistas

Pregnenolona DHEA Progesterona Testosterona

Figura 11. Neuroesteroides, ligandos endoégenos del receptor o1.
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2.4. Moléculas exdgenas agonistas y antagonistas del receptor o1
Existen moléculas exdgenas (xenobidticos) agonistas y antagonistas del receptor
o1, los agonistas se muestran en la Figura 12 y los antagonistas se describen en

los siguientes subtemas para saber mas de ellos.

PRE-084 (+)-Pentazocina DTG

Iz

Figura 12. Ligandos exégenos del receptor o1 (Agonistas)

2.4.1 Antagonista del receptor o1 (S1RA o0 E-52862)

El S1IRA ha mostrado en ensayos in vitro alta afinidad por el receptor o1 (Ki= 17 nM),
no presentd actividad significativa sobre otros receptores, canales de iones o
enzimas, atraviesa la barrera hematoencefélica para llegar a los receptores o1 que
se encuentran en el sistema nervioso central. Este farmaco presenté efecto
analgésico para las fases | y Il de estudios clinicos, obteniendo resultados en los
estudios farmacocinéticos, mostrando ser seguros en dosis que van de los 400 mg
a 800 mg por dia (Figura 13).28:38

Figura 13. Antagonista selectivo de los receptores o1 (S1RA por sus siglas en inglés Sigma-1

Receptor Antagonist).
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2.4.2 N-[2-(morfolin-4-il)etil]-2-(naftalen1-iloxi)acetamida (NMIN)
El compuesto NMIN (Figura 14) fue sintetizado por el L.F. Luis Alberto Melo en la
tesis de licenciatura, en el grupo de trabajo del Dr. Gabriel Navarrete. El NMIN
mostré en ensayos in vitro una afinidad de 324 nM para el receptor o1, en los
ensayos in vivo no observo ninguna actividad antinociceptiva en el modelo de dolor
artritico, pero si se obtuvo un efecto antialodinico en dolor neuropatico dependiente

de la dosis con eficacia similar a morfina y BD-1063 (antagonista del receptor c1). 3°

%/0\)?\”/\/@

Figura 14. Antagonista del receptor o1 NMIN.

2.4.3 2-(3,4-diclorofenoxi)-N-(2-morfolin-4-iletil)acetamida (AAO-1)
El compuesto AAO-1 fue sintetizado en el grupo de trabajo del Dr. Gabriel
Navarrete, mostrando una alta afinidad por el receptor o1 (Ki= 42 nM) en los ensayos
in vitro, ademas los resultados de la parte in silico mostraron adecuadas
propiedades farmacocinéticas, farmacoldgicas y toxicoldgicas. El los resultados in
vivo el compuesto mostré un efecto antinociceptivo en el dolor inflamatorio (Figura
15).40

Figura 15 Antagonista del receptor 61 AAO-1
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2.4.4 Haloperidol
Los laboratorios Janssen sintetizaron el compuesto haloperidol (Figura 16) el dia
11 de febrero en el afio de 1958. Paul Janssen y sus colegas vieron al compuesto,
en aquel entonces llamado R1625, de gran interés, por su accién farmacoldgica
similar a clorpromazina; sin embargo, haloperidol fue mas potente, ya que a
concentraciones mas bajas produjo la actividad farmacoldgica. El dia 28 de octubre
del mismo afio, se realizo la primera publicacion clinica de los efectos de haloperidol
como un neuroléptico, posteriormente se demostrd en estudios clinicos que poseia
actividad contra delirios y alucinaciones, ya que el numero de pacientes
cronicamente hospitalizados pudo abandonar el hospital psiquiatrico y vivir en su

hogar después de la toma de este nuevo medicamento. 4

OH

Figura 16.- Haloperidol

2.4.4.1 Quimica, farmacocinéticay farmacodinamia del haloperidol
Haloperidol puede ser administrado por diferentes vias, en éstas estan incluidas oral
e intramuscular, tiene un peso molecular de 375 g/mol, un punto de fusion de 151.5
°C y un LogP de 4.3. Se absorbe un 60% del farmaco por la via oral, uniéndose el
92% a proteinas (a-globulina acida), es metabolizado en el higado por el CYP3A4,
tiene una vida media de 3 semanas y una DLso de 165 mg/kg (rata, oral). Las
reacciones por las que se elimina el farmaco son a través de oxidacion, reduccion
(Fase 1) y glucuronidacion (Fase I1).424 Es un agente psicotrépico utilizado para el

tratamiento de la esquizofrenia, psicosis aguda y crénica, puede potenciar la
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depresion del SNC producida por otros medicamentos que actuan como éste, sin
embargo, hoy en dia se esta viendo un nuevo uso terapéutico, el cual es como

antagonista del receptor c1.43

En la actualidad el dolor neuropético es una afeccion salud dificil de tratar, de la cual
se hace investigaciéon con la finalidad de encontrar una terapia que resulte eficaz
para esta condicién, como es el caso del uso de antagonistas del receptor o1, y el
haloperidol es un compuesto que ha demostrado tener una alta afinidad hacia estos

receptores actuando como antagonistas en un modelo de dolor neuropatico.?

Se ha demostrado que el haloperidol se une con igual afinidad a los receptores c y
dopamina D2, pero se observd que el metabolito reducido del grupo carbonilo se
une a al receptor o1 con la misma afinidad que haloperidol. Sin embargo, este
metabolito tiene menos afinidad a los receptores dopaminérgicos en comparacion

con Haloperidol.#

En el grupo de trabajo del Dr. Francisco LOpez se realizaron estudios
farmacolégicos de alodinia e hiperalgesia en un modelo experimental para
corroborar su accién de antagonizar a los receptores o1 en condiciones de dolor
neuropatico. Este demostro similitud de eficacia que gabapentina, y de igual forma
revirtid el efecto agonista del compuesto PRE-084. Se demostr6 que haloperidol
presenta efecto antinociceptivo en un modelo de constriccién crénica del nervio

ciatico (CCl por sus siglas en inglés “chronic contriction injury”).24°
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3. JUSTIFICACION

El dolor neuropético es un padecimiento que se incrementa dia a dia, como un
problema de salud publica con implicaciones econdmicas y sociales relevantes.
Desafortunadamente, los farmacos antidepresivos, anticonvulsivantes y los
opioides mas empleados para controlar este tipo de dolor no cubren las expectativas
terapéuticas de los pacientes dado que el dolor persiste por la baja eficacia que
presentan. La inadecuada eficacia terapéutica en la neuropatia tiene altas
implicaciones econdémicas en el Sector Salud y en la calidad de vida del paciente.
El 15% de los pacientes que asisten a consulta por dolor es de origen neuropatico,
ya que deriva de patologias como son la radiculopatia, la neuropatia diabética, el
dolor neuropético asociado a cancer, dolor fantasma y dolor post-quirdrgico, por

mencionar algunos.

Los pacientes afectados con este padecimiento sufren desordenes del estado de
animo, asi como incapacidad para realizar actividades cotidianas incluyendo su

desemperio laboral.

Por lo anterior, es necesario proponer opciones terapéuticas que produzcan mayor
eficacia y menos efectos y/o reacciones adversas asociados a los farmacos que se

prescriben en la actualidad.

Con base en lo anterior, en este proyecto se plantea el disefio y sintesis de nuevas
entidades quimicas para el tratamiento del dolor neuropatico. Se propone una serie
de moléculas de tipo benzamidas/bencilaminas piperidinicas analogas del
haloperidol (antagonista de los receptores c1) con propiedades antihiperalgésicas y

antialodinicas.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos disefiados derivados de benzamidas/bencilaminas

piperidinicas y morfolinicas produciran efecto antihiperalgésico y antialodinico en un

modelo de dolor neuropéatico en rata debido a su similitud estructural con

haloperidol.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Disenar, sintetizar vy evaluar in combo los derivados

benzamidas/bencilaminas piperidinicas y morfolinicas de haloperidol como posibles

antagonistas al receptor o1 para la terapéutica del dolor neuropatico.

5.2 Objetivos especificos

Sintetizar, purificar y caracterizar mediante técnicas espectroscépicas (RMN
de 'Hy 3C) y espectrométricas (EM) seis analogos de haloperidol.
Realizar un analisis de prediccion in silico de las propiedades
farmacocinéticas, metabdlicas, toxicolégicas y cuasi-farmaco de los
compuestos  sintetizados mediante el uso de herramientas
quimioinformaticas.

Evaluar in vitro la afinidad de los compuestos sobre el receptor o1.

Realizar estudios de acoplamiento molecular (“Molecular Docking”) de los
compuestos sobre el receptor o1 para conocer su posible modo de union.
Realizar un analisis de consenso farmacoldgico para seleccionar el mejor
candidato y efectuar ensayos in vivo en un modelo de dolor hiperalgésico y

alodinico en rata.
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6. CONSIDERACIONES QUIMICO-FARMACEUTICAS PARA EL
DISENO MOLECULAR

6.1 Disefio de los compuestos
Para la consideracion del disefio de los compuestos analogos de haloperidol (LMH
1-6) se tomo en cuenta el farmaco haloperidol, donde la amina terciaria ionizable es
importante para la actividad. En la Figura 17 se observa su estructura quimica y en
esta se resalta con colores los grupos funcionales importantes para mostrar afinidad

sobre el receptor o1.

OH

F Haloperidol

Figura 17. Haloperidol con grupos quimicos para la afinidad al receptor o1.

En esta serie de moléculas LMH 1-3 tienen el fragmento comin benzamida
piperidinica (sustituida en posicion 4 del anillo de benceno). Para los compuestos
de tipo benzamidas morfolinicas, debido a su baja afinidad obtenida, se opté por no
sintetizarlos. Por este motivo se plantearon nuevas moléculas LMH 4-6, los cuales
son derivados de los compuestos benzamidas piperidinicas, mediante la reduccion
del grupo carbonilo, ya que se ha observado que el metabolito de reduccion de
haloperidol es menos afin a los receptores dopaminérgicos D2, pero conserva su
afinidad sobre los receptores 1. Para este proyecto es importante tener afinidad por
los receptores o1, y evitar la union sobre los receptores centrales de dopamina. De
esta manera no se tendria la actividad incisiva en alucinaciones o sedacién

psicomotora como posee el haloperidol (Figura 18).4
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F
O
H
R’ R?

Productos finales 1-3 Productos finales 4-6
1:R1=R2=H 4:R1=R2=H
2: R'= F; R%=H 5:R'=F; R?=H
3: R'= R2= CI 6: R'=R%=ClI

Figura 18. Disefio de estructuras basados en el farmaco haloperidol, LMH 1-6.

6.2 Interaccién molecular ligando proteina (haloperidol 2 o1)
En la siguiente Figura 19 se observa el acoplamiento molecular de haloperidol con
el receptor o1 (PDB ID: 5HK?2). Los resultados fueron ordenados en grupos con
RMSD<0.5 A. Se puede observar una interaccién polar (3D) del residuo de
aminoécido Serl117 con el grupo hidroxilo unido al ciclo de piperidina. En la imagen
2D se observa una interaccién n-cation con PhelO7 y el amino ionizable del

heterociclo.

a N\ &

L]

SERZ1.17s
-

- Z
<y

¥

Figura 19. Visualizacion en 3D y 2D de haloperidol (Azul) en el sitio de union del receptor o1.
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Existen diferentes modelos farmacoférico que se han desarrollado como método
para la explicacion de la afinidad y creacion de los ligandos o1. Todos los modelos
propuestos coinciden en los dos farmacéforos basados en este proyecto, en ellos
se habla de tres importantes grupos funcionales repetidos en al menos el 70% de
ligandos probados: 2 fracciones hidrofébicas y una seccion cationica central. Los
compuestos propuestos, asi como el farmaco haloperidol mantienen distancias muy

cercanas a las propuestas en el grupo del Dr. Gabriel Navarrete (Figura 20).46

MODELO DE FARMACOFORO

Hydrophobe_Aromatic

(A) 5.941

Hydrophobe

(©)
9.313

Figura 20. Modelo farmacoférico para ligandos selectivos o1.

Las distancias mostradas en la figura 20 son: a) 5.941, b) 3.983y ¢) 9.313 A,%6 son
muy cercanas en comparacion con los compuestos propuestos en este proyecto
para ser ligandos del receptor 1. Si se hace referencia al grupo farmacoforico
propuesto por Glennon, las distancias serian: a) 6-10, b) 2.5-3.9y ¢) 11.2 A7 como
se muestra en la Figura 21, comparando las dos propuestas se puede apreciar una

similitud en las distancias.
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(B)2.5-39 A (A)6-10 A

— o

Regi6n hidrofébica © 1124 Regién hidrofébica
secundaria primaria

Figura 21. Modelo farmacoférico propuesto por Glennon.4”

En la Figura 22 se observa la sobreposicion (overlay) de haloperidol y los
compuestos LMH 1-3 en 3D, donde el farmaco posee distancia parecidas entre las

regiones hidrofébicas que los compuestos propuestos.

Figura 22. Multialineacién y distancias mostradas por haloperidol y los compuestos LMH 1-3, como

ligandos del receptor o1.
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El disefio quimico farmacéutico fue empleado para realizar la modificacion de
manera racional, para mantener la actividad bioldégica, mejorar sus caracteristicas

fisicoquimicas y reducir la toxicidad de las moléculas propuestas.

6.3 Reglas de Lipinski y Veber en el disefio de los compuestos con
actividad bioldgica.
La regla de los 5 (regla de Lipinski), junto con las reglas de Veber son de las méas
utilizadas para el disefio racional de nuevas moléculas, asi como su prediccion para
una buena permeabilidad celular y por ende una absorcion adecuada, ya que

mantienen los compuestos propiedades estructurales similares a farmacos.

Para la regla de Lipinski y Veber, la molécula no debe presentar mas de dos
violaciones a los siguientes criterios, ya que podrian tener problemas de absorcion,

permeabilidad y biodisponibilidad, estas reglas son:

Regla de Lipinski*®

- Peso molecular inferior a 500 g/mol.

- Numero de donadores de puentes de hidrégeno menor a 5, expresado sobre la
misma molécula.

- Numero de aceptores de puentes de hidrégeno menor a 10 (2 X 5), expresado
sobre la misma molécula.

- Coeficiente de particion (LogP) menor a 5.

Regla de Veber?’
e <10 enlaces rotables (flexibilidad molecular).
e <140 A? de area polar superficial (APS).

e < 12 puentes de hidrégenos totales (aceptores y donadores).

Para obtener esta informacién, se usoé el servidor computacional Molinspiration
Cheminformatics (Figura 23) que permite calcular las reglas antes mencionadas,

asi de igual forma indica el numero de violaciones a dichas reglas.

31

——
| —



€

s molinspiration.com

cheminformatics

Molinspiration Product and
Services

Calculation of Molecular
Properties and Prediction of
Bioactivity

Galaxy 3D Structure
Generator

Molecular Database -
Substructure and Similarity

irirstion

CONSIDERACIONES PARA EL DISENO MOLECULAR

Molinspiration Cheminformatics Software

Molinspiration offers broad range of cheminformatics software tools supporting
molecule manipulation and processing, including SMILES and SDfile conversion,
normalization of molecules, generation of tautomers, molecule fragmentation,
calculation of various molecular properties needed in QSAR, molecular modelling
and drug design. high quality molecule depiction, molecular database tools
supporting substructure and similarity searches. Our products support also
fragment-based virtual screening. bioactivity prediction and data visualization.
Molinspiration tools are written in Java, therefore can be used practically on any
computer platform.

Search
Molinspiration Publications.
Molinspiration FAQ

JME Molecular Editer

About Molinspiration

mok tion < Molinspiration supports internet
i chemistry community by offering free
on-line services for calculation of
I important molecular properties (logP.
LSOO 0| = polar surface area, number of

hydrogen bond donors and acceptors
and others), as well as prediction of
o bioactivity score for the most important
drug targets (GPCR ligands, kinase:
inhibitors, ion channel modulators,
nuclear receptors). Number of
melecules processed per month exceeds 80,000!

More than 2200 Citations in Scientific Papers!

Molinspiration software is used by hundreds of cheminformatics experts in industry
and academia to produce high-quality scientific results. According fo the Google
Scholar our tools are more than 2000 times cited! Check the (incomplete) list of

publications produced with help of our software.

Cheminformatics on the Web
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Molinspiration now also on Touch Devices!

Molinspiration interactive web services
are available from now not only on
desktop computers, but also on touch
devices including iPhone, iPad and

Android phones and tablets. Molecule
structure input to our property
calculation and bioactivity prediction
services is powered by the JSME
molecule editor writen in JavaScript.
Also our Galaxy 3D molecule

visualizer that allows interactive display of molecules in various modes and
visualization of surface molecule lipophilicty potential and polar surface area is
written in JavasScript.

Molinspiration Molecule Viewer
BT

“**| Molinspiration Molecule Viewer allows

visualization of collection of molecules
encoded as SMILES or SDfile. SMILES
is automatically transformed into

* | molecule 2D representation by our

depiction engine. Display of associated
data, selection of molecules, built-in
substructure search and export of
selected molecules is supported. Viewer
is written in Java, therefore is platform

7| independent and may by used on any

computer where the Java runtime is
installed. Ask for free evaluation

now!

Figura 23. Programa Molinspiration Cheminformatics online (http://www.molinspiration.com).*®

En el estudio se determind que las moléculas finales disefiadas no presentan

violaciones a las diferentes reglas (Lipinski y Veber), por lo que se predice que

tendran una adecuada permeabilidad por difusién pasiva, esto se muestra en la

siguiente Tabla 2. Se realiz6 la comparacidén con el compuesto S1RA, ligando de

los receptores o1 que se encuentra en fase Il de experimentacion.

PM (g/mol)

cLogP
N° AH
N° DH
N° ER

APS (A?)

Tabla 2. Valores de las reglas de Lipinski y Veber
Valor de

referen

<5
<10
<5
<10
<140

Violaciones

(N°)

<2

<500

LMH-1 LMH-2 LMH-3 LMH-4 LMH-5 LMH-6

cia
294
2.95
3
1
3
49.4

312
3.11
3
1
3
49.4

363
4.23
3
1
3
49.4

0 0 0

280
3.31

32.3

0

298
3.48

32.3

0

Halo

349
4.60

375
4.30

323 36.9

0 0

S1RA

337
3.33

36.9

0

PM: Peso Molecular; cLogP: Coeficiente de particion; AH: Aceptores de puentes de hidrégeno; DH:

Donadores de puentes de hidrégeno; ER: Enlaces rotables; APS: Area polar superficial
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo se dividié en tres partes como se describe a continuacion:
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1. Parte quimica. El disefio y la sintesis de los compuestos se realizé bajo la

direccion del Dr. J. Gabriel Navarrete-Vazquez en el Laboratorio 5 de Quimica
Farmaceéutica en la Facultad de Farmacia de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (FF-UAEM). Las técnicas espectroscépicas (RMN tHy 13C)
y espectrométricas (EM) se realizaron en colaboracion con el Dr. Héctor Torres
GOmez de la Universidad de Zircher Hochschule fir Angewandte
Wissenschaften (ZHAW) de la unidad Quimica Organica y Quimica
Farmacéutica, el Dr. Carlos Nava-Zuazo de Apotex, Jiutepec, Morelos y por el
Dr. Emanuel Hernandez Nuafiez del departamento de recursos del mar
CINVESTAYV Mérida del Departamento de Recursos del Mar.

. Parte farmacoldgica. La evaluacion in vitro se realiz6 sobre el receptor o1 en
colaboracién con el Dr. Bernhard Winsch y el Dr. Dirk Schepmann del Instituto
de Quimica Farmacéutica de la Universidad de Mduinster, Alemania. Las
pruebas in vivo se realizaron en colaboracion con el Dr. Francisco Javier Lopez
Mufioz y el M. en. C. Josué Vidal Espinoza del Departamento de
Farmacobiologia del CINVESTAV sede Coapa del Instituto Politécnico
Nacional (IPN).

. Parte computacional (In silico). Se divide en dos partes, la primera es un
estudio a priori (antes de la sintesis): Consta de la prediccion de la actividad
biolégica de calculos farmacodinamicos, para determinar si la molécula
poseera o no la actividad propuesta, los programas utilizados son SwissTarget
Prediction, Toxicidad aguda calculado con el software ACD/ToxSuite,
propiedades cuasi-farmacos con el programa OSIRIS, prediccion del
metabolismo con MetaPrind2D-react. La segunda parte del estudio a posteriori

(después de la evaluacidbn farmacologica): consiste en el estudio de
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acoplamiento molecular (“Molecular Docking”) sobre el blanco terapéutico del
receptor o1, en este se observan las interacciones de union ligando proteina.

Esta parte se realizé en el Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica de la FF-
UAEM.

7.1 PARTE QUIMICA
7.1.1 Retrosintesis de los compuestos

En las Figura 24 y Figura 25 se muestra el analisis retrosintético para obtener la
ruta sintética adecuada para la obtencion de las moléculas propuestas LMH 1-6.

ij /E;\HL N_/<_>

Figura 24. Ruta retrosintética de la serie 1-3.

Una vez disefiadas las moléculas finales de la serie 1-3, se observa la desconexion
en el grupo amida para asi obtener el cloruro de acido y la amina correspondiente,

ambos compuestos quimicos se encuentran disponibles comercialmente.

J/;@”@Jp

/N
e

Figura 25. Ruta retro sintética de la serie 4-6.
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Para las moléculas finales disefiadas de la serie 4-6, se observa una interconversion
de grupo funcional (IGF) para obtener la imina, cuya desconexion muestra el
benzaldehido y la amina primaria correspondiente, ambos compuestos quimicos se

encuentran disponibles comercialmente.

7.1.2 Metodologia general para la sintesis de los compuestos de N-(1-
bencilpepiridin-4-il)benzamida (LMH 1-3)

Para el proceso se colocoé la 4-aminobencilpiperidina (11) en agitacion con
trietlamina en diclorometano seco como disolvente. Posteriormente se hizo
reaccionar con cloruro de benzoilo adecuadamente sustituido (8-10) mediante una
reaccion de Schotten-Baumann. La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente

para obtener los compuestos finales LMH 1-3 (Figura 26).

(e} (0}
H
R2 R1 R2

R‘I

8-10 " Productos finales 1-3
8:R'=R?=H 1:R'=R?=H
9:R'= F; R?=H 2:R'=F; R?=H
10: R'=R?=Cl 3:R'=R?=Cl

Figura 26. Sintesis de los productos finales 1-3, derivados piperidinicas.

7.1.3 Metodologia general para la sintesis de los compuestos de N-1-
dibencilpiperidin-4-amina (LMH 4-6).

La 4-aminobencilpiperidina (11) se colocé en agitacién con dicloroetano como
disolvente, posteriormente se hizo reaccionar con el benzaldehido adecuadamente
sustituido (12-14) para obtener la base de Schiff correspondiente, a continuacion,
se agrego el NaBHs3CN (7) para la reduccion del doble enlace y asi obtener los
compuestos finales LMH 4-6 (Figura 27). La reaccion de mantuvo a temperatura

ambiente.
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Figura 27. Sintesis de los productos finales 4-6, como derivados bencilpiperidinicos.

7.2 PARTE COMPUTACIONAL (in silico a priori)

7.2.1 Herramienta como predictor de dianas terapéuticas (“SwissTarget
Prediction”)

El programa SwissTarget (http://www.swisstargetprediction.ch/) es de libre acceso
y fue disefiado para predecir algunos tipos de actividades bioldgicas basados en la
forma estructural de la molécula. Se compara la estructura de consulta en la
biblioteca de mas de 280 000 compuestos activos. Este programa fue utilizado para

predecir la actividad analgésica de los compuestos sintetizados (Figura 28).%°

sostere SwissTargetPrediction

T —
SwissTargetPrediction
Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Download Contact Disclaimer

This website allows you to predict the targets of a small molecule. Using a combination of 2D and 3D similarity measures, it
compares the query molecule to a library of 280°000 compounds active on more than 2000 targets of 5 different organisms.

The webserver 1s described in detall in our article: SwissTargetPrediction: a webserver for target prediction of bioactive small
molecules, Nuc!. Acids Res. (2014). For technical information about the prediction algorithm, you can refer to this article: Shaping
the interaction landscape of bicactive molecules, Bioinformatics (2013) 29:3073-3079

Figura 28. Programa Swisstarget Prediction.*°

'
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7.2.2 Software como herramienta predictiva de toxicidad aguda
(ACD/ToxSuite)

El software ACD/ToxSuite es un programa que permite predecir los efectos téxicos,
de éstos se incluyen el bloqueo de los canales hERG, inhibicién de la familia
CYP450, toxicidad aguda, asi como la categoria donde entran los compuestos de
acuerdo con la OECD (Figura 29).5!

ACD/Tox Suite @@

hERG Inhibitors
Trainable Models
P450 Inhibitors
Acute Toxicity

Predicted Values - Human Ether-a-go-go (hERG) Chann

hERG inhibitor
Reliability: Not

@*ﬁop

eeeced

Figura 29. Programa de ACD/ToxSuite.5!

7.2.3 Prediccién de las propiedades cuasi-farmaco (OSIRIS)
EL programa OSIRIS (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/) es de libre

acceso permitiendo calcular diversos parametros, en éstos se encuentran las
propiedades de mutagenicidad, tumorigenicidad, irritabilidad y afecciones en el
aparato reproductivo. Los valores estan codificados en colores, el color rojo es para
aguellos compuestos con peligro de toxicidad y verde para los inocuos (Figura
30).%?
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El programa indica resultados de semejanza de farmacos (Druglikeness), el cual

combina medicamentos, farmacos y productos quimicos disponibles en el mercado,

produciendo una lista de fragmentos disponibles.>® Ademas proporciona un puntaje

(“Drug score”), el cual combina diversos parametros que pueden utilizarse para

estudiar el potencial del compuesto disefiado para llegar a ser un posible farmaco.>

Enter compound name, SMILES or CAS-no:

<7
Ber4
g

e

+

£

Text!

AL

VSO O "

:?ﬂnZn-}OOD/'/%l:’K

<Ctrl-V to paste from clipboard >

Toxicity Risks

© mutagenic  [7]
© wmorigenic  [7]
© mant 7]

Druglikeness [7]

I"HIH'IIS.CE

Figura 30. Programa OSIRIS (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).52

7.2.4 MetaPrint2D-React como predictor del sitio metabdlico

EL programa MetaPrind2D-React (Figura 31) es de libre acceso, siendo una

herramienta que ayuda a la prediccion del metabolismo de los compuestos a traves

del analisis estadistico de las transformaciones metabdlicas, asi como las

reportadas en la literatura cientifica. Este programa predice los sitios de

metabolismo de Fase | (reduccién, oxidacion e hidrolisis) y Fase Il (conjugacion,

sulfatacion y glucuronidacion).>®

——
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| @ www-metoprint?d.ch.cam.ac.uk ¢ @

MetaPrint2D
metabolic site predictor

University of Cambridge > Department of Chemistry > Centre for Molecular Informatics

MetaPrint2D is a tool that predicts xenobiotic metabolism through data-mining and statistical analysis of known

metabolic transformations reported in scientific literature. 1 cl
Two versions are available: MetaPrint2D, which predicts sites of phase I metabolism, defined as the addition of "{O N @
oxygen (e.g. hydroxylation, oxidation, epoxidation) or elimination reactions, and MetaPrint2D-React which can make N
predictions concerning a wider range of reactions, and is able to predict the types of transformation that can take yZ

N |3

place at ease site of metabolism, and the likely metabolite formed.

Select which version you wish to use:

MetaPrint2D MetaPrint2D-React

Predict sites of phase I metabolism Predict metabolic transformations, and likely metabolites formed

(experimentai)

® 2008-2010 Sam Adams, Centre for Molecular Science Informatics Accessibility | Privacy
MetaPrint2D is provided in the hope that it will be useful, but WITHOUT ANY WARRANTY; without even the implied warranty of MERCHANTABILITY or FITNESS FOR A PARTICULAR PURROSE.
Information provided by sea36@cam.ac.uk

Figura 31. Programa MetaPrint2d (http://www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk/).56

7.2.5 Predictor de parametros farmacocinéticos y toxicidad (admetSAR)

El programa computacional de prediccibn farmacocinética admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn:8000/) es un servidor de libre acceso y puede predecir
pardmetros como absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad de las

moléculas en cuestion (Figura 32).%7

Home Search Predict Download About

Home I

What is admetSAR ?

a dmetSAR provides the latest and most comprehensive manually curated data for diverse chemicals associated with known Absorption,

Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity profiles. admetSAR created a user-friendly interface to search for ADMET properties
profiling by name, CASRN and similarity search. In addition, admetSAR can predict about 50 ADMET endpoints by our recently
development chemoinformatics-based toolbox, entitled ADMET-Simulator which integrates high guality and predictive QSAR models.
admetSAR will be helpful for in silico screening ADMET profiles of drug candidates and environmental chemicals.

Main Features of admetSAR News & Updates

October 23, 2012, The paper of admetSAR was published by 1.
) ) Chem. Inf. Model. selected as the hot paper of JCIM in Dec.
Human Intestinal Absorption (HIA) 2012 ( 2012, 52(11): 3099-3105).
Human Oral Bioavailability (HOB) October 2, 2012, New computational methodologies and high
Bleod-Brain Barrier (BBB) Penetration . - N L
Caco-2 Parmeabilit predictive models were published for chemical mutagenicity

¥ prediction (1. Chem. Inf. Model. 2012, 52(11): 2840-2847.)

» Transparter bl 30, 2012, A hensive d ide effects datab
P-glycoprotein Substrate, Inhibitor, etc... une 28 e orena e oy Sl ellects datshase

Renal Organic Cation Transporter (OCT2/SLC22A2) namely MetaADEDB v1.0 was released.
PP March 21, 2012, The admetSAR v1.0 was released.
V Distribution

New modeling methods and high predictive models were
Plasma Protein Binding (PPD) reported for chemical biodegradability prediction (J. Chem. Inf.

it of Pricbedbbian £IAAY e cmimn e e s

Figura 32. Programa admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn:8000/).57
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7.3 EVALUACION in vitro

7.3.1 Ensayo de unién para el receptor o1 (binding)

Para el ensayo se utilizé cerebro de cuyo, el cual se homogenizé con seis
cantidades de sacarosa (0.32 M) en frio. Esta solucion se centrifugé a 1200 rpm/10
min/4°C. El sobrenadante se separé y se centrifugé a 23 500 rpm/20 min/4°C. El
sedimento se re-suspendié en 5-6 cantidades de Buffer-TRIS (50 nMy pH 7.4) y se
centrifugd nuevamente a 23 500/20 min/4°C). Este procedimiento se repite dos
veces. El sedimento final se resuspendi6 entre 5-6 cantidades de buffer y se congelo
a -80°C en porciones de 1.5 mL que contienen aproximadamente 1.5 mg de
proteina/mL. Posteriormente, se preparé una membrana de la corteza cerebral de
cuyo que estaba congelada (alrededor 100 ug de proteina) y se incub6 a varias
concentraciones de los compuestos a evaluar en 2 nM [3H]-(+)-pentazocina (22.0
Ci/mmol; Perkin Elmer) y solucion Buffer-TRIS a 37 °C.

La constante de disociacion (Ki) describe la afinidad entre un ligando y una proteina
en particular. Las afinidades ligando-proteina estan influenciadas por las
interacciones intermoleculares no covalentes entre las dos moléculas, tales como
enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas, fuerzas hidréfobas y fuerzas
Van der Waals. Cuanto menor sea la constante de disociacion, mas fuertemente se
encuentra unido el ligando a la proteina. La unidn no especifica se determiné con

10 uM de (+)-pentazocina. El valor de la Ki de (+)-pentazocina fue de 2.9 nM.?8
7.4 EVALUACION in vivo

7.4.1 Animales

Ratas Wistar macho se utilizaron de 90-110 g de peso aproximadamente, éstas
fueron proporcionadas por el bioterio del Departamento de Farmacologia del
Cinvestav sede Coapa. Los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar
(con ciclos de 12 h dia/noche, 25°C y una humedad de 45-65 %). Los experimentos
se realizaron de acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 y bajo
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las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio y siguiendo un modelo de dolor autorizado por la IASP. La via de
administracion fue subcutanea y cada grupo experimental estuvo constituido por al

menos seis animales.

7.4.2 Cirugia del nervio ciatico

El modelo de constriccion cronica del nervio ciatico (CCl, por sus siglas en inglés).
Consiste en colocar una ligadura en el nervio cidtico para interrumpir la
neurotransmision, lo que genera un fendmeno de alodinia e hiperalgesia. Los
animales se anestesiaron con ketamina/xilacina (50/12 mg/Kg, i.p.) para poder
realizar la diseccion del musculo biceps femoral, se localiz6 la parte mas proximal
a la trifurcacion del nervio ciatico y aproximadamente a 7 mm de ésta se realizaron
4 ligaduras con hilo de seda (3-0) con una distancia de 1 mm entre cada una.
Posteriormente se suturd el musculo con hilo absorbible catgut crémico (4-0) y la
piel (con hilo de seda 3-0), 15 dias después de la cirugia se evaluo la presencia de

alodinia e hiperalgesia (Figura 33).

7.4.3 Evaluacién de alodinia e hiperalgesia

La evaluacion de hiperalgesia se realizé por medio de los filamentos de Von Frey,
aplicando en la superficie plantar de las extremidades posteriores un estimulo tactil
con el filamento para ejercer una fuerza de 15 g (estos filamentos se utilizan para
medir el umbral de dolor, ejerciendo la fuerza de 15 g, ya que con los filamentos de
menor fuerza son imperceptibles a la sensacion de las ratas), cada estimulo se
aplico 10 veces con intervalos de 3 segundos cada uno. La conducta que refleja
hiperalgesia se cuantifica como latencia de retiro de la pata estimulada con el
filamento. Para la evaluacion de alodinia se utilizé el método que consiste en aplicar
un estimulo frio, se colocé 0.1 mL de acetona sobre la superficie plantar de las
extremidades posteriores. La conducta de alodinia se cuantifico como la latencia de
sacudidas y lamidas de la extremidad durante un lapso de 1 minuto, estas conductas
se analizaron a los 0, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos después de la administracion

del compuesto a evaluar (Figura 33).
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7.4.4 Disefio experimental

Para establecer la ventana terapéutica se realizé un cernimiento del compuesto a
evaluar empleando dosis logaritmicas fraccionadas, evaluando el efecto
antialodinico y antihiperalgésico. Posteriormente, se generé una curva dosis-
respuesta de ambas actividades (0.1, 1.0, 3.16, 10.0, 31.6, 100.0 mg/kg, s.c.)

0 30 60 90 120 180
Cirugia (CCI) Evaluacién
(Rata 90-1109) (Alodinia e Hiperalgesia)

Figura 33. Preparacion del estudio in vivo en ratas Wistar

7.4.5 Anadlisis estadistico

Para determinar el efecto del compuesto sobre la presencia de alodinia e
hiperalgesia, los efectos de cada tratamiento se analizaron utilizando seis animales
en cada grupo y los resultados obtenidos se expresan como un promedio + error
estandar de la media (E.E.M.). El valor del area bajo la curva (ABC) se calcul6 a
partir del curso temporal respectivo. EI ABC para cada dosis del compuesto
analizado se calculé mediante el método trapezoidal.’® Para el andlisis de la
sensibilidad nociceptiva a la estimulacion mecéanica en los diferentes puntos
temporales y bajo diferentes tratamientos, se utiliz6 ANOVA de una via, seguido de
un analisis post hoc de Dunnett con p<0.05 comparando vs. vehiculo. En el analisis

ABC, los datos se compararon mediante una prueba de ANOVA de una via seguida
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de una prueba post hoc de Tukey (p<0.05). En todos los analisis estadisticos, una

p<0.05 se considerd estadisticamente significativa.>®
7.5 ACOPLAMIENTO MOLECULAR (Docking, in silico a posteriori)

El acoplamiento molecular (“Docking”), predice la energia de union (AG), asi como
la orientacion y conformacion tridimensional (3D) de la union ligando-sitio de accion,
generalmente en una proteina determinada por difraccion de rayos X o por

modelado por homologia cuando la estructura (3D) se desconoce.??

Los siguientes programas se utilizaron para llevar acabo el acoplamiento molecular

del presente proyecto:

AutoDock es un software con multiples herramientas para predecir interacciones de
moléculas pequefias, con un receptor cuya estructura se debe encontrar en tercera

dimension.>®

MOE (Molecular Operating Enviroment) es un software que apoya firmemente el
disefio de moléculas bioactivas a través de la simulacion molecular, analisis de
estructura de proteinas, procesamiento de datos de moléculas pequenias, el estudio
de acoplamiento de proteinas y moléculas pequefias, y asi sucesivamente bajo las

operaciones unificadas.®°

PyMol es un software que apoya como visor molecular de cédigo abierto para el
disefio de sustancias bioactivas a través visualizacion y simulacion en tercera
dimensién, analizando el tipo de enlace que se forma en el acoplamiento de los
ligandos y las proteinas en cuestion, asi como el procesamiento de datos del

mismo.5!

La estructura tridimensional de la proteina se obtuvo co-cristalizada de la pagina
PDB (Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) bajo el ID: 5SHK2,
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la cual se obtuvo por difractacién de rayos X. El sitio de unién es conocido con el
ligando con el cual fue co-cristalizada la proteina (Figura 34), cabe mencionar que
el ligando es muy similar a los propuestos analogos de este proyecto. Con el
programa ChemBioDraw Ultra 12.0 se construyeron los ligandos y se optimizo la

geometria de cada uno de éstos.5%63

7\

Iz

Figura 34. Ligando 4-IBT con el cual fue co-cristalizada el receptor 1 (ID: 5HK2).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 PARTE QUIMICA
En esta seccion se sintetizaron seis compuestos finales benzamidas piperidinicas
(LMH 1-3) y bencilaminas piperidinicas (LMH 4-6).

8.1.1 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)benzamida (LMH-1)

La reaccion consistié en adicionar la 4-amino-1-bencilpiperidina (11) con cloruro de
benzoilo (8) en medio basico con atmdsfera de nitrdgeno sobre condiciones de
Schotten-Baumann a temperatura ambiente, para generar la amida final LMH-1 con

un rendimiento del 90% (Figura 35).

0 o]
TEA »
cl + HZN@N CH,Cl, N@N
20 % H

8 1" LMH-1

Figura 35. Sintesis del compuesto LMH-1.

El espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) del compuesto LMH-1, muestra un
cuarteto y una sefial doble a un desplazamiento quimico de 1.58 y 1.77 ppm
correspondiente a los protones H-9 y H-11. Posteriormente, se observan dos
sefales una triple y una doble a 2.01 y 2.82 ppm asignada para los protones H-8 y
H-12 del heterociclo (esto es porque los protones, de los carbonos del heterociclo,
son diastereotédpicos significando que en los protones geminales uno esta en
posicion cis, mientras que el otro esta en posicion trans, respecto al nitrogeno por
esto se absorben a campos diferentes). una sefal simple en 3.46 ppm
correspondiente al metileno cercano al benceno, y finalmente, se muestra una sefal
multiple entre 3.73-3.81 ppm asignado al proton de la posicién 10. Para la parte
aromatica se observa una sefial multiple entre 7.23-7.27 ppm para el proton H-4'.
Una sefial multiple entre 7.29-7.34 ppm para los protones asignados a las
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posiciones 2’, 3’, 5’ y 6°. Una sefal multiple entre 7.43-7.46 ppm que corresponde a
los protones H-3 y H-5, en seguida una sefial multiple entre 7.49-7.53 ppm que
corresponde al protén de la posicidn 4 y por ultimo, una sefial doble de dobles entre

7.82-7.84 ppm para los protones H-2, H-6 con una Jn=1.4 Hz 'y Jo=8 Hz (Figura 36).
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Figura 36. Espectro de RMN *H (500 MHz) del compuesto LMH-1.

En el espectro de RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) de LMH-1 se observan 13 sefiales
correspondientes al nUmero total de carbonos esperados, con un desplazamiento
quimico en 31.9 ppm correspondiente a los carbonos de la posicién 9 y 11,
enseguida una sefial a 47.3 ppm para el carbono C-10, una sefal en 52.7 ppm para
los carbonos 8y 12, una sefial en 62.6 ppm correspondiente al metileno, enseguida
las sefales 124.8, 127.3 y 127.7 ppm para los carbonos 4’, 2’ y 6,y 3y 5,
respectivamente las sefiales de 128.1, 129.6 y 131.4 ppm para los carbonos en
posicion 2y 6, 3y 5, y 4, respectivamente, una sefial a 135.2 ppm para el C-1’, a
una sefial de 139.1 ppm para el C-1, y por ultimo una sefial a 166.0 ppm para el

carbono del carbonilo (Figura 37).
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Figura 37. Espectro de RMN 13C (125 MHz) del compuesto LMH-1.

En el espectro de masas (IE) del compuesto LMH-1 se observa una sefial a 295 m/z
correspondiente al ion cuasi-molecular (M*!) con una abundancia relativa del 100%
correspondiente a la masa esperada del compuesto. La sefial de m/z= 174

corresponde al fragmento bencilpiperidinilio (Figura 38).

o+
100 p 295.06
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Figura 38. Espectro de masas de LMH-1 con 295 m/z.
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8.1.2 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-fluorobenzamida (LMH-2)

La 4-amino-1-bencilpiperidina (11) se hizo reaccionar con cloruro de 4-
fluorobenzoilo (9) en medio basico con atmdsfera de nitrégeno sobre condiciones
de Schotten-Baumann a temperatura ambiente para generar la amida final LMH-2

obteniendo un rendimiento del 95% (Figura 39).

0 0
TEA »
Cl + H2N4<:>N CHCl, N@N
95% H
F F
9

11 LMH-2

Figura 39. Sintesis del compuesto LMH-2.

El espectro de RMN !H (600 MHz, CDClz) del compuesto LMH-2, se obtuvo como
un cuarteto y una sefial doble a un desplazamiento quimico de 1.55 y 2.00 ppm
correspondiente a los protones H-9 y H-11, dos sefiales una triple y una doble a
2.16y 2.84 ppm para los protones H-8 y H-12 ppm del heterociclo, una sefial simple
en 3.51 ppm correspondiente al metileno, después una sefial multiple entre 3.95-
4.02 ppm correspondiente al protén de la posicién 10. Se logra ver también una

sefal doble en 6.00 ppm correspondiente al proton de la amida.

Para la parte aromatica se observa una sefial multiple entre 7.07-7.10 ppm
correspondiente a los protones H-3 y H-5 con una Jn=2 Hz y Jo=8.6 Hz con sus
vecinos protones al igual que con su vecino flaor (F). A continuacion, una sefal
multiple entre 7.23-7.35 ppm asignados a los protones H-2" a H-6’ y, por ultimo, otra
sefal doble de dobles en 7.75 ppm perteneciente a los protones de las posiciones
H-2 y H-6 con una Jo=8.2 Hz y una Jmw= 5.2 Hz con el heteroatomo F (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de RMN !H (600 MHz) del compuesto LMH-2.

En el espectro de RMN 3C (150 MHz, CDCls) de LMH-2 se observa acoplado a
protones (A), el espectro (B) es predictivo del mismo compuesto con el programa
Mnova. En éste, se puede observar un desplazamiento quimico en 32.2 ppm
correspondiente a los carbonos de las posiciones 9y 11, una sefial a 47.5 ppm para
el carbono de la posicién 10, una sefial a 52.5 ppm para los carbonos 8 y 12, una
sefal en 63.0 ppm para el carbon del metileno, una sefial en 114.9 ppm para el C-
4’, senales de 127.5-129.5 para los carbonos 2’, 6’, 3’, 5, 2, 3, 5y 6, una sefial de
130.9 ppm para el carbono de la posicion 1’, una sefial en 138.3 ppm para el carbono
de la posicion 1, una sefal doble en 164.6 ppm para el C del fldor con una Jc-r=
248.5 Hz (las constantes de acoplamiento J 3C-1°F a un enlace para compuestos
aromaticos son superiores a los 200 Hz), por ultimo una sefial a 165.7 ppm para el
carbono del carbonilo (Figura 41). El fllor es monoisotépico (100% del isotopo 1°F)
con un numero cuantico de espin I= %2, por lo tanto, producira acoplamiento con el
13C; por esto las sefiales de los atomos de carbono se desdoblan por el
acoplamiento con el flaor, llegando a percibirse dicho fenGmeno en las sefiales de

los &tomos de carbono.?4
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Figura 41. Espectro de RMN 13C (150 MHz, a) acoplado y b) predictivo) del compuesto LMH-2.

En el espectro de masas (IE) del compuesto LMH-2 se observa una sefial a 312 m/z
correspondiente al ion cuasi-molecular (M*) con abundancia relativa de 20%
correspondiente a la masa esperada del compuesto. La sefial de 91 m/z
corresponde a la formacion del ion tropilio el cual tienen una abundancia del 90%,

la sefial de 83 m/z correspondiente a la pérdida de piperidina (Figura 42).
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8.1.3 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2,4-diclorobenzamida (LMH-3)

La 4-amino-1-bencilpiperidina (11) se hizo reaccionar con cloruro de 2,4-
diclorobenzoilo (10) en medio basico con atmdsfera de nitrégeno sobre condiciones
de Schotten-Baumann a temperatura ambiente para generar la amida final LMH-3
con un rendimiento del 91% (Figura 43).

0 0
jou Eglee
Cl + HZN—GN CHCl, N@N
91% H
cl Cl ¢]] Cl
10

1" LMH-3

Figura 43. Sintesis del compuesto LMH-3.

El espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) del compuesto LMH-3, en el cual
se observa un cuarteto y una sefial doble a un desplazamiento quimico de 1.48 y
1.79 ppm correspondiente a los protones H-9 y H-11, dos sefiales una triple y una
sefal doble a 2.03 y 2.77 ppm correspondiente a los protones H-8 y H-12 ppm del
heterociclo, una sefal simple en 3.45 ppm perteneciente al metileno y una seal

multiple entre 3.67-3.75 ppm correspondiente al proton de la posicion 10.

Para la parte aromatica se observa una sefial multiple entre 7.23-7.42 ppm
correspondiente a los protones H2' a H-6’. una sefial multiple entre 7.47-7.49 para
el protén H-5 con una Jn=2 Hz y Jo,=8.2 Hz, una sefal doble en 7.68 ppm para el
protén H-3 con una Jw=2 Hz y por dltimo una sefal doble en 8.42 ppm para el protén
H-6 con una Jo=7.8 Hz (Figura 44).
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Figura 44. Espectro de RMN H (500MHz) del compuesto LMH-3.

En el espectro de RMN 3C de LMH-3 se observan 15 sefiales correspondientes al
namero total de carbonos esperados. Un desplazamiento quimico en 31.7 ppm
correspondiente a los carbonos de las posiciones 9y 11, después una sefial a 47.1
ppm correspondiente al carbono C-10, una sefial a 52.3 ppm para los carbonos 8 y
12, una sefial en 62.6 ppm correspondiente para el carbono del metileno, una sefal
en 127.3 ppm que corresponde al carbono C-5, una sefial a 127.7 ppm para el
carbon C-4’, dos senales 128.6 y 129.1 ppm para los carbonos C 3’-5' y C 2’-6’
correspondientemente, una sefial en 129.4 ppm para C-6, una sefial en 130.6 ppm
para C-3,una sefial a 131.5 ppm para C-1’, una sefial 134.6 ppm para C-4, una seial
en 136.5 ppm para C-2, una sefial en 139.1 ppm para C-1 y por ultimo una sefial en

165.1 ppm correspondiente al carbono del carbonilo (Figura 45).
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Figura 45. Espectro de RMN 13C (125MHz) del compuesto LMH-3.

En el espectro de masas (IE) del compuesto LMH-3 (Figura 46) se observa una
sefal a 363 m/z correspondiente al ion molecular (M*) con una abundancia relativa
del 100%, correspondiente a la masa del compuesto. El patron isotépico de la

molécula diclorada con un M+2 y M+4 se observa en proporcion 9:6:1.

100 363.03
o]
~O
M
o+ 365.06 ¢ ol
p 363 g/mol
%
%
174 g/mol
174,11
365.97
366.95
175.16
(s} y I ".[ ' | - y | | J L‘ | | ; | | : p | ' p | 0 Mz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Figura 46. Espectro de masas (IE) del compuesto LMH-3.
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8.1.4 Sintesis de N,1-dibencilpiperidin-4-amida (LMH-4)

La 4-amino-1-bencilpiperidina (11) se hizo reaccionar con benzaldehido (12) en
atmosfera de nitrégeno y bafio de hielo para generar la base de Schiff
correspondiente. Posteriormente, in-situ se agregd el NaBHsCN (7) para la
reduccion del doble enlace para generar la amina secundaria final LMH-4.
Finalmente, se agreg6 HCl/etanol (50,50) para la formacion del clorhidrato con un
rendimiento del 62% (Figura 47).

H CICH,CH,CI NN N
+ H,N N — >
12 11

LMH 4a

N N—j
O/\H@ NaBH;CN

62%

LMH 4

Figura 47. Sintesis del compuesto LMH-4.

El espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIls) del compuesto LMH-4, presenta una
sefial cuadruple y una doble a un desplazamiento quimico de 1.51 y 1.89 ppm
correspondiente a los protones H-10 y H-12, una sefial simple a 1.98 ppm
correspondiente a la amina secundaria, dos sefiales dobles en 2.03 y 2.88 ppm que
corresponden a los protones de las posiciones H-9 y H-13, una sefial multiple entre
2.52-2.59 ppm para el protén de la posicion H-11, una sefial simple a 3.53 ppm
correspondiente al metileno cercano a la amina terciaria y el benceno, y por ultimo,
una sefial simple con desplazamiento quimico de 3.81 ppm que corresponde al
metileno cercano de la amina secundaria. Para la parte aromatica se observa una
sefal multiple entre 7.25-7.27 para los protones de los anillos aromaticos H-2 a H-
6yH-2 aH-6.
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Figura 48. Espectro de RMN H (400MHz) del compuesto LMH-4.

En el espectro de RMN 13C de LMH-4 se observan las 13 sefiales correspondientes
al nimero total de carbonos esperados, se aprecia un desplazamiento en 31.7 ppm
gue corresponde a los carbonos de las posiciones 10 y 12, una sefial a 50.2 que
corresponde al carbon C-7, en seguida un desplazamiento quimico a 51.9 ppm que
corresponde a los carbonos de las posiciones 9y 13, una sefal con desplazamiento
de 53.7 ppm asignado al carbono C-11, y por ultimo, para la zona alifatica se
observa un sefial con desplazamiento quimico a 62.6 ppm para el carbono del
metileno entre la amina terciaria y el benceno. Para la region aroméatica se observa
una sefial en 127.1 ppm asignado a los carbonos C-4 y C-4’, enseguida se muestran
dos sefales en 128.2 asignado a los carbonos de las posiciones 2’, 3’, 5, 6,
después se observa una sefial en 128.4 ppm asignados a los carbonos 2 y 6, a
continuacion se observa una sefial en 129.3 ppm que corresponden a los carbonos
C-3 y C-5, y por ultimo, se observan dos sefiales en 137.6 y 139.4 ppm para los

carbonos C-1'y C-1 respectivamente (Figura 49).
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Figura 49. Espectro de RMN 3C DEP (100 MHz) del compuesto LMH-4.

En el espectro de masas (IE) del compuesto LMH-4 (Espectro 9) se observa una
seflal a 281.29 m/z correspondiente al ion cuasi-molecular (M*!) con una
abundancia relativa del 1% correspondiente a la masa esperada del compuesto. La

sefal de m/z = 91 correspondiente al ion tropilio (Figura 50).
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Figura 50. Espectro de masas (IE) del compuesto LMH-4.
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8.1.5 Sintesis de 1-bencil-N-(4-fluorobencil)piperidin-4-amina (LMH-5)

La 4-amino-1-bencilpiperidina (11) se hizo reaccionar con 4-fluorobenzaldehido (13)
en atmosfera de nitrogeno y bafio de hielo para generar la base de Schiff
correspondiente. Posteriormente, in-situ se agregd el NaBHsCN (7) para la
reduccion del doble enlace de la imina para generar la amina secundaria final LMH-
5. Finalmente se agreg6 HCl/etanol (50,50) para la formacion del clorhidrato con un
rendimiento del 45% (Figura 51).

i p
H CICH,CH,CI Ny N
+ H,N N —_—
F F
13 1

LMH 5a

F

45 %

LMH-5

Figura 51. Sintesis del compuesto LMH-5.

El espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) del compuesto LMH-5, en el cual se
observan dos sefiales un cuarteto y una sefial doble con desplazamientos quimicos
de 1.54 y 1.87, respectivamente, para los protones de las posiciones 10y 12, una
sefial simple a 1.99 ppm para el proton de la amina secundaria, dos sefiales dobles
una a 2.03 ppm y la otra en 2.85 ppm que corresponden a los protones H-9 y H-13.
Una sefial multiple entre 2.49-2.56 ppm que corresponde al proton de la posicion
11, después se muestra una sefial simple en 3.58 ppm que corresponden al protén
H-14, finalmente se observa otra sefial simple en 3.77 ppm que corresponde al
proton H-7. Para la region aromatica se observa una sefial multiple entre 6.96-7.01
ppm asignados a los protones de las posiciones 6 y 2, por ultimo, otra sefial multiple
existe entre 7.25-7.30 ppm asignado a los protones H-3, H-5, H-2" a H-6’ (Figura
52).
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Figura 52. Espectro de RMN *H (400 MHz) del compuesto LMH-5.

En el espectro de RMN 3C de LMH-5 se observa una sefial con desplazamiento
quimico de 31.9 ppm que corresponden a los carbonos C-10 y C-12, después una
sefal en 49.6 ppm correspondiente al carbono del metileno cercano a la amina
secundaria. Una sefial se observa en 51.6 ppm que corresponden a los carbonos
de las posiciones 9 y 13, después una sefal en 53.8 ppm que corresponden al
carbono C-11y, por ultimo, una sefial en 64.2 ppm que corresponde al carbono del
metileno entre el benceno y la amina terciaria. Para la parte aromatica se observan
dos sefales cercanas con desplazamiento quimico de 115.2 ppm que corresponden
a los carbonos C-2 y C-6, después se muestra una sefial en 127.1 ppm
correspondiente al carbono C-4’, ademas se aprecia una sefial en 128.2 ppm que
corresponde a los carbonos de las posiciones 2’ y 6’, una seial en 129.3 ppm que
corresponden dos carbonos el C-3’y C-5', enseguida se muestra una sefal en 130.0
ppm que corresponden a los carbonos de las posiciones C-3 y C-5, una sefal
pequefia a 135.4 ppm que corresponde al C-1’, otra sefial pequefia a 137.6 ppm
que corresponde al carbono C-4 y, por ultimo, una sefial doble en 161.9 ppm para
el C del fldor y una Jc.r= 324.5 Hz (Figura 53).
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Figura 53. Espectro de RMN 3C DEP (100 MHz) del compuesto LMH-5.

En el espectro de masas (IE) del compuesto LMH-5 se obtuvo el pico base a 91 m/z
correspondiente al ion tropilio y una sefial en 298 m/z con una abundancia del 4%
correspondiente al ion molecular (Figura 54).
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Figura 54. Espectro de masas (IE) del compuesto LMH-5.
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8.1.6 Sintesis de 1-bencil-N-(2,4-diclorobencil)piperidin-4-amina (LMH-6)

La 4-amino-1-bencilpiperidina (11) se hizo reaccionar con 2,4-diclorobenzaldehido
(14) en atmdsfera de nitrégeno y bafio de hielo para generar la base de Schiff
correspondiente. Posteriormente, in-situ se agregd el NaBHsCN (7) para la
reduccion del doble enlace de la imina para generar la amina secundaria final LMH-
6. Finalmente se agreg6 HCl/etanol (50,50) para la formacion del clorhidrato con un
rendimiento del 57% (Figura 55)

(o}

H : CICH,CH,CI Ny N f
+ H,N N EE—
cl cl cl cl
11

14

LMH 6a
ci cl 7%
LMH 6

Figura 55. Sintesis del compuesto LMH-6.

El espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) del compuesto LMH-6, muestra dos
sefales, una cuadruple y una doble con desplazamientos de 1.52 y 1.91 ppm para
los protones de las posiciones H-10 y H-12, una sefial simple en 2.02 ppm que
corresponde al proton de la amina secundaria, dos sefiales en 2.21 ppm (triplete) y
2.96 ppm (doblete) que corresponden a los protones 9 y 13, una sefial multiple en
entre 2.51-2.58 ppm que corresponde al proton H-11, una sefial simple en 3.62 ppm
gue corresponde al proton de la posicién 14, y por ultimo, en la region alifatica se
muestra una sefial simple en 3.85 ppm que corresponde al protén H-7. Para la
region aromatica se observa una sefial mdultiple entre 7.19-7.36 ppm que
corresponde a los protones aromaticos H-2, H-5, H-6 y H-2’ a H-6’ (Figura 56).
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Figura 56. Espectro de RMN !H (400MHz) del compuesto LMH-6.

El espectro de RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds) del compuesto LMH-6 muestra
las 15 sefiales correspondiente al numero total de carbonos esperados, un
desplazamiento quimico en 25.1 ppm correspondientes a los carbonos de las
posiciones 10 y 12, después una sefial a 43.8 ppm para al carbono de la posicién
7, una sefal en 49.3 ppm correspondiente a los carbonos 9y 13, una sefial en 52.4
ppm correspondiente al carbono 11, y por dltimo, para las sefiales alifaticas una

sefal en 58.6 ppm correspondiente al carbono 14.

Para las sefiales arométicas se puede observar una sefial en sefial en 127.5 ppm
para el carbén C-6, una senal en 128.6 ppm para los carbonos C 3’y 5’, una sefal
en 128.9 para los carbonos 2’ y 6’, una sefial a 129.0 ppm para el carbén C-1, una
sefal a 129.4 ppm para el carbon de la posicidon 4°, una seial a 131.5 ppm asignado
al carbono C-2, una sefal en 133.6 ppm asignado al carbono de la posicion C-5,
una sefial en 134.5 ppm asignado al carbono C-3, una sefial en 134.7 ppm asignado
a la posicion al carbono C-4 y por ultimo, una sefial chica en 141.2 ppm asignado al

carbono de la posicion 1’ (Figura 57).
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Figura 57. Espectro de RMN 13C (125 MHz) del compuesto LMH-6.

En el espectro de masas (IE) del compuesto LMH-6 (Espectro 11) se observa una
sefial en 349.2 m/z correspondiente al ion molecular con una abundancia relativa
del 2% correspondiente a la masa esperada del compuesto. La sefial de m/z = 91

correspondiente al ion tropilio (Figura 58).
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Figura 58. Espectro de masas (IE) del compuesto LMH-6.
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En la Tabla 3 se aprecian las propiedades fisicoquimicas que se obtuvieron de los

compuestos sintetizados, la serie LMH 1-3 se describen como bases libres con

tiempo de reaccion de 4 h, rendimientos cuantitativos y puntos de fusion indicativos

de pureza, la serie LMH 4-6 se obtuvieron como clorhidratos con tiempos de

reaccion de 72 h y rendimientos moderados.

Compuesto

LMH-1

LMH-2

LMH-3

LMH-4

LMH-5

LMH-6

PM: Peso Molecular; Pf: Punto de Fusion.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos.

PM (g/mol)

294

312

363

316

334

385

Estado
fisico
Cristales
blancos
Cristales
Blancos
Cristales
Blancos

Solido

Solido

Solido

——

Tiempo de
reaccion (h)

63

Rend(io;?)iento PF. (°C)

4 90 171.7-173.9
4 95 160.5-161.9
4 91 144.2-145.9
72 62 295.7-297.3
72 45 1300
72 57 273.9-276.5
)
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8.2 PARTE COMPUTACIONAL (In silico)

8.2.1 Prediccion de dianas terapéuticas de los compuestos LMH 1-6 con el
programa SwissTarget
Como diana terapéutica se selecciond el receptor o1 para la afinidad con los

compuestos presentes en este proyecto.

En los resultados obtenidos por el programa se muestra que las predicciones del
servidor SwissTarget (Tabla 4) calculé que los compuestos LMH 1-4 tendrian una
alta afinidad hacia el receptor o1, obteniéndose un 100% de afinidad del S1RA para
este receptor, posiblemente porque el SIRA es una molécula conocida para este
receptor. Para los compuestos LMH 5-6 y haloperidol no se determind
posiblemente porgue no se encuentran registros en la base de datos de este

servidor.

Tabla 4. Prediccion de dianas terapéuticas para los compuestos LMH 1-6, SIRA y Haloperidol.

Compuesto  Receptor intracelular o1

LMH-1 87%
LMH-2 74%
LMH-3 76%
LMH-4 70%
LMH-5 ND
LMH-6 ND
S1RA 100%
Haloperidol ND

ND= No determinado
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8.2.2 Prediccion de propiedades de los cuasi-farmacos con el programa
OSIRIS

El servidor computacional OSIRIS presenta valores numéricos y cédigos de color
para los diferentes criterios, los cuales se indican con rojo: alerta de ser téxico,
Naranja: para intermedios y verde: para los no toxicos. En la Tabla 5 se muestran

los resultados indicados para los compuestos finales LMH 1-6, SIRA y haloperidol.

Tabla 5. Propiedades toxicolégicas, cuasi-farmaco y calificaciones como farmaco de los compuestos
finales LMH 1-6, SIRA y Haloperidol.

Compuesto  Mutagénico Tumorigéno Irritante  Reproductivo Drug Drug
likeness score

LMH-1 . . ‘ ‘ 8.76 0.84
LMH-2 . . . ‘ 7.85 0.81
LMH-3 ' ‘ . . 9.19
LMH-4 . . ' ‘ 6.99 0.96
LMH-5 . . . . 6.8 0.83
LMH-6 ‘ ‘ . . 7.9 0.64
S1RA ‘ . ‘ 1.66

Haloperidol . ‘ . ‘ 12.32
B -
Alto Riesgo Sin Riesgo

Ninguno de los compuestos indicé efectos mutagénicos, tumorigénicos, irritantes o
teratogénicos. Estos resultados sugieren que son adecuados para el disefio de los
compuestos nuevos con respecto a S1RA, que dio valores de ser tumorigénico y
precaucion de ser mutagénico esto es debido al fragmento naftol de la molécula.
Sin embargo, haloperidol presenta valores que la caracterizan como una molécula
no téxica. Todos los compuestos tuvieron buenas propiedades cuasi-farmacos y

calificaciones como farmaco como se aprecia anteriormente.
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8.2.3 Propiedades admetSAR de los compuestos LMH 1-6

En la Tabla 6 se observan los resultados teéricos de absorcion, metabolismo y

toxicidad calculados para LMH 1-6, S1RA y haloperidol basados en un modelo de

QSAR por el servidor admetSAR. En esta tabla se observa que los compuestos

podrian atravesar la barrera hematoencefélica, lo cual es de suma importancia para

este proyecto, ya que se desea que lleguen a SNC, y podrian tener ademas

absorcion intestinal en humano. Sin embargo, de acuerdo con los datos del

programa estos compuestos podrian ser sustrato de la glicoproteina P (datos

desfavorables para los compuestos). Esta proteina se encuentra distribuida

ampliamente en las células del epitelio intestinal, se encarga de expulsar los

xenobidticos previamente absorbidos hacia el lumen intestinal, se sabe que crea un

eflujo para la expulsién de su sustrato que es dependiente de ATP.

Tabla 6. Resultados predictivos por admetSAR para los compuestos LMH 1-6, SIRA y Haloperidol.

Modelo LMH-1 LMH-2 LMH-3 LMH-4 LMH-5 LMH-6 S1RA Halo
Absorcion

Absorcién intestinal + + + + + + + +

Barrera + + + + + + + +

Hematoencefélica

Sustrato glp +

CYP2C9 sustrato -
CYP2D6 Sustrato +
CYP3A4 Sustrato -

Toxicidad AMES -

Carcinogénesis -

+ + + + - +
Metabolismo
- + + + - +
+ - - - + +
Toxicologia
- - - - + -

Glp. - Glicoproteina P; CYP.- Citocromo P450, familia, subfamilia e isoforma

En la parte de metabolismo, el programa sugiere que el compuesto LMH-1 podria

ser metabolizado por la isoforma CYP2D6, el compuesto LMH-2 podria ser

metabolizado por las isoformas CYP2D6 y CYP3A4, el compuesto LMH-3 podria

[ o6 )
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ser sustrato de CYP3A4, los compuestos LMH 4-6 seran sustratos de la isoforma
CYP2D6 por lo se predice que los seis compuestos seran metabolizados en
reacciones de fase | por esta familia de citocromos. Cabe mencionar, que es mejor
gue un compuesto sea sustrato de varias isoformas, ya que si es sustrato de solo
una isoforma esta podria ser inhibida por otro agente xenobidtico y el ligando no ser
metabolizado para su excrecion, lo cual aumentaria sus efectos toxicos al

organismo.

Por dltimo, en la parte toxicolégica, los compuestos LMH 1-6 no mostraron
probabilidad de ser genotdéxicos o carcinogénicos como previamente se habia
establecido en el programa OSIRIS. Los resultados para S1RA muestran un efecto
genotdxico (AMES +), esto es debido a la probabilidad del fragmento, ya antes

mencionado, que le confiere la toxicidad a la molécula.

8.2.4 Prediccion toxicolégica de los compuestos LMH 1-6 mediante el
programa ACD/ToxSuite.

La prediccion de los compuestos LMH 1-6, S1RA y haloperidol se realiz6 con el
programa ACD/ToxSuite que indicé diversos resultados de toxicidad como es el
porcentaje de probabilidad del bloqueo de los canales hERG, la inhibicion de las
isoformas de la familia del CYP450, asi como la toxicidad aguda (dosis letal media
= DLso) por la via de administracion oral para el modelo en rata o raton, asi como

su categoria en la clasificacién de la OECD.

En la Tabla 7 se encuentran las predicciones del perfil toxicol6gico de los
compuestos LMH 1-6, S1RA y haloperidol. Los compuestos de la serie LMH 1-3
muestran baja probabilidad de ser cardiotoxicos con menos del 20%, los
compuestos de la serie LMH 4-6 tienen una alta probabilidad de bloqueo de los
canales hERG (entre el 76-90%), el compuesto S1RA y haloperidol muestra una
probabilidad moderada entre los 54-66% de ser cardiotoxicos, estos resultados son
presentados a concentraciones clinicamente relevantes a 10 uM. Como control

positivo se encuentra la terfenadina con una probabilidad del 98%, este farmaco
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fue retirado del mercado por sus efectos cardiotoxicos. Con estos resultados se

puede inferir que los compuestos disefiados LMH 1-3 presentaron el menor efecto

cardiotoxico de los compuestos analizados.

Tabla 7. Blogueo de canales hERG
Compuesto Probabilidad de bloqueo de canales hERG [10 uM]

LMH-1 16%
LMH-2 14%
LMH-3 19%
LMH-4 76%
LMH-5 66%
LMH-6 90%
S1RA 66%
Haloperidol 54%
Terfenadina 98%

En la Tabla 8 se muestra la probabilidad de la inhibicién de las diferentes isoformas
de la familia del CYP450. La serie LMH 1-3 presenta una moderada probabilidad de
inhibir la isoforma CYP2D6, la serie LMH 4-6 presenta una moderada a alta
probabilidad de inhibir la isoforma CYP2D6; sin embargo, ambas series mostraron
bajas probabilidades (menos del 10%) de inhibir la isoforma 3A4, al poseer un
menor porcentaje de inhibicion podrian tener menos probabilidad de interaccion
farmaco-farmaco en comparacion con el ketoconazol que fue retirado del mercado
por la inhibicion del CYP450. Cabe mencionar que esta isoforma es la mas
abundante en el cuerpo humano, asi como también es una de las mas importantes
para el metabolismo de los farmacos, ya que se encarga de metabolizar mas del
80% de los farmacos, en comparacion con el compuesto S1RA que mostré6 mas del

20% de inhibir esta importante isoforma.
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Tabla 8. Probabilidad de inhibicién de las isoformas del CYP450
Compuestos Inhibidores de CYP450 [10 pM]

3A4 2D6 2C9 2C19 1A2

LMH-1 4 48 5 6 3
LMH-2 5 54 5 5 3
LMH-3 8 65 15 9 5
LMH-4 4 62 3 3 2
LMH-5 3 68 3 4 2
LMH-6 4 82 7 10 4
S1RA 26 16 9 5 55
Haloperidol 5 63 7 6 0
Ketoconazol 93 2 14 13

Enla Tabla 9 se muestra la probabilidad de la toxicidad aguda (presencia de efectos
toéxicos a una sola administracion o administraciones en un rango de 24 horas),
mostrando como finalidad el calculo de la dosis letal media (DLso), observando que
el compuesto haloperidol es méas probable de ser toxico en comparacion con los
demas compuestos, cabe mencionar que el resultado predictivo es muy similar a los

resultados teéricos mostrados en los antecedentes.

Tabla 9. Probabilidad de toxicidad aguda de los compuestos.

Compuesto  DLso (mg/Kg) Via  Categoria

oral OECD
Ratén Rata
LMH-1 390 510 v
LMH-2 440 430 \Y)
LMH-3 470 520 v
LMH-4 400 590 v
LMH-5 360 390 v
LMH-6 460 600 v
S1RA 570 960 v
Haloperidol 180 170 1l
(o)
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De acuerdo con los datos establecidos por el programa, todos los compuestos
entran en la categoria IV establecida por la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémico (OECD). Los compuestos mostraron una toxicidad moderada
(DLso) en comparacion con haloperidol que mostré ser tdxico en la toxicidad aguda

de categoria lll (Tabla 10).

Tabla 10. Clasificacion de toxicidad de la OECD.55

Categoria Rango de la DLso Clasificacién
I DLso<5mg/Kg Altamente toxico
Il 5 < DLso < 50 mg/Kg Muy toxico
11 50 < DLso < 300 mg/Kg Toxico
v 300 = DLso < 2000 mg/Kg Toxicidad moderada
\% DLso >2000 mg/Kg Sin peligro

8.2.5 Prediccion de metabolitos y sitios metabolizables por MetaPrint2D-React
La prediccion del metabolismo de los compuestos sintetizados en este proyecto
(LMH 1-6) se realiz6 mediante el servidor MetaPrint2D-React, de igual forma se
obtuvieron los resultados para S1RA y haloperidol. Para la prediccion del
metabolismo de los compuestos LMH 1-6, para todos los casos fueron idénticos,
metabolismo de Fase | por 1.- N-desalquilaciones y 2.- Hidroxilaciones aromaticas,

como ejemplo se observa el metabolismo del compuesto LMH-1 (Figura 59).
o} : >
@N
H
OH
(6] O _ o} _
O O oo
H H H
HO

1.- N-Desalquilacion 2.- Hidroxilacién aromatica 3.- Hidroxilacion aromatica
Figura 59. Metabolitos y sitio del metabolismo del compuesto LMH-1.
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Para la prediccion del metabolismo del compuesto S1RA, los resultados se
muestran en la Figura 60 donde se observan los metabolitos de (1) N-desalquilacion

de fase 1y (2) conjugacion con glutation de fase II.

oy N
N

1.- O-Desalquilacién
S1RA (Fase )

(0
= O/\/

2.- Conjugacion con glutation
(Fase II)

Figura 60. Metabolitos y sitio del metabolismo del compuesto S1RA.

Para la prediccién del metabolismo del compuesto haloperidol los resultados se
muestran en la Figura 61, donde se observan los metabolitos de (1) N-

desalquilacion y (2) reduccion del alcohol adyacente a la piperidina, siendo estas

reacciones de fase I.

Cl
OH

cl R
/

HN

1.- N-Desalquilacion 2.-Deshidratacion

Figura 61. Metabolitos y sitio del metabolismo del compuesto haloperidol.

'
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8.3 EVALUACION in vitro
En la Tabla 11 se observan los resultados de la unién de los ligandos LMH 1-6,
S1RA y haloperidol sobre el receptor o1 (ensayos de union “binding”), mostrando

la constante de afinidad (Ki) de cada uno de los compuestos a dicho receptor.

Tabla 11. Afinidad de los compuestos LMH 1-6, S1IRA y Haloperidol sobre el receptor 1.

# Compuesto Férmula Ki (nM) pKi

LMH-1 . p 12.6 7.89
oy O
LMH-2 . p 6 8.22

LMH-3 . p 2.6 8.58
Joqa®,
LMH-4 p 34 7.47

LMH-5 p 16 7.79
O
LMH-6 p 2 8.70

S1RA Cr’) 17 7.76

Haloperidol : o C 6.3 8.2
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Como se observa en la Tabla 11, el compuesto LMH-1 posee una afinidad (Ki) de
12.6 nM para el receptor o1, Si se compara con la actividad mostrada por el

compuesto S1RA, se puede observar un aumento en la afinidad al receptor c1. Si

se compara esta afinidad con haloperidol se puede ver disminucién.

El compuesto LMH-2 posee una Ki de 6 nM para el receptor o1, obteniendo 2.5
veces el aumento en la afinidad en comparacion con S1RA, pero teniendo una

afinidad semejante con el haloperidol.

El compuesto LMH-3 tiene una Ki de 2.6 nM para el receptor o1, obteniendo 6.5
veces el aumento de la afinidad en comparacion con el compuesto S1RA, si se
compara esta afinidad mostrada por haloperidol se puede ver 3 veces el aumento

en la afinidad al receptor 1.

El compuesto LMH-4 tiene una Ki de 34 nM para el receptor o1, Si Se compara esta
afinidad con el compuesto S1RA se puede ver 2 veces disminuida, pero si se
compara esta afinidad mostrada por haloperidol se puede ver 5 veces la

disminucién en la afinidad al receptor o1.

El compuesto LMH-5 tiene una Ki de 16 nM para el receptor o1, siendo similar en la
afinidad del compuesto S1RA, pero si se compara esta afinidad mostrada por el

haloperidol se puede ver disminucion en la afinidad al receptor o1.

El compuesto LMH-6 tiene una Kide 2 nM para el receptor o1, obteniendo 8.5 veces
el aumento de la afinidad en comparacion con el compuesto S1RA, pero si se
compara esta afinidad mostrada por el haloperidol se puede ver 3 veces el

aumento en la afinidad al receptor 1.

Como se menciono, los compuesto LMH-2, LMH-3 y LMH-6 son las moléculas que

mayor afinidad por el receptor o1 mostraron, teniendo semejante afinidad entre ellas;
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sin embargo, el compuesto LMH-6 en las predicciones toxicoldgicas mostré una alta

probabilidad de bloqueo de los canales hERG.

8.3.1 Eficiencia del ligando para los compuestos LMH 1-6

EL concepto de Eficiencia del Ligando (LE) es una herramienta util, pero sobre todo
poderosa en el proceso de optimizacion de los compuestos hits para la deteccion
de compuestos bioactivos, esta combina la potencia (pKi), lipofilicidad (logP), peso

molecular (PM) y recuento de &tomos pesados (#AP)% y se define como:

La Eficiencia del Ligando (LE) evallGa el balance farmacologico y fisicoquimico para
la optimizacion de compuestos hits a lideres, se calcula mediante la siguiente

ecuacion:

HA 6 # de Atomos pesados

Donde la ecuacién puede calcularse con la energia libre de unién (AG), la constante
de afinidad (-LogKi = pKi), la constante de disociacion (pKd) o la concentracion
inhibitoria media (ICso), sobre atomos del ligando que no sean hidroégenos (AH) o el

nimero de atomos pesados.®’

El indice de Eficacia de Uni6n (BEI) puede tomarse como indice de eficiencia

alternativo, se calcula mediante la siguiente ecuacion:

AG O pKI 0 pKd o) p|C50
PM (kDa)

BEI=

Este es similar a la eficiencia del ligando; sin embargo, el BEI esta dirigido al peso

molecular KDa (en Kilo Dalton), ya que se ha demostrado que las afinidades de
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union de ligandos de proteinas estan fuertemente influenciadas, asi como su

variacion por el tamafio molecular.®

Dentro de los indices de eficiencia relacionados a la lipofilicidad se encuentran, la
Eficiencia Lipofilica que se calcula mediante la siguiente ecuacion:

LLE= (pK; 6 pICsq) - LogP (6 LogD)

La ecuacion puede calcularse usando la pKi o plCso menos el coeficiente de
particion (LogP) y este intenta incluir efectos hidrofobicos en los criterios de

optimizacion, el cual se usa cominmente.®°

Por otra parte, el indice de lipofilicidad dependiente de la eficiencia del ligando

(LELP), este parametro se calcula con la siguiente ecuacion:

LogP
LELP= —

LE

Donde la ecuacién puede calcularse mediante el coeficiente de particion sobre la

eficiencia del ligando, pueden usarse como guias de indices de lipofilicidad.”
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En la Tabla 12 se muestran los resultados estimados de LE, LLE, LELP y BEI de
los compuestos LMH 1-6, S1IRA y haloperidol para el receptor c1. Los valores
observados indican que solo los compuestos LMH 1-3 y LMH-6 tienen un valor LE
aceptable y de éstos solo LMH-2 presenta un valor aceptable de LLE, en ambos
casos con respecto a los compuestos de referencia, para LELP los compuestos
LMH 1, 2, 4 y 5 se encuentran en los valores aceptables en comparacién con el
resto de los compuestos. Por ultimo, para ningin compuesto se alcanzaron los
niveles aceptables de BEI. De la Tabla 12 se concluye que el compuesto LMH-2 es
el compuesto que posee un balance adecuado entre las propiedades fisicoquimicas
y la potencia, determinado por los indices de eficiencia de ligando.

Tabla 12. Valores de LE para los compuestos LMH 1-6, SIRA y Haloperidol estimados para una

actividad analgésica.

Comp. pKiocl clLogP #AP*  PM >I(5.§6 "5"$ L<ElLoP E;'
LMH-1 789 295 22 294 036 494 823  26.84
LMH-2 822 3.1 23 312 036 511 870 2635 |
LMH-3 858 4.3 24 363 036 435 1183  23.64
LMH-4 747 331 21 280 035 416 945  26.67
LMH-5  7.79  3.48 22 298 035 431 994  26.14
LMH-6 870  4.60 23 349 0.37 41 1243 24.92
SIRA  7.76  3.33 25 337 031 443 1073  23.03
Halo 8.2 4.30 26 375 0.32 39 1363 2187
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8.4 ACOPLAMIENTO MOLECULAR “DOCKING” (in silico a posteriori)

8.4.1 Acoplamiento molecular de haloperidol sobre el receptor o1

La estructura tridimensional del receptor o1 se obtuvo co-cristalizada en la base de
datos de PDB bajo el ID: 5HK2 y con este método se realizd el acoplamiento
molecular de los compuestos de la serie LMH 1-6.

En la Figura 62 se observan las interacciones del haloperidol con el receptor o1
obtenidos por acoplamiento molecular (“Docking”). Los resultados fueron ordenados
en grupos con RMSD<0.5 A. Para este compuesto se puede observar una
interaccién polar con el residuo de aminoacido Serl117 con el grupo hidroxilo unido
al anillo de piperidina (interacciones en 3D). Por otro lado, en las interacciones 2D
se observa una interaccion r-catibn con PhelQ07 y con el amino ionizable del
heterociclo. En total se calculé una energia de unién (AG) de -10.7 Kcal/mol y una
Kide 13.4 nM.

Figura 62. Visualizacion en 3D y 2D del conformero haloperidol en el sitio de union del receptor 1.

1
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8.4.2 Acoplamiento molecular de S1RA sobre el receptor o1

En la Figura 63 se observan las interacciones del compuesto S1RA con el receptor
o1 obtenidos por el acoplamiento molecular. Los resultados fueron ordenados en
grupos con RMSD <0.5 A. Este compuesto se observa una interaccion en 3D con
el residuo de aminoacido Glul72 con el nitrégeno de la morfolina. Las interacciones
2D se observan dos interacciones polares, Serl17 con el oxigeno de la morfolina y
con aminoéacido Glul72 con el amino ionizable del heterociclo. La energia de union
se calcul6 de -10.76 Kcal/mol y una Ki de 12.14 nM.

Figura 63. Interacciones 3D y 2D del conformero S1RA en el sitio de unién del receptor c1.
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8.4.3 Acoplamiento molecular de LMH 1-3 sobre el receptor o1

En la Figura 64 se observan las interacciones de los compuestos LMH 1-3 con el
receptor o1 0btenidos por “Docking”. Los resultados fueron ordenados en grupos de
RMSD<2.0 A. Para los compuestos se observaron las mismas interacciones con los
aminoéacidos Glul72 y Phel07 con el amino ionizable del heterociclo. En total se
calcularon las energias de union y las afinidades para los siguientes conformeros:
(A) LMH-1 AG=-10.80 Kcal/mol y una Kide 11.3 nM

(B) LMH-2 AG=-10.85 Kcal/mol y una Ki de 10.42 nM

(C) LMH-3 AG=-12.23 Kcal/mol y una Ki de 1.01 nM

A) B)

Figura 64. Visualizacion 2D de a) LMH-1, b) LMH-2 y ¢) LMH-3 con el sitio activo del receptor 1.
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8.4.6 Acoplamiento molecular de LMH 4-6 sobre el receptor o1

En la Figura 65 se observan las interacciones de los compuestos LMH 4-6 con el
receptor o1 0btenidos por “Docking”. Los resultados fueron ordenados en grupos de
RMSD<2.0 A. Para los compuestos se observaron las mismas interacciones con los
aminoéacidos Glul72 y Phel07 en el amino ionizable del heterociclo. Se calcularon
las energias de union y las afinidades para los siguientes conformeros:

(A) LMH-4 AG=-11.88 Kcal/mol y una Ki de 2.08 nM

(B) LMH-5 AG=-11.80 Kcal/mol y una Ki de 1.82 nM

(C) LMH-6 AG=-12.85 Kcal/mol y una Ki de 0.38 nM.

Figura 65. Visualizacion 2D de a) LMH-1, b) LMH-2 y ¢) LMH-3 con el sitio activo del receptor 1.
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Los resultados obtenidos en la parte in silico pueden ser correlacionados con los
ensayos de la evaluacion farmacolégica (Tabla 13), debido a que mostré que el
compuesto LMH-3 y LMH-6 tiene una menor energia de union al igual que con el

mejor Kj en los resultados in vitro.

Tabla 13. Correlaciéon de resultados in vitro e in silico.

Compuesto In silico (AG) Afinidad Af.inidad
calculada (nM) In vitro (nM)

LMH-1 -10.80 11.34 12.6
LMH-2 -10.85 10.42 6
LMH-3 -12.23 1.01 2.6
LMH-4 -11.88 2.08 34
LMH-5 -11.8 1.82 16
LMH-6 -12.81 0.38 2
S1RA -10.76 12.14 17

Haloperidol -10.7 13.4 6.3

8.5 Analisis de consenso farmacoldgico
El analisis de consenso farmacoldgico para la seleccion de un lider computacional

seguro combina los resultados de diferentes célculos realizados in silico:

e Predicciones farmacodindmicas (Swisstarjet prediction)
e Predicciones farmacocinéticas (AdmetSAR, Metaprint2D-React,
Molinspiration).

e Predicciones toxicologicas (ACD/ToxSuite, Osiris, AdmetSAR).

El argumento del andlisis de consenso farmacoldgico consiste en que cuanto mas
coinciden los célculos de que un compuesto es activo, con baja toxicidad y perfil

farmacocinético adecuado, mas confiable sera la seleccién/discriminacion de dicho
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compuesto bioactivo (para sintetizarlo y que muestre un comportamiento

farmacoldgico adecuado).

Por lo tanto, un compuesto que tiene puntuaciones altas de una coleccién de
predicciones farmacoldgicas multiples es méas probable que sea un buen inhibidor/
agonista/ antagonista/ en un ensayo biolégico, que un compuesto tiene una

puntuacion alta de solo una prediccion Unica.

En la Tabla 14 se muestran los resultados de diferentes programas
computacionales quimio-informaticos, se observa que los mejores resultados para
el analisis in vivo los posee el compuesto LMH-2, ya que no mostré alguna alerta,
en comparacién con los compuestos restantes, que tuvieron dos o méas alertas, en
farmacocinética y toxicidad. EI compuesto LMH-2 tuvo mejores resultados en
comparacion que los compuestos LMH 1, 3-6, indicando que es el mejor candidato

para la evaluacion en ensayos in vivo.

Tabla 14. Analisis de consenso farmacolégico de diferentes programas computacionales.

Parametro LMH-1 LMH-2 LMH-3 LMH-4 LMH-5 LMH-6
PM (g/mol) 294 312 363 316 334 385
Docking (AG) -10.8 -10.85 -12.23 -11.88 -11.8 -12.81
Ki (nM) experimental 12.6 6 2.6 34 16 2
Ki (nM) calculada 11.34 10.42 1.01 2.08 1.82 0.38
pKa 8.85 8.85 8.82 9.23 9.23 9.19
logD 7.4 1.66 2.45 2.79 1.49 1.54 3.54
TPSA (A% 32.34 32.34 32.34 15.27 15.27 15.27
Solubilidad (ug/mL) 217.9 113.8 9.1 316 159.8 13.1

Farmacocinética
LE; LLE; LELP; BEI

(
.
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8.6 EVALUACION DEL EFECTO ANTIALODINICO Y
ANTIHIPERALGESICO in vivo DEL COMPUESO LMH-2

8.6.1 Pruebas conductuales

La finalidad del presente proyecto es proponer una serie de moléculas de tipo
benzamidas/bencilaminas piperidinicas analogas de haloperidol (antagonista de los
receptores o1) con propiedades antihiperalgésicas y antialodinicas, como alternativa

terapéutica para el dolor de tipo neuropatico.

Del analisis in silico se desprendié la posibilidad de evaluar el compuesto LMH-2 ya
gue resulté ser una de las mejores moléculas después del consenso farmacolégico.
Para lo cual, se seleccion6 un modelo experimental en rata que simula al dolor
neuropatico, y que se conoce también como constriccion crénica (CCI) debido a que
se realiza una ligadura en el nervio ciatico de la rata. La constriccion del nervio
genera conductas nociceptivas a partir del dia 12 postcirugia. Este modelo consiste
en evaluar dos conductas; una de lamida, que caracteriza a la alodinia, y una de

retiro, que caracteriza a la hiperalgesia.

En la Figura 66A, se muestra el modelo CCl que se utilizé6 para establecer el
potencial efecto antialodinico y antihiperalgésico de LMH-2. Se observa que las
ratas Sham (a las cuales se les realiza la incisién quirargica sin ligadura del nervio)
no incrementaron el tiempo de lamida ante el estimulo frio (acetona) en la pata
ipsilateral. Sin embargo, las ratas con CCl y administracién de vehiculo aumentaron
el tiempo de la conducta de lamida a 18.74 £ 0.74 s, este tiempo se consideré como
el 100% de efecto alodinico. Por otra parte, en el panel B, se muestra que las ratas
con CCI incrementaron el % de respuesta de retiro una vez que se les aplica un
estimulo mecanico mediante el filamento de Von Frey de 15 g (10 estimulos), el
namero de respuestas positivas de una serie de 10 se consideré como el 100% de
hiperalgesia. Los resultados obtenidos estan de acuerdo con lo reportado
previamente, en donde se ha utilizado el empleo de acetona y el filamento de Von

Frey de 15 g para generar alodinia e hiperalgesia.’*-"3
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Figura 66.- Efecto alodinico determinado mediante aplicacion ipsilateral de un estimulo frio con
acetona, la alodinia se mide como tiempo acumulado de lamida en s durante 1 min (panel A). Efecto
hiperalgésico establecido con un estimulo mecénico con el filamento de Von Frey de 15 g, la
respuesta corresponde al promedio 10 estimulos y se considera como 100% la respuesta maxima
(panel B). En ambos paneles las ratas con ligadura en el nervio ciatico (CCI) se compararon con
respecto a las ratas sometidas a cirugia sin ligadura en el nervio ciatico (Sham). Los datos se
muestran como un promedio de seis ratas + E.E.M. La diferencia estadistica se determiné mediante

una prueba t'Student ***(p<0.001) comparando las ratas CCl vs Sham.
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Se ha documentado que las conductas que se observan en este modelo
experimental son generadas por una cascada de eventos que incian con el dafio a
los nervios periféricos, particularmente la alodinia tactil esta asociada al sistema de
fibras ascendente,’*’ en tanto que la persistencia de la alodinia e hiperalgesia
depende de la via descendente a partir de la médula ventral rostral.”® 77 Al parecer
las descargas ectdpicas generadas por la ligadura del nervio y que corresponde a
una reorganizacion de canales idnicos como los de Na* y Ca*™ son los responsables
de la hipersensibilidad generada en el animal.”® También se ha documentado que
en este modelo se genera un fendmeno inflamatorio en donde citocinas como la IL-
1B y TNF-a ademas de los receptores NKI y AMPA patrticipan en la degeneracion

del nervio y sensibilizacion a nivel central.”87°

Existe poca informacion relacionada con la participaciébn de antagonistas del
receptor o1 en la modulacion del dolor neuropatico. Se han reportado algunos
ligandos antagonistas o1 relacionados con el efecto antialodinico vy
antihiperalgésico; (6',7'-dihidro-1'H-espiro[piperidina-4,4'-pirano[4,3-c]pirazoles])
evaluado en la prueba de capsaicina® y (+)-MR200 evaluado en la prueba de la
formalina.8* Un grupo de perhidroquinoxalinas fue disefiado para actuar en el
receptor o1, debido a que éstos no pudieron atravesar la barrera hematoencefalica
su efecto antinociceptivo se atribuyé a su agonismo k-opioide.?? Recientemente en
nuestro grupo de trabajo se disefid el compuesto 2-(3,4-dichlorofenoxi)-N-(2-
morfolin-4-il-etil)acetamida, con alta afinidad por el receptor o1 (Ki=42 nM), el
compuesto mostro actividad en un modelo de dolor inflamatorio a nivel periférico y
espinal*® en tanto que otro de los compuestos el N-(2-morfolin-4-il-etil)-2-(1-naftiloxi)
acetamida mostré efecto antihiperalgésico y antialodinico en el modelo de CCI,
debido a que el efecto fue revertido por los agonistas o1 (+)-pentazocina y PRE-084,

se asume la participacion del receptor ¢1.3°

Por otra parte, con la finalidad de redireccionar el efecto antialodinico y
antihiperalgeésico del haloperidol, antagonista o1, se seleccion6 LMH-2 de una serie

de anéalogos de haloperidol.
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Enla Figura 67A se observa el curso temporal del efecto antialodinico al administrar
dosis logaritmicas del compuesto LMH-2 (0.1, 1, 3.1, 10, 31.6, 100 mg/kg, s.c.), se
observa que la dosis mas baja administrada (0.1 mg/kg) no produce efecto
antialodinico hasta el final del ensayo, las dosis de 1 mg/kg produce 20% de efecto
antinociceptivo, el cual no es estadisticamente significativo con respecto a la
administracion de vehiculo (ANOVA 1 via, seguido de post hoc de Dunnett con
p<0.05 comparando vs vehiculo). Es hasta la dosis de 3.1 mg/kg que se produce
40% de efecto antialodinico que es estadisticamente significativo con respecto a la
administracion del vehiculo, el efecto inicia a los 30 min y se mantiene a lo largo de
la evaluacion. Con las dosis mas altas evaluadas (10, 31.6 y 100 mg/kg) se observé
un efecto antialodinico de 70% en los primeros 30 min, siendo la dosis de 10 mg/kg
la que mantiene su efecto hasta el final del ensayo, a la dosis de 31.6 mg/kg se
observé un 90% del efecto a los 90 min pero disminuy6 hasta el 70% al final del
ensayo; por ultimo, a la dosis de 100 mg/kg aumento su efecto al 90% a los 60 min
el cual permanecio hasta los 120 min, después disminuyo hasta el 80% al final del

ensayo.

En la Figura 67B se muestra el efecto antihiperalgésico de LMH-2. La dosis de 0.1
mg/kg no produjo efecto antihiperalgésico, la dosis de 1 y 3.1 mg/kg generaron de
10 a 30% de respuesta a los 90 min de haber sido administrado y su efecto
disminuye gradualmente. En la dosis de 10 mg/kg se observa como mantienen un
gran efecto del 70% para después terminar con un 60% del efecto hasta finalizar el
ensayo, en las dosis de 31.6 y 100 mg/kg el efecto se eleva hasta un 90% en los
primeros 60 min para posteriormente disminuir al 70% al final del ensayo, de igual
forma se mostr6 un efecto antihiperalgésico significativo comparado con el vehiculo

a la tercera hora de evaluacion.
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Figura 67. Curso temporal del efecto antialodinico (2A) y antihiperalgésico (2B) de la administracién
de LMH-2 (0.1-100 mg/kg, s.c.) en ratas con CCI. El grupo de ratas Sham + vehiculo no tienen cirugia
del nervio ciatico. Cada punto experimental representa el promedio de seis ratas + E.E.M. La
diferencia estadistica se establecid con respecto a la administracion de Vehiculo en ratas con CCI
utilizando un ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc de Dunnett con p<0.05, la

comparacion es de las diferentes dosis de LMH-2 vs vehiculo en ratas CCI.
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El hecho de que LMH-2 tenga un efecto antihiperalgésico y antialodinico contribuye
al conocimiento de que los antagonistas a los receptores o1 pueden ser de utilidad
terapéutica para el tratamiento del dolor neuropatico. En el presente trabajo no se
pudo establecer si el efecto de LMH-2 es revertido por un agonista o1, por lo que
gueda como perspectiva para establecer la real interaccion con este receptor. Sin
embargo, se ha documentado que la actividad antinociceptiva del haloperidol se
debe a la activacion del receptor c1 mas que a una actividad dopaminérgica® y
como LMH-2 es un analogo de haloperidol podria interactuar también solo en el

receptor o1, pero se requieren mas evidencias de su mecanismo transduccional.

8.6.2 Comparaciéon del efecto antialodinico y antihiperalgésico de LMH-2 y
gabapentina

Los farmacos mas ampliamente utilizados en la clinica para el tratamiento del dolor
neuropatico es la pregabalina y la gabapentina, éstos no eliminan el dolor, sin
embargo, clinicamente tienen alta eficacia antialodinica y antihiperalgésica
comparado con otras alternativas como anticonvulsivantes, anestésicos vy
benzodiacepinas entre otros.848 Por lo anterior, en el presente trabajo se compard
el efecto antialodinico y antihiperalgésico de LMH-2 con respecto al efecto de
gabapentina. En la Figura 68 se muestra el efecto de LMH-2 expresado como % de
respuesta, la curva dosis respuesta (CDR) de LMH-2 se compara con respecto a la
administracion de gabapentina por la misma via de administracion (s.c). Se puede
establecer que el efecto de LMH-2 y gabapentina es dependiente de la dosis debido
a que hay diferencia estadistica entre las dosis evaluadas (ANOVA de una via
seguida de una post hoc Tukey con una p=< 0.05), tanto en el efecto antihiperalgésico

(Figura 68A) como antialodinico (Figura 68B).

Como se puede observar en la Figura 68 gabapentina tiene mayor eficacia, ya que
con la dosis de 100 mg/kg tiene un efecto antihiperalgésico = 95.9 + 3.8 % y
antialodinico = 90.23 + 4.04 %, en tanto que, LMH-2 a la misma dosis generd un
efecto antihiperalgésico = 66.02 + 6.9 % y antialodinico = 78.37 + 4.6 %. Sin
embargo, cuando se compara la potencia de los efectos se puede observar que el
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nuevo compuesto disefiado LMH-2 es mas potente que gabapentina debido a que
su DEso es menor con respecto a gabapentina, tanto en el efecto antihiperalgésico
(LMH-2, DEso = 14.78 £ 2.7; gabapentina, DEso = 29.93 + 1.15) como en el efecto
antialodinico (LMH-2, DEso = 9.0 £ 1.4; gabapentina, DEso = 35.32 + 2.3) esto
significa que se requiere de una dosis menor para que LMH-2 genere la misma
respuesta antihiperalgésica y antialodinica que gabapentina en el modelo de CCI.
Estos resultados sugieren que LMH-2 es una nueva entidad quimica con potencial
utilidad terapéutica en el tratamiento del dolor neuropético. Evidentemente hace
falta seguir explorando su actividad farmacoldgica no solo en el modelo CCI sino en
otros modelos de nocicepcion, ademas de caracterizar su mecanismo
transduccional es interesante determinar sus efectos adversos y toxicidad a corto y

largo plazo.
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Figura 68. Curva dosis respuesta del efecto antihiperalgésico (A) y antialodinico (B) de la
administracion de LMH-2 (0.1-100.0 mg/kg, s.c.) y de gabapentina (5.6-100.0 mg/kg, s.c.). Cada
punto experimental se muestra como él % de respuesta del promedio de 6 animales experimentales
+ E.E.M. La DEso se determiné mediante el método lineal logaritmico y la diferencia estadistica es el

efecto de LMH-2 vs Gabapentina utilizando una prueba t-Student (p < 0.05).
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9. CONCLUSIONES

* Se obtuvieron seis compuestos sintetizados y caracterizados, donde el andlisis
in silico muestra adecuadas propiedades farmacocinéticas, metabdlicas y
toxicolégicas, observando toxicidad baja calculada y buenas calificaciones

cuasi-farmaco para los analogos de haloperidol (LMH 1-6).

* Los compuestos LMH-2, LMH-3 y LMH-6 fueron los mas afines al receptor o1

en el estudio in vitro con una Ki= 6, 2.6 y 2 nM, respectivamente.

* Los compuestos LMH 1-6 mantuvieron las mismas interacciones que

haloperidol en el estudio “docking” y con menor energia de union (AG< -10.8).

* El Andlisis de Consenso Farmacologico indicé como lider computacional seguro

al compuesto LMH-2 para el analisis farmacoldgico in vivo.

* El compuesto LMH-2 produjo efecto antialodinico y antihiperalgésico
dependiente de la dosis en un modelo in vivo de CCl en rata, siendo mas potente
gue gabapentina (farmaco utilizado en la terapéutica), por lo que se sugiere
seguir analizandolo farmacol6gicamente como una posible alternativa

terapéutica para el tratamiento del dolor neuropético.
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10. PERSPECTIVAS

* Realizar las pruebas in vivo en modelo murino del compuesto LMH-4 para la
comparacion con los resultados del compuesto LMH-2, con la presencia y
ausencia del carbonilo, asi como también realizar el ensayo con los compuestos
LMH-3 y LMH-6 para corroborar lo observado del analisis de consenso

farmacoldgico.

* Disefar otros derivados de los compuestos con diferentes sustituyentes en los

grupos arilos para observar la relacion estructura-actividad sobre los receptores

O1.

* Realizar los estudios de farmacocinética, toxicologia aguda, subcrénica y

citoxicidad de los compuestos evaluados en las pruebas in vivo.
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11. PARTE EXPERIMENTAL

11.1 Instrumentacion

Para la sintesis de los compuestos LMH 1-6 se utilizaron reactivos de marca
SIGMA-ALDRICH® y MERK®. Para el calentamiento y la agitacion magnética se
utilizé una parrilla de la marca CIMAREC® y matraz Bola de 25 mL acoplados con
agitacidbn magnética, refrigerante en posicion vertical y Nitrogeno para aislar las
reacciones con el medio ambiente. Ademas de usar un tubo lavador con trampa de
gases para la formacion de amidas. Para el monitoreo de las reacciones se utilizaron
cromatografias en capa fina (CCF) de placas de aluminio de 2.5 X 4 cm cubiertas
con gel de silice. Para correr las placas de utiliz6 una camara de elucién de vidrio.
Para la elucién de las placas se utilizaron los sistemas observados en la siguiente
Tabla 15.

Tabla 15. Sistemas utilizados como fase movil para CCF

Sistema Comparacion Proporcién
I CH2Cl2:MetOH 90:10
Il CH2Cl2:MetOH 95:5

Para revelar las CCF se utiliz6 una lampara UV marca ENTELA modelo UVGL-25
con longitud de onda de 254-365nm. Para evaporar los disolventes utilizados se
utilizé un Rotaevaporador marca BUCHI R-200 conectado a una bomba de vacio
marca Vacuubrand® ME 2C. Para alto vacio se utilizé con una bomba marca BUCHI
V-700. El punto de fusién (p.f.) se determind con un aparato Stanford Research

System, modelo EZ-Melt. El pH se midi6 con tiras reactivas de la marca CRISA.

Todos los programas fueron utilizados y/o corridos sobre una laptop Acer modelo
E5-551-85R3 con Sistema Operativo: Windows 10 de 64 bits, procesador AMD A8-
7100 Radeon R5, procesador de graficos AMD Radeon™ R5 Graphics y 8 GB de

memoria RAM.

'
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11.2 Parte quimica
11.2.1 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)benzamida (LMH-1)

e P
TEA
©)‘\C| . HZN@N CH,Cly O)‘\H@N

8 11 LMH-1

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, una trampa de
gases y un embudo de adicion de liquidos de presiones igualadas, se coloc6 0.3 g
(0.00158 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (11) y se afiadié 0.241 mL (0.00174
mol) de trietilamina en adicion lenta (gota a gota), se dejo en agitacién con 3 mL de
diclorometano seco (CH2Cl2) durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo se colocé
en bafo de hielo (0-5°C) para afiadir 0.201 mL (0.0174 mol) de cloruro de benzoilo
(8), posteriormente permanecié a temperatura ambiente y se dejo en agitacion
durante 9 h. Utilizando el sistema | se realiz6 una CCF, revelando la ausencia de la
materia prima, se rotaevaporé todo el diclorometano hasta sequedad se realizaron
extracciones con 10 mL de agua y 10 mL de acetato de etilo (por triplicado). La fase
organica se concentrdé en el rotavapor, para asegurar la ausencia de agua, se
agrego acetona en el compuesto y se volvio a rotaevaporar, se dejo reposar hasta
obtener un sélido, se recristalizo con etanol obteniendo cristales blancos, un peso
de 0.42 g, un punto de fusion de 171.7-173.9 °C y un rendimiento de 90%.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-de) &: 1.58 y 177 (c, d, 2H, H-9, H-11), 2.01 y 2.82 (t, d,
2H, H-8, H-12), 3.46 (s, 2H, H-13), 3.73-3.81 (m, 5H, H-10), 7.23-7.27 (m, 3H, H-4),
7.29-7.34 (m, 5H, H-2’, H-3', H-5, H-6"), 7.43-7.46 (m, 3H, H-3, H-5), 7.49-7.53 (m,
3H, H-4), 7.83 (dd, 2H, H-2, H-6, Jm=1.4, J,=8 Hz)

RMN 23C (125 MHz, DMSO-ds) &: 31.9 (C-9, C-11), 47.3 (C-10), 52.7 (C-8, C-12)
62.2 (C-13), 124.8 (C-4’), 127.3 (C-2', C-6'), 127.7 (C-3', C-5'), 128.1 (C-2, C-6),

129.6 (C-3, C-5), 131.4 (C-4), 135.2 (C-1’), 139.1 (C-1), 166.0 (C=0)

EM (IE) m/z 294 (100 %, M*)
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11.2.2 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-fluorobenzamida (LMH-2)

0o 0
TEA »
Cl + HyN N CH,Cl, N N
H
F F
9

11 LMH-2
En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, una trampa de
gases y un embudo de adicion de liquidos de presiones igualadas, se coloc6 0.3 g
(0.00158 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (11) y se afadié 0.241 mL (0.00174
mol) de trietilamina en adicion lenta (gota a gota), se dejé en agitacién con 3 mL de
diclorometano seco (CH2Cl2) durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo se coloco
en bafo de hielo (0-5°C) para anadir 0.2 mL (0.0174 mol) de cloruro de 4-
flourobenzoilo (9), posteriormente permanecié a temperatura ambiente y se dejo en
agitacion durante 6 h. Utilizando el sistema | se realizé una CCF, revelando la
ausencia de la materia prima. Todo el diclorometano se rotaevaporé hasta
sequedad realizando extracciones por triplicado con 10 mL de agua y 10 mL de
acetato de etilo. La fase organica se concentro en el rotavapor. Para asegurar la
ausencia de agua, se agreg6 acetona en el compuesto y se volvié a rotaevaporar,
se dejo reposar hasta obtener un solido. Con etanol se recristalizo obteniendo
cristales blancos con un peso de 0.51 g, un punto de fusién de 160.5-161.9 °C y un

rendimiento de 95%.

RMN H (600 MHz, CDCl3) &: 1.55 'y 2.00 (c, d, 2H, H-9, H-11), 2.16 y 2.84 (t, d, 2H,
H-8, H-12), 3.51 (s, 2H, H-13), 3.95-4.02 (m, 5H, H-10), 7.07-7.10 (m, 2H, H-3, H-5,
Im=2, Jo=8.6 Hz), 7.23-7.35 (2H, H-2', H-6"), 7.74-7.76 (m, 2H, H-2, H-6, Jo=8.2 Hz,

Jm= 5.2 Hz con el heterodtomo F)
RMN 13C (150 MHz, CDCIz) &: 32.2 (C-9, C-11), 47.5 (C-10), 52.5 (C-8, C-12), 63.0
(C-13), 114.9 (C-4’), 127.5 (C-2’, C-6’), 128.4 (C-3’, C-5’), 128.6 (C-2, C-6), 129.5

(C-3, C-5), 130.9 (C-1), 138 (C-1), 164.6 (d, C-F, Jo=248.5 ), 165.7 (C=0)

EM (IE) m/z 312 (20 %, M*)
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11.2.3 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2,4-diclorobenzamida (LMH-3)

0o 0
TEA »
Cl + HyN N CH,Cl, N N
H
o] Cl cl Cl
10

11 LMH-3
En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, una trampa de
gases y un embudo de adicion de liquidos de presiones igualadas, se coloc6 0.3 g
(0.00158 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (11) y se afadié 0.241 mL (0.00174
mol) de trietilamina en adicion lenta (gota a gota), se dejo en agitacién con 3 mL de
diclorometano seco (CH2Cl2) durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo se coloco
en bafo de hielo (0-5°C) para afadir 0.243 mL (0.0174 mol) de cloruro de 2,4-
diclorobenzoilo (10), posteriormente permanecié a temperatura ambiente y se dejo
en agitacion durante 4 h. Utilizando el sistema | se realizé una CCF, revelando la
ausencia de la materia prima. Todo el diclorometano se rotaevaporé hasta
sequedad realizoando extracciones por triplicado con 10 mL de agua y 10 mL de
acetato de etilo. La fase organica se concentro en el rotavapor. Para asegurar la
ausencia de agua, se agreg6 acetona en el compuesto y se volvié a rotaevaporar,
se dejo reposar hasta obtener un solido. Con etanol se recristalizo para obtener
cristales blancos, con un peso de 0.57 g, un punto de fusién de 144.2-145.9 °C y un

rendimiento de 91%.

RMN *H (500 MHz, DMSO-de) &: 1.48'y 1.79 (c, d, 2H, H-9, H-11), 2.03 y 2.77 (t, d,
2H, H-8, H-12), 3.45 (s, 1H, H-13), 3.67-3.75 (m, 5H, H-10) 7.23-7.42 (m, 2H, H-2,
H-6'), 7.48 (dd, 3H, H-5 Jm=2 Jo=8.2 Hz), 7.68 (d, 2H, H-3 Jn=2Hz) 8.42 (d, 2H, H-6
Jo=7.8 H2)

RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) & 31.7 (C-9, C-11), 47.1 (C-10), 52.3 (C-8, C-12),
62.6 (C-13), 127.3 (C-5), 127.7 (C-4’), 128.6 (C-3", C-5'), 129.1 (C-2’, C-6") 129.4 (C-

6), 130.6 (C-3), 131.5 (C-1'), 134.6 (C-4), 136.5 (C-2), 139.1 (C-1) 165.1 (C=0)

EM (IE) m/z 363 (100 %, M*)
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11.2.4 Sintesis de N,1-dibencilpiperidin-4-amida (LMH-4)

O* ﬁ O
+ H,N H
2 NaBH3CN

LMH 4
En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitacion magnética, bafio de hielo,
atmaosfera de nitrégeno y un embudo de adicion de liquidos de presiones igualadas,
se coloco 0.3 g (0.001 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (11), se afiadié 0.18 mL
(0.00174 mol) de benzaldehido (12), in situ se agregd 0.109 g (0.0174 mol) de
NaBH3CN en 5 mL de dicloroetano (CICH2CH2CI) posteriormente se dejo en
agitacion durante 72 h. Transcurrido el tiempo se realiz6 una CCF utilizando el
sistema Il, revelando la ausencia de materias primas. Todo el dicloroetano se
rotaevaporo hasta sequedad. Las extracciones se realizaron por triplicado con 10
mL de agua y 10 mL de acetato de etilo. La fase organica se concentré en el
rotavapor. Para asegurar la ausencia de agua se agreg6 acetona en el compuesto
y se volvié a rotaevaporar, se dejo reposar hasta obtener un liquido, se hizo
clorhidrato con una mezcla HCI:EtOH (50:50) para obtener la sal, con un peso de
0.34 g, un punto de fusion de 295.7-297.3 °C y un rendimiento de 62%.

RMN H (400 MHz, CDCls) &6: 1.51y 1.89 (c, d, 4H, H-10, H12), 1.98 (s, 1H, NH),
2.03y 2.88 (d, d, 4H, H-9, H-13), 2.52-2.59 (m, 1H, H-11), 3.53 (s, 2H, H-14), 3.81
(s, 2H, H-7), 7.25-7.27 (m, 10H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-2',H-3", H-4", H-5' H-6')

RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 31.7 (C-10, C-12), 50.2 (C-7), 51.9 (C-9, C-13), 53.7
(C-11), 62.6 (C-14), 127.1 (C-4, C-4'), 128.2 (C-2’, C-3', C-5', C-6'), 128.4 (C-2, C-

6), 129.3 (C-3, C-5), 137.6 (C-1'), 139.4 (C-1).

EM (IE) m/z 281 (1 %, M*%)
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11.2.5 Sintesis de 1-bencil-N-(4-fluorobencil)piperidin-4-amina (LMH-5)

>/: CICHZCHZCI N@N f
+ HN T NaBH.CN H

LMH 5

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, bafio de hielo,
atmosfera de nitrogeno y un embudo de adicion de liquidos de presiones igualadas,
se colocé 0.3 g (0.001 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (11), se afiadié 0.19 mL
(0.00174 mol) de 4-fluorobenzaldehido (13), in situ se agreg6 0.109 g (0.0174 mol)
de NaBH3CN en 5 mL de dicloroetano (CICH2CH2CI) posteriormente se dejé en
agitacion durante 72 h. Transcurrido el tiempo, utilizando el sistema Il se realiz6 una
CCF, revelando la ausencia de materias primas. Todo el dicloroetano Se
rotaevaporo hasta sequedad. Se realizaron extracciones por triplicado con 10 mL
de agua y 10 mL de acetato de etilo. La fase organica se concentré en el rotavapor.
Para asegurar la ausencia de agua se agreg6 acetona en el compuesto y se volvio
a rotaevaporar, se dejé reposar hasta obtener un liquido, se hizo clorhidrato con una
mezcla HCI:EtOH (50:50) para obtener la sal, con un peso de 0.26 g, un punto de
fusion de 1300 °C y un rendimiento de 45%.

RMN H (400 MHz, CDCls) &: 1.54 y 1.87 (c, d, 4H, H-10, H-12), 1.99 (s, 1H, NH),
2.03y 2.85 (d, d, 4H, H-9, H-13), 2.49-2.56 (m, 1H, H-11), 3.58 (s, 2H, H-14), 3.77
(s, 2H, H-7), 6.96-7.01 (m, 2H, H-2, H-6), 7.25-7.30 (m,4 H-3, H-5, H-2", H-3’, H-4’,
H-5', H-6").

RMN 23C (100 MHz, CDCl3) &: 31.9 (C-10, C-12), 49.6 (C-7), 51.6 (C-9, C-13), 53.8
(C-11), 64.6 (C-14), 115.2 (C-2, C-6), 127.1 (C-4’), 128.2 (C-2’, C-6'), 129.3 (C-3,

C-5'), 130.0 (C-3, C-5), 135.4 (C-1'), 137.6 (C-4), 161.9 (d, C-F, Jci= 324.5)

EM (IE) m/z 298 (1 %, M*)
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11.2.6 Sintesis de 1-bencil-N-(2,4-diclorobencil)piperidin-4-amina (LMH-6)

O e =z O
+ H,N N
. cl NaBH3CN
14 11

LMH 6

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, bafio de hielo,
atmosfera de nitrdgeno y un embudo de adicion de liquidos de presiones igualadas,
se coloc6 0.3 g (0.001 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (11), se afiadié 0.30 g
(0.00174 mol) de 2,4-diclorobenzaldehido (14), in situ se agrego 0.109 g (0.0174
mol) de NaBH3CN en 5 mL de dicloroetano (CICH2CH2CI) posteriormente se dej6
en agitacion durante 72 h. Transcurrido el tiempo se realiz6 una CCF utilizando el
sistema Il, revelando la ausencia de materias primas. Todo el dicloroetano se
rotaevaporo hasta sequedad. Se realizaron extracciones por triplicado con 10 mL
de agua y 10 mL de acetato de etilo. La fase organica se concentré en el rotavapor.
Para asegurar la ausencia de agua se agreg6 acetona en el compuesto y se volvio
a rotaevaporar, se dejo reposar hasta obtener un liquido se hizo clorhidrato con una
mezcla HCI:EtOH (50:50) para obtener la sal, con un peso de 0.38 g, un punto de
fusion de 273.9-276.5 °C y un rendimiento de 57%.

RMN H (400 MHz, CDCls) 8: 1.52 y 1.91 (c, d, 4H, H-10, H-12), 2.02 (s, 1H, NH),
2.02'y 2.96 (t, d, 4H, H-9, H-13), 2.51-2.58 (m, 1H, H-11), 3.62 (s, 2H, H-14), 3.85
(s, 2H, H-7), 7.19-7.36 (m, 8H, H-2, H-5, H-6, H-2’, H-3’, H-4’, H-5", H-6")

RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) &: 25.1 (C-10, C-12), 43.8 (C-7), 49.3 (C-9, C-13),
52.4 (C-11), 58.6 (C-14), 127.5 (C-6), 128.6 (C-3’, C-5'), 128.9 (C-2', C-6"), 129.0

(C-1), 129.4 (C-4"), 131.5 (C-2), 133.6 (C-5), 134.5 (C-3), 134.7 (C-4), 141.2 (C-1")

EM (IE) m/z 349 (4 %, M*)
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