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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se caracteriza por hiperglucemia crénica, lo cual deriva
en multiples complicaciones. Por esta razén los pacientes recurren a la polifarmacia; sin

embargo, esto solo aborda algunos de los sintomas de la enfermedad.

Para este proyecto se tomaron en cuenta dianas farmacoldgicas que mejoren la sensibilidad
a la insulina como PPAR-y y PTP1B, agentes que promuevan la secrecion de insulina
dependiente de glucosa como los agonistas de GPR40 y moléculas que aborden las
complicaciones de la DM2 como los inhibidores de la enzima aldosa reductasa. Se ha
descrito una amplia variedad de compuestos de tipo tiazolidindiona (TZD) y &cido
fenilpropanoico (AF) como ligandos de estas dianas. Con base en lo anterior, se disefiaron
moléculas que contengan los fragmentos de TZD y AF que actuen sobre PPAR-y, PTP-1B,
GPR40 y aldosa reductasa de manera simultdnea a lo cual se le ha denominado

polifarmacologia.

La sintesis de las benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas (serie A) se llevo a cabo mediante una
sustitucién nucleofilica bimolecular en medio béasico y disolventes polares no préticos,
posteriormente se llevé a cabo una condensacién de Knoevenagel para la obtencion de
ACB-1-6. Los compuestos ACB-7-10 (serie B) se sintetizaron a partir de una esterificacion
con SOCI, y etanol obteniendo 17, mismo que se hizo reaccionar via SN2 obteniendo los
precursores 18-22. Finalmente se realizé una hidrdlisis basica con KOH en donde se
obtuvieron los productos ACB-7-10. La purificacién de los compuestos se llevé a cabo
mediante cromatografia en columna y 0 recristalizacion. La identidad de los compuestos
fue confirmada mediante métodos espectroscépicos y espectrométricos (RMN: H?, C3, 2D
y EM: IE).

En la evaluacion in vitro sobre PPAR-y sobre adipocitos de la linea celular 3T3-L1 los
compuestos ACB-1 y ACB-4 de tipo tiazolidindiona mostraron un efecto importante sobre
PPAR-y. Por otro lado los compuestos ACB-8-9 incrementaron de manera significativa la

expresion relativa de este receptor.

En el ensayo de inhibicion sobre PTP1B los compuestos ACB-1-3 y ACB-5-6 mostraron
Clsode 3.6 a 22 pM. Por otro lado, los compuestos de la serie de acidos fenilpropanoicos
ACB-7-10 se comportaron como inhibidores débiles. En los ensayos in vitro sobre aldosa

reductasa, el compuesto ACB-5 tuvo una Clso de 11.2 uM y el compuesto ACB-6 una Clsg
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de 1.9 uM siendo este el mas activo de ambas series. Los compuestos ACB-7-10
mostraron Clsp 7.4-30.2 pM.

En la actividad sobre GPR40 los compuestos de tipo tiazolidindiona ACB-1-6 no mostraron
efecto. EI compuesto ACB-7 de tipo &cido fenilpropanoico manifesté una CEso 0.0755 uM,
siendo el mas potente de ambas series. Los compuestos ACB-8-9 revelaron actividad

moderada sobre este receptor y el compuesto ACB-10 mostré baja actividad.

En los ensayos in vivo en un modelo murino de diabetes no insulino-dependiente
(estreptozotocina y nicotinamida), los compuestos ACB-1 y ACB-4 mostraron disminucion
de la glucemia in vivo con una reduccion de hasta el 49.7 % y 55% respectivamente. El
compuesto ACB-6 mostrd un efecto hiperglucémico durante la primera hora después de la
administracion. EI compuesto ACB-7 mostr6 comportamiento como antihiperglicémico. El
compuesto ACB-8 mostré actividad hipoglucemiante similar a Glibenclamida. EI compuesto

ACB-9 mostré una disminucién de la glucemia a partir de la hora 3 hasta la hora 7.

Los estudios de acoplamiento molecular revelaron el posible modo de union de los

compuestos mas activos sobre los blancos farmacoldgicos planteados.



QUIMICA FARMACEUTICA ABSTRACT

ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is characterized by chronic hyperglycemia, this usually leads to
chronic complications. For this reason patients draw on to polypharmacy, increasing the risk
of adverse effects and drug interactions.

One interesting target is the PPAR-y, the agonism of this receptor results in increased insulin
sensitization. In the same way, the PTP1B inhibition improves insulin sensitivity. On the
other hand GPRA40 is associated in the regulation of glucose-dependent insulin secretion.
Moreover the aldose reductase enzyme is involved in the pathogenesis of chronic
complications of T2D. It has been reported that a large variety of thiazolidinediones and
carboxylic acids have activity on these targets. Based on the above, we designed molecules
containing the core of thiazolidinedione and phenylpropanoic acid, to generate agents that

act on PPAR-y, PTP1B, GPR40 and aldose reductase simultaneously (polypharmacology).

For the synthesis of the benzylidene-1, 3-thiazolidin-2, 4-diones, 4-hydroxybenzaldehyde
was reacted with the appropriately substituted methyl aryl halides in basic medium and non-
protic polar solvents to obtain 11- 16, followed by Knoevenagel condensation to obtain the
titte compounds ACB-1-6. The compounds ACB-7-10 were synthesized via esterification
with thionyl chloride and ethanol as solvent, obtaining 17. Subsequently, 17 was reacted
with the appropriately substituted methylaryl halide in polar aprotic solvents and potassium
carbonate to give compounds 18-21. All were treated separately by basic hydrolysis with
potassium hydroxide, to give ACB-7-10. The purification of the compounds was carried out
by column chromatography and recrystallization. The identity of the compounds was

confirmed by spectroscopic and spectrometric methods (NMR H?, 3C, 2D and MS ElI).

Compounds ACB-1 and ACB-4 induced the expression of PPAR-y, however it did not show
a significant increase in the relative expression of GLUT-4. On the other hand, the
compounds ACB-8 and ACB-9 increase significantly the levels of relative expression for

PPAR-y and GLUT-4 mRNA's in the same way as Pioglitazone.

The evaluations against aldose reductase and PTP1B were conducted by enzyme inhibition
assays. In the enzymatic inhibitory assay against PTP1B the compounds ACB-1-3 and
ACB-5-6 presented a range of potency (ICso) between 3.6-22 uM. It is noteworthy that ACB-
1-3 compounds were equipotent to ursolic acid, considered as hits. Moreover, the

compounds of the phenylpropanoic acid series (ACB-7-10) behaved as weak inhibitors.

Vi
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In vitro assay on aldose reductase showed ACB-5 had an ICso of 11.2 yM and compound
ACB-6 an ICsp0f 1.9 uM, being the most active of the both series. The ACB-7-10 compounds
showed an ICs in the low micromolar order. Neverthless none of them were more active
than sorbinil, a well-known aldose reductase inhibitor (1.2 pM).

The activity on GPR40 was measured with calcium flux assay in GPR40-transfected
HEK293 cells. Results revealed that thiazolidinedione compounds ACB-1-6 were inactive
against this receptor. However the phenylpropanoic acid series showed that compound
ACB-7 (3-byphenyl) was the most potent agonist displayed an ECso value of 0.075 pM,
followed by compounds ACB-8 and ACB-9, with substituents naphthyl and
biphenylcarbonitrile, respectively. Compound ACB-9, with a quinolynyl substituent, provided
a significant decrease in agonistic activity.

Compounds ACB-1, ACB-4 and ACB-6-8 were the most active against the targets of this
work, and they were selected to tested in vivo at 100 mg/kg dose in a non insulin-dependent
diabetes mellitus mice model. Compound ACB-1 and ACB-4 decreased of blood glucose
by 49.7% and 55% respectively during 7h after administration. The compound ACB-8
showed hypoglycemic activity similar to Glibenclamide. Compound ACB-9 showed a
decrease in blood glucose from hour 3 to hour 7. These compounds showed robust in vitro
and in vivo efficacy, and could be considered as promising multitarget antidiabetic drug
candidates.

Molecular docking studies revealed the possible binding mode of the most active

compounds on these targets.

Vi



QUIMICA FARMACEUTICA INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus comprende diversos trastornos metabodlicos que se manifiestan por
concentraciones elevadas de glucosa en sangre, esto debido a la deficiencia de la secrecién
6 accion de la insulina. Por otro lado, este conjunto de padecimientos desencadena
multiples complicaciones a lo largo de la enfermedad como dislipidemias, enfermedades

cardiovasculares, neuropatias y retinopatias. 12

Actualmente la diabetes es una de las enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial.
En 2017 se reportd que existen 425 millones de personas con este padecimiento, asimismo
352 millones de personas presentan alteracion de la tolerancia a la glucosa corriendo un
alto riesgo de desarrollar esta enfermedad. Cabe resaltar que México ocupa el quinto lugar
a nivel mundial de personas con diabetes.®

Por otro lado, existe una gran variedad de farmacos para el tratamiento de la diabetes,
sin embargo no ofrecen un tratamiento integral. Por tal motivo, se ha recurrido a la
polifarmacia. No obstante, representa un riesgo a la salud del paciente debido a los
efectos adversos de su uso; asi como un mayor gasto, tan sélo en 2017 la cifra destinada
al tratamiento de la diabetes ascendio a 712 mil millones de délares del gasto mundial en

atencion sanitaria.

Es por esto que es necesario continuar con la blsqueda de agentes que ofrezcan un

tratamiento integral para la diabetes mellitus tipo 2.

Uno de los blancos terapéuticos de gran importancia son los receptores activadores del
proliferador del peroxisoma (PPAR). En este trabajo se abordara el isotipo: PPAR-y, el cual
es blanco molecular de las tiazolidindionas (glitazonas) una clase de farmaco de tipo

sensibilizador de insulina.*

Por otro lado, el FFAR-1 (GPR40) es un miembro de la familia de los receptores acoplados
a proteina-G sensible a 4cidos grasos de cadena larga y media. Este receptor es altamente
expresado en células pancreaticas, intestino y cerebro, estd acoplado a sistemas de
sefalizacion intracelular los cuales regulan la exocitosis de insulina dependiente de
glucosa. > 67 Cabe resaltar que algunos farmacos de tipo tiazolidindiona asi como derivados

del &cido fenilpropanoico han resultado ser agonistas de GPR40, debido a que el
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farmacéforo para este receptor presenta una similitud con el de PPAR-y, por lo que este

resulta un buen blanco para el tratamiento de la diabetes.

Ademas se tomé en cuenta a las Proteinas Fosfatasas de Tirosina (PTP’s). Para este
trabajo es de especial interés la PTP1B ya que su inhibicién lleva a un incremento en la
sensibilidad a la insulina y leptina, lo cual no sélo conduce a una mejora de los niveles de
glucemia sino también resistencia a la obesidad. ° Existen diversos inhibidores de esta
enzima, entre los que destacan algunos acidos carboxilicos y tiazolidindionas. 1112 Este
hecho posiciona a la PTP1B como un blanco para el tratamiento de la diabetes.

Adicionalmente se incluyé como blanco a la enzima aldosa reductasa. Esta enzima en
condiciones normales esta implicada en el metabolismo de glucosa a través de la via de los
polioles. Sin embargo, en la diabetes mellitus induce estrés oxidativo y dafio en el tejido
vascular a través de la reduccién dependiente de NADPH de la glucosa a sorbitol y las
consecuentes modificaciones de osmolaridad y el estado redox. * '* Lo anterior ha
conducido al desarrollo de agentes inhibidores como: flavonoides e hidantoinas; sin
embargo este Ultimo presenta diversos efectos adversos, dado esto, se desarrollaron
biois6steros de tipo tiazolidindiona y acidos carboxilicos.*® ¢ 17 Por lo tanto, la inhibicion de
aldosa reductasa resulta una buena alternativa como blanco terapéutico para el tratamiento

de la diabetes y sus complicaciones.

Con base en lo anterior, en este proyecto se plantea una serie de compuestos, tomando
como nucleo la estructura de las tiazolidindionas y el acido fenilpropanoico, con la finalidad
de generar agentes que actien sobre distintos sitios blancos PPAR-y GPR40, PTP1B y
aldosa reductasa, lo cual resulta una buena alternativa a la polifarmacia utilizada

actualmente.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes
La diabetes mellitus es una enfermedad cronico-degenerativa y se le considera como un

desorden metabdlico endocrino. Este padecimiento se presenta por la resistencia a la
insulina en tejidos periféricos, asi como por deficiencia o ausencia de su secrecidén. Se
caracteriza principalmente por la hiperglucemia y se asocia con el desequilibrio en el
metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos.®,?
Existen varios tipos de diabetes entre las que destacan

» Diabetes tipo 1

» Diabetes tipo 2

» Diabetes gestacional
En este proyecto se aborda a la diabetes tipo 2 ya que es la forma mas frecuente y
representa alrededor del 90% del total de casos con dicha afeccion.®

2.1.1 Diabetes tipo 2

Este tipo de diabetes se caracteriza por hiperglucemia, misma que es el resultado de una
produccién inadecuada de insulina y la incapacidad del organismo de responder a esta
hormona, lo anterior se define como resistencia a la insulina * 3. Aunado a esto, la
enfermedad a menudo esta asociada a complicaciones como obesidad, dislipidemias,
hipertension, aterosclerosis, neuropatias, nefropatias y retinopatias.'® Por otro lado los
pacientes con diabetes con frecuencia desarrollan infecciones que disminuyen su
esperanza y calidad de vida.

Cabe mencionar que este tipo de diabetes se ve con mayor frecuencia en adultos mayores;
sin embargo cada vez tiene mas incidencia en nifios, adolescentes y adultos jovenes debido
al aumento de personas con obesidad por falta de actividad fisica y la mala alimentacién.
2.2 Epidemiologia

La diabetes es una de las mayores emergencias sanitarias a nivel mundial de este siglo. Se
calcula que alrededor de 425 millones de personas; es decir el 8.8% de la poblacion en
edades de 20 a 79 afios sufren de esta enfermedad y se estima que para el afio 2045
existan 629 millones de pacientes con diabetes (Figura 1).

Ademas se encuentra entre las 10 principales enfermedades no transmisibles
(enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades respiratorias). Asimismo la

diabetes ha sido responsable del 10.7% de la mortalidad mundial superando la suma de
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fallecimientos por las principales enfermedades infecciosas (1.1 millones de muertes por
VIH/SIDA, 1.8 millones por tuberculosis y 0.4 millones por malaria en 2015).

Para el 2017 se estima que alrededor de 4 millones de personas de entre 20 y 79 afos
moriran de diabetes.

Por otro lado, la enfermedad genera un gran impacto econémico con un gasto anual de 727
millones de ddlares tan solo en asistencia sanitaria, Io que corresponde a uno de cada ocho

délares empleados en sanidad.®

Ameérica del Oriente Medio ¥
Norte ¥ el Caribe Norte de Africa

Sudeste
Asiatico

Pacifico
Occidental

MUNDO
Figura 1. Numero de personas con diabetes en todo el mundo y por region en 2017 y 2045 (20-79 afios).3
Existen diversos signos y sintomas que se derivan del estado de hiperglucemia crénica en

la DM2. A continuacién se mencionan algunos de los mas caracteristicos.

2.3 Signos y sintomas

Los altos niveles de glucemia poseen varios efectos en un paciente diabético. La elevacion
de glucosa provoca una mayor filtracion de esta al tabulo renal de la que puede ser
absorbida, eliminando el exceso a través de la orina lo que es conocido como glucosuria. A
su vez, esta pérdida provoca diuresis osmética, dando como resultado un aumento en el
volumen y en la frecuencia de miccién (poliuria). Debido a la pérdida constante de liquidos
las personas con DM2 tienen una gran necesidad ingerir liquidos (polidipsia). Por otro lado
a pesar de que existen altos niveles de glucosa, esta no es usada con fines energéticos por
lo que hay una mayor utilizacion y un menor almacenamiento de lipidos y proteinas lo que
se manifiesta con una rapida pérdida de peso y falta de energia aunque consuman grandes

cantidades de alimento, lo cual se conoce como polifagia.?®
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Es importante mencionar que los pacientes que presentan estos signos y sintomas,
manifiestan un dafio de aproximadamente del 50-60% de las células B— pancreéaticas?" 22,
por lo que el diagndstico suele ser tardio. Lo anterior trae como consecuencia que entre un
tercio y la mitad de casos de diabetes tipo 2 de la poblacién estén sin diagnosticar, ya que
la enfermedad es asintomética durante varios afios. Por tal motivo se han establecido varios

parametros para un diagnéstico oportuno.

2.4 Diagnéstico

Existen varias condiciones que se deben cumplir antes de diagnosticar como diabetes.

2.4.1 Prediabetes
Se considera prediabetes cuando los niveles de glucosa son anormales en ayuno y existe
intolerancia a la glucosa, ya sea de manera aislada o combinados. Los pacientes con
prediabetes tienen un mayor riesgo de presentar diabetes tipo 2 y otras complicaciones.
2.4.2 Criterios de diagndstico * 23 24
Se debe diagnosticar diabetes cuando se cumplan uno o mas de los siguientes
criterios:
e Glucosa en plasma en ayunas = 7.0 mmol/L (126 mg/dL)
e Glucosa en plasma tras dos horas de haber ingerido por via oral una carga de
glucosa de 75 g.
e El nivel de glucosa al azar > 11.1 mmol/L (200 mg/dL) o la HbA1c =248 mmol/L
(6.5%).
Se debe diagnosticar la alteracion de tolerancia a la glucosa cuando se cumplan
ambos criterios:
e Laglucosa en plasma en ayunas < 7.0 mmol/L (126 mg/dL).
e La glucosa en plasma tras dos horas de haber ingerido por via oral una carga de
glucosa de 75 g de 7.8-11.1 mmol/L (140-200 mg/dL).
Se debe diagnosticar alteracién de la glucemia en ayunas cuando se cumplan ambos
criterios
e Laglucosa en plasma en ayunas 6.1-6.9 mmol/L (110-125 mg/dL).
e La glucosa en plasma tras dos horas de haber ingerido por via oral una carga de
glucosa de 75 g < 7.8 mmol/L (140 mg/dL).
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2.5 Fisiopatologia de la DM2

La diabetes tipo 2 como ya se ha mencionado anteriormente se caracteriza por defectos en
la secrecidn de insulina; asi como la resistencia a esta en tejidos periféricos como musculo
esquelético, tejido adiposo y el higado. Lo anterior trae como consecuencia un mecanismo
compensatorio de las células B-pancreaticas en etapas tempranas de la enfermedad,
causando hiperinsulinemia seguido de una incorrecta sefalizacion de la insulina

(resistencia a la insulina) y por lo tanto hiperglucemia.

2.5.1 Sefializacién de la insulina
En la cascada normal de sefalizacién de la insulina esta activa a su receptor lo que lleva a

una fosforilacién en el sustrato del receptor de insulina 1(IRS1) en el musculo esquelético
y el tejido adiposo, asi como en el sustrato del receptor de insulina 2 (IRS2) en el higado,
activando a la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) que promueve la translocacion del transportador
de glucosa tipo 4 (GLUT4) hacia la membrana. Este transporta la glucosa plasmatica al
interior de la célula normalizando la glucemia. Sin embargo en la DM2 existe una
inadecuada sefalizacion de la insulina. Dicha afecciébn en la sefalizacion se asocia
principalmente al aumento de acidos grasos libres, por lo que se han descrito varios

mecanismos.

2.5.1 Mecanismos de sefializacion implicados en la resistencia a la insulina

En estados de obesidad y DM2 existe un proceso inflamatorio crénico de bajo grado, el cual
se relaciona con el tejido adiposo (TA), ya que se le han atribuido varias funciones para
mantener la homeostasis vascular, metabdlica, endocrina e inmunolégica.

La presencia de una mayor cantidad de acidos grasos libres crea un balance de energia
positivo lo que ocasiona que los adipocitos los almacenen, hipertrofiandolos causando
hipoxia celular, apoptosis y estrés celular seguido del reclutamiento de macréfagos, células
Ty B. Ademas, se observa un incremento de leptina promoviendo la secrecion de IFN-y* y
este a su vez la expresion de MHCII, lo que sugiere que los propios adipocitos pueden
participar en la activacion inmune. Finalmente los macrofagos entran mitosis en el tejido
adiposo inflamado y permanecen ahi en lugar de migrar a la linfa, debido a la mayor

expresion de netrina 1, la cual esta asociada con la migracion celular (Figura 2).25 27



QUIMICA FARMACEUTICA ANTECEDENTES

Tejido adiposa
hipertrofiado

Tejido adiposo sano Citocinas o »
proinflamatorizs TNF-cz, A Adipocito apoptético y
= IL-1B, IL-6 -~ estructuras tipo corona
IL-10 "\) @
: 5 P Balance . —
’ 27 positivo de S0

N\ ,( energia

P
o\ Notrin-1 (
v MHCIH
Pablacian de células / N
inmunes Hipoxia
Migracidn de células
MCEA inmunes
Leptina l Leptina 1
adiponectina 4 adiponectina l
5 & S () @
/ LSy L | AW \ 74
Adipocito Preadipocito  CglulaT Macréfago M1 Macréfazo M2 Célula Eosinéfilo Célula B

dendritica

Figura 2. Tejido adiposo sano e hipertrofiado. Modificado de %8
Lo anterior causa un incremento en la actividad del reticulo endoplasmico lo que conduce

a la activacion de NF-xp. Este es un factor de trascripcion inducible que participa en la
respuesta inmune y en la respuesta inflamatoria, activando un gran ndmero de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a) y suprime otras como la adiponectina cuyas
propiedades antiinflamatorias son ejecutadas a través de su accion sobre el NF-xp y sus
niveles correlacionan de manera inversa en pacientes con obesidad, diabetes tipo 2. 2y
con los transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT-4).28

Ademas el incremento en la captura de glucosa por las células endoteliales del tejido
adiposo causa un exceso de especies reactivas de oxigeno en las mitocondrias,
provocando dafio oxidativo y activando sefiales de inflamacion dentro de la célula
endotelial. El dafio endotelial en el TA causa quimiotaxis de macrofagos y exacerba aun
mas la inflamacion local. La hiperglucemia también estimula la generacién de especies
reactivas de oxigeno en los adipocitos, con lo cual se incrementa la produccién de citocinas
proinflamatorias.?® 3°

La resistencia a la insulina en el musculo esquelético e higado dada por una acumulacion
ectépica de FFA asi como sus metabolitos diacilglicerol (DAG) y acetilcoenzima A
aumentan los niveles de TNF-a, mismo que inhibe la fosforilacion del sustrato del receptor
de insulina 1 (IRS-1) en los residuos de serina. A su vez, la falta de activacion de serina del
IRS-1 reduce la fosforilacion de tirosina del IRS-1 una vez que la insulina se ha unido a su

receptor, teniendo como resultado un decaimiento en la translocaciéon de GLUT4.28 Todos
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estos procesos son la causa mas frecuente de las complicaciones crénicas en los pacientes
diabéticos
2.6 Complicaciones de la DM2

La exposicidon cronica a niveles altos de glucosa causa dafo en ciertos tejidos como las
células capilares endoteliales, la retina, células mesangiales del glomérulo renal, neuronas
y células de Schawn en los nervios periféricos. Lo anterior trae como consecuencia el
desarrollo de complicaciones, las cuales son ocasionadas por el estrés oxidativo mismo que
promueve la liberacion de ROS, esto a su vez activa la via de los polioles seguido de la
formacion de productos de glicacién avanzada, la activaciéon de la proteina quinasa C,
aumento de la via de las hexosaminas, seguido de inflamacion. Desencadenando la
induccién de factores de transcripcién, modificacion en genes, histonas, cromatina y
metilacién en el ADN. Cabe mencionar que la transcripciéon de genes en presencia de ROS
favorece la hipertrofia, proliferacion, remodelacion y apoptosis celular en los tipos celulares

anteriormente mencionados.3% 32

Retinopatia =
diabética
" Problemas

dentales

Enfermedades
cardiovasculares

'1) Nefropatia
Complicaciones % diabética
en el embarazo g p1)

Neuropatia
diabética

- ¥

Figura 3. Principales complicaciones de la DM. Modificado de 3
Las complicaciones se dividen en microvasculares y macrovasculares.

2.6.1 Complicaciones macrovasculares
Se refiere a condiciones como la enfermedad isquémica cardiaca, enfermedad vascular

periférica enfermedad cerebrovascular, enfermedad coronaria arterial, enfermedad arterial

periférica.®
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2.6.2 Complicaciones microvasculares
Las complicaciones microvasculares suceden en tejidos en donde la captacién de glucosa

es independiente de insulina como el rifidn, retina y endotelio vascular y se divide en
neuropatia, retinopatia y nefropatia diabética. 3
Es importante mencionar que todas estas afecciones a menudo son irreversibles y su

tratamiento es bastante complejo.

2.7 Tratamiento farmacolégico DM2

2.7.1 Inhibidores de la gluconeogénesis hepdtica (biguanidas)

De acuerdo a la ADA estas forman parte del tratamiento de primera eleccién para la DM2,
ya que no poseen riesgo de hipoglucemia y pueden ser utilizadas en pacientes obesos. Las
primeras biguanidas Metformina y Fenformina fueron introducidas en 1957; sin embargo, la
dltima fue retirada del mercado por acidosis lactica. La Metformina por otro lado es la Gnica
de su clase que se encuentra comercialmente disponible (Figura 4).%

Este farmaco presenta un efecto antihiperglucémico, al inhibir la gluconeogénesis hepética
y mejora la sensibilidad a la insulina a nivel hepatico y muscular®, lo anterior esta dado por
un incremento en la actividad del receptor de insulina y la translocacién de GLUT-4%,
asimismo disminuye la glucosa pospandrial. Su mecanismo de accion se basa en la
activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), como resultado de esto
decrece la actividad de la acetil-CoA carboxilasa induciendo la oxidacién de acidos grasos
y reduciendo la expresién de enzimas lipogénicas a través de la supresion de SREBP-1

(factor de transcripcion lipogénico).*®
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Figura 4. Biguanidas

2.7.2 Sulfonilureas

Las sulfonilureas (SU) fueron los primeros farmacos antidiabéticos orales utilizados. La
Tolbutamida fue introducida en 1956 en Alemania. Posteriormente se desarrollaron las SU
de primera generacién como la Cloropropamida, de segunda generacion Glibenclamida
(Gliburida) y Glipizida y de tercera generacion Glimepirida y Glicazida (Figura 6). No
obstante su uso se ha limitado debido a que incrementa el riesgo de eventos

cardiovasculares, hipoglucemia y aumento en el peso corporal.®® Su mecanismo de accién
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se basa en su unién al receptor 1 de sulfonilureas (SUR)1 del complejo Kir.6.2/SUR en la
membrana de la células B-pancreaticas, bloqueando los canales de potasio (K*) sensibles
a ATP, seguido de una despolarizacion de la membrana, lo cual provoca la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje, de este modo se lleva a cabo la translocacion

de granulos de insulina disminuyendo la glucemia.
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Figura 5. Sulfonilureas de primera, sequnda y tercera generacion.

2.7.3 Meglitinidas o glinidas

En este grupo de farmacos se encuentran la Repaglinida, Mitiglinida que son derivados del
acido benzoico y Nateglinida que es un derivado de fenilalanina (Figura 6). Las meglitinidas
son agentes hipoglucemiantes que actian de manera similar a las SU, sin embargo se unen
en un sitio alostérico de SUR1. Las meglitinidas tienen una baja vida media en comparacion
con las SU debido a que la afinidad hacia su receptor es menor y a la rapida disociacion de

este 39,40, 34
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Figura 6. Meglitinidas

2.7.4 Inhibidores de alfa-glucosidasas
La Acarbosa y el Miglitol (Figura 7) son los inhibidores mas utilizados. Su mecanismo de

accion se basa en la inhibicidbn competitiva y reversible de la enzima alfa-glucosidasa que

10
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esta presente en las células del intestino delgado (borde en cepillo), esta se encarga de
metabolizar los oligosacéridos en carbohidratos mas sencillos para la obtencion de energia.
Su principal efecto es la disminucién de la glucemia posprandial mejorando la liberacién de
insulina mediada por glucosa. Ademas la captacion de triglicéridos en los adipocitos y la
lipogénesis hepatica también se reducen.*! Por otro lado, se observa una menor pérdida de
glucosa en la orina, una mejora en la actividad de GLUT4 en el musculo esquelético, asi
como una disminucién en los productos finales de glicacién avanzada (AGEs).%®

Debido a su mecanismo de accion no se presenta riesgo de hipoglucemia. Los efectos
adversos que mas se manifiestan son dolor abdominal, diarrea y flatulencias debido a

carbohidratos no digeridos en el intestino distal.*?

N
NH
\N/

Acarbosa Miglitol

Figura 7. Inhibidores de la enzima alfa-glucosidasa

2.7.5 Agonistas de GLP-1

Existen dos tipos de agonistas del receptor de GLP-1 los de corta accién como Exenatida
y Lixisenatida y los de larga accién como Exenatida modificada, Lliraglutida, Dulaglutida y
Albiglutida. Los de corta accion son mas efectivos para la hiperglicemia pospandrial;
mientras que los de accioén larga mejoran la hiperglicemia basal. La Exenatida fue el primer
agonista de GLP-1, es una forma sintética de exendin-4 que se aislé de la saliva de
monstruo de Gila. Normalmente se utiliza sola o en combinacion con Metformina,
sulfonilureas, tiazolidindionas e inhibidores del cotransportador de sodio glucosa tipo 2
(SGLT2). Su mecanismo de accion se basa un efecto incretino-mimético, en particular del
péptido similar a glucagén (GLP-1) y el polipéptido insulinotrépico glucosa-dependiente
(GIP), estos son liberados 5-10 min de la ingestién de alimentos y son metabolizados por
la enzima dipeptidilpeptidasa tipo 4 (DPP-4). Al unirse con los receptores de GLP-1 que se
expresan en los islotes pancreaticos se estimula la secrecién de insulina e inhibe la
secrecion de glucagon. También se retarda el vaciamiento gastrico y reduce la ingesta de

alimentos. 3¢

11
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Figura 8. Secuencia de los agonistas de GLP-1. Con una flecha se indica el lugar en donde la DPP4 corta la cadena
peptidica.

2.7.6 Inhibidores de DPP4

Entre estos farmacos destacan Sitagliptina, Saxagliptina, Alogliptina (Figura 9) y Linagliptina
los cuales fueron aprobados entre 2006 y 2013 en USA. Por otro lado Vildagliptina se ha
aprobado en varios paises para su uso. Se utilizan como monoterapia o en combinacién
con otros agentes antidiabéticos. Su mecanismo de accién se basa en la inhibicion de la
DPP4, esta enzima ejerce su funcién sobre la degradacién de GLP-1, GIP, polipétido
pancreatico PP, quimiosinas y la sustancia P, lo cual incrementa la secrecion de insulina de
manera dependiente a los niveles de glucosa, ademas reduce la secrecién de glucagén.*344
Los principales efectos adversos de estos farmacos son hipoglucemia infecciones

respiratorias y del tracto urinario, asi como pancreatitis aguda, hemorragica y

0
HaNQ 0 NH
1 NCH,
F N H,N,
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necrotizante.*®

H

Sitagliptina
Figura 9. Inhibidores de DPP4

Alogliptina

2.7.7 Inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2)
Los inhibidores del cotransportador de sodio glucosa tipo 2 (SGLT2) proporciona una
alternativa para tratar la hiperglucemia a través de la excrecion urinaria de glucosa. Este

tipo de farmacos incluyen a la Canaglifozina. Dapaglifozina (Figura 10) y Empaglifozina. Se

12
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encuentran disponibles como monoterapia 0 en combinacion con Metformina, inhibidores
de DPP4 inclusive insulina. ¢3¢ La reabsorcion de glucosa en condiciones normales ocurre
a través de SGLT2, impidiendo que se deseche la glucosa por la orina (glucosuria). SGLT2
es responsable del 90% de la reabsorcién de glucosa y actia de manera independiente a
la insulina, se expresa en la superficie luminal de las células epiteliales que recubren el
segmento S1 del tbulo contorneado proximal de los rifiones.*? EI mecanismo de accién de
estos farmacos se basa en la inhibicibn competitiva de SGLT2, lo cual permite eliminar de
60 a 90 g de glucosa por dia mejorando la glucemia.*” Algunos de sus principales efectos
adversos se relacionan con cetoacidosis e infecciones en el tracto urinario debido a la

glucosa presente en la orina.

Canaglifozina
OH 9 OH Dapaglifozina

Figura 10. Inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2)
2.8 Tiazolidindionas o glitazonas
Este tipo de moléculas actian mejorando la sensibilidad a la insulina principalmente en

tejido adiposo, higado y musculo esquelético. Este efecto es provocado por su union a los
receptores activados por el proliferador de peroxisomas-gamma (PPAR-y). Los farmacos
mAas representativos de este grupo son Rosiglitazona y Pioglitazona (Figura 11); no
obstante Rosiglitazona se asoci6 con cardiotoxicidad y edemas, tanto que en 2011 la
agencia europea médica recomendd la suspension de este medicamento del mercado y por

su parte la FDA puso restricciones para la prescripcion del mismo. 4/

/

S zfom ﬂvm

Pioglitazona
Rosiglitazona

Figura 11. Agonistas PPAR-y

2.8.1 Receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR)
Los receptores de proliferador de peroxisomas son factores de transcripcion nucleares que

estan involucrados en el metabolismo de glucosa, lipidos, la proliferacién y diferenciacion

13
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celular y cancer*®, ademas participa en los procesos inflamatorios, lo cual los hace un
excelente target para el tratamiento de la DM2. Existen tres isotipos de estos receptores
PPAR-a (NR1C1), PPAR-B/3 (NR1C2) y PPAR-y (NR1C3).

En este proyecto se abordo el isotipo y ya que su agonismo resulta principalmente en una
mejora en la sensibilidad a la insulina. Este receptor tiene 2 isoformas, PPAR-y1l que se
expresa en las células B-pancreaticas, el bazo, intestino y tenido adiposo blanco; mientras
que PPAR-y2 es altamente expresado en el tejido adiposo pardo.*® Cabe mencionar que
los agonistas tradicionales de PPAR-y son agonistas totales y se han utilizado como
insulinosensibilizadores, sin embargo se han asociado a efectos adversos como
cardiotoxicidad, aumento de peso, edema, fracturas y cancer®® 5% 5354 razén por la cual se

opt6 por el desarrollo de agonistas parciales.

2.8.2 ligandos enddgenos PPAR-y
PPAR-y tiene una gran variedad de ligandos endogenos, los cuales suelen ser agonistas

totales incluyendo acidos grasos insaturados de cadena larga (12-18 carbonos) como el
acido docosahexaenoico (DHA). También se han reportado como sus ligandos algunos
eicosanoides, endocanabonoides, fosfolipidos, derivados de la oxidacion de lipoproteinas
de baja densidad (oxLDL) como el acido hidroxieicosatetraenoico (15-HETE), acido 13-
ceto-9Z,11E-octadecadienoico (13-oxo-ODE), asi como 15-deoxi-A'*!*-prostaglandina J2
y el ciclo &cido fosfatidico (Figura 12).5*°° Por otro lado existe una gran variedad de ligandos

sintéticos que pueden actuar como agonistas parciales.

Acido eicosapentanoico

o
W N N OH
15-HETE o
OH / OH
13-HODE
/

Figura 12. Ligandos enddgenos PPAR-y
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2.8.2 Mecanismo molecular
PPAR-y esta localizado dentro de la célula diana en el reticulo endoplasmico; la interaccion

con sus ligandos (enddgenos o sintéticos) resulta en la traslocacion al nucleo y la
modificacion en la regulacion de la transcripcion de genes. La unién de un ligando a PPAR-
v puede resultar en la transactivacion o transrepresion de algunos genes de interés. En el
proceso de transactivacion dependiente de ADN, la union de un ligando produce la
heterodimerizacion de PPAR-y con el receptor retinoide X (RXR) y el reconocimiento de los
elementos de respuesta (PPRES) en la regién promotora de los genes blanco. Esto conduce
a un cambio conformacional que resulta en el reclutamiento de coactivadores o
corepresores que interaccionan con el receptor nuclear de forma dependiente de ligando

provocando la transcripcién o represién de algunos genes blanco.

La activacion del receptor PPAR-y promueve el almacenamiento de acidos grasos libres en
los adipocitos, con lo cual hay una mejora en la sensibilidad a la insulina. Por otro lado se
manifiesta un incremento de la transcripcién de GLUT-4 en el tejido adiposo y muasculo
esquelético aumentando la captaciéon de glucosa de 10 a 20 veces®. Asimismo se
incrementa la expresion de CD36, un transportador de acidos grasos que esta relacionado
en el control de sensibilidad a la insulina. Ademas PPAR-y regula de manera negativa a NF-
kB factor nuclear que promueve la transcripcion de citocinas proinflamatorias como TNF-
a que contribuye a la resistencia a la insulina a través de la via Ser/Thr, IL-6 e IL-1p.5457-0
A su vez en el tejido adiposo PPAR-y aumenta la lipoproteina lipasa y la UCP-1-3%
mitocondrial implicada en procesos termogénicos. Aunado a lo anterior, la activacion de
este receptor disminuye adipocitocinas como la resistina y aumenta la adiponectina. En el

endotelio disminuye moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1) y quimiotacticas (Figura 13).

15
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Figura 13. Mecanismos implicados en la activacion de PPAR-y. Modificado de *°

2.8.2 Ligandos sintéticos PPAR-y

Existen varios agonistas sintéticos de estos receptores, tal es el caso de Saroglitazar que
actua sobre PPAR-a/y; para su disefio el fragmento de tiazolidindiona fue reemplazado por
un &cido carboxilico (bioiséstero).®? Elafibranor es otro bioiséstero de tiazolidindiona
desarrollado por Genfit para el tratamiento de desordenes metabdlicos incluyendo diabetes,
insulinoresistencia y dislipidemias.®? Lobeglitazona es un antidiabético aprobado en Korea
actla como agonista PPAR-a/y. Chiglitazar contiene un nudcleo carbazol y es un derivado

del acido fenilpropanoico se encuentra en fase clinica Ill en china.”
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Figura 13. Ligandos sintéticos PPAR-y
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Existe un mecanismo que relaciona a la activacion de PPAR-y con la del receptor acoplado
a proteina G tipo 40 (GPR40) en el endotelio humano. De manera tradicional los ligandos
de PPAR-y se unen directamente a él induciendo un cambio conformacional, este cambio
resulta en la disociacion de sus corepresores e histonas desacetilasas, asi mismo
promueve el reclutamiento de coactivadores como la proteina coactivadora 1 (PGC1) y
EP300. Por otro lado, se ha demostrado que Rosiglitazona (agonista PPAR-y) y otros
ligandos pueden activar a GPR40 principalmente en el endotelio.®® Lo anterior resulta en la
fosforilacion de p38 MAPK®*, este a su vez fosforila y activa a PGC1 y EP300. Seguido de
esto PGC-1 se desacetila por accion de SIRT1, lo cual es esencial para su activacion. Esta
fosforilacion libera a PGC1 de su represor p160M” causando un cambio conformacional
que provoca el acoplamiento de PGC1 a PPAR y el reclutamiento de EP300 activado.
EP300 es una histona desacetilasa que remodela la cromatina y permite la transcripcion de
genes. El complejo activado PPAR se heterodimeriza con el receptor retinoide X, que se
une a elementos de respuesta de PPAR induciendo la trascripcion de los genes blanco
(Figura 14).%°
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En la Figura 14 se observa la convergencia de las rutas de PPAR-y y GPR40. Por otro

lado se muestran los tejidos en donde se encuentran localizadas las enzimas AR y

PTP1B; asi como su sefializacion y principales efectos sobre la DM2.

2.9 GPR40 (FFA1)
GPR40 (FFA1) es un receptor (rodopsina) de siete dominios transmembranales que se
acopla a la proteina G heterotrimérica Gogi1 de clase A. Estd ampliamente expresado en

las células B-pancreaticas, en las células enteroendocrinas |, K y L, asi mismo se ha

reportado su presencia en el cerebro.®
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La glucemia requiere de una buena coordinacion de la secrecién de insulina de las células
B-pancreéticas, esto es mediado por la misma glucosa y de manera secundaria se potencia

por la presencia de acidos grasos libres (NEFA) via GPR40.

2.9.1 Mecanismo molecular GPR40
La estimulacion de secrecion de insulina mediada por glucosa ocurre en dos fases. La

primera fase de secrecion de insulina es rapida ocurre por la liberaciéon de los granulos que
estan disponibles para su liberacion y estan asociados a la membrana. Por otro lado, la
secrecion de insulina mas lenta pero prolongada (22 fase) ocurre via GPRA40.
En la Figura 16 se muestra la union de un ligando a GPR40 en donde ocurre un intercambio
de GDP por GTP en Gaga1, & su vez la subunidad o se disocia de la subunidad p/y lo que
promueve la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato por la fosfolipasa C a los segundos
mensajeros diacilglierol (DAG) e inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3). De manera consecutiva DAG
activa a la proteina quinsa C, mientras IP3 moviliza el calcio almacenado en el reticulo
endoplasmico. Este efecto es dependendiente de DAG y la subsecuente activacion de la

proteina quinasa sensible a DAG (PrKD1). La estimulacién de PrKD1 promueve la
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remodelacién cortical de fibras de F-actina lo que permite la traslocacion de granulos de
insulina.® % Por otro lado los ligandos endégenos de GPR40 son &cidos grasos de cadena
larga a media como el &cido decanoico, acido linoleico y acido docosahexaenoico (DHA)
son agonistas totales de GPR40. Lo anterior resulta muy importante ya que implica no sélo
la liberacion de insulina dependiente de glucosa sino también la secrecion de GLP-1y GIP,
incorporando los efectos beneficiosos de las terapias de farmacos incretinomiméticos
(incluyendo saciedad, cardioproteccion, supresion de niveles de glucagén y pérdida de
peso).

. -
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Fragmento <_linker‘> ! T * 7 /| COOH Bioisésteros

aromatico

Remodelacion de
Factina ==¥_ {Gip1 Gpp

Agonistas parciales Agonistas totales

Insulina

Figura 16. Mecanismo molecular de liberacion de insulina via GPR40 por agonistas totales y parciales.%8
Por otro lado, se ha reportado que la activacion de GPR40 en varias afecciones

neuropatolégicas, como apoptosis, dolor inflamatorio, la enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer (EA)®° y depresion disminuye la pérdida neuronal”™. Cabe
mencionar que la EA se ha relacionado ampliamente con la DM2 y se ha propuesto
denominarla como Diabetes tipo 3, debido a que se ha observado hiperinsulinemia vy
resistencia a la insulina en pacientes con estas enfermedades. Lo anterior esta ligado con
la secrecion de insulina ya que esta se cosecreta con amilina, este péptido es el principal
componente de placas amiloides (AB) en las células B-pancreédticas y el cerebro,
provocando disfuncion y destruccion de la poblacion celular. Asimismo la insulina participa

en la activacion de la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3B), que a su vez causa la
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fosforilacion de tau, que interviene en la formacion de los ovillos neurofibrilares (Figura
17)."
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Figura 17. Relacién entre DM2 y EA. Modificado de”?

Con base en lo anterior GPR40 resulta un blanco atractivo para el tratamiento de la DM2,
ya que su activacion tiene multiples beneficios, por un lado la secrecion de insulina por esta
via es dependiente de glucosa eliminando el riesgo de generar hipoglucemia, aunado a esto
los agonistas sintéticos de GPR40 tienen la ventaja de no producir apoptosis en las células
B-pancreéticas a diferencia de los ligandos enddgenos (acidos grasos), asimismo, los
multiples sitios de unién (ortostérico y alostérico) de GPR40 pueden sinergizar sus efectos
y finalmente los agonistas de este receptor podrian mejorar el deterioro cognitivo
relacionado a la DM2, e incluso detener el desarrollo de padecimientos como la EA.

2.9.2 Ligandos enddgenos y sintéticos de GPR40
GPRA40 es sensible a varios ligandos enddgenos, tal es el caso del acido linoleico (LA) y el

acido docosahexaenoico (DHA), estos agonistas son de tipo total y se unen al sitio
ortostérico de este receptor. Asimismo existen agonistas totales de tipo sintético como AM-
1638 y AM-5262 desarrollados por Amgen.’?

Por otro lado se ha reportado una gran variedad de ligandos sintéticos que se unen en un
sitio alostérico de este receptor. Uno de los mas estudiados es TAK-875 de laboratorios
Takeda que llegé a estudios de fase clinica lll; sin embargo en 2013 fue retirado de
investigacion debido a problemas de hepatotoxicidad, los cuales se asociaron al grupo

mesilato y a la alta lipofilicidad de esta molécula. En este sentido se han desarrollado
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derivados de acido fenilpropanoico como GW9508, sin embargo mostraron rapida excrecién
y por lo tanto baja biodisponibilidad oral debido a su susceptibilidad a la B-oxidacion. Para
evitar este inconveniente, se introdujeron sustituyentes en la posicion 3 del &cido carboxilico
surgiendo la molécula AMG-837.7374

De manera adicional, se ha reportado actividad sobre GPR40 de algunos biois6steros de

tipo tiazolindindiona, oxalidindiona, oxadiazolidinona y tetrazol.®
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Figura 18. Agonistas GPR40

Es importante sefalar que a menudo los farmacos secretagogos de insulina podrian resultar
en un agotamiento de las células pB-pancreaticas a largo plazo. Por este motivo se ha
incluido otro blanco enfocado en la mejora de la sensibilidad a la insulina como PTP1B que

complemente las acciones de los agonistas de GPR40.

2.10 Proteinas fosfatasas de tirosina 1B (PTP1B)
Las proteinas fosfatasas de tirosina son una familia de enzimas que catalizan la

desfosforilacion de tirosina. Entre estas proteinas destaca PTP1B que se expresa en varios
tejidos incluyendo musculo esquelético, higado, tejido adiposo y cerebro, cabe mencionar

gue se ha observado una sobreexpresion de esta enzima en estados de hiperglucemia. Su
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principal funcién es regular de manera negativa de la sefializacion de la insulina y leptina.
Por lo tanto su inhibicion conduce tanto a un incremento en la sensibilidad a la insulina

como leptina, lo cual la convierte en un excelente blanco contra obesidad y la diabetes.

2.10.1 Mecanismo molecular de PTP1B
El receptor de insulina es una glucoproteina que consiste en dos subunidades

extracelulares a y dos subunidades intracelulares B, las cuales se encuentran unidas por
enlaces disulfuro. Cuando la insulina se une a su receptor (IR), las subunidades a activan
las cinasas de tirosina de las subunidades B, autofosforilAndose en residuos de Tyr, asi
mismo estas fosforilan a los sustratos del receptor de insulina IRS1 e IRS2, lo que a su vez
promueve la via Akt y la translocacion de GLUT-4. Por su parte PTP1B atenua la
sefializacién de insulina desfosforilando el IR y el IRS1, de este modo impide que las
vesiculas que contienen GLUT4 se trasloquen evitando la internalizacion de glucosa a la
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Figura 19. Mecanismo de sefializacion de PTP1B y leptina.”®

2.10.2 Mecanismo catalitico PTP1B

El mecanismo catalitico de PTP1B se lleva a cabo a través de la hidrdlisis del grupo fosfato
de la tirosina, que en su forma ionizada se estabiliza por la formacion de puentes de
hidrogeno con el loop de unién a fosfato (P-loop) y un residuo de Arginina altamente

conservado (Arg 221). Ademas un dipolo cercano de la a-helice de PTP estabiliza al fosfato.
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Una vez que el sustrato se une la enzima sufre un cambio conformacional que trae como
consecuencia que el WPD loop se posicione sobre el pocket de unién a sustrato generando
interacciones estabilizantes mismas que son esenciales para la selectividad del sustrato y
la actividad catalitica. En el estado cerrado el &cido aspartico (Asp 181) se posiciona cerca
del sustrato y forma puentes de hidrogeno con el oxigeno fendlico de la fosfotirosina.
Posteriormente el anillo de la fosfotirosina se posiciona para formar interacciones nr,
intercalandose entre los residuos hidrofébicos Tyr 46 y Phe 182. El paso central de la
catdlisis es el ataque nucleofilico del residuo de cisteina (Cys 215), resultando en la
formacion de un intermediario covalente fosforotioato. Lo anterior, es posible debido al
entorno quimico del sitio activo de la fosfatasa, la cisteina (Cys 215) tiene una constante de
disociacién acida baja (pKa) (~5.4) este valor de pka permite a la cisteina actuar como un
nucleofilo.” Cabe mencionar que el sitio activo de PTP es de caracter 4cido, el anién tiolato
es estabilizado por puentes de hidrogeno entre el OH proximal del fragmento Ser/Thr. La
geometria del intermediario pentacoordinado es estabilizado por interacciones idnicas entre
la Arg 221 cargada positivamente y el carboxilato Asp 181. En un segundo paso el
intermediario es atacado por una molécula de agua la cual es desprotonada por Asp 181,
promoviendo la liberacion de cisteina y la regeneraciéon de la enzima y la disociacion del
producto. Por otro lado, Ser/Thr se encuentra proximal al residuo conservado de Arg 221
en el loop catalitico y la hidrdlisis del aducto enzima-fosfato, posiblemente se de a través
de la estabilizacion por puente de hidrogeno de la carga negativa en el atomo de azufre.’
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Figura 20. Mecanismo catalitico de la enzima PTP1B
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2.10.3 Inhibidores de PTP1B
Se han identificado varios inhibidores de origen natural y sintético de la enzima PTP1B.

Algunos de los inhibidores mas conocidos son los acidos pentaciclicos triterpénicos, en
especial el acido ursolico, el cual ha mostrado actividad frente a esta enzima en ensayos

in silico, in vitro e in vivo.®°

Otros inhibidores interesantes son algunos derivados de acidos carboxilicos con
heterociclicos en su estructura, ya que han mostrado buena actividad frente a PTP1B,

ademas de buena permeabilidad celular y biodisponibilidad oral .8 °

Por otro lado, el grupo de investigacion de Maccari et al ha desarrollado una gran variedad
de compuestos de tipo acido 4-(5-ariliden-2,4-dioxotiazolidin-3-il)metilbenzoico, acido 4-
[(5-ariliden-4-oxo-2-feniliminotiazolidin-3-il)metil]-benzoico y acido 4-{[5-(4-
benziloxibenciliden)-2-(4-trifluorometilfenilimino)-4-oxo-3-tiazolidiniljmetil}benzoico, los
cuales han mostrado una excelente actividad inhibitoria sobre la enzima PTP1B humana.®-
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Figura 21. Inhibidores de PTP1B
Con base en lo anterior el fragmento de tiazolidindiona y sus bioisosteros representan un

=0

excelente scaffold para el desarrollo de compuesto lideres frente a este blanco.
Otro de los blancos que se tomd en cuenta para este proyecto es la enzima aldosa

reductasa, ya que ha sido ampliamente descrito que esta asociada con la patogénesis de

las complicaciones de la diabetes mellitus.
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2.11 Aldosa reductasa (AR)
Es una aldo-ceto reductasa que se encuentra en el citoplasma celular y se expresa en

tejidos en los que la captacion de glucosa es independiente de insulina. Su funcién en
condiciones normales es la degradacion de aldehidos téxicos provenientes de la
peroxidacion de lipidos como el 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HNE) y su producto conjugado
con glutation (GS-HNE). En estas condiciones la reduccion de glucosa a sorbitol es
Unicamente alrededor del 3%. En la DM2 la enzima aldosa reductasa se encuentra
sobreexpresada, la hiperglucemia causa un aumento en el metabolismo de glucosa a través
de la via de los polioles catalizando la conversién de glucosa a sorbitol dependiente de
NADPH. Posteriormente este es oxidado a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa con la
consecuente reduccién de NAD*. Lo anterior ocurre una vez que la hexoquinasa se ha
saturado en tejidos que poseen captacién de glucosa independiente de insulina como:
lentes oculares, retina, nervios periféricos, rifiones y eritrocitos provocando estrés osmético

y modificaciones en el estado redox en dichos tejidos.®?

2.11.1 Mecanismo catalitico AR
El mecanismo de reduccién de los carbonilos se lleva a cabo a través del ataque de uno de

los hidruros de NADPH al carbonilo del sustrato, posteriormente el oxigeno del sustrato
abstrae un proton del fenol de la Tyr 48. El resultado es el fendxido de la tirosina, el cual es

estabilizado mediante una interaccion iénica con Lys 77.83
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Figura 22. Mecanismo catalitico de la reduccion de carbonilos a alcoholes por AR
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2.11.2 Mecanismo molecular AR
Asimismo el aumento de la via de los polioles causa un decremento del NADPH, de este

modo las enzimas que lo utilizan para su accién se ven afectadas. Tal es el caso de la
glutation reductasa que se encarga del metabolismo de especies reactivas de oxigeno
(ROS), esta alteracion de la relacion NADH/NAD**® es conocida como pseudohipoxia.t?
Por otro lado, la formacién de productos de glicacion avanzada (AGES) se ve aumentada,
causando alteraciones en la funcién de algunas proteinas. La fructosa juega un papel
importante en este proceso, ya que es mas reactiva que la glucosay es capaz de reaccionar
con los grupos amino de las proteinas para formar bases de Schiff'® y productos de amadori,
mismos que dan origen a mas AGEs. De igual modo la fructosa puede generar compuestos
carbonilicos electrofilicos como la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), gliceraldehido 3-fosfato
y metilglioxal que a su vez causan la formacion de AGEs. Posteriormente DHAP puede ser
reducido a glicerol-3-fosfato precursor de diacilglicerol (DAG) que a su vez activa a la
proteina quinasa C (PKC) promoviendo la produccion de ROS.

Cabe mencionar que se ha observado un aumento de la peroxidacion lipidica inducida por
ROS, dando origen a aldehido toxicos como HNE el cual causa un incremento de la
expresion de AR actuando como segundo mensajero. El mecanismo de accién de esta
molécula es el ataque electrofilico a aminas de proteinas produciendo dafio celular.

HNE y su conjugado con glutation GS-HNE es convertido por AR a 2-nonene-1,4-diol (DHN)
y GS-DHN, respectivamente, este Ultimo es un potente mediador de estrés oxidativo que
induce la activacién de la fosofolipasa C (PLC)/DAG/PKC y el factor de transcripcion nuclear
kB (NF- xB). La activacion de este es un paso clave en la respuesta inflamatoria ya que
regula la transcripcién de numerosos genes inflamatorios, apoptéticos, de proliferacion
celular y adhesién que determinan la expresion de citocinas proinflamatorias, factores de
crecimiento, factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS).
Todos estos promueven la apoptosis del tejido endotelial, hiperplasia vascular, infliltracion,
adhesion de células proinflamatorias a las paredes vasculares, que estan relacionadas con
ateromas, nefropatia diabética e isquemia al miocardio. Mas adelante la produccién de IL-
6 IL-1B y TNF-a promueven la activacion de NF-kB que media los procesos inflamatorios
seguido de apoptosis en las células B-pancreaticas y disminucion de la secrecion de insulina
(Figura 23).
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Figura 23. Via de sefializacion de aldosa reductasa

2.11. 3 Inhibidores AR
Se han estudiado una gran variedad de inhibidores de la enzima aldosa reductasa (ARISs);

sin embargo su desarrollo ha sido complicado debido a problemas de farmacocinética, poca
eficacia in vivo, asi como efectos adversos.

Los primeros ARIs fueron de tipo flavonoide, posteriormente se desarrollaron moléculas de
tipo 2-tioxo-1,3-tiazolidin-4-ona N-sutituidos como el Epalrestat® 13, el cual es el Gnico
farmaco (ARIs) aprobado y comercializado para el tratamiento de la neuropatia diabética;
no obstante su uso se limita a algunos paises como Japon e India.®

La investigacion de Sorbinil un conocido inhibidor de AR fue abandonada durante las
pruebas clinicas debido a reacciones de hipersensibilidad relacionadas al fragmento de
hidantoina, con base en lo anterior se han desarrollado bioisésteros de tipo tiazolidindiona
y &cidos carboxilicos. 1787

Tolrestat un derivado de tipo acido carboxilico fue lanzado al mercado en 1989 y retirado
en 1996 debido a hepatotoxicidad y poca eficacia in vivo.®® Zopolrestat y Zenarestat también

fueron retirados de pruebas clinicas debido a hepatotoxicidad y toxicidad renal. Por otro
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lado, Fidarestat mostré mejor eficacia y selectividad que Sorbinil, ademas mostr6 efectos
clinicos notables en el tratamiento de la neuropatia diabética.

Por otro lado compuestos de tipo espirosuccinimidas como Minalrestat y Ranirestat; asi
como compuestos de tipo &cido carboxilico han manifestado buena actividad frente a esta
enzima y buenos perfiles clinicos.

Es importante destacar que los ARIs también han mostrado que previenen eventos
inflamatorios. Estos hallazgos sugieren que estas moléculas pueden ser usadas no solo en
el tratamiento de la DM2 y sus complicaciones, sino en otras enfermedades como artritis

reumatoide, sepsis, ateroesclerosis y cancer.®
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Figura 24. Inhidores de la enzima aldosa reductasa
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3. JUSTIFICACION

La diabetes es una enfermedad con una alta prevalencia a nivel mundial, en México se
encuentra entre las 10 principales causas de muerte. Ademas esta asociada a multiples
complicaciones, por lo que requiere el uso de distintos tipos de farmacos (polifarmacia), asi
como un tratamiento de por vida. La polifarmacia utilizada actualmente trae como
consecuencia una gran cantidad de efectos adversos y no ofrece un tratamiento integral.
Es por esto que es de suma importancia el desarrollo de nuevos compuestos contra esta
enfermedad.

Este proyecto quimico-farmacéutico pretende aportar compuestos bioactivos que actien
sobre distintos blancos terapéuticos relacionados con la DM2 de forma simultdnea

(polifarmacologia).

4. HIPOTESIS

Las benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas y los derivados del acido fenilpropanoico poseeran
accion antidiabética debido a su efecto simultdneo sobre PPAR, GPR40, PTP1B y aldosa

reductasa.

4.1 Objetivo general

Disefar, sintetizar y determinar la actividad antidiabética in vitro, in vivo e in silico (in combo)

de las benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas y los derivados del acido fenilpropanoico.

4.2 Objetivos especificos
o Disefiar, sintetizar y caracterizar las benciliden-1,3-tiazolidindin-2,4-dionas (serie A)
y derivados del acido fenilpropanoico (serie B).
e Evaluar in silico el espectro de actividad bioldgica y algunos parametros ADMET en
multiples blancos implicados en el proceso de la diabetes; asimismo jerarquizar
mediante analisis de consenso farmacoldgico los compuestos a evaluar in vitro e in

Vivo.

e Determinar la actividad agonista in vitro de los compuestos sintetizados sobre

PPAR-a y PPAR-y.

30



QUIMICA FARMACEUTICA JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Analizar e interpretar la relacion estructura-actividad in vitro de los compuestos
sintetizados sobre las enzimas PTP1B y aldosa reductasa, asi como el receptor
GPR-40.

Determinar la eficacia in vivo de los compuestos que resulten mas activos en los

ensayos in vitro, en un modelo murino de diabetes mellitus no insulinodependiente.

Llevar a cabo el acoplamiento molecular refinado sobre PPAR, GPR40, PTP1B y

aldosa reductasa de los compuestos que resulten mas activos.
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5. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO MOLECULAR

Para el disefio de los compuestos ACB-1-10 se tom6 como base el farmacéforo y los

ligandos enddgenos de los agonistas duales PPAR-a/ y y GPR40 (Figura 26)." %8

Los ligandos endégenos de PPAR-a/y y GPR40 son acidos grasos de cadena larga a media
como el &cido decanoico, acido linoleico y acido docosahexaenoico (DHA). En la Figura 25
se muestra el alineamiento molecular con el &cido docosahexaenoico (A) y el compuesto
ACB-7. En donde se observa que ambos adoptan la misma conformacion espacial en la

region hidrofébica, el anillo aromético central, asi como la region acida.

Figura 25. Alineamiento molecular de las moléculas DHA (morado), TUG-891 y ACB-7 (cian).

En la Figura 26 se muestra el patron farmacoférico de los agonistas sintéticos de PPAR-
aly y GPR40. HO

RZ— Aril 6 Biaril

Espaciador

|

Farmacoforo de agonistas duales PPAR - ¢,/y/GPR 40

Aceptor de puente de hidrégeno

| Anillo aromético/. /
E:ragmento hidrofébico @
._./ Entidad acida

Espaciador flexible ‘

Figura 26. Farmacoforo de agonistas duales y GPR40.
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El farmacéforo de los agonistas duales PPAR-a/y/GPR40 esta conformado por las

siguientes regiones:

v Una region con un grupo ionizable negativo correspondiente al acido carboxilico de
la molécula, mismo que esté presente en los ligando naturales (4cidos grasos).

v" Un anillo aroméatico unido a la regién acida.

<\

Un espaciador semi-rigido
v" Un fragmento hidrof6bico, que le permita interaccionar mediante fuerzas no polares
con el sitio auxoforico del receptor.
v" Un aceptor de puente de hidrégeno.
Por otro lado los inhibidores de aldosa reductasa poseen dos elementos farmacoféricos

principales.8®

a) Un fragmento acido (acido carboxilico o bioisosteros) el cual interactia con la
subcavidad rigida del sitio activo de aldosa reductasa llamada sitio de unién a anion.
En esta subcavidad también esté presente la coenzima NADPH.

b) Una porcién lipofilica que interactte con la subcavidad flexible del sitio activo de la

enzima aldosa reductasa.

En la Figura 27 se muestra al inhibidor IDD-740, en la que se observa los requerimentos
estereoelectronicos de su farmacéforo. Ademas se encontré una region extra
correspondiente a un anillo aromatico central. Con base en lo anterior se planteé un

farmacoéforo unificado para estas dianas.

Figura 27. Requerimentos farmacofdricos de los inhibidores de aldosa reductasa.

Uno de los fragmentos al cual se le han realizado diversas modificaciones es a la entidad

acida. Dado esto, se ha encontrado en la literatura que la presencia de grupos acidos mas

33



QUIMICA FARMACEUTICA CONSIDERACIONES PARA EL DISENO MOLECULAR

polares que la tiazolidindiona (bioisosteros) favorece la actividad antidiabética, razon por la
cual en este trabajo se abordaran los bioisésteros de tipo acido carboxilico.®® En la Tabla 1
se muestran las caracteristicas fisicoquimicas de los bioisosteros de tiazolidindiona, en
donde se observa que tanto la tiazolidindiona como el &cido carboxilico muestran valores
similares de pKa, tPSA y logtr con excepcion del volumen estérico; sin embargo, esto podria

favorecer la afinidad de los compuestos hacia los blancos planteados. %

Cabe mencionar que los acidos carboxilicos constituyen un importante farmacoforo en
diversos farmacos antidiabéticos.

Tabla 1. Caracteristicas de los bioisdsteros de la tiazolidindiona.

Bioisosteros

@) 0 N
/[( (/ SN
)k 7w /i
HO R H—N

Acido carboxilico

O Tiazolidindiona

Tetrazol
pKa~4.5 pKa~5.0-6.5 pKa~4.5
tPSA=37.3 tPSA=46.16 tPSA=49.11/54
logn=-0.51 logn=-0.55 logn=-0.60
Vol= 39.6 Vol= 87 Vol=56.5

En el disefio de las benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas (serie A) y derivados del acido
fenilpropanoico (serie B) se tomé como referencia una molécula generada por nuestro
grupo de trabajo SHF-1, la cual conserva el farmacoforo de los agonistas duales y GPRA40.
Cabe mencionar que el compuesto SHF-1 ha mostrado tener actividad antihiperglucemiante
en un ensayo in vivo y actividad sobre los receptores PPAR a/y en ensayos in vitro. Por otro

lado en un estudio de acoplamiento molecular mostré interacciones con GPR40.°%! - 92

Adicionalmente, para la serie A se tomé en cuenta la Pioglitazona (agonista PPAR-y)
farmaco de primera eleccion entre las glitazonas; ya que el uso de Rosiglitazona se ha
limitado debido a efectos cardiotdxicos. De esta manera se conservo el nucleo de
tiazolidindiona. Por otro lado, para la serie B se tom6 como referencia a la molécula TUG-
891 que es un derivado del acido fenilpropanoico. Este compuesto manifestdé una gran

afinidad sobre los receptores GPR120 y GPR40 que estan implicado en la homeostasis
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metabdlica (Figura 28).°2 Ademas se tomaron en cuenta a Zopolrestat un conocido inhibidor
de la enzima aldosa reductasa, el cual contiene un acido de tipo fenilpropanoico en su
estructura® y a la molécula GW9508 que mostré una actividad importante sobre GPR40.%
Debido a que todos los compuestos que se tomaron como referencia (Pioglitazona, SHF-1,
TUG-891, GW9508 y Zopolrestat) presentan un patron farmacoférico similar (farmacéforo
unificado) se espera que los compuestos disefiados ACB-1-10 manifiesten actividad sobre
PPAR-y, GPR40, ARy PTP1B.

UAVAVAU N O\(i
|

Ligando endégeno (DHA)
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E I N\ : @) ES/( : OH

s XU S
‘ i . : N\/k
H H \ J s

Pioglit Agonista PPAR O
loglitazona (Agonista 1) GW9508 Zopolrestat (inhibidor aldosa reductasa)
O
SERIE A SERIE B
N O
NH
S
are” o \< OoH
o] Ar /\O
ACB-1-6

ACB-7-10
Figura 28. Fdrmacos de referencia para el disefio de los compuestos ACB-1-10.

De manera particular para el disefio de las benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas (serie A) se
conservo el fragmento de la tiazolidindiona unido por un doble enlace al anillo aroméatico de
la molécula. Ademas, se llevaron a cabo diversas maodificaciones en el fragmento lipofilico
utilizando diversos nucleos. Para el compuesto ACB-1 se tomé el fragmento del bifenilo del
compuesto SHF-1 cambiando el enlace con el espaciador flexible de posicién cuatro a
posicion tres, asi mismo se llevé a cabo la remocion del sustituyente CN de la posicion dos.
Para los compuestos ACB-4-6 se conservo el nicleo de piridina de la Pioglitazona y se
adicionaron diversos sustituyentes electrodonadores en las posiciones 3, 4 y 5. Por otro
lado, se introdujo el nucleo quinolina que es el benzélogo de piridina para el compuesto
ACB-3. Finalmente para el compuesto ACB-2 se utiliz6 en nucleo de naftaleno un

bioisostero de quinolina.
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Para el caso de los derivados del acido fenilpropanoico también se llevaron a cabo
modificaciones moleculares en el fragmento lipofilico. Para el compuesto ACB-7 se
conservo el nacleo de bifenilo de TUG-891, al cual se le llevé a cabo un cambio de posicién
a su enlace con el espaciador flexible de posicion dos a tres, asi mismo se removieron los
sustituyentes del anillo. Para la molécula ACB-9 se tomoé la porcion lipofilica SHF-1. Por
otro lado, para los compuestos ACB-8 y ACB-10 se utilizaron nucleos tales como el

naftaleno y quinolina respectivamente; los cuales son estructuras privilegiadas (Figura 29).

SERIE A O SERIE B
N o
NH
S
T \( OH
o) Ar /\O
ACB-1-6
ACB-7-10
R, Benzélogo
O Y
C N
\ — > \
I R, 4
N P
Y=C\N
ACB-4: Ar=2-Piridin ACB-2,8: Ar=1-Naftil
ACB-1,7: Ar=3-Bifenil ACB-5 Ar=2-Pridin-3,5-CH,: 4-OCH, ACB-3,10: Ar=2-Quinolinil

ACB-9: Ar=4-Bifenil-2-carbonitrilo ACB-6: Ar=Piridin-3-CH,, 4-OCH,-CF,

Figura 29. Disefio y modificaciones estructurales de los compuestos ACB-1-10.

5.1 FARMACOFOROS

5.1.2 Farmacéforo de la serie A
En la Figura 30 se observa que el farmacoforo del compuesto SHF-1 y el de ACB-1 esta

conformado por las mismas regiones que el de los agonistas PPAR-a/y/GPRA40.

Figura 30. Farmacdforo de SHF-1 (A) Y ACB-1 (B).
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En la Figura 31 se observa el alineamiento molecular de SHF-1 molécula de referencia y
ACB-1 compuesto disefiado en la que se muestra que ambos compuestos conservan los

requerimentos estereoelectronicos del farmacoforo planteado.

Anillo
aromatico
central

Espaciador
flexible

Figura 31. Alineamiento molecular del farmacdforo de SHF-1 (verde) con el del compuesto disefiado ACB-1 (morado).

5.1.3 Farmacéforo de la serie B
En la Figura 32 se muestran los farmacoforos construidos para los derivados del acido

fenilpropanoico (serie B).

aromatico
central central

central

Figura 32. Farmacdforos de TUG-891 (A), SHF-1 (B) y ACB-7 (C).
De este modo se muestra que los compuestos disefiados para esta serie conservan el

patron farmacoférico de los agonistas PPAR-a/y/GPR40. Adicionalmente se observo que

TUG-891 presenta una similitud en cuanto a sus requerimientos estructurales, ya que el
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farmacoforo construido contiene un fragmento acido seguido de un anillo aromético central

asociado a un fragmento lipofilico mediante un espaciador flexible (Figura 33).

aromatico
central

Figura 33. Alineamiento molecular de las moléculas SHF-1 (azul), TUG-891 (rosa) y ACB-7 (morado).

6. RETROSINTESIS

El analisis retrosintético nos indica cual es la ruta de sintesis mas apropiada a partir de
materias primas accesibles.

Para los compuestos ACB1-6 se plante6 un esquema de restrosintesis lineal (Esquema
1).
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RETROSINTESIS SERIE A

ACB-1: Ar=3-Bifenil
ACB-2: Ar=1-Naftil

ACB-3: Ar=2-Quinolinil
ACB-4-6: Ar=2-Piridin ~ Ar AN O

~

Ar ,/' (@) S o
O T
H
ANy

@]
+)_N
OH

Ar

X=Cl, Br
HO

Esquema 1. Retrosintesis lineal propuesta para la obtencion de los compuestos ACB-1-6
La primera desconexién se realiz6 en el enlace de bencilideno, entre el metino y el
heterociclo de tiazolidin-2,4-diona, obteniendo los compuestos (aril-metiloxi)benzaldehidos
correspondientes. Estos a su vez se desconectaron en el enlace carbono-oxigeno del éter
para generar los halogenuros de metil-arilo adecuadamente sustituidos y el 4-
hidroxibenzaldehido.
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ACB-7: Ar=3-Bifenil
ACB-8:Ar=1-Naftil

ACB-:9 Ar=4-Bifenil-2-carbonitrilo
ACB-10: Ar=2-Quinolinil

RETROSINTESIS SERIE B

O
OH
a0 IGF
O
MO
a0 |\CH3
O
(6]
Ar /\X + I\
HO CH,
X=Cl, Br
IGF
O
OH
HO

Esquema 2. Retrosintesis lineal propuesta para la obtenciéon de los compuestos ACB-7-10
Para los derivados del &cido fenilpropanoico se llevd a cabo un intercambio de grupo

funcional (IGF) del éster a é&cido carboxilico. Posteriormente se llevd a cabo una

desconexion en el enlace carbono-oxigeno del éter generando los halogenuros de metil-

arilo correspondientes y el propanoato de 3-(4-hidroxifenil) etilo; al cual se le realizé un

intercambio de grupo funcional generando el acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico que es

comercialmente disponible.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Las metodologias empleadas para el desarrollo de este trabajo de tesis se dividieron en

tres partes:

Parte quimica

Esta parte indica la metodologia empleada para el disefio y la sintesis de los compuestos,
que se llevo a cabo en el Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia UAEM bajo la direccién
del Dr. J. Gabriel Navarrete Vazquez.

La obtenciéon de espectros de RMN (*H, *C, 2D) y los espectros de masas IE) fueron
facilitados por el Dr. Emanuel Hernadndez del departamento de Recursos del Mar
CINVESTAV. La interpretacion de los resultados se realiz6 en el Laboratorio 5 de la
Facultad de Farmacia UAEM.

Parte in silico

La parte computacional consta de la prediccion del espectro de actividad (PASS), la
prediccion de algunos parametros toxicoldgicos (ACD/Tox. Suite) y Docking inverso a través
del servidor web DIA-DB en el Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia, UAEM.

El acoplamiento molecular se llevé a cabo en el Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia,

UAEM, bajo la asesoria del M.F. Abraham Alberto Gutiérrez Hernandez.

Parte farmacolégica

In vitro

Comprende las metodologias empleadas para la evaluacién in vitro sobre la expresion de
receptores PPAR-a, PPAR-y y sus productos de activacion: GLUT-4 y FATP-1. Estas
evaluaciones se llevaron a cabo mediante una estancia de investigacion bajo la direccién
del Dr. Julio C. Almanza Pérez Laboratorio de Farmacologia, Depto. Ciencias de la Salud,

(UAM Iztapalapa) y bajo la asesoria del M.B.E. Abraham Giacoman Martinez.
La evaluacioén in vitro del efecto de inhibicidon sobre la enzima PTP1B se realiz6 en

colaboracion con el Dr. Paolo Paoli del Departamento de Ciencias Bioquimicas de la

Universidad de Florencia, Italia.
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La evaluacion in vitro del efecto de inhibicion sobre la enzima aldosa reductasa se llevé a
cabo en colaboracion con el Dr. Umberto Mura de la Universidad de Pisa, Italia.

In vivo

La determinacién de efecto antidiabético fue llevada a cabo con la colaboracion del Dr.
Samuel E. Estrada Soto del Laboratorio 12 de la Facultad de Farmacia UAEM bajo la
asesoria de la M.F Litzia Cristel Cer6n y la M.F Fabiola Chavez Silva.

6.1 Parte quimica

Para la sintesis de las benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas (serie A) se hizo reaccionar al 4-
hidroxibenzaldehido con los halogenuros de metil-arilo adecuadamente sustituidos en
medio basico y disolventes polares no proéticos para obtener 11-16. Posteriormente, se llevo
a cabo una condensacién de Knoevenagel de 11-16 con la tiazolidin-2,4-diona para la
obtencion de ACB-1-6.

(6]
Ar O 0
H oA /\X K,CO3 \o S/Y
_—— + >—N
HO X=Cl, Br MeCN H 3 H
11: Ar=3-Bifenil
12: Ar=1-Naftil 11-16

13: Ar=2-Quinolinil
14-16: Ar=2-Piridin

Piperidina/Ac. Benzoico Tolueno/Tram pa Dean-Sta

ACB-1: Ar=3-Bifenil e
ACB-2: Ar=1-Naftil NH

ACB-3: Ar=2-Quinolinil S
ACB-4-6: Ar=2-Piridin
N0 \<
ACB-1-6

Esquema 3. Ruta de sintesis para los compuestos ACB-1-6.
Para la sintesis de los derivados del acido fenilpropanoico (serie B), se llevd a cabo una

proteccion del acido carboxilico con SOCI, y etanol obteniendo 17. Posteriormente se hizo
reaccionar 17 con los halogenuros de metil-arilo adecuadamente sustituidos en medio
bésico y disolventes polares no proticos, obteniendo los precursores éter-éster 18-21.
Finalmente se realizé una hidrélisis basica en donde se obtuvieron los productos ACB-7-
10.
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o SERIE B 0
P
O CH Ar X
OH SOClp 3 + \/
17
Et-OH HO X=Cl, Br
HO
K2CO3 MeCN/DMF/Diglima
AI’\/O
OH KOH AT -°
A Et-OH/H0 0 CH
ACB-7-10 5 " ~CHs
ACB-7: Ar=3-Bifenil 18-21 o

ACB-8:Ar=1-Naftil
ACB-9:Ar=4-Bifenil-2-carbonitrilo
ACB-10: Ar=2-Quinolinil

Esquema 4. Ruta de sintesis para los compuestos ACB-7-10.

6.2 Parte in silico

6.2.1 Prediccién de la actividad bioldgica: PASS

El programa computacional PASS fue disefiado para predecir algunos tipos de actividad
biolégica simultaneamente basados en la formula estructural de la molécula. Por lo tanto
puede estimar los perfiles de actividad biolégica para moléculas virtuales, es decir antes de
su sintesis quimica y de las pruebas biologicas. Las estimaciones de PASS del espectro de
actividad biolégica de nuevos compuestos estan basados en los datos de relacion
estructura-actividad (SAR) de compuestos evaluados experimentalmente y los resultados
de esas moléculas de entrenamiento se acumulan en una base de datos para luego ser

comparadas con las de prueba.

6.2.2 ACD/Tox Suite

Este software utiliza una metodologia basada en el andlisis de similitud a través de la
estimacion del indice de fiabilidad teniendo en cuenta los siguientes dos aspectos: la
similitud del compuesto ensayado dentro de un conjunto de moléculas, asi como la
consistencia de los valores experimentales de toxicidad de compuestos similares resultado

de estudios QSAR. Se calcularon los siguientes efectos toxicos:

e Inhibicion de las principales isoformas de CYP450
¢ Bloqueo de canales hERG (cardiotoxicidad)

e Prediccion de la toxicidad aguda mediante el célculo de la dosis letal media (DLso).
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6.2.3 admet-SAR

Es una base de datos de acceso libre en linea (http://iImmd.ecust.edu.cn/admetsarl/home/)
que contiene informacion con base en la estructura y la actividad de una gran variedad de
farmacos, pesticidas, aditivos alimentarios, y quimicos de uso industrial. Esta herramienta
recopila, selecciona y administra los datos disponibles de las propiedades de absorcion,
distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) de la literatura publicada. En
admetSAR, mas de 210 000 puntos de datos anotados ADMET para mas de 96 000
compuestos Unicos con 45 tipos de propiedades, proteinas, especies u organismos
asociados a ADMET han sido cuidadosamente seleccionados de una gran cantidad de
literaturas diversas.
La base de datos proporciona una interfaz facil de usar para consultar un perfil quimico
especifico, utilizando el nimero de registro CAS, el nombre comun o la similitud estructural.
Ademas, la base de datos incluye 22 clasificaciones cualitativas y 5 modelos de regresiéon
cuantitativa con una precision altamente predictiva, lo que permite estimar las propiedades

ADMET ecoldgicas / de mamiferos para nuevos productos quimicos.*®

Este software se utiliz6 para predecir las principales propiedades farmacocinéticas y de

toxicidad intrinseca de los compuestos, tales como:

e Absorcion intestinal

e Permeabilidad al SNC

e Ser sustrato de glicoproteina P

e Ser sustrato de CYP 450

e Carcinogénesis

e Toxicidad de Ames (genotoxicidad)

e Toxicidad en abejas

6.2.4 DIA-DB

DIA-DB es un servidor web para la prediccion de moléculas con potencial efecto
antidiabético. Este usa dos diferentes criterios; a) comparacion de la similitud con una base
de datos de farmacos antidiabéticos y moléculas experimentales y b) mediante un cribado
virtual inverso de las moléculas elegidas por el usuario en contra de un conjunto de
proteinas implicadas en el proceso de diabetes. Este servidor estd abierto a todo tipo de

usuarios.%’
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6.2.5 Acoplamiento molecular refinado

El acoplamiento molecular se llevo a cabo sobre los compuestos que resultaron mas activos
en los ensayos in vitro e in vivo con los blancos planteados en este trabajo: PPAR y, GPR40
(FFAL), aldosa reductasa y PTP1B. Las estructuras cristalizadas de estas proteinas se
obtienen de la base de datos Protein Data Bank
(PDB,http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), bajo los cédigos de identificacion , 1I7I,
4PHU, 3G5E y 1XBO0 para cada blanco terapéutico, respectivamente.

Estas proteinas se preparan en el programa computacional MOE, en el que se minimiza su
energia y se ioniza a los ligandos. Los célculos de acoplamiento fueron realizados con
AutoDock, version 4.2. AutoDock realiza un acoplamiento automatizado del ligando
semiflexible con el sitio de unién rigido de la proteina. El programa conlleva varias corridas
del experimento. Cada corrida proporciona una prediccién de modo de union. Todas las
moléculas de agua y los ligandos cristalograficos fueron removidas de la estructura, ademas
todos los atomos de hidrégeno fueron afiadidos. Para todos los ligandos y proteinas, fueron
asignadas las cargas de Gasteiger y los &tomos no polares fueron escondidos. Todas las
torsiones fueron consideradas para moverse durante el acoplamiento. El programa auxiliar
AutoGrid gener6 los mapas electrostaticos del grid. Cada grid fue centrado sobre las
coordenadas cristalograficas de ligando cristalogréfico. Las dimensiones del grid fueron 50
x 40 x 50 A con un espacio de grid de 0.375 A. El algoritmo Genético Lamarckiano fue
aplicado para la busqueda usando parametros ya establecidos. El nUmero de corridas fue
de 25. Después del acoplamiento, los resultados fueros reagrupados en grupos con RMSD
de 0.5-2 A. Discovery Studio, version 4.1, (Accelrys, Inc. San Diego), y Pymol 1.3 fueron

utilizados para la visualizacion.

6.2.5.1 Validacion de acoplamiento molecular.

La Validacion fue llevada a cabo en AutoDock 4.2, con base en las interacciones
importantes hechas por el ligando unido con los aminoacidos del sitio de unién, indicando
que los parametros de simulacion de acoplamiento son buenos y reproducen esas
interacciones entre la estructura de rayos X de los blancos planteados, tomando en cuenta

los modos de unién en donde el RMSD se menor de 2 A.
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6.3 Parte farmacoldgica

6.3.1 Evaluacién in vitro del efecto sobre receptores PPAR a/y y transportador de glucosa tipo 4
(GLUT-4) y FATP-1

Ensayo de funcionalidad celular

Se aplico el ensayo de viabilidad sobre la linea celular 3T3-L1 mediante el kit CellTiter96
AQueous One Solution Cell proliferation Assay, distribuido por Promega con el fin de
determinar si los compuestos son citotdxicos a las concentraciones empleadas.

Esta técnica se basa en el uso de MTT (bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoilo), el cual al ser reducido por
deshidrogenasas genera un agente colorido llamado formazan. La concentracién de
formazan se midié a una absorbancia de 490 nm que es proporcional al nimero de células
metabdlicamente activas.

Se emplearon cuatro concentraciones de cada uno de los compuestos 1, 10, 100 y 1000
MM por un periodo de 24 h. Los resultados de absorbancia se expresaron como porcentaje
de viabilidad.

Cultivo celular de 3T3-L1

Fibroblastos 3t3-L1 (9x105 células por pozo) fueron sembradas en placa de 6 pozos
(Corning Incorporated, NY, USA) en medio DMEM adicionado con 25 mM de glucosa, 10%
de suero fetal bovino (v/v), 1 mM de piruvato sédico, 2 mM de glutamina, 0.1 mM de
aminoacidos no esenciales, y gentamicina, bajo una atmésfera humidificada al 5% de CO.,
a 37 °C. Después de dos dias de confluencia, las células se diferenciaran fenotipicamente
a adipocitos con 0.5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina, 0.25 uM de acetato de dexametasona,
y 0.8 yM de insulina por 48 h, seguido por insulina sola por 48 h mas. El medio de cultivo
sin insulina serd reemplazado cada dos dias durante 8 dias de diferenciacién.® Para
determinar el efecto de los compuestos sobre la expresion de los PPARs y GLUT-4, las
células seran tratadas por 24 h.

Aislamiento de RNA total y cuantificacion de la expresion de RNA’s mensajeros

El ARN se aislé de las células de cultivo usando el reactivo de aislamiento TriPure
(Invitrogen). La absorbancia se midié6 a 260 y 280 nm para cada muestra de ARN y la
relacion de absorbancia (260-a-280 nm) es de 1.9 + 0.2. Para confirmar la integridad del
ARN, 1 ug fue corrido en de gel de agarosa al 1%. EI ARN se revel6 con bromuro de etidio
y se visualizo utilizando el Image Gel-Logic 212 Pro (Kodak/Caaresream). Dos bandas

ribosomales grandes (28S y 18S) pero no el ARN degradado son detectadas. Dos
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microgramos del ARN total se transcribird inversamente usando el ImProm Il reverse
transcription system (Promega, Madison, WI, USA), la reaccion (20 pL) se incubo en un
termociclador (BioProducts, West Palm Beach, FL, USA), bajo el siguiente programa de
ciclos: incubacion a 25 °C por 5 min, hasta 42 °C por 55 min. La enzima fue inactivada a
70°C, por 15 min, y finalmente las muestras se enfriaron a 4 °C, por 5 min. Entonces un
volumen 1/10 de cada reaccion fue amplificado usando SYBR Green master mix (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) conteniendo 0.5 mM de cebadores
personalizados de PPAR-y (F-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG; R-
GCCACCTCTTTGCTCTGCTC; Gene Bank NM_011146.1), PPAR-a (F-
ATGCCAGTACTGCCGTTTTC; RGGCCTTGACCTTGTTCATGT,; Gene Bank
NM_011144), GLUT-4 (FGATTCTGCTGCCCTTCTGTC; R ATTGGACGCTCTCTCTCCAA;
Gene Bank NM_009204.2), asi como la enzima de iniciacién rapida, buffer para PCR y 3.5
mM MgClz, en un volumen final de 10 pL, las reacciones fueron medidas en un Rotor- Gene
de tiempo-real (Corbett Life Science, Concorde NSW, Australia). Los PCR se llevé a cabo
usando las siguientes condiciones de ciclos: pre-incubacion y desnaturalizacion a 95 °C
durante 10 min. El umbral de ciclos (Ct) se midié usando tubos separados y por duplicado.
La identidad y pureza de los productos de ampliacion fue monitoreado por electroforesis en
gel de agarosa al 2 %. La curva de fusion se analizé al inicio de la amplificacion siguiendo
las condiciones tal cual lo indica la compaiiia (Thermo scientific). Para asegurar la calidad
de las mediciones, cada ensayo incluye un control negativo para cada gen. La cantidad de
ARNmM de cada adipocito se normalizé de acuerdo a la cantidad de ARNm ribosomal que
codifica para la proteina 36B4 F-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT,
RCCGCAGGGGCAGCAGTGGT; Gene Bank NM_007475.2).

Los valores de ACt se calcularon en cada muestra de cada gen de interés como se
menciona a continuacion: Ct gen de interés — Ct gen de referencia (B- actina como el gen
de referencia, el cual se mantendra estable durante todo el experimento). Los cambios
relativos en los niveles de expresion de un gen en especifico (AACt) son calculados como

ACt del grupo prueba menos ACt del grupo control y entonces presentado 2-AACt.%
6.3.2 Ensayo antidiabético (Modelo murino de diabetes mellitus no insulinodependiente)
Ratones CD-1 fueron provistos por la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma

del Estado de Morelos. Los animales (20-25 g) fueron divididos en grupos de 6 (n=6) en

condiciones controladas (ciclos de 12 h luz/oscuridad, 25+2° C y 45-65% de humedad. El
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modelo murino de diabetes no insulino-dependiente es inducido en ratones con ayuno de
16 h. Todos los animales fueron manejados de acuerdo a la Regulacion Federal Mexicana
de Experimentacion y Cuidado de animales (SAGARPA, NOM-062-Z0O0-199, México).

6.3.2.1 Induccidn de la diabetes
La estreptozotocina (STZ) es disuelta en un buffer de citratos (pH 4.5) y la nicotinamida

disuelta en una solucién salina fisiolégica isotonica. EI modelo murino de diabetes no
insulino-dependiente es inducido en ratones con ayuno de 16 h a través de una sola
inyeccion intraperitoneal de 100 mg/kg de estreptozotocina, 15 min después de la
administracion i.p de 40 mg/kg de nicotinamida.

La hiperglucemia es confirmada por la elevacion de la concentracion de glucosa en plasma,
determinada a las 72 h por un glucémetro. Los animales con concentraciones de glucosa
sanguinea mas alto que 200 mg/dL, son empleados para la blusqueda de compuestos

antidiabéticos.

6.3.2.2 Evaluacién de compuestos sobre modelo murino de diabetes
Los animales diabetizados son divididos en grupos de cinco animales cada uno (n=5). A los

ratones del grupo experimental se les administra una suspension del compuesto a probar
(preparados en 10% Tween 80) via intragastrica (100 mg/kg peso de rata). Los animales
del grupo control son también administrados con una solucién de Tween 80 al 10%.
Glibenclamida (3 mg/kg) fue empleado como farmaco hipoglucémico. Las muestras
sanguineas son recolectadas de la vena caudal a las 0, 1, 3, 5, y 7 h después de la
administracion.

La concentracion de glucosa sanguinea se estima por un método enzimatico de glucosa
oxidasa usando un glucometro comercial (Accu-Chek, Performa, Roche®). El porcentaje de
variacién de la glucemia de cada grupo es calculado con relacién al nivel inicial (O h), de
acuerdo a: %Variacién de glucemia = [(Gx — G0)/G0] x 100, donde GO son los valores
iniciales de glucemia y Gx son los valores de glucemia a la +1, +3, +5 y +7 h,
respectivamente. Todos los valores son expresados como promedio + E.E. La significancia

estadistica sera estimada por ANOVA de p < 0.05y p < 0.01 implica significancia.

6.3.3 Ensayos de inhibicién sobre PTP1B.

Todos los experimentos se realizaron usando la enzima PTP1B recombinante humana
purificada y a 37°C. El sustrato (p-nitrofenilfosfato) se disolvié en 0.075M de buffer 3, B-
dimetilglutarato a pH 7.0, con 1mM EDTA y 5mM de ditiotreitol. El volumen final fue de 1mL.
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Las reacciones se iniciaron al agregar alicuotas de la enzima (0.16 ug por cada ensayo), y
fueron terminadas a tiempos adecuados utilizando 4 mL de KOH 1M. La liberacién de p-
nitrofenol se determin6 leyendo la absorbancia a 400 nm (0= 18,000 M-1 cm-1). Para
probar la capacidad de los compuestos de inhibir a esta enzima se disolvieron en DMSO
preparando una solucion inicial de 20 mM. Alicuotas de cada solucion inicial de los
compuestos ACB-1-10 fueron diluidos en una solucién de 40 uM de buffer que contenia
2mM de (p-nitrofenilfosfato); la mezcla se incubd y la reaccién al afiadir la alicuota apropiada
de la enzima. La cinética enzimatica se determiné midiendo las velocidades iniciales usando
ocho diferentes concentraciones del sustrato (0.5-40 mM).
La Clsp se determind midiendo la velocidad de hidrolisis de pNPP utilizando una
concentracion fija de este igual al valor de Km de la enzima. Los datos se ajustaron a la
siguiente ecuacion utilizando el programa FigSys:

Max — Min ]

y = T + Min
1+ (ICSO)slope

Donde y = vi/vo, es decir, la relacion entre la actividad medida en presencia del inhibidor

(vi) y la actividad del control sin el inhibidor (vo), x es la concentracién del inhibidor. Cada
ensayo fue llevado a cabo por triplicado. Los datos reportados representan la medida de
media +/- S.E.M.

6.3.4 Aldosa reductasa

Para este ensayo se utilizé aldosa recombinante humana la cual fue purificada por
homogeneidad electroforética.®® ! La enzima purificada (actividad especifica 5.0 U/mg) fue
almacenada a -80°C en un buffer de fosfato de sodio 10 mM pH 7 que contiene ditiotreitol
2 mM vy glicerol al 30 % (m/v). La enzima fue lavada con un buffer de fosfato de sodio 10
mM pH 7 antes de ser utilizada. La actividad enzimética fue medida a 37°C por un
decremento de la absorbancia a 340 nm. La mezcla de ensayo (volumen final 0.7 mL)
contenia, buffer de fosfato de sodio 0.25 mM pH 6.8, D, L-gliceraldehido 4.67 mM, NADPH
0.11 mM, sulfato de amonio 0.38M y EDTA 0.5 mM. Una unidad de enzima se refiere a la
cantidad de enzima que cataliza la oxidaciéon de 1pmol/min de NADPH en estas

condiciones.

6.3.5 Ensayo in vitro sobre GPR40

Se sembraron aproximadamente 4x10* hGPR40/HEK293 por pozo en una placa de 96
pozos. Después de cultivar durante 24 horas, las células se cargan con 2 mol/L de Fluo-4
AM en solucion salina equilibrada de Hanks (5.4 mmol/L KCI, 0.3 mmol/L Na,HPO,, 0.4

49



QUIMICA FARMACEUTICA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

mmol/L de KH2POs, 4.2 mmol/L NaHCOs, 1.3 mmol/L CaCl;, 0.5 mmol/L de MgCl,, 0.6
mmol/L Mg2S0O4, 137 mmol/L de NaCl, 5.6 mmol/L de D-glucosa, 250 mmol/L sulfinpirazona,
a un pH 7.4) a 37 ° C durante 40 minutos. Posteriormente se realiza un lavado a fondo con
50 pL buffer de ensayo. Se adicionaron 25 uL de buffer de ensayo con los compuestos
ACB-1-10 en el pozo (100uM), usando un lector de microplacas FlexStation Il (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA) la movilizaciéon de calcio intracelular se registr6 a una

longitud de onda excitacién de 485 nm y una longitud de onda de emision de 525 nm.

Utilizando un FlexStation Il lector de microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
EE.UU.) se registra el cambio de calcio intracelular del receptor en una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y longitud de onda de emisién de 525 nm.
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7. RESULTADOS

7.1 PARTE QUIMICA

7.1.1 Sintesis de benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas ACB-1-6 (serie A)

Para la sintesis de las benciliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionas (serie A) se hizo reaccionar al 4-
hidroxibenzaldehido con los halogenuros de metil-arilo adecuadamente sustituidos en
medio béasico y disolventes polares no proéticos para obtener 11-16. Posteriormente, se llevo
a cabo una condensacion de Knoevenagel de 11-16 con la 2,4-tiazolidindiona para la
obtencién de ACB-1-6.

O
Ar O o
H + oA ™ K,CO3 \, S/Y
_ = + }—N
HO X=ClI, Br MeCN H 3 H
11: Ar=3-Bifenil
12: Ar=1-Naftil 11-16

13: Ar=2-Quinolinil
14-16: Ar=2-Piridin

Piperidina/Ac. Benzoico
P Tolueno/Tram pa Dean-Sta

ACB-1: Ar=3-Bifenil

ACB-2: Ar=1-Naftil N NH
ACB-3: Ar=2-Quinolinil S
ACB-4-6: Ar=2-Piridin Ar/\O \<

Esquema 5. Ruta de sintesis para los compuestos ACB-1-6.

7.1.1.2 Sintesis de (aril-metiloxi)benzaldehidos 11-16

En la Tabla 2 se muestra que los precursores (aril-metiloxi)benzaldehidos 11-16 se
obtuvieron en rendimientos del 32 al 85% que se consideran de discretos a altos, con
tiempos de reaccion de 5 a 17 h. Todos los compuestos se obtuvieron en forma de cristales
mediante recristalizacion en diferentes disolventes y con puntos de fusion caracteristicos

de pureza.
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Tabla 2. Propiedades de los precursores 11-16

RESULTADOS

O
Ho 4 /\X KoCO3 KI Ar \ _@_{O
S —— 0 + KHCO,, HBr 6 HCI
X=Cl, Br MeCN H
HO 11: Ar=3-Bifenil
12: Ar=1-Naftil 11-16
13: Ar=2-Quinolinil
14-16: Ar=2-Piridin
Clave Ar Tiempo de Rendimiento (%) Punto de Apariencia
reaccién (h) fusion (°C)
Serie A
11 3-Bifenil 11 32 63-64.1 Cristales blancos
12 1-Naftil 5 85 104.2-106.3 Cristales blancos
13 2-Quinolinil 6.5 60 82-84.2 Cristales amarillo
claro
14 2-Piridin 10 64 88.9-91.1 Cristales beige
algodonosos
15 2-Pridin-3,5-CHs: 4-OCHs 12 69 91.8-92.6 Cristales beige
algodonosos
16 Piridin-3-CHgs, 4-OCH,-CF3 17 70 118.6-120.5 Cristales ambar

Una vez obtenidos los precursores 11-16 se hicieron reaccionar con la 1,3-tiazolidin-2,4-

diona mediante una condensacion de Knoevenagel utilizando piperidina como base, acido

benzoico y tolueno como disolvente.

Para la sintesis de los compuestos finales ACB-1-6 se llevd una modificaciéon en los

equivalentes empleados de piperidina y acido benzoico aumentando de 0.3 a 0.4, esto

debido a que no se observd el consumo total de las materias primas; sin embargo, no se

observd un cambio considerable de los mismos.

Los compuestos finales ACB-1-6 se obtuvieron en forma de sélidos con rendimientos entre

69 y 90% y tiempos de reaccion de 8 a 20 h. Por otro lado, se observaron puntos de fusion

caracteristicos de pureza de entre 218 y 242 °C (Tabla 3).
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Tabla 3. Propiedades de los compuestos ACB-1-6
0

. /©/\HLNH
Ar ——\ 0 S/Y S + PiperidinalAc. Benzoico/ H,0
O_O_( Piperidina/Ac. Benzojco Ar <~ ™0
H

+
u Tolueno/Tram pa Dean-Stark ACB-1-6 o

(e} ACB-1: Ar=3-Bifenil
ACB-2: Ar=1-Naftil
ACB-3: Ar=2-Quinolinil
ACB-4-6: Ar=2-Piridin

12-17

Clave Ar Tiempo de | Rendimiento Punto de Apariencia
reaccion (h) (%) fusion (°C)
Serie A
ACB-1 3-Bifenil 18 86 218.7-220 Solido amarillo claro
ACB-2 1-Naftil 14 84 242.6-244.4 | Solido amarillo claro
ACB-3 2-Quinolinil 18 77 223 dc Solido amarillo claro
ACB-4 2-Piridin 20 69 219.9dc Solido beige
ACB-5 | 2-Pridin-3,5-CH3s: 4-OCHg3 8 90 235.6-238.2 | Solido amarillo claro
ACB-6 | Piridin-3-CHs, 4-OCH2-CF3 14 79 225.9-228.2 Solido beige

*dc: punto de descomposicion

7.1.2 Metodologia general de sintesis de los derivados del 4cido fenilpropanoico ACB-7-10 (serie B).

Para la sintesis del compuesto ACB-7 inicialmente se pens6 en una sintesis de un solo
paso. En esta se hizo reaccionar el éacido 3-(4-hidroxifenil)propanoico con el 3-
(bromometil)bifenilo en un disolvente polar no prético como el acetonitrilo (MeCN) y
carbonato de potasio como base (K.COs3). Sin embargo, en la cromatografia de capa fina
se observo la formacién de dos productos ACB-7 y B, el cual probablemente se trate del
producto del ataque nucleofilico del acido carboxilico al (boromometil)bifenilo. Lo anterior, se
podria atribuir a que el pKa de los acidos carboxilicos (3-5) es menor que el del fenol (10)

por lo que se desprotona primero por accion de K.COs que el &cido carboxilico; no obstante

este es menos nucleofilico que el fenol. (Esquema 6).
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Esquema 6. Probables productos de la sintesis de ACB-7
Debido a lo anterior, se propuso una ruta de sintesis alterna. Para esto se llevé a cabo una

proteccion del 4cido carboxilico mediante una esterificacion con cloruro de tionilo (SOCI,) y
etanol a temperatura ambiente generando el precursor 17. Este producto se obtuvo en

forma de liquido con un rendimiento del 94% y un tiempo de reaccion de 8 h.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del compuesto 17

0
o SERIE B
N
OH socly, N - o CH; =+ Aso, Hal
EtOH o
HO
HO
Clave Estructura Tiempo de Rendimiento Punto de Purificacion Apariencia
reaccion (h) (%) fusién (°C)
17 8 94 Cromatografia liquido

(0]
en columna
/©/\)LO/\CH3
HO

amarillo claro

Una vez obtenido el precursor 17, mediante una reaccion SN, se obtuvo el precursor 18.
Sin embargo este mostrd un alto tiempo de reaccion asi como un bajo rendimiento quimico
del 26%.

i & O o
O/\CH3 + K»CO3/MeCN O
—_— - O_-CHs
17
HO 18 5
+

KHCO,, HBr

Esquema 7. Ruta de sintesis del compuesto 19
Debido al bajo rendimiento obtenido del precursor 18, se llevd a cabo la obtencién del

compuesto mediante una reaccion SN, utilizando etanol como disolvente. De esta manera
se esperaria un menor tiempo de reaccién. No obstante, se observé la formacion de dos
productos ya que el etanol puede actuar como nucleéfilo compitiendo con el fenol proceso
conocido como solvélisis (Esquema 8). Por lo tanto, se decidié obtener el compuesto a

través de la reaccion SN con disolventes distintos al acetonitrilo.
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O K,CO, o O
?\ + B o /@/\/ILO + O CHs
HO CH, O O @
0 I\CH3

17

18
Esquema 8. Ruta de sintesis de 18 mediante una reaccion SNi
7.1.2.1 Sintesis de los precursores 18-20

Una vez obtenido el precursor 18, se llevdé a cabo una reaccion SN; para obtener los
precursores ésteres-éteres 18-20. De manera inicial se llevo a cabo la sustitucion
nucleofilica molecular en disolventes como acetona y acetonitrilo; sin embargo no se
observo el consumo total de las dos materias primas ademas de bajos rendimientos, por tal
motivo se decidio utilizar disolventes mas polares y con un punto de ebullicion mayor. Dado
esto, para la sintesis del compuesto 20 se utiliz6 DMSO como disolvente, sin embargo se
observé la descomposicién del producto tornandose de un color marrén oscuro. Por lo tanto
se utilizaron disolventes con un punto de ebullicibn mayor al acetonitrilo pero menor al
DMSO.

Tabla 5. Ruta de sintesis 1 de los precursores 18-20

o]
N Ar o
0 CH K2CO3 N
3 + Ar\/X 2
HO 18 X=cl. Br X:;’:éaIDMSO O\/CHS
o]
19-21
Clave Ar Tiempo de Disolvente Punto de Rendimiento Apariencia
reaccion (h) fusién (°C) (%)
Precursores 18-21
18 3-Bifenil 48 Acetona <10 liquido
anaranjado
19 1-Naftil 10 Acetonitrilo 40 Liquido
amarillo
20 4-Bifenil-2-carbonitrilo 18 DMSO <10 Sélido café
claro

En la Tabla 6 se reportan los rendimientos asi como los tiempos de reaccion de los
compuestos 18-20 obtenidos con disolventes como dimetilformamida y diglima. En cuanto
a los rendimientos estos resultaron mayores (52-78%) a los obtenidos con acetonitrilo asi

mismo los tiempos de reaccion fueron menores de 5-26 h. Todo lo anterior es debido a que
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en las sustituciones bimoleculares en disolventes apréticos con alta constante dieléctrica
son mas rapidas ya que los iones estan disociados, pero los aniones nos estan solvatados.
Por otro lado, al tener un disolvente con mayor punto de ebullicién se puede aportar mayor

energia al sistema.
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Tabla 6. Condiciones de reaccion y caracteristicas fisicoquimicas de los precursores 18-21

RESULTADOS

Clave Ar Disolvente Tiempo de Rendimiento Punto de Purificacién Apariencia
reaccién (h) (%) fusién (°C)
0™ NcH,
o)
N
SerieB ' ©

18 3-Bifenil Dimetilformamida 26 65 Cromatografia en columna Liquido

incoloro

19 1-Naftil Dimetilformamida 6 78 Cromatografia en columna Liquido

incoloro

20 4-Bifenil-2-carbonitrilo Diglima 5 64 66.6-68.6 Cromatografia en columna Cristales

y recristalizacion blancos

21 2-Quinolinil Diglima 9 72 Cromatografia en columna Liquido
amarillo claro

7.1.3 Sintesis de los compuestos finales ACB-7-10

Para la sintesis de los compuestos finales ACB-7-10 se llevé a cabo una hidrélisis basica con hidroxido de potasio (KOH) en

etanol:agua proporcién 50:50, posterior a la hidrdlisis se trata la reaccion con HCI al 10% hasta llegar a un pH entre 3-5 para regenerar

el proton del acido carboxilico. Los compuestos finales ACB-7-10 se obtuvieron con rendimientos de moderados a buenos 51-95%,

con tiempos de reaccion de 3-5 h y puntos de fusién caracteristicos de pureza.
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Tabla 7. Condiciones de sintesis y caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos finales ACB-7-10

OH
Ar ° o
0 CH o
—_—
N EtOH/Hz0 Ar/\o +  Kcl/EoH
18-20 HCI 10%
o)
ACB-7: Ar=3-Bifenil
ACB-8:Ar=1-Naftil
ACB-9:Ar=4-Bifenil-2-carbonitrilo
ACB-10: Ar=2-Quinolinil
Clave Ar Tiempo de Rendimiento (%) Purificacion Punto de Apariencia
reaccion (h) fusion (°C)
Serie B
ACB-7 3-Bifenil 5 83 Recristalizacion etanol 123.7-126 Hojuelas blancas
nacaradas
ACB-8 1-Naftil 5 51 Recristalizacion metanol: 124.8-127.8 Sdlido blanco
hexano 95:5
ACB-9 4-Bifenil-2- 3 85 Recristalizacion etanol 174-176.9 Hojuelas blancas
carbonitrilo nacaradas
ACB-10 2-Quinolinil 3 95 Recristalizacién metanol 125.8-128.4 Cristales beige
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7.1.4 Caracterizacion estructural

Posteriormente a la purificacion de los compuestos sintetizados ACB-1-10, se llevé a cabo
la identificacion estructural de los mismos, para lo cual se emplearon métodos
espectroscopicos (RMN) y espectrométricos (EM), mismos que permitieron corroborar que
las estructuras de dichos compuestos correspondian a las de los disefiados y sintetizados
en este proyecto.

7.1.4.1 Resonancia magnética nuclear 3Cy *H
A continuacion, a manera de ejemplo de la caracterizacién estructural, se muestran los

espectros de resonancia magnética nuclear de *H y 3C del compuesto ACB-7.

5.1344
7560
7433
7304

o —
T .
>

o e "

T T T T T T T T T T T

6.0 55 5.0 4.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

3.5
f1 (ppm)
Figura 34. Espectro de RMN 1H del compuesto ACB-7.
En el espectro de RMN *H del compuesto ACB-7, se observan dos tripletes de los protones
alifaticos de la posicion 3 y 2 a un desplazamiento de 2.74 y 2.43 respectivamente. Por otro
lado a un desplazamiento de 5.13 se observa un singulete que corresponde a los protones

del metileno (CH.) del bencilo.
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Figura 35. Expansion de la zona aromadtica del espectro de RMN 1H del compuesto ACB-7
En la Figura 35 se presenta una expansion de RMN H del compuesto ACB-7 de la zona
aromética. En donde podemos observar un sistema para del anillo A: un doblete a un
desplazamiento de 7.14, que integra para los protones 3,5 con una constante orto de 8.04
Hz y otro doblete menos desplazado para los protones 2,6 en 6.94 ppm con una constante
orto de 7.74 Hz.

Para el anillo bifenilo se observan sefiales mas desplazadas. Para el anillo B a un
desplazamiento de 7.72 ppm se observa un singulete correspondiente al proton de la
posicion 2, para la posicion 5 se encuentra un triplete ligeramente desdoblado en 7.61 con
una constante orto de 7.56 Hz, en la posicion 4 a un desplazamiento de 7.43 con una

constante orto de 7.2 Hz.

Por otro lado, se observa un multiplete que integra para los protones 3, 5 del anillo Cy 6
del anillo B a un desplazamiento de 7.48-7.46 ppm. Para el proton 4 del anillo C se observa
un triplete a desplazamiento en 7.4 con Jo= 7.74 Hz. Para los protones 2,6 se reporta

doblete a un desplazamiento en 7.66 y Jo= 8.22 Hz.

60



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS

115.0686
69.5644
3758

3A, 5A

CH2

T T T
120 115 110 105 100 95 90 85 80 70 65
f1 (ppm)

Figura 36. Espectro de RMN 13C del compuesto ACB-7.
A continuaciéon se presenta un espectro de RMN *C del compuesto ACB-7. A un
desplazamiento de 174.7 se observa una sefial del carbono 1 correspondiente al carbonilo
del acido carboxilico. Por otro lado, se observa una sefial en 157 ppm correspondiente al
carbono de la posicion 4 del anillo A. En la zona alifatica se observa en 69.6 ppm la sefial
correspondiente al carbono del metileno unido a oxigeno y en 30.4 y 36.9 se presentan las

sefiales de los carbonos 3 y 2 respectivamente.
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Figura 37. Expansion de la zona aromatica del espectro de RMN 13C del compuesto ACB-7.
A continuacién, a manera de ejemplo de la caracterizacion estructural un espectro de masas

en modalidad impacto electronico del compuesto final ACB-7.

7.1.4.2 Espectrometria de masas
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Figura 38. Cromatograma del compuesto ACB-7.
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Figura 39. Espectro de masas IE del compuesto ACB-7.
En el espectro de masas |IE del compuesto ACB-7 (Figura 39) se muestra el pico base [178]

correspondiente a una fragmentacion del enlace entre el anillo de bifenilo y el metileno. Por
otro lado se observa un pico en [152] que corresponde al anillo de bifenilo, asimismo se

observa el i6n molecular en forma de sal sédica M+Na a una m/z= [353].

A continuacion se muestran los desplazamientos de *H y 1*C RMN de los compuestos ACB-
1-10.
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-1

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN *H y 13C del compuesto ACB-1

Posicién 8, mult, H, J 8
1H 13C
1 —_——— —_———
2 168.4
3 (NH) 12.56, s, 1H
4 167.9
5 120.9
CH 7.79,s, 1H 128
A
1 5
2 7.59, d, 2H, 8.76 1325
3 7.24,d, 2H, 8.76 116.2
4 | e 160.5
5 7.24,d, 2H, 8.76 116.2
6 7.59, d, 2H, 8.76 1325
CH:2 5.29, s, 2H 70
B
1 140.3
2 7.78, s, 1H 126.6
3 140.8
4 7.54-7.48, m, 4H 126.8
5 7.67,d, 1H, 7.56 129.6
6 7.54-7.48, m, 4H 126.2
C
1 137.7
2 7.70,d,2H, 7.5 129.4
3 7.54-7.48, m, 4H 127.2
4 7.41,t, 1H, 7.38 127.3
5 7.54-7.48, m, 4H 127.2
6 7.70,d, 2H, 7.5 129.4
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RESULTADOS

Tabla 9. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-2

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del compuesto ACB-2

Posicién 8, mult, H, J 8

1H 13C

1 —_——— —_———
2 168.4

3 (NH) 12.55, s, 1H
4 167.9
5 120.9
CH 7.79,s, 1H 127.3
A
r e 127
2 7.66-7.58, m, 4H 1325
3 7.29, d, 2H, 8.64 116.2
4 | e 160.6
5 7.29, d, 2H, 8.64 116.2
6 7.66-7.58, m, 4H 1325
CH: 5.66, s, 2H 68.5
Naftaleno

r e 133.7
2 7.66-7.58, m, 4H 129
3 7.54,t, 1H, 8.04 125.8
4 7.97,d, 1H, 8.22 1315
4a 132.4
5 8.01,d, 1H, 8.1 129.3
6’ 7.66-7.58, m, 4H 126.2
7 7.71,d, 1H, 6.96 126.5
8 8.11, d, 1H, 8.04 124.2
8a 132.2
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RESULTADOS

Tabla 10. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-3

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN *H y 13C del compuesto ACB-3

Posicidn 8§, mult, H, J 8

1H 13C

1 ——- ——-
2 168.4

3 (NH) 12.53, s, 1H
4 168
5 120
CH 7.75,s, 1H 127.6
A
1 127.1
2 7.57,d, 2H, 8.8 132.6
3 7.24,d, 2H, 8.88 116.2
4 | e 160.3
5 7.24,d, 2H, 8.88 116.2
6 7.57,d, 2H, 8.8 132.6
CH:2 5.43, s, 2H 71.4
Quinolina
1’ ———- [
2 157.4
3 7.68, d, 1H, 8.46 121.1
4 8.43, d, 1H, 8.46 137.6
4a 129
5 8.0, d, 1H, 8.28 128.6
6’ 7.63, dd, 1H, 126.4
7 7.8, dd, 1H, 8.4 (7-8), 6.96 (7- 132.1
6), 1.44 (7-5),

8 8.03, d, 1H, 8.52 130.4
8a 147.4
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RESULTADOS

Tabla 11. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-4

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN H y 13C del compuesto ACB-4
Posicion 8, mult, H, J 8
1H 13C
1 — ——
2 -—-- 168.4
3 (NH) 1253, s, 1H
4 -—-- 167.9
5 -—-- 121.0
CH 7.75,s, 1H 137.5
A
1 -—-- 160.2
2 7.56, d, 2H, 8.58 132.5
3 7.19, d, 2H, 8.58 116.1
4 -—-- 126.3
5 7.19, d, 2H, 8.58 116.1
6 7.56, d, 2H, 8.58 132.5
CH:z 5.26, s, 2H 70.9
B
1 — ——
2 -—-- 156.5
3 7.53,d, 1H, 7.8 123.5
4 7.85,t, 1H, 7.62 132.1
5 7.36,t, 1H, 5.36, 6.9 122.2
6 8.60, d, 2H, 4.44 149.6
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RESULTADOS

Tabla 12. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-5

CH,'
Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del compuesto ACB-5
Posicién 8, mult, H, J 8
1H 13C
1 —_——— —_———
2 ---- 168.4
3 (NH) 12,52, s, 1H
4 ---- 167.9
5 ---- 126.4
CH 7.75,s, 1H 132.2
A
r 126.6
2 7.55,d, 2H, 8.76 1325
3 7.20, d, 2H, 8.82 116.1
4 | - 154
5 7.20, d, 2H, 8.82 132.5
6 7.55, d, 2H, 8.76 116.1
CH2 5.22,s, 2H 70.9
B
1 ——- ——-
2 160.6
3 120.9
4 ——- 164.1
5 ——- 126.2
6 8.23,’s, 1H 149.8
CHs 2.22,s,3H 10.9
O-CHs 3.74, s, 3H 60.2
CHz’ 2.25,s, 3H 13.4
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Tabla 13. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-6

F
F

CF; CH,
F CH,
®) 3
O-CH,-CF, 4 B\ O
5 N\ N1
6

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del compuesto ACB-6

Posicién 8, mult, H, J 8
1H 13C
1 —_——— —_———
2 168.4
3 (NH) 12.52, s, 1H
4 | e 167.9
5 121.8
CH 7.75,s, 1H 132.2
A
1 126.9
2 7.55,d, 1H, 8.7 1325
3 7.19,d, 1H, 8.76 116.1
4 155.2
5 7.19,d, 1H, 8.76 116.1
6 7.55,d, 1H, 8.7 1325
CH:2 5.28, s, 2H 70.7
B
1 ———- [
2 160.5
3 120.9
4 | e 161.8
5 7.16,d, 1H, 5.76 108.2
6 8.36, d, 1H, 5.64 148.2
CHs 2.21,s,3H 104
O-CH2CFs 492, c, 2H 65.4-64.7
CFs 126.2
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RESULTADOS

Tabla 14. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-7

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del compuesto ACB-7

Posicion 8, mult, H,J 8
1H 13C
1 174.7
2 2.43,t, 2H 36.9
3 2.74,t, 2H 30.4
A
1 134
2 7.14, d, 2H, Jo=8.04 129.7
3 6.94, d, 2H, Jo=7.74 115.1
4 157.0
5 6.94, d, 2H, Jo=7.74 115.1
6 7.14, d, 2H, Jo=8.04 129.7
CH: 5.13, s, 2H 69.6
B
1 140.4
2 7.72,s,1H 126.5
3 140.8
4 7.43,d, 1H, Jo=7.2 126.6
5 7.61,t, 1H, Jo=7.56 129.5
6 7.48-7.46, m, 3H 126.4
C
1 138.5
2 7.66, d, 2H, Jo=8.22 127.1
3 7.48-7.46, m, 3H 129.4
4 7.4,t, 1H 128
5 7.48-7.46, m, 3H 129.4
6 7.66, d, 2H, Jo=8.22 127.1
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RESULTADOS

Tabla 15. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H 'y 13C del compuesto ACB-8

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del compuesto ACB-8
Posicién 8, mult, H, J 8
1H 13C
1 ---- 174.3
2 2.49,t, 2H 36.1
3 2.76,t, 2H 30.0
A
1 ---- 133.1
2 7.16, d, 2H, Jo=8.46 129.7
3 7.0, d, 2H, Jo= 8.46 115.1
4 ---- 157.2
5 7.0, d, 2H, Jo= 8.46 115.1
6 7.16, d, 2H, Jo= 8.46 129.7
CH: 5.50, s, 2H 68.2
Naftaleno
1 ---- 133.7
2 7.66, d, 1H, 6.9 127.03
3 7.51,t, 1H, Jo=7.56 125.8
4 7.92,d, 1H, 8.52 129.0
4a 133.6
5 7.97,d, 1H, 7.86 128.9
6’ 7.58-7.55, m, 2H 126.4
7 7.58-7.55, m, 2H 126.9
8 8.08, d, 7.97 124.3
8a --- 131.6
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Tabla 16. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-9

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN *H y 13C del compuesto ACB-9
Posicién 8§, mult, H, J 8
1H 13C
1 ---- 178.7
2 2.66,t, 2H 35.8
3 291, 2H 29.8
CH:2 5.11,s, 2H 69.6
A
1 —
2 7.15, d, 2H, 8.46 129.3
3 6.93, d, 2H, 8.52 114.9
4 -—-- 157.2
5 6.93, d, 2H, 8.52 114.9
6 7.15,d, 2H, 8.46 129.3
B
1 ---- 137.8
2 7.58,2H 8.16 129
3 7.55, 2H, 8.22 127.7
4 -—-- 137.7
5 7.55, 2H, 8.22 127.7
6 7.58,2H 8.16 129
C
1 ---- 145.1
2 ---- 111.2
3 7.76,d, 1H, 7.74 133.8
4 7.44,1t, 1H, 7.68 127.6
5 7.63,t, 1H, 7.62 132.8
6 7.51,d, 1H, 7.86 130.0
CN ---- 118.6
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RESULTADOS

Tabla 17. Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 1H y 13C del compuesto ACB-10

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y 3C del compuesto ACB-10
Posicidn 8, mult,H, J 8
1H 13C
1 ---- 174.2
2 2.49,t, 2H 35.9
3 2.74,t, 2H 29.9
OH 121, s, 1H ---
A

1 133.8
2 7.15,d, 2H, 8.34 129.8
3 6.97, d, 2H, 8.82 115.1
4 ---- 156.9
5 6.97, d, 2H, 8.82 115.1
6 7.15,d, 2H, 8.34 129.8

CH2 5.33, s, 2H 71.2

Quinolina

1’ ——_——— ——_———
2 ---- 158.2
3 7.66,d, 1H, 8.4 119.9
q 8.02, d, 1H, 8.46 137.5
4a -—-- 128.4
5 7.99,d, 1H, 8.16 130.3
6’ 7.62,t,1H,7.8,7.14 127.01
7 7.79,t, 1H, 6.96, 8.34 129.0
8 8.41, (d, 1H, H-8’, J0o=8.52

8a ---- 147.4
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7.2 PARTE IN SILICO

7.2.1 PASS

Con la finalidad de predecir las posibles actividades de los compuestos disefiados sobre
distintos blancos, se llevd a cabo la prediccion de su actividad biolégica con el programa
computacional PASS. Los calculos de PASS estan basados en datos de relacion estructura-
actividad (SAR) de compuestos similares a los de prueba evaluados experimentalmente.

A continuacion, se muestran las probabilidades de actividad biolégica arrojadas mediante
PASS, en las que se observa la probabilidad de actividad (Pa) e inactividad (Pi).Valores de
Pa>0.7 indican una buena probabilidad de mostrar actividad experimental, valores de Pa
entre 0.5 y 0.7 indican una mediana probabilidad y valores de Pa<0.5 indican baja

probabilidad (mas no inactividad).

Tabla 18. Prediccion de la actividad bioldgica con el programa PASS, de los compuestos ACB-1-10

Actividad
O
\ NH
Ar/\O S\(
Serie A ©

Antidiabético Insulinosensibilizador Insulino-promotor

Compuesto Ar Pa Pi Pa Pi Pa Pi

ACB-1 3-Bifenil 0,767 0,005 0,419 0,004

ACB-2 1-Naftil 0.746 0.005 0.314 0.005

ACB-3 2-Quinolinil 0,719 0,005 0,346 0,004

ACB-4 2-Piridin 0,730 0,005 0,388 0,004

ACB-5 2-Pridin-3,5-CHs: 4-OCH3 | 0,649 0,009 0,269 0,005

ACB-6 Piridin-3-CHs, 4-OCH>- 0,708 0,006 0,295 0,005

CF3
Compuesto OH
Ar
o)
SERIE B n 0

ACB-7 3-Bifenil 0,523 0,020 0,271 0,005 0,802 0,004
ACB-8 1-Naftil 0,471 0,028 0,228 0,008 0,774 0,004
ACB-9 4-Bifenil-2-carbonitrilo 0,477 0,027 0,214 0,009 0,730 0,005
ACB-10 2-Quinolinil 0,496 0,024 0,171 0,018 0,592 0,015

Saroglitazar 0.790 0.005

Pioglitazona 0.976 0.003 0.883 0.001

TAK-875 0.432 0.035
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Con la finalidad de obtener resultados mas certeros y de cierta forma validados, se decidio
llevar a cabo las predicciones tanto de farmacos como moléculas en fases clinicas de cada
uno de los blancos abordados en este proyecto. En primer lugar se realizo la predicccion
de Saroglitazar el cual es el Unico farmaco dual PPAR-a/y disponible en el mercado en la
India; por otro lado, se tom6 como referencia a la Pioglitazona agonista PPAR-y y la
molécula TAK-875 que es un agonista GPR40.

Para el caso de Saroglitazar la predicccion mostré una alta probabilidad de tener actividad
antidiabética; asi mismo la Pioglitazona arrojo altas probabilidades de mostrar actividad
antidiabética y altas probabilidades de insulinosensibilizador. En este contexto, es
importante resaltar que las predicciones para estos dos farmacos se encuentran acorde a

su actividad farmacolégica asi como a su mecanismo de accion.

Con respecto a TAK-875 mostro bajas probabilidades como antidiabético. Cabe mencionar

gue esta molécula se encuentra en fases experimentales.

Con base en lo anterior, se puede inferir que las predicciones de actividad biologica a través
de este programa (PASS) pueden ser de gran utilidad para la eleccion de nuevas moléculas
bioactivas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en PASS, todos los compuestos mostraron de altas
a discretas probabilidades de actividad antidiabética, asi como insulinosensibilizadora. Por
otro lado, unicamente los derivados del acido fenilpropanoico (serie B) mostraron alta y
mediana probabilidad de ser insulinopromotores. Esto probablemente debido a su similitud
estructural con los agonistas GPR40, ya que este receptor esta implicado en la liberacion
de insulinadependiente de glucosa; por otro lado muchos de los agonistas reportados de

este receptor contienen el fragmento del &cido fenilpropanoico (Tabla 6).1%

Es de suma importancia mencionar que los compuestos que resultaron con mejores
predicciones de actividad biol6gica en este programa son: ACB-1, ACB-4 ACB-7, ACB-8y
ACB-9.

7.2.2 Evaluacidn in silico de los compuestos sintetizados, en el programa computacional ACD/Tox
Suite
Un software utilizado para la evaluaciéon in silico de los compuestos es el programa

computacional ACD/Tox, el cual nos permite predecir algunos parametros toxicologicos.
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7.2.2.1Inhibicién de isoformas de CYP450

La biotransformacion de los farmacos se lleva a cabo principalmente via citocromo P450,
catalizando la hidroxilacion de estos para generar metabolitos mas polares que se excreten
con mayor facilidad. La inhibiciébn hacia CYP450 por farmacos puede interferir con el
metabolismo del mismo farmaco e incluso de otros, modificando la accién de éstos en el
organismo. Por otro lado es bien conocido que el metabolismo de algunas moléculas,
transforma compuestos pro carcinégenos en carcin6genos.*

En este proyecto se determind la probabilidad de inhibicion hacia los principales CYP450
como CYP3A4, CYP2D6 y CYP1A2. Por otro lado, se determind la inhibicion de CYP2C19
y CYP2C9, los cuales representan un 20% de la actividad citocromo P450 del higado. La

inhibicién se reporta a una concentracién inhibitoria clinicamente relevante (Clso < 10uM).

Para el CYP3A4 se mostraron medianas probabilidades de inhibicién de los compuestos de
tipo tiazolidindiona ACB-1-6, en donde los compuestos que contienen nitrégenos basicos
en su estructura fueron los que manifestaron la mayor probabilidad de inhibicién, ya que la
presencia de nucleos basicos se detecta como alertas. Por otro lado, los compuestos ACB-
7-10 presentan bajas probabilidades de inhibiciébn hacia esta isoforma, lo cual es muy
importante ya que es la mas abundante.

Con respecto a la isoforma CYP2D6 todos los compuestos presentaron baja probabilidad
de inhibicién. Para las isoformas CYP2C9, 2C19 los compuestos ACB-1-10 revelaron bajas
probabilidades de inhibirlos. Por otro lado, los compuestos ACB-1-3 manifestaron una alta
probabilidad de inhibicion de CYP1A2; sin embargo, esta es una isoforma inducible por
compuestos policiclicos aromaticos como el benzopireno un procarcindgeno, debido a que
su metabolismo genera epéxidos formando aductos con el ADN y proteinas, los cuales son
indicadores moleculares de riesgo de cancer %, por lo tanto su inhibicién podria resultar
favorable. El resto de los compuestos arrojaron de bajas a medias probabilidades de
inhibicion hacia todas las isoformas.

Adicionalmente se utilizé Clotrimazol inhibidor conocido de CYP450 como control positivo,

mostrando una probabilidad de inhibicién hacia distintas isoformas.
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Tabla 19. Prediccion de la inhibicion de los CYP por los compuestos ACB-1-10

Isoforma del citocromo
Concentracion Compuesto CYP3A4 | CYP2D6 | CYP2C9 | CYP2C19 | CYP1A2
Probabilidad de inhibicién
ACB-1 0.31 0.15 0.46 0.74 0.68
ACB-2 0.26 0.07 0.38 0.28 0.76
ACB-3 0.39 0.04 0.30 0.30 0.72
ACB-4 0.32 0.03 0.22 0.18 0.44
ACB-5 0.35 0.03 0.28 0.21 0.21
ACB-6 0.49 0.06 0.26 0.21 0.18
Clso < 10uM ACB-7 0.08 0.05 0.08 0.17 0.05
ACB-8 0.07 0.05 0.14 0.15 0.20
ACB-9 0.07 0.02 0.17 0.06 0.04
ACB-10 0.10 0.03 0.06 0.15 0.09
Pioglitazona 0.22 0.03 0.10 0.08 0.07
TAK-875 0.19 0.01 0.15 0.11 0.00
Clotrimazol 0.85 0.07 0.41 0.80 0.12

7.2.2.2 Blogueo de canales hERG
La prediccién del bloqueo de canales hERG ha surgido rapidamente como una herramienta

atil en el descubrimiento de farmacos para identificar sustancias cardiotéxicas. hERG
(human ether-a” -go-go-related gene) es un gen que codifica para un canal idnico de potasio
presente en el musculo cardiaco. Si este canal esta bloqueado, puede causar la
prolongacién del intervalo QT en el electrocardiograma o también denominado sindrome

QT largo, lo cual esta asociado principalmente a arritmias y puede llegar a ser fatal.>?

En la Tabla 19 se muestran los resultados de la probabilidad de bloqueo de los canales
hERG, en donde se observa que los derivados de tiazolidindiona presentan de 0.18 a 0.79
de probabilidad de ser bloqueadores es decir de bajas a altas probabilidades. Lo anterior,
se puede atribuir a que los farmacos de tipo glitazona suelen ser bloqueadores de canales
hERG tal es el caso de la Rosiglitazona que ha mostrado ser un bloqueador de estos
canales esto se ha asociado a los efectos adversos a nivel cardiovascular; sin embargo

farmacos como la Pioglitazona no muestran estos efectos cardiotdxicos.1%® Por otro lado, es

77



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS

importante resaltar que existen otros parametros que el programa toma en cuenta para que
una molécula presente probabilidades de ser un bloqueador como la presencia de aminas
bésicas, ausencia de grupos ionizables, ausencia de aceptores de puente de hidrégeno y
la lipofilicidad misma que se puede asociar con un log P >3.7%%7 | en este caso algunas de
los compuestos derivados de tiazolidindiona ACB-1-6 contienen grandes fragmentos
lip6filicos y la presencia de piridinas basicas que el programa detecta como alertas; sin
embargo es necesario corroborar esto mediante ensayos bioldgicos experimentales, ya que
existen otros farmacos de tipo glitazona como la Pioglitazona que no son bloqueadores de
los canales hERG y ademas muestran en esta prediccion baja probabilidad de ser

blogueadores.

Con respecto a los derivados del acido fenilpropanoico ACB-7-10 revelaron baja
probabilidad de bloqueo hacia los canales hERG, esto debido a la presencia del acido
carboxilico en su estructura, el cual se encuentra ionizado a pH fisiolégico impidiendo su
interaccion con los residuos de aminoacidos de caracter acido que se encuentran en los
canales hERG. Asi mismo la molécula TAK-875 agonista GPR40 mostr6 bajas
probabilidades de bloqueo de canales hERG.

Por otro lado con la finalidad de contar con un control positivo, se llevé a cabo la prediccion
de bloqueo de canales hERG con Terfenadina, un antihistaminico que ha manifestado
efectos cardiotéxicos severos.” Dado esto, Terfenadina revel6 una probabilidad de bloqueo

hacia estos canales de 0.98, siendo mucho mayor a la de los compuestos disefiados.
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Tabla 20. Probabilidad de bloqueo de canales hERG de los compuestos ACB-1-10

Compuesto Probabilidad
ACB-1 0.78
ACB-2 0.58
ACB-3 0.50
ACB-4 0.18
ACB-5 0.21
ACB-6 0.79
ACB-7 0.10
ACB-8 0.04
ACB-9 0.13
ACB-10 0.03

Saroglitazar 0.16

Pioglitazona 0.10
TAK-875 0.21

Terfenadina 0.98

7.2.2.3 Toxicidad aguda

La "toxicidad aguda" de una sustancia quimica se define como la dosis que es letal para el
50% de los animales tratados. La toxicidad aguda (DLso) puede ser vista, como un "potencial
acumulado" a causa de diversos efectos agudos y la muerte de los animales.

La toxicidad se determind in silico mediante el programa ACD/Tox. Suite la DLso (Mmg/kg) en
ratones (via de administracién oral, intraperitoneal, intravenosa) y ratas (via subcutanea e
intraperitoneal) (Tabla 21).

La DLso de los compuestos ACB-1-6 resultdé menor a la de los compuestos de referencia
como el Saroglitazar, Pioglitazona y TAK-875 y menor con respecto a la de los derivados
del &cido fenilpropanoico ACB-7-10. Lo anterior se vio reflejado en la categoria de toxicidad
de la OECD (Tabla 22) en la que se posicionaron los compuestos, ya que ACB-1-6 caen
dentro las categorias 3-4 que se clasifican como toxicos y toxicidad moderada; sin embargo,
la mayoria de los farmacos comercialmente diponibles se colocan en estas categorias.
Mientras tanto los compuestos ACB-7-10 y los compuestos de referencia estan en las

categorias 4-5 que corresponde a toxicidad moderada y sin peligro.
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Tabla 21. DLsp (mg/kg) de los compuestos ACB-1-10

DLso (Mmg/kg)
Compuesto Raton Ratén Raton Raton Rata Rata | Categoria
intraperitoneal oral intravenoso subcuténeo intraperitoneal oral
ACB-1 320 1100 46 400 260 620 3-4
ACB-2 290 810 52 270 150 110 3-4
ACB-3 290 930 65 600 220 460 3-4
ACB-4 200 1200 72 490 360 430 3-4
ACB-5 160 1000 76 430 300 490 3-4
ACB-6 430 870 84 200 250 520 3-4
ACB-7 320 1400 170 770 560 3800 4-5
ACB-8 530 2000 280 1500 460 1700 4-5
ACB-9 580 990 89 1500 1200 4000 4-5
ACB-10 960 1700 250 2300 410 1700 4-5
ACB-11 280 2400 240 4000 830 1500 4-5
Saroglitazar 350 1400 110 440 290 1800 4-5
Pioglitazona 440 1900 110 200 400 1100 4-5
TAK-875 350 2400 120 550 170 1500 4

A continuacién, en la Tabla 22 se muestra la clasificacion de toxicidad por la OECD
(Organization for Economic Co-operation and Development). La cual consta de cinco
categorias de acuerdo a los valores de DLsq.

Tabla 22. Clasificacion de toxicidad por la OECD.

Categoria Rango de DLso Clasificacion
| < 5mglkg Altamente
Toéxica
Il 5 =DLso = 50 mg/kg Muy téxica
1l 50 <DLso < 300 mg/kg Toxica
v 300 <DLso< 2000 mg/kg Toxicidad
Moderada
\Y DLso > 2000 mg/kg Sin peligro
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7.2.3 admetSAR
La absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad juegan un papel muy

importante en el desarrollo y descubrimiento de farmacos. Esta informacion es
especialmente util cuando se realiza una evaluacion de riesgos en humanos incluso
ambientales.

Para este trabajo se predijeron los siguientes parametros: absorcion intestinal humana,
permeabilidad sobre células Caco-2, probabilidad de sustrato de la glicoproteina P, sustrato
de los CYP 450 3A4, toxicidad de Ames (genototoxicidad), carcinogénesis, y toxicidad en
abejas. Dichos pardmetros son calculados por la comparacion de la molécula de interés

con otras que se encuentran en una base de datos con resultados experimentales.

Los resultados obtenidos de los compuestos ACB-1-10 muestran que tienen una alta
probabilidad de absorcion intestinal. Ademas manifestaron de mediana a alta probabilidad
de permeabilidad en células Caco-2, estas células son muy utilizadas como modelo de
distintos tipos de transporte de farmacos debido a que poseen caracteristicas bioquimicas
y morfologicas similares a los enterocitos!!® . Por otro lado se observaron buenas y
medianas probabilidades de no ser sustratos de la glicoproteina P, un transportador de

eflujo que a menudo se relaciona con resistencia a farmacos.

Con respecto al metabolismo, los compuestos mostraron medianas a altas probabilidades
de no ser sustratos de CYP3A4 (isoforma mas abundante), lo anterior corresponde con la
literatura, ya que por un lado moléculas de tipo tiazolidindiona son mayormente

metabolizadas por la isoforma CYP2C8!'! 7y los acidos carboxilicos por CYP2C9.112

Por otro lado los compuestos ACB-1-10 mostraron de media a alta probabilidad de no ser

téxicos en la prueba de AMES. Asi como probabilidades altas de no ser carcinogénicos.

Adicionalmente se predijo la toxicidad de los compuestos ACB-1-10 en abejas meliferas,
los resultados mostraron probabilidades medias y altas de no ser toxicos en estos
organismos, lo anterior es de suma importancia ya que son los principales polinizadores y

en los ultimos afios se ha visto un decremento en su poblacion.

En la Tabla 23 se muestran las predicciones de admetSAR para los compuestos ACB-1-
10.
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Tabla 23. Propiedades ADMET del compuesto ACB-1-10
Modelo Resultado Probabilidad
ACB-1 | ACB-2 | ACB-3 | ACB-4 | ACB-5 | ACB-6 | ACB-7 | ACB-8 | ACB-9 | ACB-10
Absorcién
Absorcién en 1 1 1 0.99 0.97 0.98 0.99 0.99 0.99 0.99
intestino humano
Permeabilidad 0.51 0.52 0.57 0.55 0.52 0.54 0.72 0.74 0.66 0.57
Caco-2
No sustrato de 0.76 0.70 0.63 0.69 0.56 0.50 0.66 0.57 0.74 0.53
glicoproteina P
Metabolismo
CYP450 3A4 no 0.57 0.54 0.52 0.57 0.6 0.53 0.63 0.59 0.59 0.57
sustrato
Toxicidad
No téxico AMES 0.62 0.53 0.62 0.66 0.64 0.65 0.95 0.88 0.94 0.93
No carcinogénico 0.85 0.90 0.92 0.91 0.91 0.87 0.89 0.94 0.91 0.98
Toxicidad en 0.61 0.73 0.56 0.53 0.51 0.67 0.73 0.81 0.65 0.54
abejas meliferas
7.2.4 DIA-DB

DIA-DB es un servidor web que contiene informacién acerca de la actividad de compuestos
antidiabéticos conocidos, asi como de moléculas en fase experimental. Este permite la
prediccion de moléculas con potencial efecto antidiabético a través de su similitud
estructural, asi como un Docking inverso. Por lo tanto, es una herramienta Util para el disefio
de farmacos y compuestos bioactivos. Es importante mencionar que los compuestos ACB-
1-10 fueron disefiados para distintas dianas implicadas en la diabetes mellitus 2, las cuales
poseen un patron farmacoférico similar (farmacoforo unificado). Por lo tanto, resulta

interesante conocer la posible afinidad hacia estos blancos.

El acoplamiento molecular inverso arrojé 18 blancos moleculares a los cuales podrian ser
afines los compuestos ACB-1-10. En donde se hizo énfasis en: PPAR-y, la enzima aldosa
reductasa, GPR40, PPAR-a y PTP debido a que estos fueron las dianas moleculares

planteadas en el proyecto.
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En la Tabla 24 se muestran los puntajes obtenidos para los blancos moleculares abordados
en éste proyecto. Para el caso de la enzima aldosa reductasa los compuestos ACB-1-10
arrojaron los mejores puntajes no sélo con respecto a los blancos planteados, sino al total
de los obtenidos mediante DIA-DB. Por tal motivo, se decidié probar todos los compuestos
frente a esta enzima. Con respecto a PPAR- y GPR40, PPAR-a y la PTP los compuestos
ACB-1-3 y ACB-6-9 resultaron tener los mejores puntajes, por lo que se prevé que

manifiesten buena afinidad hacia estos blancos.

Tabla 24. Blancos moleculares obtenidos mediante DIA-DB

Compuesto Blanco molecular

Aldosa PPAR-y GPR40 PPAR-a PTP
reductasa

Afinidad (kcal/mol)

-13.4 -11 -10.6 8.9 -8.2
ACB-1

ACB-2 -13.3 -10.7 -11.3 9.3 -8.8
ACB-3 -13.6 -11.1 -10.3 -8.5 -8
ACB-4 -11 -8.9 -9.3 -7.6 -7.4
ACB-5 -11.3 -9.2 -9.5 -8 -7.4
ACB-6 -10.4 -10 -9 -8.1 -7.9
ACB-7 -11.9 -9.6 -10.3 -8.6 -7.8
ACB-8 -11.3 -94 -10.6 -8.4 -7.8
ACB-9 -11.7 -9.6 -9.8 -7.9 -7.5
ACB-10 -11.4 -9.4 -9.9 -8.1 -7.5

Una vez realizadas las evaluaciones in silico, se llevd a cabo un analisis de consenso

farmacologico para la seleccion de un lider seguro (safe lead).

El analisis de consenso farmacoldgico combina los resultados de los ensayos in silico como:
predicciones farmacodindmicas (PASS, DIA-DB) y predicciones toxicologicas
(ACD/ToxSuite, admetSAR). Este andlisis se basa en la premisa de que cuanto mas
calculos coinciden en que un compuesto es activo, con baja toxicidad y perfil
farmacocinético adecuado, mas confiable es la seleccion/discriminacion de dicho
compuesto bioactivo (para sintetizarlo y que muestre un
comportamiento farmacolégico adecuado). Por lo tanto, un compuesto que tiene

puntuaciones altas de una coleccion de predicciones farmacoldgicas multiples, es mas
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probable que sea un buen inhibidor / agonista / antagonista en un ensayo bioldgico que un

compuesto que tiene una puntuacion alta de solo una prediccién Unica.

Una vez realizado el andlisis de consenso farmacoldgico de los resultados de las
predicciones in silico (PASS, ACD/Tox.Suite, admetSAR, DIA-DB) se eligié a compuestos
con puntajes buenos, medios y bajos para priorizar los ensayos farmacolégicos in vitro e in
vivo, esto con la finalidad de validar el andlisis de consenso farmacolégico a través de estas
herramientas. Cabe mencionar que la eleccion también fue llevada a cabo a través de
criterios quimico-farmaceuticos; asi como de estudios previos en nuestro grupo de trabajo.

Finalmente se eligi6é a los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-7-9.
7.3 PARTE IN VITRO

7.3.1 Prueba de funcionalidad celular MTT

Los ensayos de funcionalidad celular se basan en el uso de MTT un compuesto que al ser
reducido da como producto al formazan que es colorido. Este ensayo es una técnica
colorimétrica que es ampliamente utilizada para medir supervivencia y proliferacién celular,
relaciondndose con la actividad de enzimas deshidrogenasas en las células como la

succinato deshidrogenasa.

Con el objetivo de seleccionar una concentracion adecuada para llevar a cabo algunos
experimentos, se realizé un ensayo de funcionalidad celular, en donde se tomé en cuenta
la concentracion en la que la funcionalidad fuera >80%. La concentracién seleccionada fue
de 100 uM. Los resultados expresados como porcentaje de funcionalidad se muestran en
la Figura 40 y la Tabla 25.

84



QUIMICA FARMACEUTICA

RESULTADOS

*
140-
140~ = —
S = 120 =
S 1204 I 3 -
) O 100
8 1004 < i
e @ | . ]
g S 80 || - -fme
I god |- = poeCee]
= — [ ]
] c 60
g 60 e o :l::.:E:E:g
S 404 e S 404 o]
5 e 2 e
< 20- e ~ 204
S PSS I D B """,
O T m. T 0 T T T
> > > A ) &> N > A
S N N AN < 4 S FF &
P v v v v 19 v v v
Concentracion 1uM Concentracion 10uM
1601 *kk
‘—3" 140- 140-
5 ]
S 120- T S 1201 L
e} . 3 -
_'S 100 —_— _g 100 . o
T Y = e = 17/ S 8o |-tV B
c ] =
g 601 e g 601
S 401 e o
3 o 2 401
s 2 2 5
o oo < 204
0 T T T c C
\ N Ny A o) ) )
S b ) f S N A o
Q CJ® OQ? o@ OQ) &0 2, . 7
SO SO S SO R RO AN

Concentracion 100uM

Concentracion 1000uM

Figura 40. Gréficas de porcentaje de funcionalidad celular de los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-7y ACB-9 a
diferentes concentraciones: 1, 10, 100 y 1000 uM. Los resultados corresponden a la media +tEEM, n=2.

Tabla 25. Porcentajes de funcionalidad de la linea celular 3T3-L1 con los compuestos de prueba (ACB-1, ACB-

4, ACB-7y ACB-9) a 1, 10, 100, 1000 uM.

Concentracién (uM) ACB-1 ACB-4 ACB-7 ACB-9
1 100.21 117.44 90.56 113.96

10 103.08 129.44 96.99 106.48

100 94.64 115.09 140.40 91.69

1000 77.85 83.34 95.43 67.33

ANOVA de una via. p>0.05 (n=2).
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De acuerdo a los resultados obtenidos se observé que ninguno de los compuestos de

prueba a la concentracion seleccionada (100uM).

7.3.2 Ensayo in vitro sobre la expresion relativa de PPAR-y y GLUT4
Una vez realizados los ensayos de funcionalidad celular, se determind in vitro el efecto de

los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-7 y ACB-9 sobre PPAR-a/y asi como sobre su
producto de activacion GLUT-4. Para este ensayo se utilizaron adipocitos los cuales fueron
sometidos a tratamiento con los compuestos durante 24 h. La expresion relativa se obtuvo

a partir de los datos de la cuantificacion de los RNAmM en PCR-RT con respecto al gen 36B4.
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Grdfica 1. Efecto de los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-7, y ACB-9 sobre la expresion de RNAm de GLUT-4. Los resultados
son el promedio * E.E.M (n=3). *Diferencia significativa con respecto al control.

En la Gréfica 1 se muestran los resultados de la expresion relativa sobre PPAR-y. En donde
se observa que los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-9 incrementaron la expresion relativa
de este receptor 6.5, 8.8 y x veces respectivamente. Por otro lado se observé Gnicamente

un aumento de hasta 1.4 veces en la expresion relativa de GLUT-4 (Gréafica 2).

Los resultados obtenidos sugieren que a mayor nivel de expresion de PPAR-y se observa
una menor expresion de GLUT-4. De acuerdo a la literatura este fendmeno puede estar
dado por la regulacion de algunos miRNA sobre PPAR-y. Tal es el caso de miR 222 el cual
se ha demostrado que se encuentra elevado en el tejido adiposo de pacientes diabéticos y

roedores, actuando como regulador negativo en la sensibilidad a la insulina a través de la
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represion de la expresion de GLUT-4, por lo tanto aunque haya niveles elevados de PPAR-

y GLUT-4 no se expresa.'’?

Sin embargo la accion de PPAR-y suele ir a través de diversas vias para la disminucion de
la glucemia.
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Grdfica 2. Efecto de los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-7, y ACB-9 sobre la expresion de RNAm de GLUT-4. Los resultados
son el promedio * E.E.M (n=3). *Diferencia significativa con respecto al control.

Con respecto a PPAR-a y FATP-1 ninguno de los compuestos ensayados ACB-1, ACB-4,
ACB-7 y ACB-9 mostr6 un incremento en la expresion de estos blancos. Lo anterior podria
atribuirse a que la cavidad del sitio activo de PPAR-a es mas pequefa que la de PPAR-yy
los compuestos evaluados contienen en su estructura sustituyentes voluminosos,

impidiendo asi que estos interaccionen de manera adecuada con el receptor.*?

87



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS

PPAR-a

@9
O
Y e *p < 0.05
**p < 0.01
QQ’
** p < 0.001
Tratamientos

Expresion relativa de RNA de PPAR-a./36B4
w

Grdfica 3. Efecto de los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-7, y ACB-9 sobre la expresion de RNAm de PPAR-a. Los resultados
son el promedio * E.E.M (n=3). *Diferencia significativa con respecto al control.
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Grdfica 4. Efecto de los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-7, y ACB-9 sobre la expresion de RNAm de FATP1. Los resultados
son el promedio * E.E.M (n=3). *Diferencia significativa con respecto al control.

Con la finalidad de probar la capacidad multitarget de los compuestos sintetizados, se
decidié probar al compuesto ACB-8 sobre los receptores PPAR-a/y y sus productos de
activacion GLUT-4 y FATP-1, ya que mostré buena actividad sobre el receptor GPR40 en
células HEK-293 con una CEsp de 0.648 £ 0.1 uyM.
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En la Gréfica 5 se muestran los resultados de la expresion relativa sobre PPAR-y y GLUT-
4. En donde el compuesto ACB-8 muestra un incremento de 3.4 veces la expresion relativa
de este receptor siendo similar al de Pioglitazona; asi como la consecuente expresion
GLUT-4 (Grafica 5). Sin embargo estos incrementos no resultaron ser significativos con
respecto al control.

Por otro lado, el compuesto ACB-8 no manifestd actividad sobre PPAR-a (Gréfica 6), por
tal motivo se decidio no llevar a cabo los ensayos sobre su producto de activaciéon FATP-1.
Estos resultados concuerdan con los de las moléculas ensayadas anteriormente ACB-1,
ACB-4, ACB-7 y ACB-9 ya que el compuesto ACB-8 también presenta sustituyentes
voluminosos, a lo cual se atribuye la inactividad sobre este target.
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Grdfica 5. Efecto del compuesto ACB-8 sobre la expresion de RNAm de PPAR-B/GLUT-4. Los resultados son el promedio +
E.E.M (n=3). *Diferencia significativa con respecto al control.
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Grdfica 6. Efecto del compuesto ACB-8 sobre la expresion de RNAm de PPAR-a. Los resultados son el promedio + E.E.M
(n=3). *Diferencia significativa con respecto al control.

A continuacion se muestran los resultados del ensayo de inhibicion enzimética de aldosa
reductasa.

Para el ensayo de inhibicién de la enzima aldosa reductasa, se tomaron en cuenta todos
los compuestos sintetizados ACB-1-10, con base en los resultados obtenidos mediante el
servidor web DIA-DB, ya que para todos los compuestos fue el blanco molecular que mostré
el mejor puntaje.

7.3.3 Inhibicion de la enzima aldosa reductasa
Serie A

Los ensayos in vitro iniciales sobre la enzima aldosa reductasa se llevaron a cabo utilizando
enzima purificada de lentes oculares bovinos y con D, L-gliceraldehido (D, L-GAL) como
sustratos.

En donde los compuestos de tipo tiazolidindiona ACB-1 y ACB-3 presentaron un porcentaje

de inhibicién bajo de 2 y 10% respectivamente.

El compuesto ACB-4 revelé una baja inhibicién de la enzima aldosa reductasa. Por otro
lado, el compuesto ACB-5 mostré una Clso de 11.2 uM y el compuesto ACB-6 una Clso de
1.9 UM siendo este el mas activo de la serie A y B. Cabe destacar que los compuestos
ACB-4-6 contienen el fragmento de posicién 4 (OCH,-CF;) del compuesto ACB-6 y el
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metoxilo de la posicion 5 del compuesto ACB-5 (O-CHs). Por otro lado, es importante
mencionar que compuestos con actividad inhibitoria conocida sobre la enzima aldosa
reductasa contienen estos fragmentos, los cuales participan en las interacciones con
aminoacidos del sitio activo (Figura 41 Lidorestat, Tolrestat, Zopolrestat). piridina y en el
caso particular de los compuestos ACB-5 y ACB-6 estan sustituidos en las posiciones 3, 4

y 5 de este mismo anillo.

Con base en lo anterior, se infiere que dicha sustitucién es necesaria para la actividad

inhibitoria sobre aldosa reductasa, en especifico el sustituyente trifluoroetoxilo de la

F
F N £
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. N/\( \
A o s
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OH
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HO

Tolrestat Zopolrestat

Figura 41. Farmacos inhibidores de aldosa reductasa.

Serie B

Los compuestos ACB-7-10 mostraron un buen efecto inhibitorio con Clso que va de 30.2 a
7.4 uM. Es importante sefialar que estas moléculas ACB-7-10 son &cidos carboxilicos
(bioisGsteros de tiazolidindiona) como la mayoria de los compuestos inhibidores de aldosa
reductasa. De acuerdo a la literatura este fragmento es necesario para la actividad
inhibitoria, ya que los &cidos carboxilicos tienen la capacidad de formar puentes de
hidrégeno, mismo que podria reforzar la interaccion de los compuestos con su posible sitio
blanco. Cabe destacar que el compuesto ACB-7 con el sustituyente 3-bifenil en la porcion

aromatica present6 la mejor Clso para esta serie.
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De acuerdo a lo anterior, los compuestos ACB-6 y ACB-7 resultan buenos candidatos para
su posterior evaluacion biologica, ya que presentaron una Clso <10uM considerandose

como Hits experimentales.

Dado que los compuestos ACB-5-10 manifestaron una buena Clso frente a la enzima aldosa
reductasa se prob6 su actividad inhibitoria utilizando diferentes sustratos L-idosa y 4-
hidroxinonenal (HNE). En la Tabla 26 se muestran las Clso obtenidas, las cuales revelan

gue los compuestos no son selectivos entre estos sustratos.

Tabla 26. CI°%sobre la enzima aldosa reductasa

Inhibicién aldosa reductasa
Compuesto Ar ClsoD,L- GAL ClsoL- idosa Clso HNE
O
N
NH
S
A o \(
SERIE A ©
ACB-1 3-Bifenil 2% ND ND
ACB-2 1-Naftil ND ND ND
ACB-3 2-Quinolinil 10% ND ND
ACB-4 2-Piridin 12% ND ND
ACB-5 2-Pridin-3,5-CHa: 11.2 uM 6.7 UM
4-OCH3 5.1 uM
ACB-6 Piridin-3-CHgs, 4- 1.9 uM 1.7 uM 0.7 uM
OCH,-CF3
OH
o)
N
SERIEB *' ©
ACB-7 3-Bifenil 7.4 uM 32 uM
58.8 uM
ACB-8 1-Naftil 17.9 uM 47.0 uM 62.9 uM
ACB-9 4-Bifenil-2- 21.7 uM 57.2 uM 54.4 uM
carbonitrilo
ACB-10 2-Quinolinil 30.2 yM 59.6 uM 47.3 uM
Sorbinil 1.2 uM

*0% inhibicion a 100 uM, ND= no determinado. Intervalo de confianza 95%.
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Posteriormente se llevo a cabo un analisis de la cinética de los compuestos ACB-6 y ACB-
7.

La Grafica 7 de dobles reciprocos fue obtenida a diferentes concentraciones de ACB-6
usando como sustrato a la L-idosa y 4-hidroxinonenal. En la Gréfica 7 se observa que las
lineas nunca se interceptan, lo anterior sugiere que ACB-6 muestra un comportamiento de
un inhibidor acompetitivo tanto con L-idosa como con 4-hidroxinonenal. En la inhibicion
acompetitiva, el inhibidor se une directamente al complejo enzima-sustrato (ES) pero no a
la enzima libre (E). Este tipo de inhibidores causa cambios conformacionales en el sitio

catalitico de la enzima haciendo que el complejo ESI sea cataliticamente inactivo.

Posteriormente mediante el Grafico 8 de Dixon se obtuvieron las constantes de inhibicion
(ki’) del compuesto ACB-6 para L-idosa y 4-hidroxinonenal siendo estas de 0.10 y 0.33 uM

respectivamente.
ACB-6, L-idose
ACB-6, HNE
200+
200+ 0 = 0
+ 0.50 UM . ' ; M“
g v 1M 2 tH
& 100/ = 100
4‘0 1;0 2|0 1|0 0 1I0 26 36 I1 0 1‘ 2I
[HNE] [Idose]

Grdfica 7. Método de dobles reciprocos (Lineweaver-Burk) para determinar el mecanismo cinético de inhibicion del

compuesto ACB-6.
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Grdfica 8. Grdfica de Dixon 1/v vs las distintas concentraciones de L-idosa y HNE para obtener el valor de ki’ del
compuesto ACB-6.
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La Grafica 9 de dobles reciprocos fue obtenida a diferentes concentraciones de ACB-7
usando como sustrato a la L-idosa y 4-hidroxinonenal. En la Gréfica 9 se observa que las
lineas se interceptan mutuamente, lo anterior sugiere que el compuesto ACB-7 muestra un
comportamiento de un inhibidor mixto tanto con L-idosa como con 4-hidroxinonenal. Los
inhibidores de tipo mixto se pueden unir tanto a la E como al complejo ES, formando los
complejos El y ESI los cuales impiden la catalisis de la enzima.

ACB-7, L-ldose
ACB-7, HNE
200~
. 0 200+
0
« 125uM 12.5 UM
25 . 25.r\3'|J
g « 50 pM o H
L 2 100//
2 -1 0 1 2 4‘0 3'0 ,z:o 1‘0 0 16 2'0 3b
[Idose] [HNE]

Grdfica 9. Método de dobles reciprocos (Lineweaver-Burk) para determinar el mecanismo cinético de inhibicion del
compuesto ACB-7.
Dado que los inhibidores mixtos pueden unirse tanto a E como ES, sus afinidades por estas

dos complejos son distintas (Ki # Ki'). El calculo de estas ki (afinidad por E) y ki’ afinidad por
ES) del compuesto ACB-7 para L-idosa y 4-hidroxinonenal, se obtuvieron mediante las

gréaficas secundarias del intercepto Y (A) y la pendiente (B).

1004

= ACB-7 - L-idose ki'=22 pM 150
+ ACB-7 - HNE ki'= 20 pM ° . = ACB-7 - L-idose ki=110 uM
k-4 g- b + ACB-7 - HNE ki=35 pM
8 w
L 50
g / 50
>_ L}
i T T T T T 1 ‘ ; ; ; - S
20 100 0 20 30 40 50 -100 -80 -80 -40 -20 O 20 40
[n L]

Grdfica 10. A) grdfica de Dixon 1/v vs las distintas concentraciones del inhibidor para la determinacion de ki’ (afinidad
por ES). B) grdfica de la pendiente vs la concentracion del inhibidor para determinar la ki (afinidad por E) ACB-7
De acuerdo a la evaluacion de las constantes de inhibicion se confirma que los compuestos

ACB-6 y ACB-7 no son selectivos para los sustratos ensayados.
Para el compuesto ACB-6 los valores de ki' para la inhibicion acompetitiva de 0.33 para

HNE y 0.1 pM para L-idosa son muy cercanos y por lo tanto no se les puede atribuir
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selectividad. Con respecto a ACB-7 los bajos valores obtenidos de las constantes de
inhibicion, mismas que representan una inhibicion de tipo mixto resultaron similares para
ambas reacciones. Por otro lado, el compuesto ACB-7 presenta poca afinidad hacia la
enzima libre (ki = 110 uM) cuando se tiene L-idosa como sustrato y no asi con HNE (ki = 35
puM). Esta diferencia puede atribuirse a la alta eficiencia de la enzima para reconocer la
forma abierta del aldehido HNE (ki 3.5 uM), esta molécula es mas estable en su forma
abierta ya que a pesar de que puede ciclarse al hacerlo forma un anillo de cinco miembros
gue es menos estable que el de seis miembros (L-idosa) debido a la tension angular que

existe en el ciclo.

/O
H=——t—=0OH
HO =———H
H=—1—O0OH
HO=——H
L-ldosa \OH
HO o

HO
O\/\)\/\/\ \Q/\/\/%

4-hidroxinonenal (HNE)
Figura 42. Comparacion estructural de L-idosa y 4-hidroxinonenal (HNE) en su forma abierta y ciclica.
Con base en el valor de las ki asi como de Clso se pude concluir que el compuesto ACB-6

fue el que presentd la mejor actividad inhibitoria sobre la enzima aldosa reductasa.

A continuacion se muestran los resultados de la inhibicion enzimatica sobre la enzima
PTP1B. Con base en los resultados arrojados en el Docking inverso por el servidor DIA DB,
asi como la similitud estructural de estos con algunos inhibidores de la enzima PTP1B, se

decidi6 evaluar a los compuestos ACB-1-10 sobre éste blanco.

7.3.4 Ensayo de inhibicién de la enzima proteina fosfatasa de tirosina 1B (PTP1B)

Para estudiar la actividad inhibitoria de los compuestos sobre la enzima PTP1B se llevé a
cabo un analisis preliminar con una concentracion fija de inhibidor 50 pM (p-nitrofenil
fosfato).

En la Grafica 11 se muestra la actividad residual de la enzima PTP1B frente a los

compuestos ACB-1-10.

95



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS

120 - e PFTPIB

100 -

= B0

[V

— B0+

40 4

20+

\Y
.
¥OrOr I I T

A

R

AR

ocr WPl 55

& Yadododododododosd
% o aTo
8, B:38,%8,%:%8,%8-%;

e Il i

A\

-
g @fo

Grdfica 11. La actividad residual estd expresada en porcentaje (%) y estd definida como la relacion entre la actividad de
la enzima medida en presencia del inhibidor y el control. Los datos informados representan las medias + EEM.

Para observar de una manera més clara la inhibicion de los compuestos ACB-1-10 hacia
la enzima PTP1B se graficO el porcentaje de inhibicién (Grafica 12). De acuerdo a los
resultados se obtuvo que los compuestos ACB-1-3 y ACB-5-6 correspondientes a la serie
de las tiazolidindionas mostraron una inhibiciéon en un intervalo del 96 al 98%. Por otro lado,
los compuestos de la serie de acidos fenilpropanoicos ACB-7-10 se comportaron como

inhibidores débiles.
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Grdfica 12. Porcentaje de inhibicion de la enzima PTP1B por los compuestos ACB-1-10

96



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS

Con base en lo anterior, se evalué la potencia de inhibicion de los compuestos mas activos
ACB-1-3 y ACB-5-6 a través del calculo de la Cls. Para éste ensayo se utiliz6 una
concentracion fija de sustrato (p-nitrofenilfosfato) correspondiente a la Km de la enzima y
variando las concentraciones de inhibidor.

En las Gréficas 13-17 se muestran los resultados obtenidos de este ensayo.
1,24

1,0- e e
T ]

o 08- \ /
> e M
\._ 0,6 o °
> ) \\ O ACB-1 °

0,4 1 "
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0,0 N T T T T 1
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Grdfica 13. El valor de Clso para el compuesto ACB-1 se determind trazando los datos de la actividad relativa de la PTP1B contra la
concentracion de inhibidor. Todas las pruebas fueron hechas en triplicado. Los datos informados representan las medias + EEM.

1,2

1,04 u—ﬂJ—o\.\

o 0,81 \ﬂ
0,61 \ O o
o \ O

VIV

0,2 1 \
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ACB-2 pM
Gréfica 14. El valor de Clso para el compuesto ACB-2 se determind trazando los datos de la actividad relativa de la PTP1B
contra la concentracion de inhibidor. Todas las pruebas fueron hechas en triplicado. Los datos informados representan las
medias + EEM.
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Grdfica 15. El valor de Clso para el compuesto ACB-3 se determind trazando los datos de la actividad relativa de la PTP1B contra la
concentracion de inhibidor. Todas las pruebas fueron hechas en triplicado. Los datos informados representan las medias + EEM.
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Grdfica 16. El valor de Clso para el compuesto ACB-5 se determind trazando los datos de la actividad relativa de la PTP1B contra la
concentracion, df inhibidor. Todas las pruebas fueron hechas en triplicado. Los datos informados representan las medias + EEM.
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Grdfica 17. El valor de Clso para el compuesto ACB-6 se determind trazando los datos de la actividad relativa de la PTP1B contra la
concentracion de inhibidor. Todas las pruebas fueron hechas en triplicado. Los datos informados representan las medias + EEM.
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En la Tabla 27 se muestran las Clso de los compuestos ACB-1-3 y ACB-5-6 los cuales

fueron comparados con un inhibidor conocido de PTP1B el &cido ursélico (Clsp 4uM).

Tabla 27. Clsp de los compuestos ACB-1-3 y ACB-5-6 frente a la enzima PTP1B

(0]
N
NH
Ar/\o S\(
(@]
Compuesto Ar Clso (uM)
ACB-2 1-Naftil 3.6+0.2
ACB-3 2-Quinolinil 5.5+ 0.1
ACB-5 2-Pridin-3,5-CHs: 4-
OCH, 22.0+ 0.5
ACB-6 Piridin-3-CH3, 4-
i 13.1£0.2
Acido ursélico* 4

Los datos representan la Clso + EEM

Los compuestos ACB-1(Ar=3-Bifenil) y ACB-3 (Ar=2-Quinolinil) mostraron una Clso de entre
5.3 y 5.5 uM respectivamente mostrando 0.7 veces la potencia del acido ursdlico. Por otro
lado, el compuesto ACB-2 que tiene como sutituyente Ar=1-Naftil presenté una Clso de 3.6
MM frente a la enzima PTP1B teniendo una potencia similar al acido ursélico, colocandose
asi como el mas activo de la serie. Cabe destacar que los compuestos ACB-1-3 se
colocaron en el bajo orden micromolar y son considerados como Hits experimentales Clso
<10uM.

La relacién estructura-actividad revelé que la presencia de sustituyentes como: Ar=1-Naftil,
Ar=3-Bifenil y Ar=1-Quinolinil, mismos que presentan buena lipofilicidad (LogP) mejora la
actividad inhibitoria frente a la enzima PTP1B. Lo anterior podria ser atribuido a que estas
caracteristicas favorecen la interaccion del compuesto con el sitio catalitico de la enzima,
ya que este contiene una region hidrofébica importante la cual normalmente esta ocupada
por la tirosina fosforilada. Por otro lado, se observé que los compuestos que presentan una

menor area polar superficial, la cual se define como la superficie de los &tomos polares!®
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(generalmente oxigenos, nitrdgenos e hidrégenos unidos) en una molécula, son los que

presentan la mejor actividad inhibitoria sobre la enzima PTP1B (Figura 43).

Con respecto a los compuestos ACB-5-6 que contienen el fragmento de piridina sustituido
en las posiciones 3,4 y 5 manifestaron una Clspde 22 y 13.1 yM. En este caso relaciéon
estructura-actividad reveld que la sustitucion con grupos electrodonadores como CHs,
OCH3;, OCH»-CF;3 en las posiciones 3,4 y 5 del anillo de piridina resulta favorable para la
actividad frente a la enzima PTP1B, ya que el compuesto ACB-4 que no presenta ningun

sustituyente no manifesté actividad inhibitoria frente a este blanco.

QVAK ° _ Je

Clso=5.3 UM
Clso= 3.6 M

Log P=4.91 (0]
Log P=4.03

TPSA=59.17
TPSA=59.17

ACB-3 zZ N ACB-6

Q)\(%@W”

Clso=5.5 yM

Log P=3.21

TPSA=72.06 Log P=3.66
TPSA=81.29

ACB-5

Clso= 22 pM
Log P=3.17

TPSA=81.29
Figura 43. SAR vs la enzima PTP1B
De acuerdo a lo anterior, los compuestos ACB-1-3 resultan buenos candidatos para su
posterior evaluacion biolégica, ya que presentaron una Clso <10uM; sin embargo resultaria

conveniente priorizar al compuesto ACB-2 ya que fue el que presenté la menor Clso 3.6 uM.

7.3.5 Evaluacién in vitro sobre GPR40
Se midi6 la actividad agonista de los compuestos sintetizados ACB-1-10 mediante un

ensayo de movilizacién de calcio en células HEK-293 transfectadas con GPR40. Para esta
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evaluacion se utilizé DMSO como control negativo y 4cido linoleico (1ImM) como control
positivo, también se decidié comparar frente al acido docosahexaneoico que es un ligando

enddgeno de GPR40. Los compuestos se probaron por cuadruplicado a 100 pM.

Movilizacion de calcio hGPR40/Ga 16/HEK 293
150+

100+

50+

Respuesta %

Compuestos

Grdfica 18. % de respuesta de los compuestos ACB-10 en el ensayo de movilizacion de calcio en células HEK-293.
En la Tabla 28 se presenta el efecto sobre GPR40 de los compuestos, en concentraciones

efectivas medias (CEsp) en valores uM. El &cido linoleico resultd ser 1.8 veces mas activo
que el 4cido docosahexaenoico (ligando enddgeno).

De acuerdo a los resultados obtenidos se observé que los compuestos de tipo
tiazolidindionas ACB-1-6 (Serie A) no mostraron actividad frente a éste receptor.

Los compuestos de tipo acido fenilpropanoico ACB-7-9 mostraron una respuesta de GPR40
de entre el 98-100 % (Grafica 18) y por su parte el LA manifesté una respuesta del 100%.

Lo anterior revel6 que ACB-7-9 presentan una eficacia similar al control.

El compuesto ACB-7 que tiene como sustituyente Ar=3-Bifenil manifesté una CEsy 0.0755
pM, siendo 110 veces mas activo que el &cido linoleico y 196 veces mas potente que el
acido docosahexaenoico. Cabe mencionar que LA y DHA son agonistas totales de GPR40.

Por otro lado este compuesto se coloc6 como el mas activo de la serie frente a este
receptor.
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Para el compuesto ACB-8 que tiene como sustituyente Ar=1-Naftil se observé una CEsg
0.648 pM, presentando 12 veces mayor actividad que LA y 22 veces mas potencia que
DHA.

El compuesto ACB-9 que tiene como sustituyente Ar=4-Bifenil-2-carbonitrilo manifesté una
CEs0 0.797 pM, resultando 10.4 veces més potente que LA y 18.6 veces mas activo que
DHA.

De acuerdo a las CEsp de los compuestos ACB-7-9 estos se colocaron como compuestos

lideres experimentales Clso<1 puM.

En el analisis SAR frente a GPR40 se observd que los compuestos de ACB-7-9 tienen
como fragmento acido al acido fenilpropsnoico a diferencia de los compuestos ACB-1-6 que
presentan a la tiazolidindiona. De manera adicional se observé que los compuestos ACB-
7-9 que tienen como nucleo (fragmento lipofilico) anillos de bifenilo y naftaleno, los cuales
podrian interaccionar con aminoacidos hidrofébicos en el sitio activo de GPR40. Por otro
lado, se observo que los compuestos ACB-7-9 presentan un Log P calculado menor al que
presenta TAK-875 LogP=4.9. Lo anterior resulta importante ya que un Log P alto en los
agonistas de GPR40 se ha asociado a hepatoxicidad ¢, razén por la cual no existe ningtn
agonista de GPR40 en el mercado. Debido a lo anterior es de suma importancia el

desarrollo de agonistas de GPR40 mas polares como ACB-7-9 Figura 44.
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Tabla 28. Actividad agonista de los compuestos ACB-1-10 sobre GPR40.

Compuesto Ar CEsp pM Respuesta
maxima % (100uM)
O
N
NH
S
A o \(
Serie A ©
ACB-1 3-Bifenil 9.1
ACB-2 1-Naftil 5.3
ACB-3 2-Quinolinil -1-1
ACB-4 2-Piridin -1.6
ACB-5 2-Pridin-3,5-CHgs: 4- -2.0
OCHz3
ACB-6 Piridin-3-CHgs, 4- -1.3
OCH>-CF3
OH
o
Serie B ' ©
ACB-7 3-Bifenil 0.0755 + 0.023 98 + 10
ACB-8 1-Naftil 0.648 +0.1 103 +3 12, 22 10.4,
18.6
ACB-9 4-Bifenil-2- 0.797 £0.17 105 +15
carbonitrilo
ACB-10 2-Quinolinil 100 84
Acido linoleico (LA) -—-- 8.30 1.7 100
Acido 14.86 67 100
docosahexaenoico
(DHA)
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Figura 44. SAR vs GPR40
GPRA40 resulta un blanco interesante debido a que sus niveles de expresion basales en un

estado normal son bajos; sin embargo, en la hiperglucemia se encuentra sobreregulado no
obstante una vez que esta se normaliza el nivel de expresion de GPR40 también, de tal
modo que no se presenta hipoglucemia, incluso si el agonista esta todavia en circulacion.
Esto resulta una ventaja frente a los segretagogos directos de insulina como las
sulfonilureas y las glinidas; ya que no sélo no representa riesgo de hipoglucemia, sino que
evita el rapido agotamiento de las células B-pancreaticas.

Una vez llevado a cabo el analisis de consenso farmacoldgico a través diversos programas
quimioinformaticos, ensayos de funcionalidad celular, asi como los ensayos in vitro sobre
la actividad inhibitoria de la enzima aldosa reductasa y PTP1B, ensayos in vitro sobre los

receptores PPAR-a/y y GPR40 se eligieron a los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-6,
ACB-7, ACB-8 y ACB-9 para su evaluacion in vivo.

7.4 PARTE IN VIVO

Se evalud la actividad antidiabética de los compuestos ACB-1, ACB-6, ACB-7, ACB-8 y
ACB-9 usando un modelo de raton no insulino-dependiente diabetizado con
estreptozotocina-nicotinamida.

Debido a que se ha observado que los ratones son mas resistentes a la diabetizacion con
estreptozotocina-nicotinamida y era necesario aplicar multiples dosis de estreptozotocina
se decidio llevar a cabo el ensayo utilizando un modelo de no insulino-dependiente

diabetizado con una dosis Unica estreptozotocina para los compuestos ACB-4 y ACB-8.
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Es muy importante mencionar que ambos modelos resultaron adecuados para la evaluacion

in vivo.

7.4.1 Evaluacién in vivo del efecto antidiabético del compuesto ACB-6 utilizando un modelo murino

de diabetes no insulino-dependiente

La Glibenclamida fue tomada como control hipoglucémico.

La actividad hipoglucémica de los compuestos a evaluar fue determinada usando una dosis
Unica de 100 mg/kg.

El compuesto ACB-6 mostrd la mejor actividad inhibitoria (Clso 1.9uM) sobre la enzima

aldosa reductasa, por tal motivo se eligié para su evaluacion in vivo.

Agudo

-o—- Tween 80 (10%)
-#- Glibenclamida (3 mg/kg)
-&- ACB6 (100 mg/kg)

% Variacion de glucemia

Tiempo (horas) 0.0
* p < .

Grdfica 19. Efecto de dosis unica de ACB-6 (100 mg/kg) en modelo murino de diabetes no insulinodependiente.
El compuesto ACB-6 mostré un aumento en los valores de glucemia durante la primera

hora (Gréfica 19), éste fendmeno ya habia sido reportado en nuestro grupo de trabajo por
el compuesto MGJ-8, el cual contiene un fragmento 3-metil-4-(2,2,2- trifluoroetoxi)piridina.
Esto es importante ya que los compuestos ACB-6 y MGJ-8% comparten este fragmento y

a su vez con el Lansoprazol, un farmaco inhibidor de la ATPasa (Figura 45).

En un trabajo previo se generd una hip6tesis que implica la regulacién de la secrecion de
insulina en células B pancreaticas, en donde la presencia del fragmento 3-metil-4-(2,2,2-
trifluoroetoxi)piridina presente en ACB-6, MGJ-8 y Lansoprazol pudo haber inhibido la
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ATPasa impidiendo la hidrélisis de ATP/ADP y por ende el bloqueo de los canales de K+,
no permitiendo la correcta translocacion de granulos de insulina al exterior de la célula,
hecho que se tradujo en el aumento de los niveles de glucemia de los ratones durante la

primera hora postadministracion oral de MGJ-8 1’ y ACB-6.

Aunado a lo anterior, existen datos de en un estudio donde participaron 33856 personas a
través de la FDA y redes sociales, que muestran que alrededor de 156 pacientes que
tomaron Lansoprazol presentaron hiperglicemia. La mayoria de los pacientes fueron
hombres mayores de 60 afios que habian tomado este farmaco durante un mes y que
padecen diabetes.

Por otro lado, ACB-6 mostré la mejor actividad inhibitoria (Clsop 1.9uM) sobre la enzima
aldosa reductasa. Esta enzima en condiciones normales esta implicada en el metabolismo
de glucosa a través de la via de los polioles, en donde cataliza la reduccion dependiente de
NADPH de la glucosa a sorbitol. Lo anterior, da pie a hipotetizar que al inhibir dicha enzima
las concentraciones de glucosa se vean aumentadas, ya que esta no esta siendo
metabolizada a sorbitol y por lo tanto se observa un efecto hiperglucemiante; sin embargo
a partir de la tercera hora se observé una disminucion significativa de la glucemia, la cual

se mantuvo hasta la séptima hora del ensayo.

N S
BN 0 \<
P o = CH,
CHy cC I\ MG)-8
ACB-6 N
F3C\/O
i
I N\ S N
A 0 H
F3CVO Lansoprazol

Figura 45. Comparacion del compuesto ACB-6 con MGJ-8 y Lansoprazol y el fragmento comun.
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7.4.2 Evaluacién in vivo del efecto antidiabético del compuesto ACB-7 utilizando un modelo murino

de diabetes no insulino-dependiente.

El compuesto ACB-7 fue elegido para evaluar su actividad en un modelo in vivo por la
presencia del bifenilo en la porcién lipofilica de la molécula, ya que se ha observado que
éste tipo de sustituyentes presentan una buena actividad antidiabética.'® Ademas presentd
uno de los mejores puntajes en los ensayos in silico. Por otro lado, este compuesto reveld

una Clso de 7.4 uM sobre la enzima aldosa reductasa y una CEs0.0755 uM sobre GPR40.

En la Grafica 20 se observa una tendencia a la baja de glucemia a partir de la tercera y
quinta hora postadministracién hasta en un 38.7 %; hecho que puede ser asociado con su

actividad frente a GPR40 ya que no se mostraron niveles de glucosa mas bajos que los

basales.
801
© -o— Tween 80 (10%)
— 60- . .
g - Glibenclamida (3 mg/kg)
© 401 .- ACB-7 (100 mg/kg)
©
()]
©
c
Ne)
©
8
: C l jone:
>
g (6]
0 1 3 5 7
Tiempo (h)

Grdfica 20. Efecto de dosis tunica de ACB-7 (100 mg/kg) en modelo murino de diabetes no insulinodependiente.

7.4.3 Evaluacidn in vivo del efecto antidiabético del compuesto ACB-1 utilizando un modelo murino
de diabetes no insulino-dependiente

El compuesto ACB-1 fue elegido para evaluar su actividad en un modelo in vivo por la
presencia del bifenilo en la porcién lipofilica de la molécula, ya que se ha observado que
éste tipo de sustituyentes presentan una buena actividad antidiabética. Por otro lado esta
molécula mostré actividad in vitro sobre PPAR-y, asimismo manifesté actividad inhibitoria
sobre PTP1B con una Clspde 5.3 uM.

En la Gréfica 22 podemos observar un comportamiento similar a la Glibenclamida desde la

primera hora post-administracion. Teniendo una disminucion de la glucemia desde un 13.49
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% y un efecto sostenido de -49.73 % que corresponde a una glucemia de 65.6 mg/dL hasta
la séptima hora. Lo anterior, sugiere que éste compuesto actla a través de una combinacion
de los mecanismos insulinosensibilizadores de PPAR-y y PTP1B tal como se observd en

los ensayos in vitro.

AGUDO

50+ -o- Tween 80 (10%)
-# Glibenclamida (3 mg/kg)
@ ACB-1 (100 mg/kqg)

% Variacion de glucemia

Tiempo (horas) < 0.08
* p .

Grdfica 21. Efecto de dosis unica de ACB-1 (100 mg/kg) en modelo murino de diabetes no insulinodependiente.

7.4.4 Evaluacidn in vivo del efecto antidiabético del compuesto ACB-9 utilizando un modelo murino
de diabetes no insulino-dependiente

El compuesto ACB-9 se eligi6 para su evaluacion in vivo debido a que presentd parametros
adecuados en los ensayos in silico. Por otro lado esta molécula en ensayos in vitro mostré
aumentar la expresion relativa de PPAR-y y GLUT- 4, ademas revel6 una CEsode 0.797 uM

sobre GPRA40.

Se observa (Grafica 22) una disminucion significativa de la glucemia de ACB-9 a partir de
la tercera hora, con un decremento de entre un 23.95% a un 59.9 % hasta la séptima hora,

dicho efecto se mantuvo hasta el final del ensayo.
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Grdfica 22. Efecto de dosis tnica de ACB-9 (100 mg/kg) en modelo murino de diabetes no insulinodependiente.
Este fenbmeno puede atribuirse a varios factores. En primer lugar, el efecto observado

hasta las tres horas podria deberse a que ACB-9 es un &cido carboxilico y se encuentra
ionizado a pH fisiolégico, por lo tanto su absorcion se ve disminuida asi como su

biodisponibilidad.

Por otro lado, ACB-9 mostré actividad in vitro sobre PPAR-y, el cual actua a nivel de
transcripcién de genes y su efecto es observable en este modelo aproximadamente hasta
5 horas después de la administracién. Por lo tanto, el efecto sobre la disminucién de glucosa
puede ser atribuido a una combinacién de PPAR- y (insulinosensibilizador) y a través del
agonismo de GPR40, ya que este compuesto manifestd actividad en un ensayo in vitro
sobre este receptor. Adicionalmente los valores de glucosa obtenidos no disminuyeron mas
alla de los niveles basales, esto concuerda con el mecanismo insulinosensibilizador de

PPAR- yy la liberacion de insulina dependiente de glucosa de GPR40.

7.4.5 Evaluacidn in vivo del efecto antidiabético del compuesto ACB-4 utilizando un modelo murino
de diabetes no insulino-dependiente

El compuesto ACB-4 fue elegido para evaluar su actividad en un modelo in vivo debido a
gue presenté la mejor actividad frente a PPAR-y aumentando 8.8 veces la expresion relativa
de éste receptor; ademas se observo un ligero aumento de 1.4 veces la expresion relativa
de GLUT-4 que es su producto de activacion. Dicho efecto puede ser atribuido a la similitud
estructural de ACB-4 con el farmaco Pioglitazona. Sin embargo el compuesto ACB-4

presenta un doble enlace entre el anillo aromético central y la tiazolidindiona, con esto se
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pretende que sea un agonista parcial de este receptor, ya que muchos de los efectos
adversos presentados por las tiazolidindionas se asocian a los agonistas totales como
Pioglitazona Figura 46.

Agonista total

N o
\/Ej/\/ S/<
| R \ NH
HaC Y~ i :

Pioglitazona

< |
@\/ /
P © s

Figura 46. Comparacion estructural de Pioglitazona (agonista total) y el compuesto ACB-4.

-o- Tween 80 (10%)

©
E 40- -8 Glibenclamida (3 mg/kg)
S ACB-4 (100 mg/kg)
E=)
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- | o
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Tiempo (h) *p <0.05

Grdfica 23. Efecto de dosis tnica de ACB-4 (100 mg/kg) en modelo murino de diabetes no insulinodependiente

Se observa (Gréfica 23) un efecto constante de disminucion de la glucemia a partir de la
tercera hora (15.2%), por otra parte en la séptima hora se observa una disminucion
significativa de glucosa de un 55%. Cabe mencionar que los niveles de glucosa no
disminuyeron mas alla de los niveles basales (103 mg/dL), lo cual esta acorde con el
mecanismo de accion insulinosensibilizador encontrado en los ensayos in vitro sobre

PPAR-y.
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7.4.6 Evaluacidn in vivo del efecto antidiabético del compuesto ACB-8 utilizando un modelo murino
de diabetes no insulino-dependiente
El compuesto ACB-8 se eligié para su evaluacion in vivo debido a que presenté buena

actividad sobre GPR40 obteniendo una CEso de 0.648 uM. Por otro lado se observd un
incremento de la expresion relativa de PPAR-y similar a Pioglitazona. Cabe mencionar que
este compuesto obtuvo una buena calificacion en el analisis consenso de los ensayos in
silico; sin embargo se habia descartado debido a la presencia del anillo de naftaleno el cual
estd asociado a toxicidad, no obstante resulta interesante corroborar esto mediante méas

ensayos.

El compuesto ACB-8 mostr6 una disminucion significativa de la glucemia similar a
Glibenclamida desde la primera hora y se sostuvo hasta la séptima hora. Por otra parte
mostré valores de glucosa por debajo de los basales 55 mg/dL y 41 mg/dL en la quinta y
séptima hora respectivamente. Esto sugiere que éste compuesto podria ser un agonista
total de GPR40 ya que este tipo de ligandos no solo promueven la secrecion de insulina
dependiente de glucosa, sino que también tienen un efecto incretinomimético promoviendo
la secrecion de GLP-1 y GIP, lo cual explica el descenso de glucosa por debajo de los
basales.

De manera adicional, seria adecuado llevar a cabo un ensayo de funcionalidad celular con
este compuesto, para corroborar que los bajos niveles de glucosa mostrados en este
ensayo no se deban a la toxicidad intrinseca de la molécula debido a la presencia de

naftaleno.

60- - Tween 80 (10%)
- Glibenclamida (3 mg/kg)
-~ ACB-8 (100 mg/kg)

% Variacion de la glucemia
1
N
g

'100 L] L] L] 1
0 1 3 5 7
*p <0.05

Tiempo (h)

Grdfica 25. Efecto de dosis unica de ACB-8 (100 mg/kg) en modelo murino de diabetes no
insulinodependiente.
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RESULTADOS

A manera de resumen se muestra en la Tabla 29, los resultados obtenidos en el ensayo in

vivo en un modelo murino no insulinodependiente.

Tabla 29. Porcentaje de variacion de glucemia.

Compuesto Dosis Oh 1h 3h 5h 7h
(mg/Kg)

ACB-1 100 0 -13.49 -33.48 -44.99 -49.73
ACB-6 100 0 39.57 -27.70 -35.69 -38.06

ACB-4 100 0 10.2 -15.2 -38.4 -55
ACB-7 100 0 37.54 -9.81 -25.43 -38.67
ACB-8 100 0 -16.50 -48.10 -75.60 -82.10
ACB-9 100 0 8.90 -23.95 -52.39 -59.92
Glibenclamida 3 0.00 -19.79 -51.48 -56.41 -54.52

7.5 PARTE IN SILICO A POSTERIORI

7.5.1 Acoplamiento molecular sobre la enzima aldosa reductasa.

7.5.1.1 Validacién de acoplamiento molecular sobre la enzima aldosa reductasa.

Para el acoplamiento molecular de nuevos ligandos se debe asegurar que la prediccién de

su modo de unién con el blanco farmacolégico se lleve a cabo con éxito.

Por tal motivo,

se realizé la validacion de su acoplamiento. Este consiste en el reacoplar el ligando co-

cristalizado (IDD 740) sobre la enzima aldosa reductasa.

A continuacién, se muestran los resultados (Tabla 30) de la validacion en donde se observa

gue se conservan todas las interacciones del ligando co-cristalizado. Ademas, arrojé un

puntaje de -8.58 kcal/mol.
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Tabla 30. Validacion acoplamiento molecular aldosa reductasa del ligando cocristalizado IDD 740 (3G5E)

RESULTADOS

Interacciones por Interacciones Interacciones Puntaje (kcal/mol) | RMSD
puente de hidrogeno -7 débiles van der (A
Waals
Tyr48, His110, Trplll Trp 20, Trp 11 Leu 300, Phe 0.5

122, Trp 219

Con la finalidad de comprender las interacciones que los compuestos disefiados ACB-6-7

podrian presentar con el sitio activo de aldosa reductasa, se mencionan continuacion

algunas de sus caracteristicas mas importantes.

El sitio activo de aldosa reductasa esta conformado por dos subcavidades, las cuales tienen

diferentes propiedades de plasticidad. La primera es considerada como rigida y es llamada

“sitio de union a anién” que se compone de aminoacidos como Tyr 48, His 110 y Lys 77,

mismos que participan en el ciclo catalitico de la enzima; por otro lado, en esta subcavidad

es donde esta presente la coenzima NADPH. La segunda subcavidad esta conformada por
aminoacidos como Trp 111, Tyr 309 y Cys 303, Phe 122, Ala 299, Cys 298, Ser 302 y
muestra un alto grado de flexibilidad en aminoacidos como Val 297, Leu 300 y Trp 219. &

15
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Figura 47. Sitio de union de inhibidores de AR.3
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Para el analisis de similitud molecular se tom6 en cuenta los modos de union arrojados en

el acoplamiento molecular.

7.5.1.1 Acoplamiento molecular del compuesto ACB-6 sobre la enzima aldosa reductasa
Se reagruparon los modos de unién con un RMSD= 1 A obteniendo un conférmero. Este

presentd un puntaje de -9.55 kcal/mol siendo mejor que la mostrada por IDD 740 en la

validacion.

El compuesto ACB-6 mostré interacciones por puente de hidrégeno con Trp20 (aminoécido
presente en el sitio de unién a anién). Por otro lado, se observd una interaccion extra que
no esta presente en el ligando co-cristalizado con Val 47 entre el NH de la posicién 3 del
mismo anillo. Cabe mencionar que este aminoacido forma parte de la subcavidad flexible
del sitio activo de aldosa reductasa, ademas ésta interaccion se ha observado en otros
compuestos de tipo tiazolidindiona y mercaptotriazinoindol en estudios previos.6:1583
(Figura 48).

Figura 48. Visualizacion en tres dimensiones del compuesto ACB-6 (morado) en la cavidad del sitio activo de aldosa
reductasa (cian); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color
rosa (Trp 20y Val 47).

Con respecto al diagrama de interaccién 2D (Figura 49) se muestra que el compuesto ACB-

6 conserva interacciones de tipo n—=n entre el anillo de piridina con Trp 111, asi como una
interaccion adicional con Phe 115, lo cual podria reforzar la interaccion de este ligando. Asi
mismo se observa que se conservan algunas interacciones de van der Waals con Trp 219,
Leu 300y Phe 122.
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Figura 49. Visualizacion en dos dimensiones del compuesto ACB-6 en el sitio activo de aldosa
75.1.2 Sotredyctasa; se aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde) y rt-it (linea en amarillo).

En la Figura 50 se muestra que el compuesto ACB-6 (magenta) y el ligando co-cristalizado
IDD 740 (verde) ocupan el mismo espacio en el sitio activo en aldosa reductasa.
Adicionalmente se muestra que IDD 740 se encuentra internalizado en las dos
subcavidades del sitio activo, mientras que el fragmento acido de ACB-6 esta ligeramente
expuesto. Lo anterior, podria explicar la diferencia en sus interacciones; no obstante,
mantiene interacciones con el sitio de union a anion y presenta algunas interacciones extras

en la subcavidad flexible de esta enzima.

Figura 50. Sobreposicion del compuesto ACB-6 (magenta) con IDD 740 (verde) en la cavidad de aldosa reductasa.
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El sobreposicionamiento molecular y acoplamiento molecular correlacionan con el ensayo
de inhibicién enzimatica en donde ACB-6 revelé una Clso de 1.9 uyM siendo el mas activo

de la serie.

7.5.1.3 Acoplamiento molecular del compuesto ACB-7 sobre la enzima aldosa reductasa
Para la eleccion de éste conférmero, se tom6 en cuenta la similitud espacial del ligando co-
cristalizado. Este presenté un puntaje de -8.28 kcal/mol similar a IDD 740.

El compuesto ACB-7 mostr6 que conserva interacciones por puente de hidrégeno con
Trp20 con el carbonilo del fragmento acido de la molécula (ACB-7), asi mismo se observa
una interaccion de puente de hidrégeno entre el atomo de oxigeno del enlace étery el Trp
111 probablemente debido a que éste fragmento se encuentra proximo a la parte acida de
IDD 740 tal como se muestra en la Figura 51.

\
P T RP-20

~

Figura 51. Visualizacion en tres dimensiones del compuesto ACB-7 (verde) en la cavidad del sitio activo de aldosa reductasa
(gris); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color rosa (Trp 20
yTrp 111).

En el diagrama de interaccion 2D se observa una doble interaccion de tipo n—r de los anillos
de bifenilo de ACB-7 con Trp 111 el cual forma parte de las interacciones del ligando co-
cristalizado de esta enzima. Del mismo modo se muestra que se conservan algunas
interacciones de van der Waals con Trp 219, Leu 300 y Phe 122; asi como interacciones

de este tipo con otros aminoacidos presentes en la subcavidad flexible del sitio activo.
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Figura 52. Visualizacion en dos dimensiones del compuesto ACB-7 en el sitio activo de aldosa reductasa; se
aprecian las interacciones polares (punteadas en azul y verde) y rt-it (linea en amarillo).

7.5.1.4 Sobreposicionamiento del compuesto ACB-7 e IDD 740 sobre la enzima aldosa reductasa.
En la Figura 53 se muestra que el compuesto ACB-7 (cian) y el ligando co-cristalizado IDD

740 (azul marino) ocupan el mismo espacio en el sitio activo en aldosa reductasa. IDD 740
se encuentra internalizado en las dos subcavidades del sitio activo, mientras que el
fragmento éacido de ACB-7 estd ligeramente expuesto. Sin embargo, conserva
interacciones por puente de hidrégeno con los aminoacidos del sitio catalitico de la enzima,;

asi como interacciones de tipo van der Waals.

Figura 53. Sobreposicion del compuesto ACB-7 (cian) con IDD 740 (azul marino) en la cavidad de aldosa reductasa.
Lo anterior, correlaciona con el ensayo de inhibicion enzimética en donde ACB-7 revel6

una Clso de 7.4 uM siendo el segundo mas activo de la serie B.

Con base en lo anterior, se encontrd una correlacion entre los ensayos in vitro de inhibicion
enzimatica sobre aldosa reductasa y el acoplamiento molecular, ya que el compuesto ACB-
6 (-9.55 kcal/mol, Clse-1. 9 pM) arrojé el mejor puntaje con respecto a ACB-7 (-8.28
kcal/mol, Clso=7.4 pM), manifestando asi la mejor actividad inhibitoria sobre aldosa

reductasa.
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7.5.2 Acoplamiento molecular sobre PPAR-y

7.5.2.1 Validacién de acoplamiento molecular sobre PPAR-y

A continuacién, se muestran los resultados (Tabla 31) de la validacién en donde se observa
gque se conservan todas las interacciones del ligando co-cristalizado. Arrojando un puntaje
de -6.11kcal/mol y un RMSD de 0.95 A.

Tabla 31. Validacion de acoplamiento molecular del ligando cocristalizado Tesaglitazar (1171) sobre PPAR-y

Interacciones con residuos de Puntaje (kcal/mol) RMSD (A)
aminoéacidos

His 449, His 323, Ser 289, Tyr 473 -6.11 0.95

En la Figura 54 se observa que Tesaglitazar muestra interacciones de tipo puente de
hidrogeno con His 449, His 323, Ser 289 y Tyr 473. Por otro lado en el mapa de

interacciones en 2 dimensiones (Figura 55) se muestra una interaccion n—n con Tyr 473.

Figura 54. Visualizacion en tres dimensiones de Tesaglitazar (azul) en la cavidad del sitio activo de PPAR-y (rosa); se
aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color verde (His 449, His 323,
ser 289).
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Figura 55. Visualizacion en dos dimensiones de Tesaglitazar en el sitio activo de PPAR-y; se aprecian las interacciones
polares (punteadas en azul y verde) y rt-it (linea en amarillo).

Para comprender un poco mas las caracteristicas del sitio activo de PPAR-y a continuacion
se da una breve descripcion de este.

El sitio activo de PPAR-y estd conformado por distintas regiones o puntos de unién: una
region polar, una regiéon aromatica y presenta una region hidrofébica. Esta cavidad presenta
una forma de Y, de tal modo que los compuestos afines a éste receptor toman esta misma

conformacién dentro del sitio de unién.

Region polar: presenta aminoacidos como: His-449, Tyr-473, His-323 y Ser-289 mismos
que a menudo forman puentes de hidrégeno con los ligandos. La presencia de estas

interacciones es crucial para la actividad agonista sobre PPAR-y.

Region aromatica: esta conformado por aminoacidos como: Arg-288, Met-363 e lle-323.

Dichos residuos muestran interacciones n—r con los anillos aroméaticos de los ligandos.
Region hidrofébica: ésta presenta interacciones de tipo estérico.

Ademas el sitio activo de PPAR-y presenta en su porcion externa algunos residuos polares
como: Arg-280, Glu-258 y Met-348.%
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7.5.2.2 Acoplamiento molecular del compuesto ACB-1 sobre PPAR-y

Se reagruparon los modos de unién con un RMSD= 0.5 A obteniendo un conférmero. Este
present6 un puntaje de -8.38 kcal/mol siendo mejor que el mostrado por Tesaglitazar en la

validacion.

En las Figuras 56-57 se observa que el compuesto ACB-1 tiene un modo de unién distinto
al ligando cocristalizado, ya que la porcién acida de la molécula no se internaliza en el sitio
activo siendo la region hidrofébica la que se posiciona dentro de la cavidad, lo cual no
permite la interaccién del ligando con los aminoacidos clave para la activacién de este
receptor. Lo anterior podria explicar los ensayos in vitro en donde se observé un aumento
significativo de la expresion relativa de PPAR-y, sin embargo no hubo un aumento de su
producto de activacion GLUT-4. Por otro lado, este compuesto muestra interacciones por
puente de hidrogeno del protén del nitrégeno del anillo de tiazolidindiona con Arg 280 mismo
que se encuentra en la porcion externa del sitio activo de PPAR-y. Asimismo se predice una
interaccion de puente de hidrégeno entre el carbonilo de la posicion cuatro del anillo de

tiazolidindiona y Cys 285.

\ARG~280

\

Figura 56. Visualizacion en tres dimensiones del compuesto ACB-1 (morado) en la cavidad del sitio activo de PPAR-
y1blanco); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color verde
(Arg 280, Cys 285).
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Figura 57. Modo de unién de ACB-1 en el sitio activo de PPAR-y (superficie en blanco) los aminodcidos mostrados son los
que participan en las interacciones polares.
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Figura 58. Visualizacion en dos dimensiones del compuesto ACB-1 en el sitio activo de PPAR—y; se aprecian las interacciones
polares (punteadas en azul y verde) y n—r (linea en amarillo).

7.5.2.3 Acoplamiento molecular del compuesto ACB-4 sobre PPAR-y
Se reagruparon los modos de unién con un RMSD= 1 A obteniendo un conférmero. Este

present6 un puntaje de -6.48 kcal/mol.

El compuesto ACB-4 mostr6é que conserva interacciones de puente de hidrogeno entre el
oxigeno de la posicion cuatro del anillo de tiazolidindiona y los residuos de aminoéacidos Ser
289 e His 323, las cuales son interacciones clave para la actividad agonista sobre PPAR-
v (Figura 59).
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Figura 59. Visualizacion en tres dimensiones del compuesto ACB-4 (magenta) en la cavidad del sitio activo de PPAR-
y blanco); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color verde (His
323, Ser 289).

En la Figura 60 se muestra que el compuesto ACB-4 (magenta) se internaliza a través de
la porcion &cida al sitio activo de PPAR-y al igual que Tesaglitazar e interacciona con

aminoacidos necesarios para la activacion de este receptor.

b

Figura 60. Modo de union de ACB-4 en el sitio activo de PPAR-y (superficie en blanco) los aminodcidos mostrados son los
que participan en las interacciones polares.

En el diagrama de interaccion 2D (Figura 61) se observa una interaccion de tipo n—= del

nitrogeno del anillo de piridina de ACB-4 con Cys 285, el cual forma parte de las
interacciones del ligando co-cristalizado de este receptor. Del mismo modo en este
diagrama se muestra una interaccién de tipo puente de hidrogeno entre el azufre del anillo
de tiazolidindiona con His 449, la cual no se observaba en la visualizacién en 3D (Figura
60).
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Figura 61. Visualizacion en dos dimensiones del compuesto ACB-4 en el sitio activo de PPAR-y; se aprecian las
interacciones polares (punteadas en azul y verde) y =—z (linea en amarillo).

7.5.2.4 Acoplamiento molecular del compuesto ACB-9 sobre PPAR-y
Para la eleccion de éste conférmero, se tom6 en cuenta la similitud espacial del ligando co-

cristalizado. Este presentd un puntaje de -8.04 kcal/mol.

El compuesto ACB-9 mostro interacciones de puente de hidrégeno entre el carboxilato y
los residuos de aminoacidos Ser 289 e His 323, las cuales son interacciones clave para la
actividad agonista sobre PPAR-y (Figura 62), ademés se observa una interaccion entre el
carbonilo de este compuesto y Tyr 473.

Asimismo, se observé una interaccion adicional con Ser-342, esta es caracteristica de los
agonistas parciales de PPAR-y.118 Cabe mencionar que existen dos tipos de agonistas de
este receptor totales y parciales, los agonistas totales se han relacionado con efectos
adversos como aumento de peso, edema, insuficiencia cardiaca congestiva asi como un
aumento en el riesgo de fractura 6sea. '*® Por esta razon, se ha dado a la tarea de
desarrollar agonistas parciales de PPAR-y. Por otro lado esta interaccion se ha observado
en agonistas parciales de tipo acido carboxilico tal y como el compuesto ACB-9.

En el diagrama de interaccion 2D (Figura 63) se observa una interaccion de tipo n—n del
anillo de bifenilo de ACB-9 con Gly 284.
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Figura 62. Visualizacidn en tres dimensiones del compuesto ACB-9 (azul) en la cavidad del sitio activo de PPAR-y (blanco);
se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en rojo (His 323, Ser 289,
Tyr 473, Ser 342).
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Figura 63. Visualizacion en dos dimensiones del compuesto ACB-9 en el sitio activo de PPAR-y; se aprecian las
interacciones polares (punteadas en azul) y 7—r (linea en amarillo).

7.5.3 Acoplamiento molecular sobre la enzima PTP1B

7.5.3.1 Validacién de acoplamiento molecular sobre la enzima PTP1B
En la Tabla 22 de la validaciébn se muestra que se conservan todas las interacciones del

ligando co-cristalizado. Con un puntaje de -7.42 kcal/mol y un RMSD de 1.79 A.
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Tabla 32. Validacion de acoplamiento molecular del ligando cocristalizado con dcido isoxazol carboxilico (PDB:1XBO)
sobre PTP1B.

Interacciones con residuos de aminoéacidos Puntaje (kcal/mol) | RMSD
(A)
Arg 221, Phe 182, GIn 262, Arg 24, Ser 216 -7.42 1.79

En la validacion del acoplamiento molecular con la enzima PTP1B y el &cido isoxazol
carboxilico se muestra que se conservan enlaces de puentes de hidrogeno con residuos en
el sitio catalitico como: Arg 221, Phe 182, GIn 262, Arg 24, Ser 216, Asp 181 y Ser 216 los
cuales juegan un papel clave en el modo de unién del ligando cocristalizado'? (Figuras 64-
65).

Figura 64. Visualizacion en tres dimensiones del dcido isoxazol carboxilico (magenta) en la cavidad del sitio catalitico de
PTP1B (gris); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color verde
(Arg 221, Phe 182, GIn 262, Arg 24, Ser 216).
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Figura 65. Visualizacion en dos dimensiones del dcido isoxazol carboxilico en el sitio catalitico de PTP-1B; se aprecian las
interacciones polares (punteadas en azul y verde) y 7—r (linea en amarillo).

A modo de comprender mejor el modo de unién de los compuestos afines a la enzima
PTP1B, a continuacion se mencionan algunas caracteristicas importantes del sitio catalitico
de este blanco.

El sitio catalitico de PTP1B tiene un caracter altamente polar, en donde los aminoacidos
Arg 221 y Asp 181 presentan interacciones de puentes de hidrégeno con los inhibidores
de esta enzima; cabe mencionar que estos residuos forman parte de la triada catalitica de
este blanco.®® Por otro lado, esta enzima presenta una region hidrofébica la cual

normalmente esta ocupada por la tirosina fosforilada (pTyr).

7.5.3.2 Acoplamiento molecular del compuesto ACB-1 sobre la enzima PTP1B.
En la Figura 66 se muestra el acoplamiento de ACB-1, donde se observa que se conservan

interacciones importantes con residuos del sitio catalitico: Arg 24 y Ser 216. Ademas, se
encontré una interaccion nueva con GIn 266 la cual no esta reportada con el ligando

cristalografico. Este compuesto revel6 un puntaje de - 7.69 kcal/mol.
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Figura 66. Visualizacion en tres dimensiones de ACB-1 (rosa) en la cavidad del sitio catalitico de PTP1B (azul); se aprecian
las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color verde (Arg 221, GIn 266, Ser
216).

Figura 67. Modo de union de ACB-1 en el sitio catalitico de PTP1B (superficie en gris) los aminodcidos mostrados son los
que participan en las interacciones polares.

En el diagrama de interaccion 2D (Figura 68) se observa una nueva interaccion de tipo n—n
entre el anillo C del bifenilo de ACB-1 con Val 49; adicionalmente se observa una
interaccion n—r entre el anillo aromatico central y Tyr 46 la cual es parte de las interacciones

del ligando cocristalizado.

127



QUIMICA FARMACEUTICA

w2 1.
0y
-
{ILE
) . ha:z1gf
Residue Interaction ™ |
_ﬂ'“zﬂs [ f_,,; :\’_’Tf‘;?. ]

Electrastatic
van der Waals
Zovalent bond

Water

Metal -

-
o
GLWY
266
) faLy
gl w2z

A2

i

SER
TAZLE

ARG
ezl
A

PHE
fA1BZ

{/ Ta)
2

L&
A:217)

BsEY
281

RESULTADOS

Figura 68. Visualizacion en dos dimensiones de ACB-1 en el sitio catalitico de PTP1B; se aprecian las interacciones polares
(punteadas en azul y verde) y n—r (linea en amarillo).

7.5.3.3 Acoplamiento molecular del compuesto ACB-2 sobre la enzima PTP1B.
La Figura 69 muestra el acoplamiento de ACB-2, donde se observa que se conserva una

interaccion clave con Arg 221 ya que forma parte de la triada catalitica de esta enzima. Por

otro lado, mostré una interaccion de puente de hidrogeno con Ser 216 misma que es

indispensable para la actividad. Ademas, se encontrd una interaccion nueva con Gin 266 la

cual no estéa reportada con el ligando cristalogréafico. Este compuesto reveld un puntaje de

- 7.28 kcal/mol.

Figura 69. Visualizacion en tres dimensiones de ACB-2 (rosa) en la cavidad del sitio catalitico de PTP1B (azul); se aprecian
las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los aminodcidos en color verde (Arg 221, GIn 266, Ser

216).
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Figura 70. Modo de union de ACB-2 en el sitio catalitico de PTP1B (superficie en gris) los aminodcidos mostrados son los
que participan en las interacciones polares.

En el diagrama de interaccion 2D (Figura 71) se observa una interaccion n—nr entre el anillo

aromatico central y Tyr 46, la cual es parte de las interacciones del ligando cocristalizado.
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Figura 71. Visualizacién en dos dimensiones de ACB-1 en el sitio catalitico de PTP1B; se aprecian las interacciones polares
(punteadas en azul y verde) y 7—z (linea en amarillo).

7.5.4 Acoplamiento molecular sobre GPR40

7.5.4.1 Validacién del acoplamiento molecular sobre GPR40
A continuacién, se muestran los resultados (Tabla 33) de la validacién en donde se observa

que se conservan todas las interacciones del ligando cocristalizado. Arrojando un puntaje
de -9.11 kcal/mol y un RMSD de 1.47 A.
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Tabla 33. Validacion de acoplamiento molecular de ligando cocristalizado TAK-875 (4PHU) sobre GPR40.

Interacciones con residuos de Puntaje (kcal/mol) RMSD (A)
aminoé&cidos

Arg 183, Arg 2258, Tyr 91 y Tyr 2240 -9.11 1.47

Figura 72. Visualizacidn en tres dimensiones de TAK-875 (rosa) en la cavidad del sitio activo con los siete dominios
transmembranales (colores); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los
aminodcidos en color verde (Arg 183, Tyr 91, Arg 2258 Tyr 2240).

Figura 73. Modo de union de TAK-875 en el sitio activo de GPR40 (superficie en azul) los aminodcidos mostrados son los
que participan en las interacciones polares.
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Figura 74. Visualizacion en dos dimensiones de TAK-875 en el sitio activo de GPR40; se aprecian las interacciones polares
(punteadas en azul y verde) y 7w—r (linea en amarillo).
GPRA40 tiene siete dominios transmembranales en donde presenta tres sitios de union: el

sitio ortostérico donde comunmente se unen los ligandos enddgenos, un sitio alostérico
para agonistas parciales y un sitio alostérico adicional en donde se unen agonistas

totales.t?!

La estructura cocristalizada de GPR40 con TAK-875 presenta interacciones clave con los
residuos de Arg 183, Arg 2258, Tyr 91 y Tyr 2240. Por otro lado muestra interacciones con
Trp 174 que esté orientado perpendicular | plano del anillo de dihidroisobenzofurano de
TAK-875.%

El complejo de la estructura (PDB: 4PHU) revela que el modo de unién de TAK-875
(agonista parcial) con el sitio activo de GPR40 es de forma alostérica y probablemente

ocurre a través de la bicapa lipidica.

Acoplamiento molecular del compuesto ACB-7 sobre GPR40.

Se reagruparon los modos de unién con un RMSD= 1 A obteniendo un conférmero. Este

presento un puntaje de -10.04 kcal/mol, mayor al presentado por el ligando cristalografico.

El compuesto ACB-7 mostrdé que conserva interacciones de puente de hidrogeno doble
entre el carbonilo del &cido carboxilico y los residuos de aminoacidos Arg 2240, Tyr 91 las
cuales son interacciones clave para la actividad agonista sobre GPR40. Del mismo modo

se observo una interaccion de tipo triple puente de hidrégeno reforzado entre el carboxilato
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y Arg 2258, Tyr 2240 y Arg 183 esto podria estar asociado a la actividad biolégica mostrada
por ACB-7 (Figura 75). Estos resultados correlacionan con el ensayo in vitro en donde ACB-

7 reveld una Clso de 0.075 uM siendo el mas activo de la serie.

Figura 75. Visualizacion en tres dimensiones de ACB-7 (morado) en la cavidad del sitio activo con los siete dominios
transmembranales (colores); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los
aminodcidos en color verde (Arg 183, Tyr 91, Arg 2258 Tyr 2240).

Figura 76. Modo de union de ACB-7 en el sitio activo de GPR40 (superficie en gris) los aminodcidos mostrados son los que
participan en las interacciones polares.

En el diagrama en dos dimensiones (Figura 77) se observa que el compuesto ACB-7
presenta interacciones adicionales de tipo n—n entre el anillo aromatico central y entre el
anillo A del bifenilo con Phe 142. Estas interacciones extras podrian reforzar la interaccion
del compuesto ACB-7 con el sitio de union de GPR40.



QUIMICA FARMACEUTICA RESULTADOS

1
l A 4
.

@

N
N
/
/
»

No~

N

Residue Interaction

Electrostatic . ;
- ’
van der Waals A:L7L :80 o

Covalent bond
A:83

VWater

Metal -

Figura 77. Visualizacion en dos dimensiones de ACB-7 en el sitio activo de GPR40; se aprecian las interacciones polares
(punteadas en azul y verde) y 7w—r (linea en amarillo).
Acoplamiento molecular del compuesto ACB-8 sobre GPR40.
Se reagruparon los modos de unién con un RMSD= 0.5 A obteniendo un conférmero. Este

presentd un puntaje de -9.77 kcal/mol.

En la Figura 78 el compuesto ACB-8 mostr6 que conserva interacciones de puente de
hidrégeno doble entre el carbonilo del acido carboxilico y los residuos de aminoacidos Arg
2258 y Arg 183. Del mismo modo se observé una interaccion de tipo doble puente de
hidrégeno reforzado entre el carboxilato y Tyr 91y Tyr 2240.
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Figura 78. Visualizacion en tres dimensiones de ACB-8 (azul) en la cavidad del sitio activo con los siete dominios
transmembranales (colores); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los
aminodcidos en color verde (Arg 183, Tyr 91, Arg 2258 Tyr 2240).

Figura 79. Modo de union de ACB-8 en el sitio activo de GPR40 (superficie en gris) los aminodcidos mostrados son los que
participan en las interacciones polares.

En el diagrama en dos dimensiones (Figura 79) se observa que el compuesto ACB-8
presenta interacciones adicionales de tipo n—r entre el anillo aromatico central con Phe 142.
Por otra parte, se muestra una interaccion n—c entre el anillo de naftaleno con Val84 y Trp
174. Estas interacciones extras podrian reforzar la interaccion del compuesto ACB-8 con el

sitio activo de GPR40, ya que no se muestran con el ligando cristalografico.
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Figura 80. Visualizacion en dos dimensiones de ACB-8 en el sitio activo de GPR40; se aprecian las interacciones polares
(punteadas en azul y verde) y n—r, n—oflinea en amarillo).
Acoplamiento molecular del compuesto ACB-9 sobre GPR40.
Se reagruparon los modos de unién con un RMSD= 1 A obteniendo un conférmero. Este

present6 un puntaje de -9.15 kcal/mol.

El compuesto ACB-9 (Figura 83) mostr6 que conserva interacciones de puente de
hidrégeno doble entre el carbonilo del &cido carboxilico y los residuos de aminoacidos Arg
2240, Tyr 91 las cuales son interacciones clave para la actividad agonista sobre GPR40.
Del mismo modo se observé una interaccién de tipo triple puente de hidrogeno reforzado
entre el carboxilato y Arg 2258, Tyr 2240 y Arg 183.

Figura 81. Visualizacidn en tres dimensiones de ACB-9 (morado) en la cavidad del sitio activo con los siete dominios
transmembranales (colores); se aprecian las interacciones polares por puentes de hidrogeno (amarillo) de los
aminodcidos en color verde (Arg 183, Tyr 91, Arg 2258 Tyr 2240).
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Figura 82. Modo de union de ACB-9 en el sitio activo de GPR40 (superficie en gris) los aminodcidos mostrados son los que
participan en las interacciones polares.
En el diagrama en dos dimensiones (Figura 83) se observa que el compuesto ACB-9

presenta interacciones adicionales de tipo n—= entre el anillo aromatico central y Phe 142.

Por otra parte se muestra un par de interacciones n—c con Phe 187 y Phe 142.
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Figura 83. Visualizacion en dos dimensiones de ACB-9 en el sitio activo de GPR40; se aprecian las interacciones polares
(punteadas en azul y verde) y n—n, n—o (linea en amarillo).

Con base en lo anterior, se encontr6 una correlacion entre los ensayos in vitro sobre GPR40
y el acoplamiento molecular, ya que el compuesto ACB-7 (-10.04 kcal/mol, CEsp- 0.0755
MM) tuvo la mejor energia de union calculada con respecto a ACB-8 (-9.77 kcal/mol, CEso=
0.648 uM) y ACB-9 (-9.15 kcal/mol, CEs,=0.797 uM).
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8. CONCLUSIONES
e Los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-5, ACB-6 ACB-7, y ACB-9 mostraron los

mejores perfiles de actividad bioldgica, asi como propiedades ADMET, a través del
analisis de consenso farmacoldégico.

e El compuesto de tipo tiazolidindiona ACB-6 con el sustituyente trifluoroetoxilo de la
posicién 4 (OCH,-CFs) tuvo el mejor efecto inhibitorio sobre aldosa reductasa.

e Los compuestos de tipo tiazolidindiona ACB-1 y ACB-4 y los 4&cidos
fenilpropanoicos ACB-8 y ACB-9 mostraron un aumento significativo de la expresion
relativa del receptor PPAR-y.

e En el ensayo de inhibiciébn sobre PTP1B los compuestos de tipo tiazolindindiona
ACB-1-3 mostraron una Clsp en el bajo orden micromolar (hit) frente a esta enzima.

e Los compuestos de tipo acido fenilpropanoico ACB-7-9 mostraron la mejor actividad
sobre GPR40, colocandose como compuestos lideres.

e Los compuestos ACB-1, ACB-4, ACB-8 y ACB-9 mostraron una disminucion
significativa de la glucemia in vivo.

e Los compuestos ACB-1 y ACB-7-8 mostraron efecto polifarmacolégico en los
calculos in silico, in vitro e in vivo. Por lo tanto, estas moléculas pueden servir de
base para el desarrollo de nuevas entidades quimicas para el tratamiento

experimental de DM2 con diversos mecanismos de accion.
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9. PERSPECTIVAS

e Determinar la DEso de los compuestos mas activos.
e Determinar las propiedades ADMET de los compuestos mas activos.
e Caracterizar los mecanismos de accién de la actividad antidiabética

mediante ensayos in vitro e in vivo.
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11. PARTE EXPERIMENTAL
10.1 Instrumentacion
La sintesis de los compuestos finales ACB-1-10 y los precursores 11-21 se llevo a cabo
con reactivos de Sigma Aldrich®.
Se utilizaron matraces de bola de 25, 50 y 100 mL, provistos con agitador magnético de la
marca Cienceware®, modelo Spinbar de tamario 5/8” X 5/16” y parrilla de calentamiento de
la marca Science MED MS-H-S.

La evaporacién de los disolventes se realizd6 a presion reducida empleando un
rotaevaporador de la marca BUCHI R-Il, con bomba de vacio marca vacuubrand, modelo
vacuum pump, vacio de 80mbar y equipo recirculador enfriador marca PolyScience®, R-
134A.

Los puntos de fusién (pf) de los compuestos, se midieron en un aparato marca Santford
Research System) EZ-Melt, modelo MPA 120.

Los espectros de masas en la modalidad IE (Impacto Electrénico) se determinaron en un
espectrémetro de masas de alta resolucion marca JOEL modelo Mstation 700 con un

intervalo espectral de 1 a 500° m/z.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron obtenidos a 600 MHz, en
espectrémetros de marca VARIAN modelo Mercury-200 MHz multinuclear y modelo Inova-
400 MHz también de marca VARIAN. Se utiliz6 como estandar de referencia interno
tetrametilsilano (TMS) y DMSO deuterado como disolvente. Los desplazamientos () estan

expresados estan expresados en partes por millon (ppm).

10.2 Cromatografia
El avance de las reacciones quimicas realizadas se monitoreo por cromatografia en capa

fina (ccf) en placas de 2.5 cm x 4 cm recubiertas con silice gel 60 (Merck- F254). La
visualizacién se llevo a cabo con lampara de luz ultravioleta a longitudes de onda de 254/
366 nm (entela UVGL-25) y con vapores de yodo. Para la elucion de las placas

cromatogréficas se utilizaron los siguientes sistemas.
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Tabla 34. Fases moviles utilizadas para el monitoreo en CCF.

Sistema Composicion Proporcion

I Hex Acoet 75:25
Il Hex:Acoet 90:10
i Hex:Acoet 80:20
\Y% Hex:Acoet 85:15
\% CH.Cl;:MeOH 95:5

VI CH:Cl>:MeOH 98:2

Vi CH2Cl>:MeOH 93:7
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10.3 Sintesis de los compuestos finales ACB-1-10

10.3.1 Sintesis de (52)-5-[4-(bifenil-3-ilmetoxi)benciliden]-1,3-tiazolidin-2,4-diona (ACB-1)

I
g o )L 2
Q S NH _piperidina, acido benzoico o S’(

\ < Tol /T Dean Stark
n H + olueno/lrampa Dean ar NH
29 Wy F
4 ACB-1
o

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y trampa Dean-Stark para
remover el agua generada durante la reaccion, se adicionaron 0.15 g (0.520 mmol) de 4-
(bifenil-3-ilmetoxi)benzaldehido (11), 0.019 g acido benzoico (0.156 mmol, 0.3 eq) y 0.061
g de 1,3-tiazolidin-2,4-diona (0.520 mmol, 1 eq.) en 1 mL de tolueno. Dicha mezcla se
mantuvo en agitacion a 40 °C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se colocaron
0.054 mL de piperidina (0.156 mmol, 0.3 eq) manteniendo en agitacién durante 18 h.
Consecutivamente se filtrd la reaccién resultando un solido amarillo. El producto se purificd
por lavados con etanol por duplicado, obteniendo un sélido amarillo claro (0.173 g) con un
rendimiento de 86 %, un punto de fusiébn de 218.7-220 °C y una sola mancha en ccf
(Sistema I)

RMN H (DMSO-d6) &: 5.29 (s, 2H, CH)7.24 (d, 2H, J= 8.76, H-3A, H-5A), 7.41 (t, 1H, J=
7.38, H-4C), 7.54-7.48 (m, 4H, H-4B, H-6B, H-3C, H-5C), 7.67 (d, 1H, J= 7.56, H-5B) 7.70
(d, 2H, 7.5, H-2C, H-6C), 7.78 (s, 1H, H-2B), 7.79 (s, 1H, CH)12.56 (s, 1H, NH) ppm. 3C-
RMN (DMSO-d6) 8: 70(CH), 116.2 (C-3A, C-5A), 120.9 (C-5), 126.2 (C-6B), 126.6 (C-2B),
126.8 (C-4B), 127.2 (C-3C, C-5C), 127.3 (C-4C),128 (CH), 129.4 (C-2C, C-6C), 129.6 (C-
5B), 132.5 (C-2A, C-6A), 137.7 (C-1C), 140.3 (C-1B), 140.8 (C-3B), 160.5 (C-4A),167.9 (C-
4), 168.4 (C2) ppm.

MS/EL: m/z (% int. rel). 152 (M -235), 355 (M-32) 5%, 167 (M-220) 100%.
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10.3.2 Sintesis de (52)-5-[4-(1-naftilmetoxi)benciliden]-1,3-tiazolidin-2,4-diona (ACB-2)

'\/ Piperidina, dcido benzoico
Tolueno/Trampa Dean Stark
ACB-2

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y trampa Dean-Stark para
remover el agua generada durante la reaccion, se adicionaron 0.25 g (0.951 mmol) de 4-(1-
naftiimetoxi)benzaldehido (12), 0.035 g &cido benzoico (0.285 mmol, 0.3 eq) y 0.111 g de
1,3-tiazolidin-2,4-diona (0.951 mmol, 1 eq.) en 1.25 mL de tolueno. Dicha mezcla se
mantuvo en agitacion a 40 °C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se colocaron
0.028 mL de piperidina (0.285 mmol, 0.3 eq) manteniendo en agitacion durante 14 h.
Consecutivamente se filtré la reaccion resultando un solido amarillo. El producto se purificd
por lavados con etanol por duplicado, obteniendo un sélido amarillo claro (0.295 g) con un
rendimiento de 84 %, un punto de fusion de 242.6-244.4 °C y una sola mancha en ccf
(Sistema Il)

RMN *H (DMSO-d6) &: 5.66 (s, 2H, CH2), 7.29 (d, 2H, 8.64, H-3A, H-5A), 7.54 (t, 1H, 8.04,
H-3')7.66-7.58 (m, 4H , H-2A, H-6A, H-2’, H-6’), 7.71 (d, 1H, 6.96, H-7’), 7.79 (s, 1H, CH),
7.97 (d, 1H, 8.22, H-4’), 8.01 (d, 1H, 8.1, H-5), 8.11 (d, 1H, 8.04, H-8')12.55 (s, 1H, NH)
ppm. *C- RMN (DMSO-d6) &: 68.5 (CH,),116.2 (C-3A, C-5A), 120.9 (C-5), 124.2 (C-8),
125.8 (C-3’), 126.2 (C-6’), 126.5 (C-7’), 127 (C-1A), 127.3 (CH), 129.3 (C-5), 131.5 (C-4"),
132.4 (C-4a), 132.5 (C-2A, C-6A), 129 (C-2’), 133.7 (C-1’), 160.6 (C-4A), 168.4 (C-2), 167.9
(C-4) ppm.

MS/El: miz (% int. rel). 330 (M-31) 8%, 220 (M-141) 10%, 141 (M-220) 100%.
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10.3.3 Sintesis de (52)-5-[4-(quinolin-2-ilmetoxi)benciliden]-1,3-tiazolidin-2,4-diona (ACB-3)

Z )

\N o )l\ Z | o
S NH _piperidina, acido benzoico, QD o
H + \ < Tolueno/Trampa Dean Stark N S
13 29 (o) P NH
ACB-3

(¢}

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacibn magnética y trampa Dean-Stark para
remover el agua generada durante la reaccién, se adicionaron 0.1 g (0.379 mmol) de 4-
(quinolin-2-ilmetoxi)benzaldehido (13), 0.014 g acido benzoico (0.113 mmol, 0.3 eq) y 0.044
g de 1,3-tiazolidin-2,4-diona (0.379 mmol, 1 eqg.) en 0.5 mL de tolueno. Dicha mezcla se
mantuvo en agitacion a 40 °C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se colocaron
0.011 mL de piperidina (0.113 mmol, 0.3 eq) manteniendo en agitacion durante 18 h.
Consecutivamente se filtr6 la reaccion resultando un solido amarillo. El producto se purificd
por lavados con etanol por duplicado, obteniendo un sélido amarillo claro (0.105 g) con un
rendimiento de 77 %, un punto de descomposicién de 223°C y una sola mancha en ccf
(Sistema IlI)

RMN *H (DMSO-d6) §: 5.43 (s, 2H, CH2)7.24 (d, 2H, 8.88, H-3A, H-5A)7.57 (d, 2H, 8.8, H-
2A, H-6A), 7.63 (dd, 1H , H-6')7.68 (d, 1H, 8.43, H-4'), 7.75 (s, 1H, CH), 7.8 [dd, 1H, 8.4
(7-8'), 6.96 (7°-6"), 1.44 (7-5)], 8.0 (d, 1H, 8.28, H-5'), 8.03 (d, 1H, 8.52, H-8"), 8.43 (d, 1H,
8.46, H-4')12.53 (s, 1H, NH) ppm. RMN 3C (DMSO-d6) &: 71.4 (CHy), 116.2 (C-3A, C-5A),
120 (C-5), 121.1 (C-3'), 126.4 (C-6’), 127.1 (C-1A),127.6 (CH), 128.6 (C-5), 129 (C-4a),
130.4 (C-8), 132.6 (C-2A,A-6A), 132.1 (C-7’), 137.6 (C-4’), 147.4 (C-8a)157.4 (C-2’), 160.3
(C-4A), 168 (C-4), 168.4 (C-2) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 150 (M-212) 40%.
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10.3.4 Sintesis de (52)-5-[4-(piridin-2-ilmetoxi)benciliden]-1,3-tiazolidin-2,4-diona (ACB-4)
Ao J§ SN A
N S NH _piperidina, 4cido benzoico » N \©\/S‘\‘<NH
H + \_Q Tolueno/Trampa Dean Stark Z
14 2 % ACB-4

O
En un matraz bola de025 mL equipado con agitacion magnética y trampa Dean-Stark para
remover el agua generada durante la reaccién, se adicionaron 0.15 g (0.704 mmol) de 4-
(piridin-2-ilmetoxi)benzaldehido (14), 0.026 g acido benzoico (0.211 mmol, 0.3 eq) y 0.082
g de 1,3-tiazolidin-2,4-diona (0.704 mmol, 1 eq.) en 1 mL de tolueno. Dicha mezcla se
mantuvo en agitacion a 40 °C durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se colocaron
0.020 mL de piperidina (0.211 mmol, 0.3 eq) manteniendo en agitacién durante 20 h.
Consecutivamente se filtré la reaccion resultando un sélido amarillo claro. El producto se
purificé por lavados con metanol por duplicado, obteniendo un sélido beige (0.146 g) con
un rendimiento de 69 %, un punto de descomposicién de 219.9 °C y una sola mancha en
ccf (Sistema V)
RMN *H (DMSO-d6) &: 5.26 (s, 2H, CHy), 7.19 (d, 2H, H-2A, H-6A, J=8.58), 7.36 (t, 1H, H-
5B, J=5.36, J=6.9), 7.53 (d, 1H, H-3B, 7.8), 7.56 (d, 2H, H-3A, H-5A, J=8.58), 7.75 (s, 1H,
CH), 7.85 (t, 1H, H-4B, J= 7.62), 8.60 (d, 2H, H-6B, J= 4.44), 12.53 (s, 1H, NH) ppm. 3C
RMN (DMSO-d6) &: 70.9 (CH2), 116.1 (C-2A, C-6A), 121.0 (C-5), 122.2 (C-5B), 123.5 (C-
3B), 126.3 (C-4A), 132.1 (C-4B), 132.5 (C-3A, C-5A), 137.5 (CH), 149.6 (C-6B), 156.5 (C-
2B), 160.2 (C-1A), 167.9 (C-4), 168.4 (C-2) ppm.
MS/El: m/z (% int. rel). 204 (M -108) 100%.
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10.3.5 Sintesis de 57)-5-{4-[(4-metoxi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metoxilbenciiden}-1,3-tiazolidin-2,4-

diona (ACB-5)
HsC
N0 o CH;
z o ~
N ° + )L X | 0o /
N S NH Piperidina, 4cido benzoico N S’(
15 H \ < Tolueno/Trampa Dean Stark NH
29\ F
O ACB-5

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacibn magnética y trampa Dean-Stark para
remover el agua generada durante la reaccién, se adicionaron 0.2 g (0.737 mmol) de 4-[(4-
metoxi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metoxilbenzaldehido (15), 0.036 g &cido benzoico (0.221
mmol, 0.3 eq) y 0.095 g de 1,3-tiazolidin-2,4-diona (0.737 mmol, 1 eq.) en 1 mL de tolueno.
Dicha mezcla se mantuvo en agitacion a 40 °C durante 20 minutos. Transcurrido este
tiempo, se colocaron 0.029 mL de piperidina (0.221 mmol, 0.3 eq) manteniendo en agitacion
durante 8 h. Consecutivamente se filtr6 la reaccion resultando un soélido amarillo. El
producto se purificé por lavados con etanol por duplicado, obteniendo un sélido amarillo
claro (0.237 g) con un rendimiento de 90 %, un punto de fusion de 235.6-238.2°C y una
sola mancha en ccf (Sistema 1)

RMN H (DMSO-d6) &: 2.22 (s, 3H, CHs), 2.25 (s, 3H, CHy'), 3.74 (s, 3H , O-CH3)5.22 (s,
2H, CH?),7.20 (d, 2H, 8.82, H-3A, H-5A)7.55 (d, 2H, 8.76, H-2A, H-6A) 7.75 (s, 1H, CH),
8.23 (s, 1H, H-6B)12.52, s, 1H (NH) ppm. RMN 13C (DMSO-d6) &: 10.9 (CHa), 13.4 (CH3)
60.2 (O-CHg), 70.9 (CHy), 116.1 (C-3A, C-5A), 120.9 (C-2B), 126.2 (C-5B), 126.4 (C-5),
126.6 (C-1A), 132.2 (CH), 132.5 (C-2A, C-6A), 149.8 (C-6B), 154 (C-4A), 160.6 (C-2B),
164.1 (C-4B), 167.9 (C-4), 168.4 (C-2) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 367 (M-3), 204 (M-166) 100%.
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10.3.6 Sintesis de (52)-5-(4-{[3-metil-4-(2,2,2-trifluoroetoxi)piridin-2-iljmetoxi}benciliden)-1,3-
tiazolidin-2,4-diona (ACB-6)

O
7
I i Z
Q o | 0
N + ™D (o)
S NH Piperidina, 4cido benzoico N s
H Tolueno/Trampa Dean Stark NH
16 29 S P
(6] ACB-6

o

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y trampa Dean-Stark para
remover el agua generada durante la reaccion, se adicionaron 0.2 g (0.951 mmol) de 4-{[3-
metil-4-(2,2,2-trifluoroetoxi)piridin-2-iljmethoxi}benzaldehido (16), 0.035 g acido benzoico
(0.285 mmol, 0.3 eq) y 0.111 g de 1,3-tiazolidin-2,4-diona (0.951 mmol, 1 eq.) en 1.25 mL
de tolueno. Dicha mezcla se mantuvo en agitacion a 40 °C durante 20 minutos. Transcurrido
este tiempo, se colocaron 0.028 mL de piperidina (0.285 mmol, 0.3 eq) manteniendo en
agitacion durante 18 h. Consecutivamente se filtrd la reaccion resultando un sélido amarillo.
El producto se purifico por lavados con etanol por duplicado, obteniendo un sélido amarillo
claro (0.295 g) con un rendimiento de 86 %, un punto de fusién de 218.7-220 °C y una sola
mancha en ccf (Sistema lll)

RMN *H (DMSO-d6) 5:2.21 (s, 3H, CH3), 4.92 (c, 2H, O-CH,.CF3), 5.28 (s, 2H, CHy), 7.16
(d, 1H, 5.76, H-5B), 7.19 (d, 1H, 8.76, H-3A, H-5A), 7.55 (d, 1H, 8.7, H-2A, H-6A), 7.75 (s,
1H, CH), 8.36 (d, 1H, 5.64, H-6B), 12.52 (s, 1H, NH) ppm. RMN 3C (DMSO-d6) 5:10.4
(CHgs), 65.4-64.7(0-CH2.CF3) 70.7 (CH2), 108.2 (C-5B),116.1 (C-3A, C-5A), 120.9 (C-3B),
121.8 (C-5), 126.2 (CF3), 126.9 (C-1A), 132.2 (CH), 132.5 (C-2A, C-6A), 148.2 (C-6B), 155.2
(C-4A), 160.5 (C-2B), 161.8 (C-4B), 167.9 (C-4), 168.4 (C-2) ppm.

MS/EL: m/z (% int. rel). 384 (M-25) 100%.
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10.3.7 Sintesis de acido 3-[4-(bifenil-3-ilmetoxi)fenil]propanoico (ACB-7)

O/\)( k E{OHIH,0 O/\)(
HCI 10%
ACB-7

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y refrlgerante en posicion
de reflujo, en bafio de agua (60°C), se colocaron 0.6 g (1.66 mmol) del precursor 18 en 3
mL de etanol (EtOH). Esta mezcla se mantuvo en agitacion hasta su completa disolucion,
posteriormente se adicionaron lentamente 0.186 g de KOH (3.31 mmol, 2eq) previamente
disueltos en 3 mL de agua. Dicha mezcla se dejo6 reaccionar durante 5 horas a temperatura
de reflujo. Al término de este tiempo, se rotaevapor6 el EtOH y se acidificé el medio con
HCI 10% hasta obtener un pH de 3, consecutivamente se filtr6 al vacio obteniendo un sélido
blanco. Seguido de esto, se llevé a cabo una recristalizaciéon con etanol X2 obteniendo
hojuelas blancas nacaradas (0.46 g) con un rendimiento de 83 %, un punto de fusién de
123.7-126 °C y una sola mancha en ccf (Sistema V).

RMN !H (DMSO-d6) &: 2.43 (t, 2H, CHy), 2.74 (t, 2H, CH>), 5.13 (s, 2H, CH,), 6.94 (d, 2H,
H-3A, H-5A, J = 7.74 Hz), 7.14 (d, 2H, H-2A, H-6A, J = 8.04 Hz), 7.4 (t, 1H, H-4C), 7.43 (d,
1H, H-4B, J=7.2 Hz), 7.48-7.46 (m, 3H, H-6B, H-3C, H-5C), 7.61 (t, 1H, H-5B, J = 7.5 6Hz),
7.66 (d, 2H, H-2C, H-6C, J = 8.22 Hz), 7.72 (s, 1H, H-2C) ppm. *C- RMN (DMSO-d6) 3:
30.4 (CH>), 36.9 (CH>), 69.6 (O-CH,), 115.1 (C-3A, C-5A), 126.4 (C-6B), 126.6 (C-4B), 127.1
(C-2C, C-6C), 128 (C-4C), 129.4 (C-3C, C-5C), 129.5 (C-5B), 129.7 (C-2A, C-6A), 134 (C-
1A), 138.5 (C-1C), 140.4 (C-1B), 140.8 (C-3B), 157.0 (C-4A), 174.7 (C=0) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 353 (M + Na), 178 (M + Na-175) 100%.
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10.3.8 Sintesis de acido 3-[4-(1-naftilmetoxi)fenil]propanoico (ACB-8)

o}

OH
o) KOH
—_——

EtOH/H,0 o
o HCI 10%
I 19 O ACB-8

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacidbn magnética y refrigerante en posicion
de reflujo, en bafio de agua (60°C), se colocaron 0.41 g (1.22 mmol) del precursor 19 en 2
mL de etanol (EtOH). Esta mezcla se mantuvo en agitacién hasta su completa disolucion,
posteriormente se adicionaron lentamente 0.138 g de KOH (2.46 mmol, 2eq) previamente
disueltos en 2 mL de agua. Dicha mezcla se dejé reaccionar durante 5 horas a temperatura
de reflujo. Al término de este tiempo, se rotaevapor6 el EtOH y se acidificé el medio con
HCI 10% hasta obtener un pH de 3, consecutivamente se filtré al vacio obteniendo un sélido
beige. Seguido de esto, se llevd a cabo una recristalizacion metanol: hexano 95:5
obteniendo un sélido blanco (0.19 g) con un rendimiento de 51 %, un punto de fusion de
124.8-127.8 °C y una sola mancha en ccf (Sistema VI).

H-RMN (DMSO0-d6) &: 2.49 (t, 2H, CHy), 2.76 (t, 2H, CHy), 5.50 (s, 2H, CH>), 7.0 (d, 2H, H-
3A, H-5A, J = 8.46 Hz), 7.16 (d, 2H, H-2A, H-6A, J = 8.46 Hz), 7.51 (t, 1H, H-3’, J = 7.56
Hz), 7.58-7.55 (m, 2H, H-6’, H-7’), 7.66 (d, 1H, J = 6.9 Hz), 7.92 (d, 1H, J = 852 H
z), 7.97 (d, 1H, J = 7.86 Hz), 8.08 (d, 1H, J = 7.97 Hz).: 3C-RMN (DMSO-d6) &: 30.0 (CH>),
36.1 (CHy), 68.2 (CH>), 115.1 (C-3A, C-5A), 124.3 (C-8’), 125.8 (C-3’), 126.4 (C-6’), 126.9
(C-7), 127.03 (C-2). 128.9 (C-5’), 129.0 (C-4’), 129.7 (C-2A, C-6A), 131.6 (C-8a), 133.1 (C-
1A), 133.6 (C-4a), 133.7 (C-10), 157.2 (C-4A, 174.3 (C=0) ppm.

MS/El: m/z (% int. rel.). 306 (M+), 141(M-165)100%.
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10.3.8 Sintesis de acido 3-{4-[(2'-cianobifenil-4-il)metoxi]fenil}propanoico (ACB-9)

OH
o™\ KOH

N
INI EtOH/H,0 l l 0 (¢}
| 0,
o HCl 10% N
NI »

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacibn magnética y refrigerante en posicién
de reflujo, en bafo de agua (60°C), se colocaron 0.5 g (1.30 mmol) del precursor 20 en 2.5
mL de etanol (EtOH). Esta mezcla se mantuvo en agitacién hasta su completa disolucion,
posteriormente se adicionaron lentamente 0.15 g de KOH (2.67 mmol, 2eq) previamente
disueltos en 2.5 mL de agua. Dicha mezcla se dejo reaccionar durante 3 horas a
temperatura de reflujo. Al término de este tiempo, se rotaevaporé el EtOH y se acidifico el
medio con HCI 10% hasta obtener un pH de 3, consecutivamente se vertié en agua fria 'y
se extrajo con AcOEt (3 x 15 mL) y se rotaevaporé a presion reducida, de lo cual se obtuvo
un liquido incoloro. Posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente dando como
resultado un sélido blanco y se llevé a cabo una recristalizacién con etanol (x2) obteniendo
hojuelas blancas nacaradas (0.39 g) con un rendimiento de 85 %, un punto de fusién de
174-176.9 °C y una sola mancha en ccf (Sistema VII).

H-RMN (CDCls) &: 2.66 (t, 2H, CHy), 2.91 (t, 2H, CHy), 5.11 (s, 2H, CHy), 6.93 (d, 2H, H-
3A, H-5A, J = 8.52 Hz), 7.15 (d, 2H, H-2A, H-6A, J = 8.46 Hz), 7.44 (t, 1H, H-4C, J = 7.68
Hz), 7.51 (d, 1H, H-6C, J = 7.86 Hz), 7.55 (2H, H-3B, H-5B, J = 8.22 Hz), 7.58 (2H, H-2B,
H-6B, J = 8.16 Hz), 7.63 (t, 1H, H-5C, J = 7.62 Hz), 7.76 (d, 1H, H-3C, J = 7.74 Hz), 12.10
(s, 1H, OH) ppm. ¥C-RMN (CDCls) & : 29.8 (CH), 35.9 (CH,), 69.6 (CH,), 111.3 (C-2C),
118.6 (CN), 114.9 (C-3A, C-5A), 127.6 (C-4C), 127.7 (C-3B, C-5B), 129 (C-2B, C-6B), 129.3
(C-2A, C-6A), 130.0 (C-6C), 132.8 (C-5C), 133.8 (C-3C), 137.7 (C-4B), 137.8 (C-1B), 145.1
(C-1C), 157.2 (C-4A), 178.7 (C=0) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 355 (M+), 192 (M-165) 100%.
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10.3.10 Sintesis de acido 3-[4-(quinolin-2-ilmetoxi)fenil]propanoico (ACB-10)

)
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OH
o KOH
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EtOH/H,0 E o
E o HCI 10%

N
N o1 Z ACB-10

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y refrigerante en posicion
de reflujo, en bafio de agua (60°C), se colocaron 0.86 g (2.56 mmol) del precursor 22 en 4.5
mL de etanol (EtOH). Esta mezcla se mantuvo en agitacion hasta su completa disolucion,
posteriormente se adicionaron lentamente 0.29 g de KOH (5.17 mmol, 2eq) previamente
disueltos en 4.5 mL de agua. Dicha mezcla se dejé reaccionar durante 3 horas a
temperatura de reflujo. Al término de este tiempo, se rotaevaporé el EtOH y se acidificé el
medio con HCI 10% hasta obtener un pH de 3, consecutivamente se filtr6 al vacio
obteniendo un solido beige. Seguido de esto, se llevd a cabo una recristalizacién con
metanol (x2) obteniendo cristales beige (0.71 g) con un rendimiento de 95 %, un punto de
fusién de 125.8-128.4 °C y una sola mancha en ccf (Sistema VII).

H-RMN (DMSO-d6) &: 2.49 (t, 2H, CHy), 2.74 (t, 2H, CH,), 5.33 (s, 2H, CH,), 6.97 (d, 2H,
H-3A, H-5A, J = 8.82 Hz), 7.15 (d, 2H, H-2A, H-6a, J = 8.34 Hz), 7.62 (t, 1H, H-6’,J = 7.8, J
= 7.14 Hz), 7.66 (d, 1H, H-3’, J = 8.4 Hz), 7.79 (t, 1H, H-7", J = 6.96, J = 8.34 Hz), 7.99, d,
1H, H-5', J =8.16 Hz), 8.02 (d, 1H, H-4’, J = 8.46 Hz), 8.41, d, 1H, H-8, J = 8.52 Hz), 12.1
(s, 1H, OH) ppm. *C-RMN (DMSO-d6) &: 29.9 (CH>), 35.9 (CH>), 71.2 (CH), 115.1 (C-3A,
C-5A), 119.9 (C-3’), 127.01 (C-6’), 128.4 (C-4a), 129.0 (C-7’), 129.8 (C-2A, C-6A), 130.3 (C-
50), 133.8 (C-1A), 137.5 (C-4’), 147.4 (C-8a), 156.9 (C-4A), 158.2 (C-2"), 174.2 (C=0) ppm.
MS/El: m/z (% int. rel). 307 (M+) 100%, 142 (M-165) 75%.
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10.4 Sintesis de precursores 11-21

10.4.1 Sintesis de 4-(bifenil-3-ilmetoxi)benzaldehido (11)

o) (o]
+ Br K,CO,
_—
HO MeCN O o
22 23 11

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacibn magnética, bafio de aceite y
refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.3 g de 4-hidroxibenzaldehido (22) (2.45
mmol) y 0.68 g de carbonato de potasio (4.91 mmol, 2eq) en 3 mL de MeCN. Esta mezcla
se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se afiadieron lentamente
0.61 g de 3-(bromometil)bifenilo (2.46 mmol, 1.1 eq) previamente disuelto en 3 mL de MeCN
dejando reaccionar a reflujo durante 11 horas. Seguido de esto se filtré con vacio el crudo
de la reaccion para remover las sales derivadas de carbonato de potasio. La solucion
obtenida se concentr6 al alto vacio a 60°C obteniendo un liquido incoloro.
Consecutivamente se adicion6 agua fria y se extrajo con AcOEt (3 x 15 mL), se secé sobre
sulfato de sodio anhidro y se rotaevapord a presion reducida dando como resultado un
solido blanco. Posteriormente se recristaliz6 en Hexano:Etanol 50:50 logrando cristales
blancos (0.23 g) con un rendimiento de 32 %, punto de fusién 63-64.1°C y con una sola
mancha por ccf (Sistema ).

IH-RMN (DMSO-d6) &: 5.31 (s, 2H, CH,), 7.25 (d, 2H, 8.28, H-3A, H-5A), 7.39 (t, 1H, 6.84,H-
4C), 7.52-7.48 (m, 4H, H-4B, H-6B, H-3C, H-5C), 7.68-7.64 (m, 3H, H-5B, H-2C, H-6C),
7.77 (s, 1H, H-2B), 7.89 (d, 2H, 8.52, H-2A, H-6A), 9.88 (s, 1H, CHO) ppm.*C-RMN (DMSO-
d6) &: 115.7 (C-3A, C-5A), 126.7 (C-4B), 126.9 (C-2B), 127.2 (C-3C, C-5C), 127.3 (C-5B),
128 (C-4C), 129.4 (C-2C, C-6C), 129.6 (C-6B), 130.2 (C-1A), 132.2 (C-2A, C-6A), 137.5 (C-
1B), 140.3 (C-1C) 140.9 (C-3B), 163.7 (C-4A), 191.7 (CHO) ppm.

MS/El: m/iz (% int. rel). 287 (M-1), 167 (M-121)100%.
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10.4.2 Sintesis de 4-(1-naftilmetoxi)benzaldehido (12)

0
Cl
H o
+ K,CO/KI
MeCN o O 12
22 24

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacion magnética, bafio de aceite y

HO

refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.3 g de 4-hidroxibenzaldehido (22) (2.45
mmol) y 0.68 g de carbonato de potasio (4.91 mmol, 2eq) en 3 mL de MeCN. Esta mezcla
se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se afiadieron lentamente
0.37 mL de 1-(clorometil)naftaleno (2.70 mmol, 1.1 eq) previamente disuelto en 3 mL de
MeCN vy KI (10%) dejando reaccionar a reflujo durante 5 horas. Seguido de esto se
rotaevaporé el crudo de la reaccién a 60°C y se agregaron 4 mL de agua fria para remover
las sales derivadas de carbonato de potasio. La solucién obtenida se filtr6 al vacio
obteniendo un soélido beige. Consecutivamente se recristalizé en etanol logrando cristales
blancos (0.55 g) con un rendimiento de 85 %, punto de fusién 104.2-106.3 °C y con una
sola mancha por ccf (Sistema V).

H-RMN (DMSO-d6) &: 5.7 (s, 2H, CH,), 7.31 (d, 2H, 8.52, H-3A, H-5A), 7.53 (t, 1H, 7.32,
7.86, H.3’), 7.59 (dd, 2H, H-6’, H-7°), 7.71 (d, 1H, H-2’, 6.9), 7.90 (d, 2H, 8.34, H-2A, H-6A),
7.96 (d, 1H, 8.28, H-4’), 7.99 (d, 1H, 7.74, H-5"), 8.10 (d, 1H, 7.98, H-8) ppm. 3*C-RMN
(DMSO-d6) &: 68.7 (CH>), 115.8 (C-3A, C-5A), 124.3 (C-8’), 125.8 (C-3’), 127 (C-7), 126.5
(C-6),127.3 (C-2’), 129.4 (C-4’), 130.3 (C-8a), 131.5 (C-4A), 132.2 (C-2A, C-6A), 133.7 (C-
1’), 163.8 (C-4a), 191.8 (CHO), ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 262 (M+), 141 (M-121) 100%.
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10.4.3 Sintesis de 4-(quinolin-2-ilmetoxi)benzaldehido (13)

0
H
O I x cl
bt ZNHCr K,CO/KI N o
MeCN I _N
HO 22 25 13

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacibn magnética, bafio de aceite y
refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.2 g de 4-hidroxibenzaldehido (22) (1.63
mmol) y 0.68 g de carbonato de potasio (4.91 mmol, 3 eq) en 2 mL de MeCN. Esta mezcla
se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se afiadieron lentamente
0.38 g de clorhidrato de 2-(clorometil)quinolinio (1.77 mmol, 1.1 eq) previamente disuelto
en 2 mL de MeCN vy Kl (10%) dejando reaccionar a reflujo durante 6.5 horas. Seguido de
esto se filtr6 con vacio el crudo de la reaccion para remover las sales derivadas de
carbonato de potasio. La solucién obtenida se concentré al alto vacio a 60°C y se agregaron
10 mL de agua fria y se llevd a cabo una extraccion con AcOEt (3 x 15 mL), se seco sobre
sulfato de sodio anhidro, obteniendo cristales amarillos, los cuales se formaron por
evaporacion lenta del disolvente. Consecutivamente se recristalizo en etanol (x2) logrando
cristales amarillo claro (0.26 g) con un rendimiento de 60 %, punto de fusion 82-84.2 °C y

con una sola mancha por ccf (Sistema V).

IH-RMN (DMSO-d6) &: 5.51 (s, 2H, CHs), 7.28 (d, 2H, 8.46, H-6’), 7.63 (dd, 1H, 6.93, 7.02,
H-3), 7.69 (d, 1H, 8.46, H-6’), 7.80 (dd, 1H, 6.96, 7.02, H-7°), 7.89 ( d, 2H, 8.58, H-2A, H-
6A), 8.01 (d, 1H, 8.16, H-5'), 8.03 (d, 1H, 8.52, H-8'), 8.44 (d, 1H, 8.46, H-4’) 9.87 (CHO)
ppm. ¥C-RMN (DMSO-d6) &: 71.6 (CH>), 115.8 (C-3A, C-5A), 120 (C-3'), 127.2 (C-6), 127.7
(C-4a), 128.4 (C-5'), 129 (C-8’), 130.4 (C-1A), 132.3 (C-2A, C-6A), 137.6 (C-4’), 147.4 (C-
8a), 157.2 (C-2’), 163.5 (C-4A), 191.8 (CHO) ppm.

MS/EL: m/z (% int. rel). 263 (M+) 60%, 142 (M-121) 100%.
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10.4.4 Sintesis de 4-(piridin-2-ilmetoxi)benzaldehido (14)

0]
H N cl
+ I _NH T K,CO,/KI I A o)
MeCN 14
HO 22 26 2N

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacibn magnética, bafio de aceite y
refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.3 g de 4-hidroxibenzaldehido (22) (2.45
mmol) y 1.02 g de carbonato de potasio (7.38 mmol, 3 eq) en 3 mL de MeCN. Esta mezcla
se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se afiadieron lentamente
0.51 g de clorhidrato de 2-(clorometil)piridinio (3.11 mmol) previamente disuelto en 3 mL de
MeCN vy KI (10%) dejando reaccionar a reflujo durante 10 horas. Seguido de esto se filtrd
con vacio el crudo de la reaccién para remover las sales derivadas de carbonato de potasio.
La solucién obtenida se concentr6 al alto vacio a 60°C, se agregaron 10 mL de agua fria 'y
se llevé a cabo una extraccién con AcOEt (3 x 15 mL), se secO sobre sulfato de sodio
anhidro, obteniendo un sdlido beige. Consecutivamente se recristalizé en acetato de etilo
(x2) logrando cristales beige algodonosos (0.33 g) con un rendimiento de 64 %, punto de
fusién 88.9-91.1 °C y con una sola mancha por ccf (Sistema II).

H-RMN (DMSO0-d6) : 5.31 (s, 2H, CHy), 7.23 (d, 2H, 8.82, H-3A, H-5A), 7.37 (dd, 1H, 5.64,
H-5B), 7.54 (d, 1H, 7.8, H-3B), 7.8 (dd, 1H, 7.74, H-4B), 7.88 (d, 2H, 8.82, H-2A, H-6A), 8.60
(d, 1H, 7.26, H-6B), 9.88 (CHO) ppm. *C-RMN (DMSO0-d6) 5: 71 (CH2), 115.7 (C-3A, C-
5A), 122.3 (C-5B), 123.6 (C-3B), 130.4 (C-1A), 132.3 (C-2A, C-6A), 137.5 (C-4B), 149.7 (C-
6B), 156.3 (C-2B), 163.5 (C-4A), 191.7 (CHO) ppm.

MS/El: m/z (% int. rel). 212 (M-1) 100%, 92 (M-121) 73%.
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10.4.5 Sintesis de 4-[(4-metoxi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metoxi]benzaldehido (15)

(@)
CH3 H3 CH,
H
K,CO,/KI
HO /NH Cl MeCN
22

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacibn magnética, bafio de aceite y

refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.3 g de 4-hidroxibenzaldehido (22) (2.45
mmol) y 1.18 g de carbonato de potasio (8.53 mmol, 3 eq) en 3 mL de MeCN. Esta mezcla
se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se afiadieron lentamente
0.64 g de clorhidrato de 2-(clorometil)-4-metoxi-3,5-dimetlpiridinio (2.89 mmol) previamente
disuelto en 3 mL de MeCN y KI (10%) dejando reaccionar a reflujo durante 12 horas.
Seguido de esto se filtré con vacio el crudo de la reaccion para remover las sales derivadas
de carbonato de potasio. La solucidon obtenida se concentrd al alto vacio a 60°C y se
agregaron 10 mL de agua fria y se llevo a cabo una extraccion con AcOEt (3 x 15 mL), se
sec6 sobre sulfato de sodio anhidro, obteniendo un sélido beige. Consecutivamente se
recristalizé en Hexano:AcOEt 75:25 logrando cristales beige algodonosos (0.46 g) con un
rendimiento de 69 %, punto de fusion 91.8-92.6 °C y con una sola mancha por ccf (Sistema
V).

H-RMN (DMSO-d6) &: 2.22 (s, 3H, CHs), 2.26 (s, 3H, CH3’), 3.74(s, 3H, O-CHj3), 5.58 (s,
2H, CHy), 7.23 (d, 2H, 8.58, H-3A, H-5A), 7.87 (d, 2H, 8.52, H-2A, H-6A), 8.23 (s, 1H, H-
6B), 9.87 (s, 1H, CHO) ppm

13C-RMN (DMS0-d6) &: 10.9 (CHs), 13.4 (CHg'), 60.2 (O-CHs), 71 (CH,), 115.7 (C-3A, C-
5A), 126.6 (C-3B), 126.7 (C-5B), 130.2 (C-1A), 132.2 (C-2A, C-6A), 149.14 (C-6B), 153.8
(C-2B), 163.8 (C-4B), 164.1 (C-4A), 191.7 (CHO) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 271 (M+) 100%, 120 (M-151), 152 (M-121) 44%.
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10.4.6 Sintesis de 4- {[3 metil-4-(2,2,2-trifluoroetoxi)piridin-2-iljmethoxi}benzaldehido (16)

F

Q/k K,CO/KI O/K
ZNHCr MeCN

ACB-6

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacibn magnética, bafio de aceite y
refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.2 g de 4-hidroxibenzaldehido (22) (1.63
mmol) y 0.68 g de carbonato de potasio (4.91 mmol, 3 eq) en 2 mL de MeCN. Esta mezcla
se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se afiadieron lentamente
0.52 g de clorhidrato de 2-(clorometil)-3-metil-4-(2,2,2-trifluoroetoxi)piridinio (1.89 mmol)
previamente disuelto en 2 mL de MeCN y Kl (10%) dejando reaccionar a reflujo durante 17
horas. Seguido de esto se filtré con vacio el crudo de la reaccion para remover las sales
derivadas de carbonato de potasio. La solucién obtenida se concentré al alto vacio a 60°C
y se agregaron 10 mL de agua fria y se llevd a cabo una extraccion con AcOEt (3 x 15 mL),
se secO sobre sulfato de sodio anhidro, obteniendo un sélido ambar. Consecutivamente se
recristalizé en metanol (x2) logrando cristales &mbar (0.37 g) con un rendimiento de 70 %,
punto de fusién 118.6-120.5°C y con una sola mancha por ccf (Sistema llI).

IH-RMN (DMSO-d6) &: 2.22 (s, 3H, CHs), 4.92 (¢, 2H, O-CH,-CFs3), 5.33 (s, 2H, CHy), 7.17
(d, 1H, 6.3, H-5B), 7.23 (d, 2H, 8.52, H-3A, H-5A), 7.87 (d, 2H, 8.46, H-2A, H-6A), 8.37 (d,
1H, 5.64, H-6B), 9.87 (CHO) ppm. *C-RMN (DMSO-d6) &: 10.3 (CHs), 65.1 (O-CH,-CFs),
70.8 (CH,), 108.1 (C-5B), 115.7 (C-3A, C-5A), 121.8 (C-3B), 130.3 (C-1A), 132.2 (C-2A, C-
6A), 148.2 (C-6B), 155 (C-2B), 161.8 (C-4B), 163.7 (C-4A), 191.7 (CHO) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 325 (M+) 93%, 206 (M-119)100%, 106 (M-219) 100%.
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10.4.7 Sintesis de 3-(4-hidroxifenil)propanoato de etilo (17)
O

0
socl, o
OH EtOH k
20 HO 17 CH,
HO

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacion magnética, bafio de hielo y columna

vigreux, se adicion6 2 g de acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico (12.03 mmol) en 20 mL de
etanol, esta mezcla se dejo en agitacién hasta su completa disolucion. Seguido de esto, se
agregaron 0.96mL de cloruro de tionilo (13.22 mmol, 1.1 eq) gota a gota, posteriormente se
retir6 el bafio de hielo y se dej6 reaccionar durante 8 horas a temperatura ambiente. La
reaccion se rotaevaporo6 obteniendo un liquido amarillo, el cual fue sometido a lavados con
una solucién saturada de bicarbonato de sodio (3 x 20 mL). El liquido obtenido fue purificado
por cromatografia en columna, iniciando con hexano 100 hasta terminar con un sistema
hexano:AcOEt 65:35, de este modo se obtuvo un liquido amarillo claro con un rendimiento
del 94% (2.18 g) y con una sola mancha en ccf (Sistema Il).

!H-RMN (CDCls) &: 1.22 (d, 3H, CHg), 2.59 (t, 2H, CH>), 2.87 (t, 2H, CH,), 4.12, c, 2H, CH,),
6.74 (d, 2H, 2.09, 6.48, H-3A-H-5A), 7.03 (d, 2H, 6.54, H-2A, H-6A). *C-RMN (CDCls) §:
14.2 (CHs), 30.2 (CH>), 36.3 (CH>), 60.6 (CH,), 115.4 (C-3A, C-5A), 129.4 (C-2A, C-6A),
154.3 (C-4A), 173.6 (C=0).

MS/El: m/z (% int. rel). 194 (M+) 49%, 142 (M-74) 100%.
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10.4.8 Sintesis de 3-[4-(bifenil-3-ilmetoxi)fenil]propanoato de etilo (18)

0
Br DMF k
o CH,
CH, ”s
18

En un matraz redondo de 10 mL equipado con agitacion magnética, bafio de aceite y

O

HO 17

refrigerante en posicién de reflujo, se adicionaron 0.3 g de 3-(4-hidroxifenil)propanoato de
etilo (17) (1.53 mmol) y 0.43 g de carbonato de potasio (3.01 mmol, 2 eq) en 0.75 mL
dimetilformamida (DMF). Esta mezcla se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido
este tiempo se afiadieron lentamente 0.42 g de 3-(bromometill)bifenilo (1.7 mmol, 1.1 eq)
previamente disuelto en 0.75 mL de DMF dejando reaccionar a reflujo durante 26 horas.
Seguido de esto, se filtré con vacio el crudo de la reaccion para remover las sales derivadas
de carbonato de potasio. La solucién obtenida se concentré al alto vacio a 60°C y se
agregaron 10 mL de agua fria y se llevé a cabo una extraccion con AcOEt (3 x 15 mL), se
secO sobre sulfato de sodio anhidro, obteniendo un liquido amarillo claro.
Consecutivamente se purificé por cromatografia en columna, iniciando con hexano 100
hasta terminar con un sistema hexano:AcOEt 20:80 logrando un liquido incoloro (0.36 g)
con un rendimiento de 65 % y con una sola mancha por ccf (Sistema IV).

H-RMN (CDCls) &: 1.21 (t, 3H, CHs), 2.58 (t, 2H, CH>), 2.88 (t, 2H, CH,), 4.11 (c, 2H, CH;
0), 5.08 (s, 2H, CH>), 6.92 (d, 2H, J = 7.8, H-3A, H-5A), 7.11 (d, 2H, J = 8.1, H-2A, H-6A),
7.34 (t, 1H, J = 7.56, H-5B), 7.39 (d, 1H, 7.44, H-6B), 7.43-7.41 (m, 3H, H-3C, H-4C, H-5C),
7.54 (d, 1H, J = 7.68, H-4B), 7.58, (d, 2H, J = 7.68, H-2C, H-6C), 7.64 (s, 1H, H-2B) ppm.
13C-RMN (CDCls) 8: 14.2 (CHs), 30.1 (CH,), 36.2 (CH,), 60.3 (CHy"), 70.1 (CHy), 114.9 (C-
3A, C-5A), 126.2 (C-4B), 126.3 (C-2B), 126.7 (C-BB), 127.2 (C-2C, C-6C), 127.4 (C-5B),
128.9 (C-3C, C-5C), 129 (C-4C), 129.3 (C-2A, C-6A), 133.0 (C-1A), 137.7 (C-1C), 140.9 (C-
1B), 141.5 (C-3B), 157.2 (C-4A), 172.9 (C=0) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 360(M+) 31%, 167(M-193) 100%.
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10.4.9 Sintesis de 3-[4-(1-naftilmetoxi)fenil]propanoato de etilo (19)

Q (@]
O cl K,CO,/KI k
O 2 3
k + DMF O o CHg
HO 17 CH, O ”s
19

En un matraz redondo de 10 mL equipado con agitacion magnética, bafio de aceite y
refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.3 g de 3-(4-hidroxifenil)propanoato de
etilo (17) (1.53 mmol) y 0.43 g de carbonato de potasio (3.01 mmol, 2 eq) en 0.75 mL
dimetilformamida (DMF). Esta mezcla se calent6 a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido
este tiempo se afadieron lentamente 0.3 g de 1-(clorometil)naftaleno (1.7 mmol, 1.1 eq)
previamente disuelto en 0.75 mL de DMF dejando reaccionar a reflujo durante 6 horas.
Seguido de esto, se filtré con vacio el crudo de la reaccion para remover las sales derivadas
de carbonato de potasio. La solucién obtenida se concentré al alto vacio a 60°C y se
agregaron 10 mL de agua fria y se llevé a cabo una extraccion con AcOEt (3 x 15 mL), se
secO sobre sulfato de sodio anhidro, obteniendo un liquido amarillo. Consecutivamente se
purificé por cromatografia en columna, iniciando con hexano 100 hasta terminar con un
sistema hexano:AcOEt 20:80 logrando un liquido incoloro (0.40 g) con un rendimiento de
78% y con una sola mancha por ccf (Sistema I).

H-RMN (CDCls) 6: 1.23 (t, 3H, CHs), 2.59 (t, 2H, CHy) 2.90 (t, 2H, CH,) 4.12 (c, 2H, CH),
5.44 (s, 2H, CHy), 6.97 (d, 2H, 7.14, H-3A, H-5A) 7.14 (d, 2H, J = 7.68, H-2A, H-6A) 7.44 (t,
1H, J = 8.22, J = 8.28, H-3") 7.52—7.49 (m, 2H, H-6’, H-7’) 7.57 (d, 1H, J = 6.9, H-2") 7.83 (d,
1H, J = 8.22, H-4") 7.85 (d, 1H, J = 7.5, H-5") 8.03 (d, J = 7.86, H-8') ppm. 3C-RMN (CDCls)
3: 14.2 (CHs), 30.2 (CH), 36.2 (CH2), 60.4 (CH?"), 68.7 (CH>), 114.9 (C-3A, C-5A), 123.7
(C-8), 125.3 (C-3’), 125.9 (C-6’), 126.5 (C-7’), 128.7 (C-2), 128.9 (C-5’), 129.3 (C-2A, C-
6A), 131.5 (C-4’), 132.4 (C-8a), 133.1 (C-4a), 133.7 (C-1"), 157.4 (C-4a), 172.9 (C=0) ppm.
MS/EI: m/z (% int. rel). 334 (M+) 11%, 141(M-193) 100%.
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10.4.10 Sintesis de 3-{4-[(2'-cianobifenil-4-il)metoxi]fenil}propanoato de etilo (20)
(o]

(0]

o N " /@/\)L
Il O Br Il o kCHg
o}
l\ + 0 K,CO, O
HO CH DG

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacion magnética, bafio de aceite y
refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.6 g de 3-(4-hidroxifenil)propanoato de
etilo (17) (3.1 mmol) y 0.94 g de carbonato de potasio (6.2 mmol, 2 eq) en 1.5 mL diglima
(DG). Esta mezcla se calenté a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se
afiadieron lentamente 0.84 g de 4'-(bromometil)bifenil-2-carbonitrilo (1.7 mmol, 1.1 eq)
previamente disuelto en 1.5 mL de DG dejando reaccionar a reflujo durante 5 horas.
Seguido de esto, se filtré con vacio el crudo de la reaccién para remover las sales derivadas
de carbonato de potasio. La solucidon obtenida se concentrd al alto vacio a 60°C y se
agregaron 10 mL de agua fria y se llevé a cabo una extraccion con AcOEt (3 x 15 mL), se
secO sobre sulfato de sodio anhidro, obteniendo un liquido beige. Consecutivamente se
purificé por cromatografia en columna, iniciando con hexano 100 hasta terminar con un
sistema hexano:AcOEt 70:30 logrando un liquido incoloro. Posteriormente se obtuvieron
cristales blancos por evaporacion lenta del disolvente con un rendimiento de 64 %, punto
de fusion de 66.6-68.6 °C y con una sola mancha por ccf (Sistema ).

'H-RMN (DMSO-d6) &: 1.14 (t, 3H, CH3), 2.56 (t, 2H, CHy) 2.78 (t, 2H, CHy) 4.03, (c, 2H,
CHy), 5.16 (s, 2H, CH,) 6.96 (d, 2H, J = 8.04, H-3A, H-5A) 7.15 (d, 2H, J = 8.04, H-2A, H-
6A), 7.64-7.60 (m, 6H, H-2A, H-3A, H-5A, H-6A, H-4C, H-6C), 7.79 (t, 1H, J = 7.56, H-5C)
7.95(d, 1H, J=7.68, H-3C) ppm. *C-RMN (DMSO0-d6) 5:14.5 (CHs), 29.1 (CH>), 35.8 (CH,),
60.2 (CH2"), 69.1 (CHy), 110.6 (C-2C), 115 (C-3A, C-5A), 119 (CN), 128.7 (C-4C), 129.2 (C-
2B, C-6B), 129.7 (C-2A, C-6A), 130.5 (C-6C), 133.2 (C-1A), 134 (C-5C), 134.3 (C-3C), 137.7
(C-4B), 138.3 (C-1B), 144.7 (C-1C), 157.2 (C-4A), 172.5 (C=0) ppm.

MS/EI: m/z (% int. rel). 385 (M+) 11%, 192 (M-193) 100%.
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10.4.11 Sintesis de 3-[4-(quinolin-2-ilmetoxi)fenil]propanoato de etilo (21)

o

0
N cl k
o | . K,CO/KI | N o CHg
h —_—
HO 17 CHy 25 21

En un matraz redondo de 25 mL equipado con agitacion magnética, bafio de aceite y
refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 0.63 g de 3-(4-hidroxifenil)propanoato de
etilo (17) (3.24 mmol) y 1.34 g de carbonato de potasio (9.7 mmol, 3 eq) en 1.5 mL diglima
(DG). Esta mezcla se calenté a 40 °C durante 15 minutos, transcurrido este tiempo se
afiadieron lentamente 0.83 g de cloruro de 2-(clorometil)quinolinio (3.87 mmol, 1.1 eq)
previamente disuelto en 1.5 mL de DG dejando reaccionar a reflujo durante 9 horas.
Seguido de esto, se filtré con vacio el crudo de la reaccién para remover las sales derivadas
de carbonato de potasio. La solucidon obtenida se concentrd al alto vacio a 60°C y se
agregaron 15 mL de agua fria y se llevo a cabo una extraccion con AcOEt (3 x 15 mL), se
secO sobre sulfato de sodio anhidro, obteniendo un liquido amarillo. Consecutivamente se
purificd por cromatografia en columna, iniciando con hexano 100 hasta terminar con Un
sistema hexano:AcOEt 80:20 logrando un liquido amarillo claro con un rendimiento de 72
% y con una sola mancha por ccf (Sistema lll).

!H-RMN (CDCls) &: 1.47 (t, 3H, CHs), 2.50 (t, 2H, CH,), 2.75 (t, 2H, CH,), 4.01 (c, 2H, CH,),
5.32 (s, 2H, CHy), 6.96 (d, 2H, J = 6.66, J = 8.67, H-3A, H-5A), 7.13 (d, 2H, J = 8.58, H-2A,
H-6A), 7.62, (d, 1H, J = 7.35, H-6'), 7.65 (d, 1H, J = 8.49, H-3"), 7.79 (dd, 1H, J = 8.28, H-
7'), 7.97 (dd, 1H, J = 8.85, H-5"), 8.01 (dd, 1H, J = 8.64, H-4’), 8.39 (d, 1H, 8.55, H-80). 13C
RMN(CDCls) &: 14.0 (CHs), 29.4 (CH), 35.4 (CHz), 59.7 (CH)), 70.7 (CH.), 114.6 (C-3A, C-
5A), 119.5 (C-3'), 127.1 (C-6’), 128.1 (C-4’), 128.5 (C-4a), 129.1 (C-7’), 129.8 (C-2A, C-6A),
130.5 (C-5'), 132.9 (C-1A), 137.9 (C-8), 146.9 (C-8a), 158.7 (C-2), 172.1 (C=0) ppm.
MS/EI: m/z (% int.rel). 335 (M+) 10%.
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Espectro 29. Cromatograma del compuesto ACB-6
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Espectro 30. Patrén de fragmentacion del compuesto ACB-6
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Espectro 31. Espectro RMN 1H del compuesto ACB-6
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Espectro 32. Expansion de la zona aromdtica del espectro RMN 'H del compuesto ACB-6
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Espectro 33. Espectro RMN 13C del compuesto ACB-6
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Espectro 34. Espectro RMN 13C del compuesto ACB-6
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Espectro 35. Cromatograma del compuesto ACB-7
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Espectro 36. Espectro de masas IE del compuesto ACB-7
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Espectro 37. Espectro RMN 1H del compuesto ACB-7

£ETHT~_
19ep°7—
18v5'7

POEL'T~_
€EVLT—
09522

2.3 2.2 21 2.0 9 1.8

24

2.9 2.8 2.7 2.6 2.5
f1 (ppm)

3.0

3.2

3.3

-7

Espectro 38. Expansion de la zona alifdtica RMN H del compuesto ACB
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Espectro 39. Expansion de la zona aromdtica RMN H del compuesto ACB-7.
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Espectro 40. Espectro RMN 13C del compuesto ACB-7.
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Espectro 41. Expansion RMN 13C del compuesto ACB-7.
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Espectro 42. Espectro COSY del compuesto ACB-7.
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Espectro 43. Expansion zona alifatica COSY del compuesto ACB-7.
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Espectro 45. Espectro HSQC del compuesto ACB-7.
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Espectro 46. Expansion zona alifatica HSQC del compuesto ACB-7.
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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Espectro 47. Cromatograma del compuesto ACB-8
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Espectro 48. Espectro IE del compuesto ACB-8
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Espectro 49. Espectro RMN H compuesto ACB-8.
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Espectro 51. Espectro RMN 13C compuesto ACB-8.
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Espectro 52. Expansion zona aromdtica RMN 13C compuesto ACB-8.
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Espectro 53. Espectro COSY compuesto ACB-8.
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Espectro 54. Expansion zona alifdtica COSY compuesto ACB-8.

193

f1 (ppm)

f1 (ppm)



QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS

6.8
F6.9
2 I3 F7.0
F7.1
F7.2
F7.3

r7.4

r7.5

ae O

r7.6

0

r7.7
r7.8
r7.9

8.0

rs8.2

8.3

80 v;l_,w«w 40 Bl

4 T T T T T T T T T T T T T T

8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5
2 (ppm)

Espectro 55. Expansion zona aromdtica COSY compuesto ACB-8
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Espectro 56. Espectro HSQC compuesto ACB-8.
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Espectro 57. Expansion zona alifatica HSQC compuesto ACB-8.
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Espectro 58. Expansion zona aromdtica HSQC compuesto ACB-8.

195

2.3

112

114

116

r118

120

ri122

124

126

128

130

132

134

f1 (ppm)

f1 (ppm)



QUIMICA FARMACEUTICA

ESPECTROS

F20
— 40
60
80
€
g
rio &
120
- =
r 140
T F160
r180
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5 5.0 4.5 4.0 3.5 2.5 2.0
2 (ppm)
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Espectro 60. Expansion HMBC compuesto ACB-8.
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Espectro 61. Espectro DEPT compuesto ACB-8.
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Espectro 62. Espectro DEPT zona alifdtica compuesto ACB-8.
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Espectro 63. Cromatograma del compuesto ACB-9
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Espectro 64. Espectro IE del compuesto ACB-9
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Espectro 65. Espectro RMN H compuesto ACB-9.
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Espectro 67. Espectro RMN 13C compuesto ACB-9
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Espectro 68. Espectro RMN 13C zona aromdtica compuesto ACB-9
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Espectro 69. Espectro COSY compuesto ACB-9
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Espectro 70. Espectro COSY, zona alifdtica compuesto ACB-9.
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Espectro 71. Espectro COSY, zona aromdtica compuesto ACB-9
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Espectro 72. Espectro HSQC compuesto ACB-9
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Espectro 73. Espectro HSQC, zona alifdtica compuesto ACB-9
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203

ri10

r11s

r120

125

130

r13s

140

145

f1 (ppm)

f1 (ppm)



QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS

50

100

150

~200

T T T
10.5 95 90 85 80 75 70 65 6.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0

55 50
f2 (ppm)
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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QUIMICA FARMACEUTICA
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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Espectro 137. Cromatograma del compuesto 18
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Espectro 141. Espectro RMN 1H zona aromdtica compuesto 18

902 ¥T —

€EPT'0E —

9161°9€ —

0LEE709 —

¥290°0L —
vp18'9L
N@NQ.RW
B2t
8€EE°9TT
86vE9ZT
LTEL9TT
8bET LT
08vT°£2T
29T LTT
€LLTLTT
TH6T'£TT
TSL€°LTT
€81£°82T
0ZEL'8TT
18v2'821
SP9L'8TT
T8LL°8TT
7586°82T
£100°62T <
S1SZ°62T
7992°62T

mowN.mNQ
0L67'621 \

€020°€ET
0T99°LET
CET6'0T
€655 YT

LYLTLST —

°UTO'TUT —

190 180 170 160 150 140 130 120 110 f11?0 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

200

Espectro 142. Espectro RMN 13C compuesto 18

237



QUIMICA FARMACEUTICA
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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QUIMICA FARMACEUTICA
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QUIMICA FARMACEUTICA ESPECTROS
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Abstract We have synthesized a small series of five 3-[4-arylmethoxy phenyl]propancic acids
employing an easy and short synthetic pathway., The compounds wene tested in vitro against
a set of four protein targets identified as key elements in diabetes: G protein-coupled receptor 40
(GPRAD), aldose reductase (AKE1E]), peroxisome proliferator-activated receptor gama (PPARy) and
solute carrier family 2 {facilitated ghocose transporter), member 4 (GLUT-4). Compound 1 displayed
an ECz value of 0073 pM against GPE4D and was an AKE1B] inhubitor, showing ICsp = 7.4 pbl
Compounds 2and 3 act as slightly AKR1E] inhibitors, potent GPEA0 agonists and showed an increase
of 2 to d-times in the mENA expression of PPARy, as well as the GLUT-4 kevels. Docking studies
were conducted in order to explain the polypharmacological mode of action and the interaction
binding mode of the most active molecules on these targets, showing several coincidences with
corcrystal ligands. Compounds 1-3 were tested in vivo at an explorative 100 mg/ kg dose, being 2
and 3 erally actives, reducing glucose levels in a non-insulin-dependent disbetes mice model.
Compounds 2 and 3 displayed robust in vitro potency and in vivo efficacy, and could be considered
as promising multitarget antidiabetic candidates. This is the first report of a single molecule with
these four polypharmacological target action.
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