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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo Il (DM2) es una enfermedad cronica caracterizada por
hiperglucemia y deficiencia en la produccion o resistencia a la insulina, y representa
el 90% de todos los casos. Actualmente, las moléculas con el anillo de tiazolidin-
2,4-diona (TZD) y acidos carboxilicos han mostrado ser efectivas para el tratamiento
de esta enfermedad, actuando sobre diferentes blancos terapéuticos dentro de los
que destaca GPR-40; este receptor es clave para la secrecion de insulina
dependiente de glucosa. Otra diana terapéutica importante es PTP1B, proteina
citosdlica expresada en higado, muasculo y tejido graso actia como regulador
negativo en las cascadas de sefializacion de insulina y leptina. Finalmente podemos
mencionar a aldosa reductasa que juega un papel crucial en la mediacién del estrés
oxidativo inducido por hiperglucemia. Es importante destacar que estas 3 dianas
terapéuticas ademas de estar implicadas en el desarrollo de la DM2, también
comparten ligandos sintéticos de tipo &cido como las TZD y los acidos carboxilicos.

Este trabajo tuvo como objetivo generar una serie de moléculas que puedan actuar
como secretagogos de insulina dependientes de glucosa por medio de GPR-40, y
favorecer positivamente la sensibilidad a la insulina y leptina a partir de la inhibicion
de PTP-1B y adicionalmente que sea capaz de inhibir a la enzima aldosa reductasa
para tratar las complicaciones y asi abordar la enfermedad por distintas vias.

Para la sintesis de los compuestos THA 1-5 se realizaron reacciones de tipo Sn2
para obtener los precursores, posteriormente se les realiz6 una condensacion de
Knoevenagel con el anillo de hidantoina (THA 1-3) o el acido de Meldrum (THA 4-
5) para la obtencién de los compuestos finales. Haciendo uso de herramientas
quimioinformaticas, se hizo la estimacion de propiedades farmacocinéticas
(admetSAR, molinspiration), farmacodindmicas (docking, PASS online,
SwissTargetPrediction, DIA-DB) y toxicolégicas (ACD/Tox Suite, admetSAR) para
determinar las moléculas con las mejores caracteristicas para su evaluacion en un
ensayo in vivo.

Con un andlisis de consenso farmacolégico se eligieron a los compuestos THA-1 'y
THA-4 para su evaluacion in vivo en un modelo murino no insulino-dependiente
(ratones CD1 diabetizados con estreptozotocina-nicotinamida), donde el compuesto
THA-1 disminuyo de forma estadisticamente significativa la hiperglucemia a partir
de la tercera hora, mientras que para el compuesto THA-4 no se observé una
disminucién debido a que es necesaria su biotransformacion (O-desalquilacion del
acido de Meldrum) para presentar la actividad antihiperglicemica.

En conclusion, el compuesto THA-1 es candidato para seguir siendo estudiado en
el tratamiento experimental de la DM2 y para el compuesto THA-4 es necesario
realizar un ensayo subagudo para poder observar si tendra el efecto terapéutico
deseado, asi como realizar los ensayos in vitro con los blancos terapéuticos
propuestos.



ABSTRACT

Type Il diabetes mellitus (DM2) is a chronic disease characterised by hyperglycemia
and impaired insulin production or resistance, accounting for 90% of all cases.
Currently, the molecules with thiazolidin-2,4-dione (TZD) ring and carboxylic acids
have been shown to be effective for the treatment of this disease, acting on different
therapeutic targets including GPR-40; this receptor is key for the secretion of
glucose-dependent insulin. Another important therapeutic target is PTP-1B, a
cytosolic protein expressed in liver, muscle and fat tissue that acts as a negative
regulator in insulin and leptin signaling cascades. Finally, aldose reductase plays a
crucial role in the mediation of oxidative stress induced by hyperglycemia. It is
important to highlight that these 3 therapeutic targets, besides being involved in the
development of DM2, also share acid type ligands such as TZD and carboxylic acids.

The aim of this work is to generate molecules that can act as glucose-dependent
insulin secretagogues by means of GPR-40, and positively favor sensitivity to insulin
and leptin from the inhibition of PTP-1B and additionally be able to inhibit the enzyme
aldose reductase to treat complications and thus deal the disease in different ways.

For the synthesis of the THA 1-5 compounds, Sn2 type reactions were carried out
to obtain the precursors, then Knoevenagel condensation was performed with the
hydantoin ring (THA 1-3) or Meldrum acid (THA 4-5) to obtain the final compounds.
Using chemoinformatic tools, the estimation of pharmacokinetic (admetSAR,
molinspiration), pharmacodynamic (docking, PASS online, SwissTargetPrediction,
DIA-DB) and toxicological (ACD/Tox Suite, admetSAR) properties were made to
determine the molecules with the best characteristics for evaluation in an in vivo
assay.

With a pharmacological consensus analysis, THA-1 and THA-4 compounds were
chosen for in vivo evaluation in a non-insulin-dependent murine model (CD1 mice
diabetized with streptozotocin-nicotinamide), where the compound THA-1 showed
statistically significat decreasing of hyperglycemia starting at the third hour and the
compound THA-4 was not observed a decrease in plasma glycemia due to the fact
that it needs biotransformation (O-dealkylation of the Meldrum acid) to present the
activity.

In conclusion, the compound THA-1 is a candidate to continue being studied for the
experimental treatment of DM2, whereas for the compound THA-4 it's necessary to
do a subacute test to be able to observe if it will have the desired therapeutic effect,
as well as to carry out in vitro tests with the proposed therapeutic targets.



1. INTRODUCCION

Actualmente la poblacion mundial se ve afectada por enfermedades tipo crénicas y
metabdlicas como hipertension arterial, obesidad y diabetes mellitus. Esta tendencia
se ve directamente relacionada con el estilo de vida actual debido a que la
alimentacion de la mayoria de la poblacion no es adecuada, carece de un balance
y aunado a esto la falta de actividad fisica complementa el sedentarismo de la
poblacion.

Segun un reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cerca del 80% de
las muertes por enfermedades cronicas se dan en los paises de ingresos bajos y
medios, donde estas muertes afectan en igual nimero a hombres y mujeres.! En la
actualidad México es el segundo pais con mayor obesidad en el mundo con esto
predispone a nuestra sociedad al desarrollo de enfermedades crénico-metabdlicas
como lo es la diabetes mellitus (DM).

La DM es una enfermedad tipo crénica que afecta al metabolismo de la glucosa, asi
como su eficaz utilizacion en el cuerpo. La prevalencia mundial segun datos de la
Federacion Internacional de la Diabetes (FID) para el 2017 fue de 8.8% con 4
millones de muertes causados por esta enfermedad y se estima que existen
alrededor de 425 millones de enfermos en el mundo. Cerca del 90% de los casos
de diabetes diagnosticados se tratan del tipo 2.2

Bajo este marco es importante llegar a dos cuestiones, la primera es que el sistema
de salud implemente un programa de atencién eficaz que haga énfasis en la
prevencion, en dar a conocer los factores de riesgo y las complicaciones que
podrian surgir de este padecimiento. La segunda cuestién es seguir realizando
investigacién acerca de la enfermedad, ya que a pesar de que existen diversas
alternativas clinicas para el tratamiento de la DM, no siempre son efectivas en los
pacientes. Asi como la importancia de explorar nuevos blancos terapéuticos para
poder tratar la enfermedad en diferentes etapas con mejor eficiencia.

Actualmente la investigacion reciente apunta por algunos blancos terapéuticos
como lo es GPR-40, un receptor de membrana acoplado a proteina G, se le conoce
como receptor 1 de acidos grasos libres (FFAR-1), es altamente expresado en
células B pancreaticas y es clave para la secrecion de insulina mediada por acidos
grasos libres. Los acidos grasos juegan un papel complejo en la fisiologia de la
secrecion de insulina, que ademas participan en la irrupcion de la funcion de las
células B pancreaticas.® Se ha determinado que los ligandos con mayor afinidad a
GPR-40 son aquellos acidos grasos que tienen cadena mediana a larga, como el
palmitato, el palmitoleato y el oleato. La actividad agonista esta dada por la longitud
de la cadena policarbonada.*



Otra diana terapéutica importante es PTP-1B, proteina citosolica expresada en
varias células incluidas las del higado, musculo y grasa. Esta enzima es conocida
por ser un importante regulador negativo en las cascadas de sefalizacion de
insulina y leptina.® Finalmente podemos mencionar a aldosa reductasa, una enzima
encontrada en el citoplasma de la mayoria de las células, esta juega un papel crucial
en la mediacion del estrés oxidativo inducido por hiperglucemia y el consiguiente
dafio tisular y vascular a través de la reduccion dependiente de NADPH de la
glucosa al sorbitol y las consiguientes modificaciones de la osmolaridad celular y
del estado redox.® Esta enzima ha sido vinculada con las multiples complicaciones
que la DM2 provoca en los pacientes, y el tnico ligando hasta ahora efectivo ha sido
el sorbinilo, un farmaco de tipo hidantoina.

Es importante destacar que estas tres dianas terapéuticas ademas de estar
implicadas en el desarrollo de la DM2 también comparten ligandos sintéticos de tipo
acido como las tiazolidindionas y los acidos carboxilicos que logran activarlas
inhibirlas, asi generar una respuesta terapéutica favorable que ayude a tratar a la
DM2 en sus diferentes estadios.

El propdsito de este trabajo fue generar dos series de compuestos que sean
bioisGsteros acidos que lograran interactuar con todas las dianas terapéuticas
propuestas para asi poder abordar a la enfermedad por diferentes vias y tener un
control terapéutico integral de la DM2.



2. ANTECEDENTES
2.1 Definicion y estadisticas

La DM es una enfermedad crénica metabdlica caracterizada por la deficiencia en el
uso de la glucosa, asi también involucra a los mecanismos derivados de la secrecion
y utilizacion de la insulina ya que puede ser o no ser producida en el cuerpo, por lo
tanto la glucosa sigue circulando en el torrente sanguineo y los altos niveles de esta
nos llevan al dafio en diferentes tejidos.”

En 2017 segun la FID se estim6 que existen cerca de 425 millones de adultos que
padecen DM y uno de cada dos enfermos se encuentran sin diagnosticar?, lo cual
resulta ser un problema social y econdmico. Bajo este tenor se puede analizar la
gravedad del problema ya que hoy en dia es una de las enfermedades que mas
costo le genera al sector salud y que ocasiona mas muertes. Desgraciadamente la
mayoria de los enfermos son diagnosticados y tratados cuando la enfermedad ya
esta avanzada y por consecuencia el tratamiento terapéutico toma mas tiempo en
ser efectivo.

En el marco internacional como se observa en la Figura 1, China es el pais con
mayor numero de enfermos con una cifra total de 114.4 millones, nuestro pais ocupa
la quita posicién con 12 millones de diabéticos. Para nuestro pais esta cifra es
alarmante puesto que en 2016 ocupabamos la sexta posicién con 11.5 millones, por
lo que la tendencia va a la alza y la prediccién para 2045 de 21.8 millones de
diabéticos pueda alcanzarse en menor tiempo.2



Figura 1.Numero estimado de poblacion con DM por regién en 2017 y su proyeccion para el 20452

Haciendo un andlisis mas a fondo de la problematica en nuestro pais, en 2016 se
publicd la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016
(ENSANUT MC 2016) donde se observo un aumento en la prevalencia de diabetes
por diagndstico médico previo con respecto a la ENSANUT 2012 (9.2%) y un mayor
aumento con respecto a la ENSANUT 2006 (7.2%) como lo podemos observar en
la gréafica de la Figura 2.8 Asi también podemos resaltar que las mujeres tienen una
mayor prevalencia de padecer la enfermedad y que todas las campafas para
prevenir la DM no han sido muy exitosas y es necesario tomar otras medidas de

prevencion.
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2.2 Clasificacion de la Diabetes

La diabetes la podemos clasificar en cuatro tipos:

- Tipo 1: se caracteriza por hiperglucemia causada por una carencia absoluta
de insulina. Este tipo de pacientes necesita de la administracion de insulina
diaria y de manera crbnica. Este tipo de DM también tiene como
particularidad que afecta principalmente a nifios y jovenes, regularmente se
presenta en personas no mayores a los 30 afos, y en la mayoria de los casos
es una enfermedad autoinmune que destruye las células 3 del pancreas.

- Tipo 2: Se identifica por hiperglucemia causada por un defecto en la
secrecion de insulina, habitualmente acompafado de resistencia a esta
hormona. Esta enfermedad comiunmente se relaciona con obesidad, mala
alimentacion y falta de ejercicio, siendo estos los principales factores de
riesgo. Estos pacientes son tratados con medicamentos que ayuden a
mejorar los sintomas que la DM les causa. Es una enfermedad de la etapa
adulta, pero en la actualidad los casos en nifios y jovenes se ha incrementa
de manera considerable.

- Gestacional: Se caracteriza por hiperglucemia de intensidad variable y se
presenta en el periodo del embarazo, hasta el momento no se ha establecido
una causa aparente, sin embargo se ha visto que las hormonas interfieren en
la accion de la insulina durante el embarazo. Generalmente la enfermedad
desaparece después de las 6 semanas de haber dado a luz, pero esto
incrementa el riesgo de que en un futuro la mujer y el producto desarrolle
DM2.2

- MODY: recibe su nombre por la abreviatura de la frase, en inglés, Maturity
Onset Diabetes of the Young (diabetes de la edad madura que se presenta
en el joven) es una forma autosdmica dominante de diabetes que ocurre
tipicamente antes de los 25 afios y es causada por defectos en la secrecion
primaria de insulina. A pesar de su baja prevalencia, la diabetes MODY no
es una entidad Unica, sino que representa heterogeneidad genética,
metabdlica y clinica.®

Para fines de este trabajo nos enfocaremos en la diabetes DM2 debido a que pesar
de ser prevenible en gran medida, la diabetes tipo 2 representa la gran mayoria de
los casos de diabetes.



2.3 Diagnostico de la diabetes mellitus tipo 2

Segun la NOM-015-SSA2-2010, para la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes mellitus, se establece el diagndstico de prediabetes cuando la glucosa de
ayuno es igual o mayor a 100 mg/dL y menor o igual de 125 mg/dL (GAA) y/o cuando
la glucosa dos horas post-carga oral de 75 g de glucosa anhidra es igual o mayor a
140 mg/dL y menor o igual de 199 mg/dL (ITG).%° Hoy en dia como parte del politicas
de prevencion de las enfermedad es importante hacer un diagndstico en personas
con antecedentes de padres con DM2 o que presenten alguno de los factores de
riesgo (obesidad, sobrepeso, mala alimentacion, etc.) para el control de los niveles
de glucosa en sangre y evitar la enfermedad.

Para el diagndéstico de la DM I, esta misma Norma marca que se establece el
diagndstico de diabetes si se cumple con los siguientes criterios:

- Presencia de sintomas clasicos
- Glucemia plasmatica casual > 200 mg/dL
- Glucemia plasmatica en ayuno > 126 mg/dL

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

Dentro de los criterios anteriormente mencionados también es importante agregar
los valores de hemoglobina glicosilada que segun la guia de practica clinica para
el diagnostico y tratamiento de diabetes mellitus en el adulto mayor vulnerable de la
Secretaria de Salud debe de ser mayor o igual a 6.5%.'! Ademas es importante
tomar en cuenta que la prueba de ayuno, la prueba de tolerancia a glucosa oral
(PTGO), o en ausencia de sintomas inequivocos de hiperglucemia, estos criterios
se deben confirmar repitiendo la prueba en un dia diferente,'° debido a que el
paciente se puede encontrar bajo alguna alteracién debido a cambios fisicos y
biolégicos, como consecuencia confundir el diagnostico de DM2.

2.4 Complicaciones de la DM2

Debido a que el desarrollo de esta enfermedad estan involucrados multiples
procesos metabdlicos, las complicaciones que surgen a partir del descuido del
paciente también son variadas. Estas las podemos dividir en base a su severidad:;
de tipo agudo, crénico vasculares y no vasculares.'?

En general las complicaciones de tipo agudo son todas aquellas que con un
apropiado cuidado y tratamiento médico pueden ser controladas e incluso
erradicadas. Estos cambios metabdlicos intracelulares pueden ser reversibles, pero



cuando no son tratadas apropiadamente tienen un efecto acumulativo e irreversible
en algunas macromoléculas estables. Dentro de estas complicaciones podemos
mencionar a la cetoacidosis, acidosis lactica y coma hiperosmolar.*3

Las complicaciones cronicas de la DM2 afectan a mudltiples 6rganos y son
directamente responsables de la mayor parte de la morbilidad y la mortalidad de la
enfermedad. Las complicaciones crénicas pueden dividirse en vasculares y no
vasculares. Las complicaciones vasculares se subdividen a su vez en
microvasculares (retinopatia, neuropatia y nefropatia) y macrovasculares
(cardiopatia isquémica, vasculopatia periférica y enfermedad cerebrovascular). Las
complicaciones no vasculares incluyen problemas como gastroparesis, disfuncién
sexual y cambios en la piel. Como consecuencia de sus complicaciones cronicas,
la DM2 es la causa mas comun de ceguera en adultos, una variedad de neuropatias
debilitantes y trastornos cardiacos y cerebrales. Tratar las complicaciones de la
diabetes cuesta mas que controlar la enfermedad.41°

El control estricto de la glucosa sanguinea puede reducir las complicaciones
significativamente. Se han asociado tres procesos a la hiperglucemia cronica y que
estan intimamente relacionados con la patogénesis de las complicaciones
diabéticas: la glucosilacién no enzimatica, la desviaciéon de la glucosa a la via de los
polioles, la activacion de la proteina kinasa C y el estrés oxidativo.®

2.5 Fisiopatologia de la DM2

En un organismo donde existe una alteracion en el metabolismo de la glucosa se
ha reconocido que existen dos eventos principales involucrados que es la
deficiencia de la accion de la insulina y la deficiente secrecién de la hormona o un
efecto compuesto de estas dos caracteristicas, a partir de esto se puede observar
una resistencia a la insulina (RI) y consecuentemente un deterioro marcado de la
funcion de las células B pancredticas.®

2.5.1 Resistencia a la insulina

La insulina es una hormona secretada por células 3 pancreaticas en respuesta a la
presencia de glucosa. Su principal funciéon es mantener la homeostasis glucémicay
de otros sustratos energéticos. De esta forma, posterior a cada comida la insulina
suprime la liberacion de acidos grasos libres mientras que favorece la sintesis de
triglicéridos en el tejido adiposo.

Por otra parte, la insulina inhibe la produccion hepatica de glucosa, mientras que
promueve la captacion de glucosa por el tejido muscular esquelético y adiposo. En



un estado de RI, la accion de esta hormona a nivel celular esta reducida, lo que
aumenta la secrecion de insulina y esto compensa el defecto en la accion tisular y
asi poder mantener la homeostasis de la glucosa.’

Generalmente la resistencia a la insulina es atribuida a una deficiencia en la union
de la insulina a su receptor, pero se cree que es mas frecuente que sea a causa de
modificaciones posteriores a la union. Entre las alteraciones mas importantes se
puede mencionar la disminucién en el nimero de receptores y de su actividad
cinasa, un incremento en el estado de fosforilacién en residuos Ser/Thr de proteinas
clave como el receptor y su sustrato, la disminucion de las cinasas PI3K y AKT,
defectos en la expresion y funcion del transportador GLUT-4, entre otros. 8

2.5.2 Deterioro en la funcién de las células 3 pancreaticas

A partir de que un individuo se encuentra en un continuo estado alterado del
metabolismo de la glucosa y por consecuencia con una marcada resistencia a la
insulina, la homeostasis de los &cidos grasos libres en sangre se encuentran
incrementados generando una lipotoxicidad.®

La mayoria de los acidos grasos se encuentran en el tejido adiposo, este tiene la
capacidad de liberar diversas proteinas diabetogénicas como el TNF, la IL-6,
adipocitocinas, resistina y leptina, entre otras, esta Ultima es una hormona que actla
en el centro de saciedad localizado en el hipotalamo, donde disminuye el apetito al
inducir la sensacion de saciedad. En el pancreas la leptina puede inducir apoptosis
en las células B porque inhibe la biosintesis de insulina, incrementa reacciones
inflamatorias y produce estrés oxidativo. Por lo consiguiente, es muy probable que
el dafio inicial sea mas un efecto de lipotoxicidad, propia de la liberacion de los
acidos grasos libres desde adipocitos resistentes a la insulina, pero que en la
medida que avanza la enfermedad se perpetia por la glucotoxicidad.%2°

2.6 Tratamiento de la DM2

La terapia actual de la DM2 se basa en tres partes fundamentales para el paciente:
la primera es implementar una dieta equilibrada, la segunda es adicionar el ejercicio
en el estilo de vida del paciente, ya que generalmente son personas con habitos
sedentarios. En una tercera parte se adiciona el tratamiento farmacolégico que
segun la evaluacion de un médico determinara que farmaco va mejor con la
condicion metabolica del paciente. Es importante hacer énfasis que para tener un
abordaje terapéutico adecuado y exitoso se tienen que complementar estas tres
partes, pero el tratamiento farmacoldgico es fundamental para mejorar la calidad de



vida del paciente. En la actualidad se conocen multiples grupos de farmacos para
el tratamiento de la DM2, los cuales se mencionaran a continuacion.

2.6.1 Biguanidas

Actualmente el Unico farmaco en el mercado de este tipo es Metformina, en un
pasado también podiamos encontrar a fenformina (Figura 3) pero fue retirado del
mercado por incrementar el riesgo de acidosis lactica en los pacientes. La
metformina en un inicio disminuye la produccién de glucosa hepética por la
inhibicion de la gluconeogénesis. Posteriormente mejora la sensibilidad a la insulina
periférica en el musculo esquelético por el incremento en la actividad tirosin cinasa
del receptor de insulina y la translocacion del transportador de glucosa (GLUT-4) a
la membrana celular. También mejora la capacidad de respuesta de las células 8 a
una carga de glucosa mediante la correccion de la toxicidad de la glucosa. Ademas,
la metformina aumenta el nivel del péptido enddgeno similar al glucagon (GLP-1)
entre el doble y el triple, actuando a través de un mecanismo distinto al del inhibidor
de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4).%!

El mecanismo de accion exacto de la metformina, no se conoce aun del todo. Sin
embargo, el mecanismo posiblemente mas importante se da al activar a una enzima
denominada proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK).?? A nivel
subcelular, las biguanidas se fijan a la membrana mitocondrial, donde alteran los
sistemas de transporte, este tipo de farmacos no llegan a producir hipoglucemia,
sino que reducen la hiperglucemia basal y posprandial.?®
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Figura 3. Biguanidas

2.6.2 Sulfonilureas

Derivados de sulfonamidas, este tipo de farmacos son secretagogos de insulina. Se
unen al receptor sulfonilurea (SUR-1) en la membrana de células B pancreaticas,
cerrando asi el canal K* sensible al ATP asociado. La inhibicion de estos canales
conduce a la despolarizacién de la membrana celular, posterior a la apertura de
canales de calcio con voltaje, luego a la fusion de los granulos de insulina con la
membrana celular, llegando asi a la liberacion de la insulina en la sangre. Este
efecto es independiente de las concentraciones de glucosa en plasma, lo que



aumenta el riesgo de hipoglucemia. En la Figura 4 podemos observar algunos
farmacos representativos de este grupo.?!
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Figura 4. Sulfonilureas

2.6.3 Glinidas

A partir de los anos 90’s salio a la venta repaglinida y a partir de entonces han sido
lanzados otras moléculas pertenecientes a este grupo. Las glinidas acttan de forma
similar a las sulfonilureas, ya que se unen al receptor SUR-1, con la diferencia de
gue se unen en un lugar diferente al de las sulfonilureas). El bloqueo de los canales
K* dependientes de ATP conduce a la despolarizacion de la membrana celular, a la
apertura de los canales de calcio y, por lo tanto, a la liberacion de insulina. Las
glinidas tienen un inicio y una duracién de accibn mas cortos en comparacion con
las sulfonilureas, debido a su afinidad de union mas débil y a una disociacion mas
rapida del receptor SUR-1.%!
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2.6.4 Inhibidores de la a-glucosidasa

Los polisacéaridos, oligosacaridos y disacaridos son transformados en
monosacaridos mediante la hidrolisis producida por las a-glucosidasas
glucoamilasa, sacarasa, maltasa e isomaltasa que se encuentran en la superficie
luminal de las microvellosidades intestinales.?®> La acarbosa (Figura 6), es el
principal inhibidor de la glucosidasa, retarda la digestion de los carbohidratos,
retrasando asi la absorcién de la glucosa y reduciendo los niveles de glucosa
postprandiales. Debido a su mecanismo de accién, no causan hipoglucemia.?*
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Figura 6. Inhibidores de la a-glucosidasa

2.6.5 Tiazolidindionas

Las tiazolidindionas (TZD) son una clase de farmacos insulinosensibilizadores que
se caracterizan por sensibilizar o incrementar la accion de la insulina sin que
aumente su secrecion, por lo que son utiles en situaciones en que se desarrolla
resistencia a la insulina.??

Las TZD actian principalmente en el musculo esquelético y el tejido adiposo
activando el factor de transcripcion nuclear del receptor activado de proliferador de
peroxisomas gamma (PPAR-y), provoca que aumente la absorcion de glucosa por
el musculo esquelético, mejora la funcion de las células B pancreaticas y de los
receptores de insulina en el tejido adiposo, musculo esquelético e higado.?!

Actualmente en el mercado solo podemos encontrar a Pioglitazona (Figura 7)
debido a que los demas farmacos pertenecientes a este grupo han sido retirados
del mercado debido a que se le ha relacionado con cardiotoxicidad.?*
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Figura 7. Tiazolidindionas

2.6.6 Analogos de amilina

La amilina es liberada junto con la insulina por las células beta pancreéticas. La
disfuncion de las células beta resulta en una deficiencia tanto de insulina como de
amilina. La amilina disminuye el vaciamiento gastrico, disminuyendo asi la velocidad
de absorcion de los alimentos, un mecanismo posiblemente mediado centralmente.
También es posible que aumente la saciedad y disminuya la ingesta calérica.?!

En el mercado podemos encontrar a Pramlintida (Figura 8) que ha sido aprobado
por la FDA, para su uso por pacientes diabéticos tipo 1 y tipo 2 que usan insulina.
Pramlintida permite a los pacientes usar menos insulina, reduce los niveles de
glucosa en sangre y aminora sustancialmente la subida de glucosa posterior a la
ingesta de alimentos en los pacientes.?®

H-Lys-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Ala-
-Thr-Gln-Arg-Leu-Ala-Asn-Phe-Leu-
-Val-His-Ser-Ser-Asn-Asn-Phe-Gly-
—-Pro-Ile-Leu-Pro-Pro-Thr-Asn-Val-
-Gly-Ser-Asn-Thr-Tyr-NH,

Figura 8. Pramlintida, analogo de amilina

2.6.7 Inhibidores de la DPP-4

La DPP-4 es una enzima de membrana plasmatica ampliamente expresada en todo
el cuerpo, Los inhibidores del DPP-4 inhiben la degradacion enzimética de las
incretinas, GLP-1 y el GIP, aumentando asi el nivel bioactivo endégeno de GLP-1
en 2-3 veces, esto aumenta la secrecion de insulina de forma dependiente de la
glucosa, a diferencia de las sulfonilureas, que actian de forma independiente de la



glucosa por lo que hay un menor riesgo de provocar hipoglicemia y ademas
disminuye la secrecién de glucagén.?%:26

Los inhibidores de la DDP-4 disponibles en la actualidad incluyen sitagliptina,
saxagliptina, linagliptina, vildagliptina y alogliptina (Figura 9).
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Figura 9. Inhibidores de la DPP-4

2.6.8 Agonistas de GLP-1

La secrecion de insulina es estimulada durante la absorcion de la ingesta de
alimentos por la liberacién de hormonas intestinales incretinicas: el péptido similar
al glucagon-1 (glucagon-like peptide 1, GLP-1) y el polipéptido inhibidor gastrico
(glucose-dependent insulinotropic peptide, GIP). Hasta un 50-70% de la liberacién
de insulina posprandial se debe al efecto de las incretinas. Ademas, el GLP-1
suprime la liberacién de glucagon por las células o pancreaticas, retarda el
vaciamiento gastrico mediante la inhibicibn de la motilidad gastroduodenal,
potenciando la saciedad y reduciendo la ingestiéon de comida.?’

Como terapia existen los GLP-1 mimeéticos peptidicos se dividen a su vez en
analogos basados en GPL-1 (glutidas) y analogos basados en exendina-4
(xenatidas). Del primer grupo tenemos a liraglutida (Figura 10) es un agonista GLP-
1 de accion prolongada con una homologia de 97% de aminoacidos con el GLP-1
endogeno humano, debido a que en su estructura se encuentra un acido graso de
16 carbonos que se une covalentemente al acido graso de la albumina que lo
protege de la degradacion por la DPP-4 por lo cual prologa su vida media. La
liraglutida estimula la secrecion de insulina dependiente de la glucosa e inhibe la
secrecion de glucagon.?t-27



Por otro lado, tenemos al grupo de analogos basados en exendina-4, el farmaco
mas conocido es la exenatida (Figura 10). Fue el primer farmaco agonista GLP-1
desarrollado y aprobado por la FDA en 2005. Es una forma sintética de exendina-4,
originalmente identificado en la saliva del monstruo de Gila, que comparte
aproximadamente un 50% de homologia secuencial con el GLP-1 enddégeno,
mientras que posee una vida media mas larga, debido a su mayor resistencia a la
degradacion por DPP-4 y a su mayor afinidad efectiva con los receptores.??
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Figura 10. Inhibidores de GLP-1

2.6.9 Glifozinas

La glucosa se filtra libremente por los rifiones y se reabsorbe en el tibulo proximal,
por lo que se puede alcanzar un maximo de transporte de glucosa. La reabsorcién
de la glucosa se produce a través del cotransportador sodio-glucosa 2 (SGLT-2),
son proteinas transportadoras de alta capacidad, baja afinidad y unidas a la
membrana. Los SGLT-2 son responsables de hasta el 90% de la reabsorcion de
glucosa y actuan independientemente de la insulina. A través de la reabsorcion
completa, no hay glucosuria, como lo seria en condiciones normales.

Los SGLT-2 estan aumentados en los pacientes con DM2, lo que resulta en un
aumento del 20% en el transporte maximo de glucosa, aumentando asi su
reabsorcion. Los inhibidores de SGLT-2 son farmacos que bloquean a estos
cotransportadores, lo que resulta en una disminucion del umbral renal y en el
transporte maximo de glucosa, disminuyendo asi la reabsorcion renal y aumentando
la glucosuria. Este tipo de farmacos proporcionan un nuevo objetivo para tratar la
hiperglucemia a través de la excrecion urinaria de glucosa. Canagliflozina y
empaglifozina (Figura 11) son algunos de las farmacos pertenecientes a este
grupo.?!
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Figura 11. Glifozinas

2.7 Dianas terapéuticas novedosas en la DM2

Como se ha explicado anteriormente la DM2 es una enfermedad metabdlica donde
se encuentran relacionados variados procesos bioquimicos por lo cual lo hace una
enfermedad compleja de entender si se le estudia desde un solo punto de vista, es
por esto que existe una cantidad considerable de farmacos disponibles para su
tratamiento, con el fin de combatir tanto las complicaciones y los sintomas en
diferentes etapas de la enfermedad.

A pesar de la variedad del tratamiento farmacoldgico actual, no todos los pacientes
responden adecuadamente al tratamiento por lo que es necesario generar nuevas
moléculas que sean efectivas en otros blancos terapéuticos relacionados a la DM2,
es por lo que a continuacién se mencionaran las dianas terapéuticas novedosas, las
cuales seran utilizadas en este trabajo.

271 PTP-1B

Se ha postulado que el grado de activacion del receptor de insulina esta
determinado por acciones opuestas a su fosforilacion en residuos de Tyr. Un
mecanismo de regulaciéon de la sefial de insulina que actualmente es sujeto de
estudio, involucra la desfosforilacion de residuos claves de Tyr en el asa de
activacion del receptor por la activacion de proteinas tirosin fosfatasas (PTP).18

Cuando la insulina se une a su receptor, la tirosina cinasa citosolica se activa por la
autofosforilacion de tres residuos de tirosina agrupados dentro del dominio de la
cinasa, que a su vez fosforila las proteinas del sustrato del receptor de insulina
(IRS). En su estado fosforilado, el IR recluta y fosforila moléculas citosolicas
adicionales como el sustrato receptor de insulina 1 (IRS-1). El IRS-1 fosforilado es
reconocido por otras proteinas que contienen dominio SH2, particularmente el
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), que a su vez fosforila otros subestratos como la
AKT. Mediante esta cascada, la insulina desencadena numerosos procesos



biolégicos como la sintesis de glucogeno y la sintesis de acidos grasos. El PTP-1B
(Figura 12) se establecié como una enzima clave en la desfosforilacion de los IR,
asi como su componente de sefializacion el IRS-1.28.2°

Estudios recientes en modelos de ratones knock-out han proporcionado evidencias
qgue relacionan directamente a PTP-1B como regulador especifico de la via de
accion de la insulina con influencia en la regulacion del peso corporal y en el gasto
energeético, ademas también participa en la regulacidbn negativa de la via de
sefializacion de leptina mediante la desfosforilacion de moléculas de las cascadas
de sefializacién previa.?®
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Figura 12. Via de sefalizacion de insulina donde participa PTP-1B (modificado) 2°

2.7.1.1 Inhibidores de PTP-1B

El residuo de tirosina es el elemento clave para el reconocimiento del sustrato por
PTP-1B. El sitio de unién de PTP-1B se divide en tres: un sitio A (pocket de unién
al fosfato primario) que es la zona mas polar de la proteina y se encuentra el sitio
catalitico donde los iones de fosfato interactian, después esta el sitio B que es el
pocket de unién al fosfato secundario que se relaciona con la especificidad del
sustrato y por ultimo el sitio C que es una gran region plana donde se pueden
acomodar sustitutos con carga negativa o de tipo lipofilica.?8-30
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Diferentes grupos de trabajo han desarrollado multiples inhibidores de PTP-1B
donde destacan grupos acidos como el anillo de tiazolidindiona®!, acidos 2-
carbometoxibenzoicos, 4acidos oxalilaminobenzoicos®?, derivados de &cido
cindmico, tetrazoles y acidos a-cetocarboxilicos?®. En nuestro grupo de trabajo se
han desarrollado moléculas con fragmento acido que han inhibido a PTP-1B como
lo son SER1, una bencilidentiazolidindiona N-sustituida3334, GHA-3, un derivado de
acido fenilpropanoico® y ACB-2, una bencilidentiazolidindiona®®¢ (Figura 13).
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Figura 13. Moléculas desarrolladas en nuestro grupo de trabajo con actividad inhibitoria sobre
PTP-1B

2.7.2 Aldosa reductasa

Variados estudios han revelado una relacion entre el metabolismo de la glucosa a
través de la via de los polioles y las complicaciones de la DM2 a largo plazo. Aldosa
reductasa, (AKR) es la primera enzima en esta via que reduce la glucosa a sorbitol
utiizando como cofactor a NADPH; al mismo tiempo la enzima sorbitol
deshidrogenasa oxida al sorbitol en fructosa que utiliza como cofactor al NAD*
(Figura 14). Sin embargo, en condiciones de DM2, el nivel de glucosa en esta via
aumenta y el sorbitol se produce mas rapido de lo que se oxida a fructosa. Entonces
la glucosa y el sorbitol se acumulan y no pueden atravesar la membrana celular
facilmente, por lo tanto causa hinchazon osmatica y disfuncion celular en tejidos
como nervios, el cristalino y células glomerulares. Ademas, hay incremento en la
conversion de NADH/NAD™ que resulta en la acumulacién de triosas fosfato, lo que



conlleva a la formacién de metilglioxal que forma productos de glicacion avanzada
capaces de causar un grave dafio celular.3”38
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Figura 14. Via de los polioles (modificado) 3°

2.7.2.1 Inhibidores de aldosa reductasa

Se sabe que estos resultados metabodlicos anormales en la via de los polioles son
responsables de las complicaciones diabéticas que se mencionaron anteriormente
como cataratas, retinopatia, neuropatia y nefropatia, por lo tanto la inhibicion de
esta enzima ha recibido una gran atencion como un objetivo terapéutico atractivo
para el disefio de farmacos que sean capaces de contrarrestar el desarrollo de
complicaciones diabéticas a largo plazo.

En la actualidad el inhibidor mas conocido para esta enzima es tolrestat, un acido
carboxilico, que fue retirado del mercado debido al riesgo de toxicidad hepética
grave que generaba en los pacientes.*® Otro inhibidor conocido es sorbinilo, una
espirohidantoina que resulté efectivo en el tratamiento de cataratas pero fue retirado
debido a efectos cutaneos severos e hipersensibilidad®, en nuestro grupo de
trabajo también se han desarrollado moléculas que han mostrado ser buenos
inhibidores de AKR como lo es MGJ-8, un derivado del acido 2-(4-hidroxifenoxi)
propiénico** y ACB-7 (Figura 15), un derivado del acido fenilpropanoico, que
ademas tuvo un efecto polifarmacoldgico en otros targets involucrados en la DM2.4?
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Figura 15. Algunos inhibidores de aldosa reductasa
2.7.3 GPR-40

GPR-40 o también llamado receptor de acidos grasos libres (FFA1) pertenece a la
clase A de la familia de los receptores acoplados a proteina G (GPCR). Se expresa
principalmente en las células  pancreaticas y también en células enteroendocrinas.
Este receptor no sélo esta implicado en la secrecién directa de insulina estimulada
por la glucosa en las células B, sino que también estimula la liberacion de GLP-1 en
las células enteroendocrinas. Este mecanismo de accién dual proporciona una
justificacion para desarrollar agonistas de GPR-40 como secretagogos de insulina
dependientes de glucosa para el tratamiento de la DM2.43

Los acidos grasos libres (FFAs) solo estimulan la liberacion de insulina en presencia
de glucosa, en un estado metabolico alterado se tienen altas concentraciones de
glucosa y de FFAs. La activacion del GPR-40 por FFAs promueve el intercambio
GDP/GTP en la subunidad Ggq11 del receptor, lo que resulta en su desplazamiento
de las subunidades B/y. La subunidad Gga1 se une a la fosfolipasa C (PLC), este a
su vez hidroliza PIP2 a DAG e IPs. El IP3 se une a su receptor en el reticulo
endoplasmico y promueve la liberacion de calcio intracelular, mientras que el DAG
activa la PKD1 y conduce a una liberacién posterior de insulina (Figura 16).344
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Figura 16. Mecanismo de liberacion de insulina mediado por GPR-4 44

2.7.3.1 Agonistas de GPR-40

Los &cidos grasos de cadenas medias y largas son potentes activadores de GPR-
40, compuestos que exhiben cambios en el grupo del &cido carboxilico, como los
respectivos ésteres metilicos, resultaron inactivos en pruebas in vitro, lo que
demostré que son necesarias las caracteristicas acidas de este grupo funcional para
la actividad agonista.** Los agonistas generalmente son moléculas lipofilicas que
contienen una funcionalidad de carboxilato o un bioiséstero reconocible del mismo.
Una caracteristica comun en estos agonistas reportados es un anillo arilo situado a
dos atomos de distancia de un carboxilato o grupo equivalente.*®

Se han reportado numerosos agonistas para GPR-40 como lo es TAK875, GW9508
y AMG8374%, los cuales ademas han tenido un excelente desempefio en pruebas
tanto in vitro como in vivo. En nuestro grupo de trabajo también se han obtenido
moléculas capaces de ser agonistas de este receptor como lo es ACB-7 (Figura
17).42
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Figura 17. Algunos agonistas de GPR-40

2.8 Hidantoinas biolégicamente activas

Diversos estudios han revelado que el anillo de hidantoina tiene actividad sobre
multiples dianas terapéuticas, inclusive se le ha denominado como un scaffold
privilegiado*’, anteriormente se mencioné a sorbinilo (Figura 18), potente inhibidor
de AKR que dentro de su estructura contiene al anillo de hidantoina, sin embargo
su utilizacién solo quedo en ensayos preclinicos.

En la terapéutica actual podemos encontrar algunos farmacos con este scaffold
como lo son la fenitoina y la fosfenitoina ambos utilizados como anticonvulsivos,
nilutamida, un antiandrégeno utilizado en el tratamiento del cancer de prostata,
nitrofurantoina, un antimicrobiano utilizado en infecciones urinarias y dantroleno que
es utilizado como relajante muscular*® (Figura 18).
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Figura 18. Farmacos que contienen el anillo de hidantoina

Por otro lado, Youssef y colaboradores encontraron hidantoinas con actividad
antimicrobiana en una especie de esponja marina (Hemimycale arabica), dentro de
las moléculas que identificaron como activas esta el compuesto 1, una
becilidenhidantoina (Figura 19), esta molécula se encuentra presente en los
compuestos presentados en este proyecto (THA 1-3). Ademas de que este grupo
de trabajo encontr6 que el compuesto 1 mostro actividad citotoxica moderada contra

células HelLa.*®
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Figura 19. Comparacién de estructuras entre la molécula 1 y los compuestos THA 1-3



3. JUSTIFICACION

La alta incidencia de la DM2 es debida a los estilos de vida actuales de tipo
sedentarios y asi como un mal manejo por parte del sector salud hacia las
campafas de prevencion de la enfermedad. La terapia actual que se utiliza para el
tratamiento de la DM2 es efectiva, sin embargo con el paso del tiempo los pacientes
van generando una tolerancia al tratamiento y en algunos casos experimentan
reacciones adversas graves. Por |o tanto es importante generar investigacion sobre
nuevas moléculas que puedan actuar sobre diversos blancos terapéuticos para
abordar a la enfermedad en distintos estadios y asi proveer al paciente una mejor
calidad de vida.

Por otro lado, no se ha encontrado una molécula prometedora que pueda actuar
como agonista de GPR-40 o como un inhibidor de PTP-1B. En este proyecto se
pretende generar moléculas que puedan actuar como secretagogos de insulina
dependientes de glucosa por medio de GPR-40, y favorecer positivamente la
sensibilidad a la insulina y leptina a partir de la inhibicion de PTP-1B vy
adicionalmente que sea capaz de inhibir a la enzima aldosa reductasa para tratar
las complicaciones que se presentan los pacientes y asi abordar la enfermedad por
distintas vias.



4. HIPOTESIS

Los compuestos de tipo hidantoina y bioisésteros acidos seran ligandos de las
enzimas PTP-1B y aldosa reductasa, asi como del receptor GPR-40 manifestando
efectos antidiabéticos.

5. OBJETIVOS

Objetivo particular

- Disenfar, sintetizar y evaluar in silico e in vivo los compuestos de tipo
hidantoina y bioisésteros acidos como ligandos de las enzimas PTP-1B y
aldosa reductasa asi como del receptor GPR-40.

Objetivos especificos

- Sintetizar y caracterizar los compuestos de tipo hidantoina y bioisGsteros
acidos mediante técnicas espectroscopicas (RMN de H y 13C) y
espectrométricas (EM).

- Efectuar ensayos in silico para conocer algunas propiedades
farmacocinéticas y toxicoldgicas de los compuestos de tipo hidantoina y
bioisésteros acidos, haciendo uso de herramientas quimioinformaticas

- Realizar ensayos de acoplamiento molecular de los compuestos sobre GPR-
40, PTP-1B y aldosa reductasa.

- Efectuar ensayos in vivo de los compuestos elegidos mediante el analisis
farmacoldgico de consenso en un modelo murino experimental de diabetes
no insulinodependiente.



6. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO MOLECULAR

Para el disefio molecular de los compuestos THA 1-5, se utilizaron los siguientes
criterios quimio-farmaceéuticos:

- Bases para el disefio molecular
- Bioisosterismo
- Reglas de Lipinski

Para este proyecto se tomaron como base dos moléculas, las cuales fueron sorbinilo
inhibidor de la enzima aldosa reductasa y AMG837 potente activador de GPR-40
(Figura 20). Estas dos moléculas fueron elegidas debido a su destacada actividad
biolbgica, sorbinilo presenta una ICso de 0.017 uM como inhibidor de AKR3’ y
AMGS837 una ECso de 0.025 pM como agonista de GPR-40%, a este tipo de
compuestos con actividades menores a 1uM se les denomina compuestos leads.

0
>~NH
FsC g OH E HN \\\\\\§O
(J °
Figura 20. Moléculas utilizadas para el disefio de los compuestos THA 1-5, AMG837 (izquierda) y
sorbinilo (derecha)

Es importante destacar que ambas moléculas tienen como farmacéforo a un grupo
acido, lo cuales comparten ciertas caracteristicas fisicoquimicas y por lo tanto se
pretende que tengan una actividad biologica parecida, lo cual conocemos como
bioisosterismo.?° En la Tabla 1 se muestran algunas propiedades importantes de
los bioisOsteros acidos utilizados en el proyecto comparados con el anillo de
tiazolidindiona, scaffold destacable dentro de los compuestos con actividad
antidiabética.>!

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de bioisésteros acidos

Estructura
2 NH
j\: Y=o 6.46 46.17 -0.54
S
0]
PN 4.75 37.30 -0.19
R OH
Q
NH
\\[ )=o 8.93 58.20 -1.69
N
H
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Posterior a este analisis del grupo &cido, el siguiente paso fue utilizar el farmacéforo
unificado para compuestos antidiabéticos que consta de los siguientes
componentes (Figura 21):

Region Espaciador
Hidrofébica flexible

Regi on R"Egi on
Aromatica Acida

~ )@

Figura 21. Farmacdforo unificado para compuestos antidibéticos

Region acida: es la parte mas importante de este farmacoforo ya que mimetiza a los
acidos carboxilicos de los ligandos enddgenos que permite interacciones
importantes con aminoacidos basicos en los receptores o enzimas para favorecer
la unién.

Region aromatica: esta unido estrechamente con la regidén acida y adicionalmente
permite interacciones de tipo Tr-1r.

Espaciador flexible: le da la molécula grados de libertad para tomar conformaciones
tipo “U” y asi poder ensamblar en el sitio activo del blanco terapéutico.

Region hidrofobica: permite interacciones no polares con algunos residuos del sitio
activo y asi favorecer la energia de union.

A partir de los conocimientos descritos anteriormente se realizaron cambios
estructurales apropiados utilizando criterios de bioisosterismo que se describiran a
continuacion. Como se menciond anteriormente AMG837 es un agonista del
receptor GPR-40 descubierto por la farmacéutica Amgen. Para llegar hasta la
molécula final partieron desde un estudio de high-throughput screening (HTS)
donde iniciaron explorando la parte acida de una serie de compuestos
fenilpropionico B-sustituidos, hicieron diferentes sustituciones en la posicion 3 al
carbonilo donde obtuvieron que la molécula con el grupo 2-butino unido en esta
posicion, poseia la mejor actividad sobre el receptor.

Posteriormente se dedicaron a realizar cambios en la parte de la cola hidrofébica,
dentro de los cambios mas significativos y con mejores resultados en pruebas in
vitro fue adicionar un anillo aromatico a la cola, donde este segundo anillo se
encontrara en posicion meta y con un grupo trifluorometilo en posicién para. Asi
pues se encontré a la molécula AMG837, a la cual ya se le ha determinado
propiedades farmacocinéticas en rata, raton, perro y mono, donde presenta una baja
depuracion, una larga vida media y una alta biodisponibilidad oral en las cuatro
especies preclinicas ensayadas.*®
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En adicion a la informacién anterior nuestro grupo de trabajo también ha obtenido
moléculas con el grupo fenilpropanoico como ACB-7%¢ y MGD-14°2, asi como
moléculas derivadas del acido fenoxipropanoico p-sustituidas como lo es el caso de
MGJ-5* y AGH-2%° (Figura 22), las cuales mostraron muy buena actividad in vitro
como in vivo. La sustitucion de la cola hidrofobica con dos anillos aroméaticos es
tipicamente usada ya que han sido los compuestos con la mejor actividad biologica
como por ejemplo ACB-7 y SHF1.3453
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Figura 22. Moléculas sintetizadas en nuestro grupo de trabajo utilizadas en el disefio de lo
compuestos THA 1-5
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Teniendo todo el conocimiento anteriormente descrito se determiné realizar dos
series de moléculas donde el cambio estructural de mayor impacto estaria dado en
la parte acida. La primera serie (THA 1-3) tendria al anillo de hidantoina, debido a
que al realizar un reemplazamiento bioisostérico clasico de azufre por nitrégeno en
el anillo de TZD, se obtendrian moléculas que podrian interactuar tanto con aldosa
reductasa y PTP-1B, con altas probabilidades de ser ligandos de GPR-40 debido a
las caracteristicas del patron farmacoforico unificado, es importante destacar que
anteriormente en nuestro grupo de trabajo se han obtenido moléculas con el acido
barbittrico, homologo superior de la hidantoina, que han sido capaces de activar al
receptor GPR-40.5

Por otro lado, tenemos a la segunda serie (THA 4-5) donde serian compuestos
derivados del acido de Meldrum, manteniendo las caracteristicas acidas necesarias
y ademas esperando la formacién de un profarmaco al suceder la O-desalquilacion
del &cido de Meldrum, quedando un fragmento derivado del &cido ferdlico con esto



se estaria buscando una molécula que fuera equipotente a la descubierta por
Amgen.

Dentro de los cambios realizados en la parte de la cola hidrofobica se realizaron de
tres tipos, la primera donde se tiene al bifenilcarbonitrilo, fragmento tomado de la
molécula SHF1 que anteriormente ya se mencioné su destacada actividad biolégica
y bajo el criterio de fusion de anillos se obtiene el fragmento de naftilo.

Posteriormente se utilizaron los criterios de Lipinski para evaluar las propiedades
fisicoquimicas de los compuestos THA 1-5, con el fin de que estas propiedades
cumplan con lo establecido para ser compuestos candidatos a farmaco y asi poder
garantizar la llegada a su sitio de accion.

Para valorar las propiedades fisicoquimicas de las moléculas THA 1-5, se utiliz6 el
programa en linea Molinspiration Cheminformatics®® (Figura 23) el cual ofrece una
variedad de herramientas como la evaluacién del espectro de actividad de
moléculas, un constructor y visualizador de moléculas, entre otras. Para este caso
se utilizé6 el calculo de propiedades moleculares donde evalla los criterios
establecidos por las reglas de Lipinski®®, asi como el nimero de violaciones a estas.
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Figura 23. Programa Molinspiration Cheminformatics online (http://www.molinspiration.com/)

En la Tabla 2 se pueden apreciar los resultados arrojados por este programa donde
se observa los compuestos con el acido de Meldrum presentan una violacion a las
reglas, esto se debe al miLogP que es mayor a 5 pero a pesar de esto se considera
gue tendran una buena absorcién y seran permeables a la membrana celular, al
igual que los deméas compuestos.



Tabla 2. Propiedades de los compuestos finales calculados en el programa Molinspiration
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este trabajo esté dividido en tres partes:

Parte quimica: Fue realizada en el Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado de
Morelos (FF-UAEM). En donde se llevaron a cabo las consideraciones para
el disefio de las moléculas a sintetizar, seguido por el analisis retrosintético y
la sintesis quimica. Los andlisis de Resonancia Magnética Nuclear: H y 13C
y espectrometria de masas (ionizacidén por impacto electrénico) se realizaron
en colaboracion con el Dr. Emanuel Hernandez Nuafez del departamento de
Recursos del Mar CINVESTAV Unidad Mérida y la cristalografia de Rayos X
se realizé en colaboracion con el Dr. Hugo Tlahuext Romero del Centro de
Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del Estado de
Morelos (CIQ-UAEM).

Parte in silico: Esta conformada por la prediccién de la actividad biol6gica
utilizando el programa PASS (por sus siglas en inglés Prediction of Activity
Spectra of Substances: prediccion del espectro de actividad de sustancias),
estimacion de propiedades ADMET (admetSAR), toxicidad aguda
(ACD/ToxSuite), docking inverso en 18 dianas terapéuticas importantes en la
DM Il (DIA-DB) y la prediccion del blanco terapéutico en moléculas bioactivas
(SwissTargetPrediction).

Se realizaron dos tipos de acoplamiento molecular de los compuestos
obtenidos con el receptor GPR-40 y las enzimas aldosa reductasa y PTP-1B,
los programas utilizados fueron Autodock Vina y MOE; que fueron llevados a
cabo bajo la asesoria del L.F. Edgar Rosales Ortega y el Dr. Gabriel
Navarrete Vazquez en el Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia (FF-
UAEM).

Parte Farmacoldgica: Ensayos in vivo. Se realizé en colaboracion con el
Dr. Samuel Enoch Estrada Soto del Laboratorio 12 de la Facultad de
Farmacia (FF-UAEM) bajo la asesoria de la cDra. Fabiola Chavez Silva y la
L.F. Kathia Gisela Ornelas Mendoza en el animalario de la Facultad de
Farmacia (FF-UAEM). También se realizaron bajo la asesoria del Dr. Elix
Alberto Dominguez Mendoza del Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia
(FF-UAEM) en el animalario de la misma institucion.



7.1 Parte quimica

En la sintesis quimica es de suma importancia establecer correctamente las rutas
de sintesis de los compuestos deseados, es por ello por lo que se debe de realizar
un analisis retrosintético para conocer las materias primas a utilizar. En la Figura
24 podemos observar el andlisis para las moléculas THA 1-3 pertenecientes a la
serie hidantoina:

o A0

HO

Figura 24. Analisis retrosintético para las moléculas THA 1-3

Como primer paso se realizd la desconexion en el bencilideno para obtener el
compuesto aldehido-éter y el anillo de hidantoina, seguido se realiz6 una
desconexion entre el carbono y el oxigeno del enlace éter obteniendo al 4-
hidroxibenzaldehido y los correspondientes halogenuros de metil arilo, asi teniendo
materias primas comercialmente disponibles.

En la Figura 25 podemos observar el andlisis retrosintético para las moléculas THA
4-5 de la serie &cido de Meldrum.
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Figura 25. Andlisis retrosintético para las moléculas THA 4-5

Se inici0 realizando una desconexion en el anillo bencilideno obteniendo el
correspondiente aldehido-éter y el acido de Meldrum, luego se realiz0 una
desconexion entre el carbono y el oxigeno del enlace éter obteniendo al 4-
hidroxibenzaldehido y los correspondientes halogenuros de metilarilo, asi teniendo
materias primas comercialmente disponibles.



7.2 Sintesis quimica

La sintesis de los compuestos THA 1-5 se dividirdn en dos series: la primera
pertenece a los compuestos con el fragmento hidantoina (THA 1-3) y la segunda
serie formado por los compuestos con el acido de Meldrum (THA 4-5).

7.2.1 Metodologia para la sintesis general de los compuestos THA 1-3

Para la primera serie se realizaran reacciones de tipo Sn2 donde se partira desde
el 4-hidroxibenzaldehido (7) y los intermediarios 8-10 para obtener los precursores
11-13, seguido se realizara una condensacion de Knoevenagel entre los
precursores obtenidos (11-13) y el anillo de hidantoina para obtener los compuestos
finales THA 1-3 (Figura 26).
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Figura 26. Sintesis general de los compuestos de tipo hidantoina (THA 1-3)



7.2.2 Metodologia para la sintesis general de los compuestos THA 4-5

Para la segunda serie se iniciara con reacciones de tipo Sn2 donde se partira desde
el 4-hidroxibenzaldehido (7) y los intermediarios 8-9 para obtener los precursores
11-12, posteriormente se realizara una condensacion de Knoevenagel entre el
metileno del 4cido de Meldrum (15) y el aldehido de los precursores 11-12. para
obtener los compuestos finales THA 4-5 (Figura 27).
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Figura 27. Sintesis de los compuestos de tipo bioisosteros &cidos (THA 4-5)

7.2.3 Caracterizacion estructural de los compuestos precursores y compuestos
finales

Los compuestos finales THA 1-5 sintetizados y purificados fueron identificados y
caracterizados estructuralmente mediante Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (*H y 3C) y Espectrometria de Masas por ionizacién por impacto
electronico; mientras que para el compuesto THA-5 debido a su arreglo cristalino
fue posible determinar su estructura por medio de cristalografia de rayos X.



7.3 Parte in silico

7.3.1 admetSAR

Es importante conocer los procesos involucrados a los cuales una molécula
bioactiva es sometida hasta la llegada a su receptor.

El servidor web admetSAR (Figura 28) calcula algunos parametros
farmacocinéticos de los compuestos y asi mismo brinda informacion sobre la
toxicidad que estos compuestos puedan presentar. Esto lo lleva a cabo a través de
un estudio predictivo relacion estructura-actividad cuantitativo de alta calidad que
puede ser utilizado para evaluar moléculas bioactivas, asi como productos quimicos
ambientales, entre otros.>’

Predict | Optimize | Download | About

Welcome to admetSAR
) @ - source and fie tool for evaluating chemical ADMET properties

'Draw molecule. Predict

® Predict ADMET properties Use old version (admetSAR1)

Main features What is admetSAR

| Read More

News and updates
. No

Figura 28. Interfaz de admetSAR

7.3.2 PASS online

El servidor web en linea PASS (Figura 29) es un software en linea utilizado como
un instrumento para evaluar el potencial biolégico general de los compuestos
disefiados, ademas proporciona predicciones simultaneas de multiples tipos de
actividad biol6gica basado en la estructura de los compuestos organicos.

Esta herramienta brinda un prondstico en mas de 4000 tipos de actividades
biologicas y se basa en estudios de relacién estructura-actividad y se considera
como un tipo de target fishing. Es importante mencionar que los resultados son
dados en probabilidades de ser activo (Pa) y probabilidades de ser inactivo (Pi) con
lo cual se determina la posible actividad de un compuesto.>8
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Figura 29. Pagina web de PASS online

7.3.3 ACD/Tox suite

La toxicidad es una propiedad muy importante cuando se disefilan compuestos
bioactivos, por lo que tener un programa que pueda predecir los posibles efectos
toxicos resulta ventajoso ya que nos advertira si una molécula es potencialmente
dafiina y por lo tanto detener su investigacion.

ACD/ToxSuite (Figura 30) es un programa computacional el cual requiere la compra
de una licencia. Nos ofrece la posibilidad de calcular algunos datos importantes
sobre toxicidad aguda de nuestros compuestos haciendo uso de estudios de
relacion estructura-actividad cuantitativa (QSAR). Entre sus caracteristicas calcula
el blogueo sobre los canales hERG, la inhibicién de algunas isoformas del CYP450
importantes en el metabolismo de farmacos, ademas detecta estructuras que
generen toxicidad, entre otras funciones.®®

Figura 30. Programa ACD/Tox suite
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7.3.4 DIA-DB

Como ya se abordd con anterioridad la DM2 es una enfermedad metabdlica donde
estd comprometida el metabolismo de la glucosa y su utilizacion, la bioquimica
detras es bastante amplia y compleja ya que existen diversas dianas terapéuticas
involucrados en la fisiopatologia de la enfermedad. Por tanto, resulta Gtil conocer si
las moléculas disefiadas presentaran afinidad sobre otros targets ademas de para
el cual fueron desarrolladas.

El servidor web DIA-DB (Figura 31) se ha desarrollado para encargarse de evaluar
compuestos sobre 18 dianas terapéuticas importantes en la DM2 mediante dos
enfoques diferentes; por un lado, compara la semejanza de los compuestos a probar
con los farmacos ya existentes para el tratamiento de la DM2 y por el otro realiza un
screening virtual inverso de los compuestos a probar contra targets identificados
como elementos clave en la enfermedad.

Por lo tanto con el uso de esta herramienta, ademas de confirmar la afinidad que
tendran los compuestos diseflados para su receptor, podemos conocer otros
posibles targets involucrados en la patologia de la DM2 a los cuales seran afines a
nuestras moléculas.®®

nt hers DIA-DB. 2 web server for the prediction of diabetes drugs that uses

Figura 31. Servidor web DIA-DB

7.3.5 SwissTargetPrediction

Conocer los mecanismos de accion de una molécula bioactiva es de gran
importancia ya que con esto se puede predecir ciertos posibles efectos secundarios
0 reacciones cruzadas. El servidor SwissTargetPrediction (Figura 32) ayuda a
predecir las dianas terapéuticas de las que los compuestos disefiados podrian ser



ligandos, usando una composicion de similitud de criterios en 2D y 3D con ligandos
conocidos.

Este servidor tiene la ventaja que ofrece que los compuestos pueden ser evaluados
en cinco organismos diferentes (humano, rata, ratén, vaca y caballo). Algunas de
las predicciones estan basadas en la homologia de proteinas y se encuentra
habilitada para su estimacién en paralogos y ortélogos, por lo que podriamos
denominar a este tipo de estudio como un high-throughput screening inverso, la
Unica desventaja es que para moléculas nuevas este programa no es tan preciso
debido que solo brinda una informacién de similitud estructural, mas no un anclaje
a la proteina como tal.!

Paste a SMILES in this box, or draw a molecule

Prodict the target

Figura 32.Pagina web de SwissTargetPrediction

7.3.6 Acoplamiento molecular

El uso del disefio molecular de compuestos bioactivos asistido por computadora
para el desarrollo de mejores terapias, una mejor comprension de la estructura y
funcidn de proteinas ya esta bien establecida. Estas técnicas han tenido un impacto
directo en la creacion de nuevos farmacos en el mercado. Estos estudios se han
basado en la teoria antigua de “cerradura y llave®, donde se toma la diversidad
conformacional del ligando en cuestion, pero el sitio de unién ya sea una enzima o
receptor, este se considera rigido.6?

El objetivo del acoplamiento molecular es dar una prediccion del complejo de
ligando-receptor utilizando algunos métodos de calculo. El docking o acoplamiento
molecular se puede lograr a través de dos pasos: el primero, mediante el muestreo
de las conformaciones del ligando en el sitio activo de la proteina y el segundo, la
clasificacion de estas conformaciones a través de una puntuacion dada. Idealmente,
los algoritmos de muestreo deben ser capaces de reproducir el modo de union



experimental y la funcion de puntuacion también se deben clasificar mas alto entre
todas las conformaciones generadas.®?

Los programas que realizan acoplamiento molecular tienen en comun que buscan
esa conformacion ideal ligando-proteina, en lo que difieren es en la calificacion que
otorgan a esta conformacion y la energia calculada que tendra dicha union. Existen
tres tipos de scoring function o funcion de puntuacion, la primera es por campos de
fuerza que se desarrollan sobre la base de las interacciones atomicas fisicas,
incluidas las interacciones de van der Waals, las interacciones electrostaticas y las
fuerzas de estiramiento, flexion y torsion de la unién, una limitante en las funciones
de puntuacion del campo de fuerza es cémo tratar el disolvente en la union de
ligandos. Los programas que utilizan este tipo de funcién son DOCK, Autodock, y
GOLD entre otros.

Un segundo tipo son las funciones de puntuacion empiricas, que estiman la afinidad
de union de un complejo a partir de un conjunto de términos energéticos
ponderados, es decir realiza una sumatoria de diferentes términos energéticos
como energia de van der Waals, electrostatica, de enlaces de hidrégeno, entropia,
hidrofobicidad entre otros para luego ser corregido por un coeficiente calculado a
partir de los datos de afinidad de union de un conjunto de complejos proteina-
ligando con estructuras tridimensionales conocidas. En comparacion con las
funciones de puntuacion del campo de fuerza, las funciones de puntuacién empirica
son mucho mas rapidas en los calculos de puntuacion de union debido a la
simplificacion de los términos energéticos. Los programas que utilizan este score
function son FlexX, Glide y MOE por mencionar algunos.

Finalmente tenemos a las funciones de puntuacion basadas en el conocimiento o
basadas en el potencial estadistico, que emplean potenciales energéticos que
derivan de la informacién estructural incorporada en las estructuras atomicas
determinadas experimentalmente. El principio detras de este tipo de funciones es
simple: los potenciales por pares se obtienen directamente de la frecuencia de
ocurrencia de los pares de atomos en el sistema. En comparacion con el campo de
fuerzay las funciones de puntuacién empirica, las funciones de puntuacién basadas
en el conocimiento ofrecen un buen balance entre precision y velocidad, por lo cual
es el método mas recomendable de utilizar, programas como ITScore, DrugScore y
GOLD/ASP utilizan este tipo de score function.®*

Es recomendable realizar un scoring por consenso, es decir, utilizar al menos dos
metodologias diferentes para evaluar lo acoplamientos moleculares y asi dar mas
robustez al célculo, por lo tanto si los resultados con ambos programas logran
correlacionar en cuanto a las moléculas con el mejor score de union y la mejores
interacciones se aproxima a una mejora en la prediccion de la union del ligando con
su receptor.®®

Para este fin se utilizaron las metodologias de dos programas el primero: Autodock
vina (Figura 33), este programa tiene la ventaja de que es un proceso rapido y su



score function esta basado por campos de fuerza. Este software tiene su version
libre, la Unica limitante es que para un mejor funcionamiento debe de utilizarse en

el

sistema  operativo Linux 'y puede ser descargado

http://vina.scripps.edu/download.htm|.66
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Figura 33. Programa Autodock vina

desde

Como segundo programa se utiliz6 MOE (Figura 34), el cual requiere de licencia
para su uso. Dentro de las ventajas que presenta es que se pueden evaluar bases
de datos de conformaciones o moléculas diferentes y opcionalmente, las poses
generadas se pueden limitar para satisfacer los requerimientos de un farmacéforo
con el fin de sesgar la busqueda hacia interacciones importantes conocidas.
Ademas posee una interfaz optimizada basada en escenarios para acoplamiento de

ligandos covalente y acoplamiento guiado por

conocimiento.®’

Ry —— s O Cancor IR

Figura 34. Programa MOE
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7.4 Parte in vivo

7.4.1 Evaluacion bioldgica en un modelo murino no insulino-dependiente

Se utilizaran ratones ICR (CD1) de 30-40 g, seran mantenidos bajo condiciones
estandar de laboratorio (ciclos 12 h dia/noche, 25°C, humedad 45-65%). Todos los
procedimientos seran conducidos de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso
de los animales de laboratorio.

La DM2 serd inducida por una dosis Unica de nicotinamida (20mg/kg) disuelta en
agua destilada, 15 minutos después se administrara estreptozotocina a una dosis
Unica de 100 mg/kg disuelta en buffer de citratos 1M y pH 4.5. Transcurridas 72
horas, se monitorean los niveles de glucosa utilizando un glucometro convencional
y se tendra que observar un aumento en la glucemia en ayudo de los ratones en el
rango de mayor a 150 mg/dL y menores a 250 mg/dL.

Los ratones se dividiran en 3 grupos (grupo vehiculo, control y de prueba), al grupo
vehiculo se le administrara 0.1 mL de tween 80 al 20%, al grupo control se le
administrara Glibenclamida (5mg/kg) y al grupo de prueba se les administrara los
compuestos sintetizados a una dosis exploratoria de 100 mg/kg), teniendo en cuenta
el analisis de consenso farmacoldgico.

La glucemia se mide al inicio del experimento (TO) y posteriormentealas 1, 3,5y 7
horas de la administracion. Los resultados se presentaran en graficas de puntos de
dispersién como la variacion de glucemia contra el tiempo.



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Parte quimica

Se sintetizaron 8 compuestos en total para este trabajo, siendo 5 productos finales
(THA 1-5) y 3 precursores (THA 11-13). A continuacion, se describe el proceso de
sintesis de cada compuesto.

8.1.1 Sintesis de 4'-((4-formilfenoxi)metil)-[1,1'-bifenil]-2-carbonitrilo (THA-11)

Para la obtencion del precursor THA-7 (Figura 35) se llevo a cabo una reaccion de
sustitucion nucleofilica bimolecular entre el 4-hidroxibenzaldehido (7) y el 4-
bromometil-1-bifenil-4-carbonitrilo (8). En un matraz de 10 mL se puso a reaccionar
el 4-hidroxibenzaldehido con el carbonato de potasio para formar el fendxido por
media hora en acetonitrilo a temperatura ambiente con agitacion magnética,
posteriormente se agrego el 4-clorometil-1-bifenil-4-carbonitrilo y se calenté con
bafio maria a 60°C por 4h acoplado a un refigerante, como catalizador se agregé
yoduro de potasio.
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Figura 35. Sintesis del precursor THA-11

8.1.2 Sintesis de 4-(naftalen-1-ilmetoxi)benzaldehido (THA-12)

Para la obtencién del precursor THA-12 (Figura 36) se llevé a cabo una reaccion
de sustitucién nucleofilica bimolecular entre el 4-hidroxibenzaldehido (7) y el 1-
clorometilnaftaleno (9). En un matraz de 10 mL se puso a reaccionar el 4-
hidroxibenzaldehido con el carbonato de potasio para formar el fenéxido por media
hora en acetonitrilo a temperatura ambiente con agitacibn magnética,
posteriormente se agrego el 1-clorometilnaftaleno y se calent6 con bafio maria a
60°C por 6h acoplado a un refrigerante, como catalizador se agregé yoduro de
potasio.
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Figura 36. Sintesis del precursor THA-12

8.1.3 Sintesis del 4-([1,1'-bifenil]-3-ilmetoxi)benzaldehido (THA-13)

Para la obtencion del precursor THA-13 (Figura 37) se llevo a cabo una reaccion
de sustitucion nucleofilica bimolecular entre el 4-hidroxibenzaldehido (7) y el
bromuro de 3-fenilbencilo (10). En un matraz de 10 mL se puso a reaccionar el 4-
hidroxibenzaldehido con el carbonato de potasio para formar el fenéxido por media
hora en acetonitrilo a temperatura ambiente con agitacibn magnética,
posteriormente se agrego el bromuro de 3-fenilbencilo y se calentd con bafio maria
a 60°C por 8h acoplado a un refrigerante, como catalizador se agreg6 yoduro de
potasio.

o
K, cho3 H
MeCN

THA-13

Figura 37. Sintesis del precursor THA-13

8.1.4 Sintesis del 4'-((4-((2,5-dioxoimidazolidin-4-iliden)metil)fenoxi)metil)-[1,1'-
bifenil]-2-carbonitrilo (THA-1)

Para la obtencion del compuesto final THA-1 (Figura 38) se llevd a cabo una
reaccion de tipo condensacion de Knoevenagel. En un matraz de 25 mL se puso el
precursor THA-11 con la hidantoina (14) en tolueno suficiente y agitacion magnética
para homogeneizar durante 45 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
agrego el acido benzoico y la reaccion se calento hasta 90°C en bafio de aceite
hasta observar ebullicibn dentro del matraz, llegando a este punto se agrego la
piperidina gota a gota y se acoplo la trampa Dean-Stark con el refrigerante. La
reaccion se mantuvo por 8h a temperatura constante de ~90°C.
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Figura 38. Sintesis del compuesto final THA-1

8.1.5 Sintesis del 5-(4-(naftalen-1-ilmetoxi)benciliden)imidazolidin-2,4-diona
(THA-2)

Para la obtencion del compuesto final THA-2 (Figura 39) se llevdé a cabo una
reaccion de tipo condensacion de Knoevenagel. En un matraz de 25 mL se puso el
precursor THA-12 con la hidantoina (14) en tolueno suficiente y agitacidbn magnética
para homogeneizar durante 45 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
agrego el acido benzoico y la reaccidon se calenté hasta 90°C en bafio de aceite
hasta observar ebullicibn dentro del matraz, llegando a este punto se agrego la
piperidina gota a gota y se acoplo la trampa Dean-Stark con el refrigerante. La
reaccion se mantuvo por 8h a temperatura constante de ~90°C.
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Figura 39. Sintesis del compuesto final THA-2

8.1.6 Sintesis del 5-(4-([1,1'-bifenil]-3-ilmetoxi)benciliden)imidazolidin-2,4-diona
(THA-3)

Para la obtencion del compuesto final THA-3 (Figura 40) se llevé a cabo una
reaccion de tipo condensacion de Knoevenagel. En un matraz de 25 mL se puso el
precursor THA-13 con la hidantoina (14) en tolueno suficiente y agitacidon magnética
para homogeneizar durante 45 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
agrego el acido benzoico y la reaccion se calento hasta 90°C en bafio de aceite
hasta observar ebullicibn dentro del matraz, llegando a este punto se agregoé la
piperidina gota a gota y se acoplo la trampa Dean-Stark con el refrigerante. La
reaccion se mantuvo por 9h a temperatura constante de ~90°C.
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Figura 40. Sintesis del compuesto final THA-3

8.1.7 Sintesis del 4'-((4-((2,2-dimetil-4,6-dioxo-1,3-dioxan-
5iliden)metil)fenoxi)metil)-[1,1'-bifenil]-2-carbonitrilo (THA-4)

En un matraz de 10 mL se puso a reaccionar a THA-10 (Figura 41) con el &cido de
Meldrum (15) en ~10 mL de tolueno seco, posteriormente se agregd el acido
benzoico y se inicid con el calentamiento a 90°C. Cuando se observo el reflujo
dentro del matraz se agrego la piperidina y se coloc6 la trampa Dean-Strak. Al cabo
de 48h se para la reaccion.
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Figura 41. Sintesis del compuesto final THA-4

8.1.8 Sintesis del 2,2-dimetil-5-(4-(naftalen-1-ilmetoxi)benciliden)-1,3-dioxan-4,6-
diona (THA-5)

En un matraz de 10 mL se puso a reaccionar a THA-11 (Figura 42) con el acido de
Meldrum (15) en ~10 mL de tolueno seco, posteriormente se agrego el acido
benzoico y se inicié con el calentamiento a 90°C. Cuando se observé el reflujo
dentro del matraz se agrego la piperidina y se colocé la trampa Dean-Strak. Al cabo
de 3 dias de tiempo de reaccion se paré la reaccion.
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Figura 42. Sintesis del compuesto final THA-5

En la Tabla 3, se observan las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos
finales sintetizados, asi como de los precursores:

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos sintetizados

Compuesto Estructura Forma fisica 7 e ok ~Rendimiento  Punto de
P reaccion (h) (%) fusién (°C)
N m(NH
THA-1 i o~F HN( Polvo 8 70.94 239.7*
O 0 amarillo
N Polvo
THA-2 O HN amarillo 8 60.87 219.4*
Ok palido
N Polvo .
THA-3 O O/:N(‘( _Palvo. 9 45.80 208.9
(0]
O/YL ? Cristales 206.1 -
THA-4 (Y oo o\ amarilios 48 83.91 208 5
o
N o Cristales 124.2 -
THA-5 OO/c)jA):)T romboidales 144 72.20 128.7
o
N . Cristales 145.6 -
THA-11 O O ° algodonosos 4 94.17 146.5
i Cristal
ristales en
THA-12 () O)L ‘ forma de 6 98.28 1058 -
0 . 107.1
O hojuelas
o
H Cristales de
THA-13 o O* istales d 8 85.42 67.3-67.7
* Punto de descomposicién
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Como se puede apreciar en la tabla anterior, todos los compuestos fueron obtenidos
de manera sélida algunos en forma de cristal, los compuestos con el acido de
Meldrum (THA 4-5) presentaron tiempos de reaccion muy largos a comparacion de
sus precursores 0 de los compuestos de la serie hidantoina (THA 1-3).
Adicionalmente los compuestos de la serie hidantoina (THA 1-3) presentaron
puntos de fusién con descomposicion. Los precursores y los compuestos finales de
la serie de &cido de Meldrum presentan puntos de fusidbn con intervalos
caracteristicos de pureza, el compuesto THA-5 en su forma sdlida presentd un
arreglo caracteristico de un cristal difractable por rayos X, el cual fue analizado por
esta técnica.

8.1.9 Identificacion y caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados

Posterior a la sintesis quimica, se realizé la identificacion estructural de los
compuestos finales mediante resonancia magnética nuclear de 'H y 3C,
espectrometria de masas por impacto electronico (EM) y difraccion de rayos X.

Para el analisis de RMN *H y 13C asi como la EM se realizd en colaboracién con el
Dr. Emanuel Herndndez Nufiez del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del IPN unidad Mérida.

El estudio de difraccion de rayos X del compuesto THA-5 se realiz6 en colaboracion
con el Dr. Hugo Tlahuext Romero del Centro de Investigaciones Quimicas de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (CIQ-UAEM).

8.1.9.1 Espectroscopia de RMN de 'Hy 13C

Los compuestos finales THA 1-5 solo fueron caracterizados por esta técnica, debido
a que todos los precursores ya han sido sintetizados y caracterizados en nuestro
grupo de trabajo asi que solo fueron identificados por medio de su punto de fusion,
los cuales coinciden correctamente.

En el Espectro 1 se puede observar las sefiales de RMN 'H del compuesto THA-1
de RMN H, donde en un desplazamiento quimico de 5.60 ppm se puede observar
la sefial caracteristica de la posicidbn 13 que corresponde al metileno del éter,
seguido se observa la sefial correspondiente a la posicion 7 del doble enlace a 6.39
ppm, luego se observa un doblete a 7.13 ppm (J=8.82) que corresponden a los
hidrégenos 3 y 5 del anillo aromatico, después en el intervalo que va desde 7.52 a
7.69 ppm se observan las sefales que corresponden a la region del bifenil
carbonitrilo y finalmente a 7.96 y 8.11 ppm se observan las sefiales de las
posiciones 10 y 12 respectivamente.
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Espectro 1. Espectro de RMN !H del compuesto THA-1

En el Espectro 2, se observa las sefiales de RMN 13C obtenidas para el compuesto
THA-1 de RMN *3C, donde podemos observar a 68.8 ppm la sefial caracteristica
para la posicion 13 que corresponde al metileno del éter, posteriormente a 108.5
ppm se observan la sefial que corresponde al C7, seguido 110.1 ppm se observa la
senal para el C6”, a 115.1 ppm se observa la senal para los carbonos 3y 5, a 118.5
se observa la sefial para el carbonitrilo, a 125.7 se tiene la sefial para el C8, a 126.2
ppm se logra ver la sefal para el C2”, a 127.9 ppm la sefial que corresponde a los
carbonos 2’y 6’, seguido a 128.2 ppm una sefial para el C1, a 128.8 ppm la senal
para el C2, a 130.1 ppm la senal para el C4”, posteriormente a 131.1 ppm la sefal
que es para los carbonos 2’y 5, a 133.5 ppm la sefial para la posicion 5”, seguido
a 133.8 ppm se observa la sefal para el C3”, a 137.3 ppm se observa la sefial para
la posicién 1°, a 137.4 ppm para el C4’, a 144.1 ppm un senal para el C1”, a 155.6
ppm la seial para la posicion 11, a 158.4 ppm la sefial para el carbono 4 y finalmente
a 165.6 ppm la sefal para el carbonilo de la posicién 9.
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Espectro 2. Espectro de RMN 13C del compuesto THA-1

En el Espectro 3 se puede observar las sefiales de RMN 'H del compuesto THA-
2, donde a 5.56 ppm se puede observar la sefial caracteristica de la posicion 13 que
corresponde al metileno del éter, seguido se observa la sefial correspondiente a la
posicion 7 del doble enlace a 6.40 ppm, luego se observa un doblete a 7.13 ppm
(J=8) que corresponden a los hidrogenos 3y 5, posteriormente a 7.52 ppm (J=7) se
observa una sefial doble de dobles que corresponde a los hidrogenos de las
posiciones 2 y 3, a 7.57 ppm (J=8, 1.8) se observa una sefial mdultiple que
corresponde a la posiciones 2y 6, después a 7.61 ppm (J=8.2) se observa un doble
triplete que corresponde a la posicion 6°, seguido a 7.69 ppm (J=6) se observa un
doblete que corresponde al hidrogeno de la posicion 7°, a 7.94 ppm (J=8) se aprecia
otra senal doble que corresponde para la posicion 4’, a 7.98 ppm (J=9) se muestra
una sefial doble que corresponde para el hidrogeno 5’ y por ultimo a 8.09 ppm (J=8)
la sefal para la posicion 8'.
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Espectro 3. Espectro de RMN !H del compuesto THA-2

En el Espectro 4, se observa las sefiales de RMN 13C obtenidas para el compuesto
THA-2, donde podemos observar a 67.9 ppm la sefial caracteristica para la posicién
13 que corresponde al metileno del éter, posteriormente a 108.5 ppm se observan
la sefial que corresponde al C7, posteriormente a 115.2 ppm se ve una sefial mas
intensa que corresponde para los carbonos 3y 5, a 123.8 ppm se distingue una
senal para la posicion 8, a 125.3 ppm la senal que corresponde al C3’, a 125.7 ppm
la sefial para el C6’, a 126.0 ppm la sefal para el carbono 4’, a 126.1 ppm se ve una
sefal para la posicion 8, a 126.4 ppm se logra apreciar una sefial para el C1,a 126.7
ppm se logra ver una sefal para la posicion 5, a 128.4 ppm aparece la sefial para
el C7’, a 128.7 ppm se aprecia la senal para la posicién 2’, a 155.6 ppm se observa
la sefal para el carbonilo de la posicion 11, a 158.5 ppm se observa una sefial para
el C4 y por ultimo se ve la sefial para el carbonilo 9 a 165.6 ppm.
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Espectro 4. Espectro de RMN 13C del compuesto THA-2

En el Espectro 5 se puede observar las sefiales de RMN 'H del compuesto THA-
3, donde a 5.24 ppm se puede observar la sefial caracteristica de la posicién 13 que
corresponde al metileno del éter, seguido se observa la sefial correspondiente a la
posicion 7 del doble enlace a 6.38 ppm, luego se observa a 7.07 ppm (J=8) una
sefal doble que corresponde a las posiciones 3y 5, seguido a 7.38 ppm (J=1.3) se
logra distinguir una sefal triple de triples la cual corresponde a los hidrégenos de
las posiciones 4” y 2°, seguido a un intervalo de 7.45 ppm a 7.50 ppm se observa
un multiplete que corresponde para las posiciones 57, 3” y 3’, luego a 7.59 ppm
(J=8, 2) se observa una sefial doble de triples que corresponde a 6 y 2, seguido se
encuentra una sefial doble de triples a 7.63 ppm (J=1) que corresponde a 4,
después a un desplazamiento quimico de 7.67 ppm (J=2, 10) se distingue una sefal
doble de triples para las posiciones 2” y 6”, finalmente a 7.75 ppm se observa una
sefal simple para el hidrégeno de la posicion 6°.
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Espectro 5. Espectro de RMN !H del compuesto THA-3

En el Espectro 6, se observa las sefiales de RMN 13C obtenidas para el compuesto
THA-3, donde podemos observar a 69.2 ppm la sefial caracteristica para la posicién
13 que corresponde al metileno del éter, posteriormente a 108.5 ppm se observan
la sefial que corresponde al C7, posteriormente a 115.1 ppm se ve una sefial mas
intensa que corresponde para los carbonos 3y 5, seguido a 125.4 ppm se observa
la sefial para el C4’, a 126.0 se observa la senal para el C6’, a un desplazamiento
guimico de 126.2 ppm se observa la sefial para la posicion 8, a 126.7 se observa la
sefal para las posiciones 27, 6"y 3’, después a 126.7 ppm se observa la sefal para
el C1, a 127.5 ppm se distingue la senal para el C4”, luego a 128.9 ppm se observa
la sefial para las posiciones 6 y 2, a 129.1 ppm se observa la sefial para el C2’, a
131.0 ppm se distingue la sefal para los carbonos 5” y 3”, a 137.5 ppm se ve la
senal para el C1’, posteriormente a 139.8 ppm se observa la sefal para el C1”, a
140.3 ppm podemos ver la sefial para el C5’, a 155.6 ppm se observa la sefal para
el carbonilo de la posicion 11, a 158.4 ppm se distingue la sefial para el C4 y
finalmente a 165.5 ppm se observa la sefial para el carbonilo de la posicion 9.
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Espectro 6. Espectro de RMN 13C del compuesto THA-3
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En la Tabla 4 se encuentran todos los desplazamientos quimicos de las moléculas
THA 1-3 de 'H y 13C, asi como sus multiplicidades y constantes de acoplamiento

Q).

Tabla 4. Desplazamientos quimicos de los compuestos THA 1-3

Posicion THA-1 THA-2 THA-3
(600 MHz, DMSO-Ds) (600 MHz, DMSO-De) (600 MHz, DMSO-Ds)
1H 1H lH

1 - 128.2 - 126.4 - 126.4
2 7.55(J=2,d) | 128.8 | 7.57 (J=8,1.8,d) | 131.1 | 7.59 (J=8, 2, dt) | 128.9
3 7.13(J=8.82,d) | 115.1 | 7.13(J=8,dt) | 1152 | 7.07(J=8,d) | 115.1
4 - 158.4 - 158.5 - 128.4
5 7.13(J=8.82,d) | 115.1 | 7.13(J=8,dt) | 1152 | 7.07(J=8,d) | 115.1
6 7.55(J=2,d) | 128.8 | 7.57 (J=8,1.8,d) | 131.1 | 7.59 (J=8, 2, dt) | 128.9
7 6.39 (s) 108.5 6.40 (s) 108.5 6.38 (s) 108.5
8 - 125.7 - 126.1 - 126.2
9 - 165.6 - 165.6 - 165.6
10 8.09 (s) - - - - -
11 - 155.6 - 155.6 - 155.6
12 8.10 (s) - - - - -
13 5.60 (s) 68.8 5.53 (s) 67.9 5.24 (s) 69.2
1’ - 137.3 - 132.2 - 137.5
2’ 7.52(J=7,dd) | 127.9 | 7.52(J=7,dd) | 128.7 | 7.38(J=1.3tt) | 129.1
3 7.61(J=7,dt) | 131.1 | 7.52(J=7,dd) | 125.3 | 7.45 (J=8, 10, m) | 126.7
4 - 137.4 | 7.94(J=8,d) | 126.0 | 7.63 (J=1, 10, dt) | 125.6
4a’ - - - 131.1 - -
5 7.61(J=7,dt) | 131.1 | 7.98(J=9,d) | 126.7 - 140.3
6 7.52(J=7,dd) | 127.9 | 7.61(J=8.2,dt) | 125.7 7.75 (s) 126.0
7 - - 7.690 (J=6,d) | 128.4 - -
8 - - 8.090 (J=8,d) | 123.8 - -
8a’ - - - 133.2 - -
17 - 144.1 - - - 139.8
2” 7.69 (m) 126.2 - -~ | 7.67(3=2,10,dt) | 126.7
3” 7.69 (m) 133.8 - - | 7.45(3=8,10, m) | 131.0
4" 7.58 (tt) 130.1 - - 7.38 (J=1.31t) | 1275
5” 7.69 (m) 133.5 - - | 7.45(=8,10, m) | 131.0
6” - 110.1 - - | 7.67 (=2, 10, dt) | 126.7
C=N - 118.5 - - - -

En el Espectro 7 se puede apreciar las sefales de RMN de *H del compuesto THA-
4 donde a 2.50 ppm se observa la sefal para los hidrégenos de las posiciones 11y
12, seguido a 5.60 ppm se tiene la sefial correspondiente al metileno 14, a 6.40 ppm
se observa una sefial simple que pertenece a los hidrogenos 3 y 5, posteriormente
se aprecia una sefal doble de triples a 7.14 ppm (J=8, 2) que corresponde a las
posiciones 2, 6, 2’y 6’, después a 7.51 ppm (J=7, 1) se muestra un doble de dobles
perteneciente a la posicion 4’, posterior a 7.56 ppm podemos observar una senal
multiple que corresponde a los hidrégenos 3’y 5, a 7.66 ppm se observa otra sefial
multiple perteneciente al hidrogeno 5”, en 7.96 ppm (J=8, 4) se aprecia una sefal
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doble que corresponde a la posicion 3”, a 8.07 ppm se aprecia una sefal simple
para la posicion 6” y finalmente a 8.09 ppm se observa la sefial para el doble enlace
de la posicion 7.
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Espectro 7. Espectro de RMN !H del compuesto THA-4

En el siguiente Espectro 8 se pueden distinguir las sefiales de RMN de 3C para el
compuesto THA-4 donde a 27.3 ppm podemos apreciar la sefial para los carbonos
11y 12, seguido 68.6 ppm se observa la sefial para el C14, seguido a 104.6 ppm
se distingue la sefal para la posicion 10, en 112.0 ppm logramos apreciar una sefial
para el carbono 2”, después a 115.5 ppm se observa la sefial para el CN, en 115.8
ppm se observa una sefal intensa correspondiente a los carbonos 3y 5, a 124.2
ppm podemos ver la sefal para C8, posterior a 125.8 ppm se observa una sefial
intensa para los carbonos aromaticos 2’ y 6’, seguido a 126.4 ppm se aprecia la
sefal para el C1, en 127.0 ppm se observa la sefal correspondiente al carbono 6,
después a 127.3 ppm podemos ver la sefal para la posicion 4, posteriormente a
128.9 ppm se aprecia la sefal para las posiciones 3’y 5’, en 129.3 ppm se observa
la sefal para C3”, en 130.3 ppm se tiene la sefial para el carbono 5”, en 131.5 ppm
se aprecia la senal para el carbono 1’, en 132.2 ppm podemos ver la seial para los
carbonos 2 y 6, posterior a 133.7 ppm se aprecia una sefal que corresponde a 4’,
en 137.4 ppm se tiene la sefial para el C1”, en 156.9 ppm se logra ver la sefal para



la posicion 4, en 160.5 ppm tenemos la sefial para el carbono 7 y finalmente a 163.8
y 163.5 ppm se observan las sefiales para los carbonilos 13 y 9 respectivamente.
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Espectro 8. Espectro de RMN 13C del compuesto THA-4

En el Espectro 9 se pueden apreciar las sefiales de RMN de 'H para el compuesto
THA-5 donde a 2.47 ppm se aprecia una sefal intensa correspondiente a los metilo
del fragmento del acido de meldrum, a 5.21 ppm se observa una sefial simple que
pertenece a la posicion 14, después se aprecia un doble de dobles correspondiente
a los hidrégenos de la posiciones 3y 5 en 7.04 ppm (J=8, 2), seguido se observa
un triplete a 7.36 ppm que corresponde a los hidrégenos de las posiciones 2’y 3,
posterior se observa una sefial multiple a 7.45 ppm que pertenece a las posiciones
2,6,6'y 7. Posteriormente a 7.55 ppm (J=8, 2) se aprecia una sefial doble de triples
correspondiente a 4’, seguido 7.60 ppm (J=7) se observa un doblete que
corresponde a 5’, a 7.64 ppm (J=7, 1) se observa una sefial doble para el hidrégeno
de la posicion 8’ y finalmente a 7.72 ppm se observa la sefial que pertenece al
metino de la posicién 7.
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Espectro 9. Espectro de RMN !H del compuesto THA-5

En el Espectro 10 se pueden distinguir las sefiales de RMN de 3C para el
compuesto THA-5 donde a 40.7 ppm se observa una sefial intensa que pertenece
a los metilos del acido de meldrum, a 69.6 ppm se distingue una sefial para la
posicion 14, en 109.0 ppm se aprecia la sefial para el carbono 10, a 115.6 ppm se
observa una sefal correspondiente a las posiciones 3y 5, a 126.0 ppm se observa
la sefial para C8, a 126.4 ppm podemos observar la sefial para C8’, en 126.5 ppm
se aprecia una sefal correspondiente al carbono 4’, a 126.58 ppm se observa la
senal para el C6’, seguido a 126.6 ppm se distingue la sefal para la posicion 1,
después la sefial a 127.1 ppm pertenece a la posicion 4’, a 127.19 ppm se observa
la sefal para C7’, en 128.0 ppm se aprecia la sefial para C2’, posterior podemos ver
una sefal a 129.4 ppm que pertenece a las posiciones 2 y 6, a 129.5 ppm se
distingue una sefal para la posicion C5’, después a 131.5 ppm podemos observar
la sefial para el carbono 4a’, a 138.0 ppm se aprecia la sefal que corresponde a
C1’, en 140.3 ppm se puede observar una sefal que corresponde al carbono 8a’,
seguido a 140.7 ppm se observa una sefal para C4, a 156.0 ppm se aprecia una
sefal para el metino de la posicion 7, por ultimo a 158.9 y 166.0 ppm se observan
las sefales para los carbonilos C9 y C13 correspondientemente.
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Espectro 10. Espectro de RMN 13C del compuesto THA-5
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En la Tabla 5 se encuentran todos los desplazamientos quimicos de las moléculas
THA-4 y THA-5 de 'H y 3C, asi como sus multiplicidades y constantes de
acoplamiento (J).

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de los compuestos THA 4-5

THA-4 THA-5

Posicién (600 MHz, DMSO-Ds) (600 MHz, DMSO-Ds)
1H 13C 1H 13C
1 - 126.4 - 126.6
2 7.14 (J=8, 2, d) | 128.8 7.45 (m) 129.4
3 6.40 (s) 115.8 | 7.04 (J=8, 2, dd) | 115.6
4 - 156.9 - 140.7
5 6.40 (s) 115.8 | 7.04 (J=8, 2, dd) | 115.6
6 7.14 (J=8, 2, di) | 126.4 7.45 (m) 129.4
7 8.09 (s) 160.5 7.72 (s) 156.0
8 - 124.2 - 126.0
9 - 163.5 - 158.9
10 - 104.6 - 109.0
11 2.50 (s) 27.3 2.47 (s) 40.7
12 2.50 (s) 27.3 2.47 (s) 40.7
13 - 163.8 - 166.0
14 5.60 (s) 68.6 5.21 (s) 69.6
1’ - 1315 - 138.0
2’ 7.14 (J=8,2dt) | 125.8 7.36 (1) 128.0
3 7.56 (M) 128.9 7.36 (1) 126.5
& - 133.7 | 7.55 (J=8, 2, dt) | 127.1
4a’ - - - 131.5
5 7.56 (m) 128.9 | 7.60(J=7,d) | 129.5
6 7.14 (J=8,2dt) | 125.8 | 7.61 (J=8.2, dt) | 125.7
7 - - 7.45 (m) 127.1
8 - — | 7.64(=71,dt) | 126.4
8a’ - - - 140.3
1” - 131.4 - -
2” - 112.0 - -
3” 7.96 (J=8,4, dd) | 129.3 - -
4’ 7.51 (J=7,1dd) | 127.3 - -
5” 7.66 (M) 130.3 - -
6” 8.07 (s) 127.0 - -
C=N - 1155 - -

[ 58



x108

1.9
1.8+
1.7+
1.6+
1.5
1.4+
1.3
1.2
1.1

0.9
0.8+
0.7
0.6
0.5
0.4+
0.3
0.2
0.1

8.1.9.2 Espectrometria de masas

En el Espectro 11 de EM de ionizacidén por impacto electronico para el compuesto
THA-1 no se logra observar el ion molecular debido a la poca estabilidad de la
molécula, pero si le logra observar un pico a m/z=354.9 con una abundancia relativa
al 1% que pertenece a la fragmentacion del anillo de hidantoina. Seguido a una
m/z=192 se observa el pico base para la fragmentacion del enlace éter entre el anillo
central de benceno y el bifenilcarbonitrilo.

+El Scan (rt: 31.304 min) 12.D
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Espectro 11. Espectro de EM para THA-1

En el Espectro 12 de EM de ionizacidén por impacto electrénico para el compuesto
THA-1 se logra observar el ion molecular a m/z=354.9 con una abundancia relativa
del 1%, seguido se aprecia un pico a una m/z=161.9 con una abundancia relativa
del 30% la fragmentacion del anillo de hidantoina y del enlace éter, después
observamos el pico base a una m/z=141.0 correspondiente al fragmento
metilnaftaleno y finalmente a una m/z=128.0 se observa el pico caracteristico para
el fragmento de naftaleno con una abundancia relativa del 50%.
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Espectro 12. Espectro de EM para THA-2

En el Espectro 13 de EM de ionizacién por impacto electronico para el compuesto
THA-3 no se logra observar el ion molecular debido a la poca estabilidad de la
molécula, pero si le logra observar un pico a m/z=326 con una abundancia relativa
del 1%. Seguido a una m/z=167.0 se observa el pico base que corresponde al

fragmento de 3-metil-bifenilo.
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8.1.9.3 Cristalografia de Rayos X

Como se menciond anteriormente el compuesto THA-5 al ser purificado por
cristalizacion se observé que los cristales tenian caracteristicas de ser difractables.
Este se obtuvo por evaporacion lenta de acetato de etilo a temperatura ambiente.
En la Figura 43 se muestra la estructura obtenida por difraccion de rayos X para
este compuesto.

Figura 43. Estructura molecular de THA-5 obtenida por difracciéon de rayos X de monocristal

Los datos mas relevantes obtenidos por la difraccion rayos X se encuentran en la
Tabla 6, en la Tabla 7 los datos de las interacciones intramoleculares y en la Tabla
8 los datos del refinamiento.

Tabla 6. Datos cristalograficos del compuesto THA-5

C24 H20 Os Fooo= 4073
Mr = 225.20 Dx=1.320
Triclinico, P71 PF: 397 K
Hall symbol: -P1 R;ldziaoc.i;'){lol\;lg Ea
a = 8.8866 (3) A Parametr?esﬂ(;iig(relledsa de 6670
b=9.7214 (4) A 6 = 3.23-28.99 mm-!
c=12.8725(5) A u=106.32"°
o =85.953 (3) A T =100.0 (3) K
B =85.508 (3) A Incoloro
y=84.385 (3) A 0.35x0.23x0.12 mm
V=1101.14 (7) A z2=2
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Tabla 7. Geometria de las interacciones intramoleculares de THA-5

Atomo 1 Atomo 2 Longitud Simetria
H3 05 2.673 X,-1+y,-1+7
C6 H12 2.826 X,-1+y,z
02 H6 2.505 1-x,-y,-Z

C12 H6 2.851 1-X,-y,-z
04 H9A 2.707 1-X,-y,-Z
C8A H21B 2.752 1-X,-y,-Z
C4A H21B 2.723 1-X,-y,-Z
o1 H15 2.704 2-X,-Y,-Z
C8A H14 2.860 2-X,-Y,-Z
H14 C4A 2.729 2-X,-Y,-Z
03 H9B 2.589 2-X,-Y,-Z

Tabla 8. Parametros del refinamiento de la estructura cristalina

Refinamiento sobre F2
Matriz de minimos cuadrados: completa
R[F2>20(F?)]= 0.065
WR(F?) = 0.163
S=112

1920 reflexiones

152 parametros

Ubicacion primaria atébmica: métodos directos
de estructura invariante

Ubicacién secundaria atbmica: mapa de
Fourier diferencial

Posicionamiento de H: inferido de los grupos
vecinos
Atomo de H tratados con una mezcla de
refinamiento independiente y restringido
w = 1/[0?(Fo?) + (0.0689P) + 2.0562 P]
donde P = (Fo? + 2F4?)/3

(A/O’)max <0.001
Apmax =0.23eA3

Apmin =-0.22e A'S

Correccion de la extincion: SHELXTL-NT
(Sheldrick, 2008)
Fc = kFc[1+0.001xFc2Nsin(26)] 14

Coeficiente de extincion: 0.020 (2)
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La estructura cristalina se encuentra estabilizada por interacciones fuentes de tipo
1T -H entre los atomos H3 y O5, asi también una interaccion de tipo -1 T-shape con
los atomos C4A y C8A con el H21B y una interaccion entre los atomos O1 y H15
esto lo podemos observar en la Figura 44.

Figura 44. Dimeros generados por las interacciones tipo -1 entre los atomos C4A y C8A con H14
y las interacciones entre los &tomosO1-H15 (lineas punteadas azules)

8.2 Parte in silico

Para que una molécula pueda ser considerada como compuesto bioactivo, se tiene
gue someter a varios estudios para validar su actividad biolégica, muchas de las
veces los compuestos suelen tener muy buenas propiedades farmacolégicas, pero
no cumplen con los requisitos para ser bien absorbidos en el cuerpo 0 muestran
algun tipo de efecto téxico, por lo tanto es de suma importancia realizar estudios in
silico que nos puedan predecir tanto su espectro de actividad, asi como propiedades
ADME vy de toxicidad.

8.2.1 admetSAR

Es importante conocer los procesos a los cuales una molécula bioactiva es sometida
hasta la llegada a su sitio de accidén, ya que durante este proceso podria ser
metabolizada a productos inactivos o incluso toxicos. Lo anterior permite conocer
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algunas propiedades ADMET de las moléculas antes de ser sintetizadas o probadas
en ensayos in vitro e in vivo, el servidor en linea admetSAR nos ayuda en la
prediccidn de estas propiedades, las cuales se muestran en la Tabla 9:

Tabla 9. Resultados de admetSAR para los compuestos THA 1-5

Absorcién o
Molécula en el Il?glcgblr%ct);ii:\- Canales Toxicidad Carcinégeno Biodisponibilidad
intestino | 9 pP hERG de AMES 9 oral en humanos
humano .
S Bloqueador - No
H THA-1 HIA+ No inhibidor débil No toxico carcinogeno HOB+
o e Ar:Bifenilcarbonitrilo 0.9966 0.8384 0.8940 0.6854 0.8796 0.5857
NH . .
4
THA-2 HIA+ No inhibidor Bloqge{:\dor No toxico .N9 HOB+
débil carcinégeno
Ar: Naftilo 0.9967 0.4631 0.7270 0.6041 0.9139 0.5429
o
(A THA-3 HIA+ No inhibidor Bloqtlgador No tdxico carciglc’?geno HOB+
r i
Ar: 3-fenilmetilo 0.9965 0.8792 0.8732 0.6955 0.8667 0.7286
o
o \g THA-4 HIA+ No inhibidor B'oggﬁﬁdor No t6xico Carci?‘ggeno HOB+
7% Ar:Bifenilcarbonitrilo 0.9919 0.8982 0.9691 0.6100 0.8320 0.5143
( THA-5 HIA+ No inhibidor B'oggﬁﬁdor No toxico Carci?‘ggeno HOB+
gr Ar: Naftilo 0.9972 0.8285 07278 0.7100 09017 0.6143

Como se muestra en la tabla anterior podemos observar que todos los compuestos
tienen altas probabilidades de ser bien absorbidos en el intestino por lo que podran
ser antidiabéticos orales, esto también lo podemos observar en que presentan de
medias a altas probabilidades de tener una buena biodisponibilidad oral en
humanos.

Ademas tienen altas probabilidades de no ser inhibidores de la glicoproteina-P no
presentan riesgo de genotoxicidad ni de ser carcinégenos, pero tienen
probabilidades altas de ser bloqueadores de canales hERG, estos canales estan
involucrados en la cardiotoxicidad de farmacos,®® se tendrian que realizar pruebas
in vitro posteriores para corroborar este efecto. A partir de estos resultados se puede
decir que los compuestos THA 1-5 tienen buenas propiedades farmacocinéticas y
con ello tendran amplias posibilidades de llegar a la diana terapéutica en cuestion.

8.2.2 PASS online

En la Tabla 10 se muestran los resultados dados por este programa para los
compuestos THA1-5:
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Tabla 10. Resultados del espectro de actividad de los compuestos THA 1-5 dados por PASS

online
Tratamiento en los Ligando de o
Molécula sintomas de la aldosa [nmehale gz Antidiabético
: PTP
diabetes reductasa
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
H THA-1
N - —
o +0 | ArBifenilcarbonitrilo 0.305 0.037 | 0.258 | 0.025 | 0.129 | 0.050
J—NH
THA-2
Ar: Naftilo 0.407 0.012 | 0.316 | 0.014 | 0.114 | 0.060 -- --
O
( THA-3 __ _
e Ar: 3-fenilmetilo 0.384 0.015 | 0.293 | 0.018 | 0.187 | 0.035
(o)
© Ag THA-4 0328 | 0027 | - —~ | 0187 | 0.035 | 0.361 | 0.055
7 Ar:Bifenilcarbonitrilo ’ ) : ) : )
THA-5
(o Ar: Naftilo 0.462 0.009 -- -- 0.139 | 0.044 | 0.315 | 0.075
Ar

La Tabla 10 solo presenta los resultados de dianas terapéuticas relacionadas con
la DM2, como podemos observar los compuestos de la serie hidantoina (THA 1-3)
tienen probabilidades discretas de ser ligandos de aldosa reductasa e inhibidores
de PTP, ademas tienen probabilidades medias de ser utilizados en el tratamiento
de los sintomas de la diabetes, esto correlaciona con los targets planteados por lo
gue se puede decir que estos compuestos seran afines a PTP y aldosa reductasa.

En cuanto a los compuestos con el acido de Meldrum (THA 4-5), podemos distinguir
que tienen probabilidades discretas de ser usados como antidiabéticos y asi
también de ser utilizados en el tratamiento de los sintomas de la diabetes, pero
como estos compuestos se disefiaron para ser profarmacos se evalué también en
su forma metabolizada, en la Tabla 11 se aprecia los resultados que arrojé el
programa para estos compuestos donde podemos observar que las probabilidades
de ser promotores de insulina aumentaron considerablemente y asi también se
observa que pudieran ser utilizados como agonistas de GLP-1 lo cual se relacionaria
con la actividad predicha anterior. Es importante mencionar que el espectro de
actividad de todos los compuestos no es tan amplio debido a que este programa se
basa en estudios de estructura-actividad y probablemente en su biblioteca de
compuestos no existan moléculas parecidas a las de este proyecto, pero no por esto
se descarta que presenten la actividad antidiabética.

65



Tabla 11. Resultados del espectro de actividad del metabolito activo los compuestos THA 4-5
dados por PASS online

Molécula Prpmot_or de Agonista de Ligando de Antidiabético
insulina

Pa Pi
°X oy THA-4
) e a 0.521 0.025 0.374 | 0.009 -- -- 0.317 | 0.073
S Ar:Bifenilcarbonitrilo
THA-5a
(o Ar: Naftilo 0.678 0.007 0.273 | 0.038 | 0.215 | 0.044 -- --
Ar

8.2.3 ACD/Tox suite

Los canales hERG (human ether-a-go-go-related gen) son esenciales para la
actividad eléctrica normal en el corazén. Mutaciones hereditarias en el gen HERG
causan el sindrome de QT largo (LQTS), un trastorno de repolarizacién cardiaca
que predispone a las personas afectadas a sufrir arritmias.®® Estos canales pueden
ser blogueados por diversos grupos de farmacos lo cual ocasionan el desarrollo de
arritmias e inclusive la muerte, es por esto que tiene una alta relevancia dentro de
los estudios preclinicos de una molécula.

A pesar de que se ha comprobado que estos canales tienen una afinidad promiscua
se ha logrado determinar algunos farmaco6foros y ciertas caracteristicas que
promueven el bloqueo de estos canales y por lo tanto nos dan un valor predictivo
para evitar la toxicidad en las moléculas disefiadas.®®

Los resultados del programa ACD/Tox suite se aprecian en la Tabla 12 donde se
pueden observar dos tendencias, la primera es que los compuestos con el anillo de
hidantoina (THA 1-3) tienen probabilidades altas de bloquear este tipo de canales
esto se puede deber a que las moléculas presentan un valor de ClogP mayor a 3.7,
esta caracteristica se conoce que promueve la afinidad de una molécula por los
canales hERG. También se sabe que la presencia de al menos un anillo aroméatico
y la presencia de aminas en estructuras ciclicas favorecen esta afinidad.8

Por otro lado, al observar las probabilidades de los compuestos THA 4-5 que
contienen el fragmento de &cido carboxilico, se aprecia como disminuye
drasticamente el valor de la probabilidad ya que no presentan ni el 20% de
posibilidad de bloquear estos canales, por lo que se puede concluir que el programa
le atribuye esta afinidad al nucleo de hidantoina debido a la presencia de nitrégenos,
el par de electrones de los nitrdgenos se encuentran comprometidos en resonancia
y con esto a sus hidrégenos les confiere una particularidad acida, asi que se
considera que el blogueo de estos canales no sera tan alto como lo predice el
programa, habria que realizar ensayos in vitro especializados para poder confirmar
este hecho.
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Tabla 12. Probabilidad de blogueo de los canales hERG de los compuestos THA 1-5

Probabilidad de
bloqueo de canales

Probabilidad de

Molécula Molécula bloqueo de canales

hERG hERG

[l HN~ 77% i o 14%

N X o
OO/DN{(«NH 539% om)v 5%
THA2 THA-5

O .
O o HN~( 63% Terfenadina 98%
THA-.g»

Dentro del metabolismo de un compuesto bioactivo se tienen dos principales
procesos involucrados: los de fase | y fase I, en estos procesos se ven implicados
multiples transformaciones quimicas llevadas a cabo por diferentes enzimas. Existe
un grupo de enzimas que se destaca por la capacidad de biotransformar multiples
xenobibticos para que nuestro cuerpo las excrete, el cual es la familia del Citocromo
P450.

Conocer que isoforma del CYP450 metabolizaré a los compuestos disefiados es de
gran ayuda debido a que con esto podemos saber si serd muy metabolizado y como
consecuencia ser facilmente excretado por el cuerpo o si existe la posibilidad de
generar riesgos de interacciones medicamentosas y con esto un ajuste de dosis, en
la Tabla 13 se observan los resultados de la predicciébn de inhibicion de las
principales isoformas de CYP450 dados por el programa para los compuestos de
este proyecto, donde podemos distinguir que todas las moléculas tiene
probabilidades de medias a bajas de ser inhibidores de alguna isoforma a
comparacion de Clotrimazol, farmaco antifingico bien conocido por ser inhibidor del
CYP450.
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Tabla 13. Prediccion de la inhibicion de algunas isoformas del CYP 450 para los compuestos THA
1-5 (ICs0 <10uM)

Probabilidad de inhibicion de la isoforma del

Molécula CYP450
CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 | CYP2C19 CYP1A2
H THA-1
°© NFO Ar: bifenilcarbonitrilo 0.23 0.05 0.11 0.08 0.17
a NH
THA-2 0.22 0.09 0.17 0.16 0.65
Ar: naftilo
O
¢ THA-3 0.25 0.10 0.12 0.20 0.29
Ar Ar: 3-fenilmetilo
°© Osg THA-4
2 S Ar: bifenilcarbonitrilo 0.15 0.01 0.11 0.06 0.02
o THA-S 0.14 0.03 0.09 0.09 0.13
( Ar: naftilo
Ar
Clotrimazol 0.85 0.07 0.41 0.80 0.12

Una de las caracteristicas mas importantes de los farmacos antidiabéticos es que
son administrados via oral, el programa ACD/Tox Suite nos ofrece la posibilidad de
evaluar la dosis letal por esta via en rata y ratén y determinar en qué categoria de
toxicidad aguda de la OECD entraria el compuesto evaluado, los resultados para
los compuestos de este proyecto los podemos ven en la Tabla 14:

Tabla 14. Toxicidad aguda en rata y ratén

. DLso (mg/kg) Especie y Via de admon. Categoria
Molécula , .
Ratén IP ‘ Ratén Oral RatalP = Rata Oral OECD
H THA-1
N ,
© ¥O0 Ar: bifenilcarbonitrilo 670 490 810 860 3-4
JNH
THA-2 580 1200 370 440 3-4
Ar: naftilo
o)
( THA6 360 1500 610 940 3-4
Ar Ar: 3-fenilmetilo
o oY THA-4
(0] e L 520 730 450 2200 3-4
; ( Ar: bifenilcarbonitrilo
THA-5
(O Ar- naftilo 350 300 250 1600 3-4
Ar
TAK-875 350 2400 170 1500 4
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Categoria 1 OECD: DLsp < 5 mg/Kg Altamente toxico

Categoria 2 OECD: 5 mg/Kg < DLso < 50 mg/Kg Muy téxico
Categoria 3 OECD: > 50 DLs, < 300 mg/Kg Téxico

Categoria 4 OECD: > 300 DLso < 2000 mg/Kg Toxicidad moderada
Categoria 5 OECD: >2000 DLs, < 5000 mg/Kg Sin peligro

Como podemos apreciar en tabla anterior todos los compuestos resultan tener una
DLso mayor a TAK875 de administracion por via intraperitoneal tanto en ratdn como
en rata. En cuanto a la administracion oral las DLso resultan muy diversas pero
ninguna menor a 200 mg/kg por lo cual podriamos decir que son moléculas seguras,
esto también se puede constatar con la categoria de la OECD a la que pertenecen
gue es entre 3-4 y que a pesar de estar categorizados como téxicos, la mayor parte
de farmacos se encuentran dentro de estas dos categorias, asi que su uso segun
la prediccion del programa sera seguro.

8.2.4 DIA-DB

En la Tabla 15 se pueden observar los scores de union del acoplamiento molecular
inverso dados por el servidor web DIA-DB:

Tabla 15. Scores de unién dados por DIA-DB para los compuestos THA 1-5

Score (Kcal/mol)

0
Diana Terapéutica Mo
\(o A0 o o’|<

THA-1 THA-2 THA-3  THA-4 THA-5

Aldosa reductasa
GPR-40 -10.7 -11.8 -10.6 -11.0 -11.7
Isozima 1 qutlcostermde 11-B- 106 107 111 91 111
deshidrogenasa
PPAR-y -10.5 -11.0 -11.4 -11.6 -9.5
PPAR-3 -10.4 -10.1 -10.5 -10.9 -11.1
Glucokinasa -10.2 -10.5 -10.2 -8.7 -11.4
DPP-4 -10 -9.5 -10.1 -9.6 -10.5
Maltasa-glucoamilasa intestinal -9.2 -9.9 -10.2 -8.0 -7.6
Receptor nuclee}r subfamilia 5 grupo A 91 84 90 89 89
miembro 2
Precursor de a-amilasa pancreatica -9.1 -9.6 -10.0 -9.8 -9.2
PPAR-a -8.8 -9.4 -9.7.0 -9.8 -9.1
Receptor a-retinoide x -8.7 -10.7 -10.9 -9.3 -10.1
Precursor mltqcondrlal de Piruvato 81 81 87 86 84
deshidrogenasa
Glicogeno fosforilasa -8.1 -8.7 -8.8 -8.7 -8.4
Precursor del receptor de insulina -8.0 -8.8 -8.4 -8.5 -8.7
PTP-1B -8.0 -8.8 -8.2 -8.7 -9.1
Precursor de unién a retinol 4 -6.9 -11.1 -9.8 -7.2 -9.3
Fructosa-1-6-bifosfatasa 1 -6.2 -6.2 -6.5 -6.4 -6.5
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Como se observa en la tabla anterior, las dianas terapéuticas que resultaron con
mejor calificacién de unién fueron aldosa reductasa y GPR-40, PPAR-y result6 ser
el tercer receptor con mejor score de unién, sin embargo, PTP-1B resultd con
calificaciones menores a -8.0, lo que nos lleva a pensar que los compuestos pueden
ser activos sobre esta enzima pero con baja afinidad de unién, con estos resultados
podemos corroborar que los compuestos sintetizados tienen buenas probabilidades
de ser activos en las dianas propuestas ya que tuvieron los scores de unidon mas
altos.

Como se mencion6 antes los compuestos con el fragmento de acido de Meldrum
estan disefiados para ser profarmacos, por lo cual se evaluaron las propiedades de
sus metabolitos que se espera sean activos, las cuales las podemos apreciar en la
Tabla 16:

Tabla 16. Scores de unién dados por DIA-DB para los metabolitos de THA 4a-5a

N
Diana Terapéutica ml
- Ar”0 07" OH

THA-4a THA-5a

Aldosa reductasa -11.0 -12.2
GPR-40 -10.0 -10.6
Isozima 1 Corticosteroide 11-- -10.0 -9.7
deshidrogenasa

PPAR-y -9.6 9.7
PPAR-6 -95 -8.4
Glucokinasa -8.4 -9.3
DPP-4 -8.9 -9.1
Maltasa-glucoamilasa intestinal -8.4 -8.9
Receptor nuclear subfamilia 5 grupo A -8.0 -7.5
miembro 2

Precursor de a-amilasa pancreatica -7.9 -8.2
PPAR-a -8.2 -8.7
Receptor o-retinoide x -9.3 -10.1
Precursor mitocondrial de Piruvato -8.2 -7.8
deshidrogenasa

Glicogeno fosforilasa -8.0 -8.2
Precursor del receptor de insulina -8.0 -7.6
PTP-1B -8.0 -8.2
Precursor de union a retinol 4 -6.5 -10.8
Fructosa-1-6-bifosfatasa 1 -6.0 -5.6

Como se puede observar los scores mas altos siguen siendo para GPR-40 y aldosa
reductasa, incluso para esta Ultima se incrementan. Con base en lo anterior se
puede decir que las moléculas en su forma no metabolizada y como en la forma de
metabolito activo tendran altas posibilidades de ser activas y generar la respuesta
biolégica esperada.
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8.2.5 SwissTargetPrediction

En la Tabla 17 se encuentran los resultados dados por la pagina web:

Tabla 17. Prediccion del blanco terapéutico dado por SwissTargetPrediction para los compuestos
THA 1-3 y THA 4a-5a

Molécula FFA-1 PPAR-~y ‘ PPAR-3 ‘ PPAR-a. ‘ GSK-3 ‘ AKR ‘ PTP-1B

; THA-1 3 3 3 3 0.30 3 3

Ar: bifenilcarbonitrilo

THA-2

Ar: naftilo - - - - 0.90 - -

¢ THA-6
" Ar: 3-fenilmetilo - - -- -- 0.80 -- --

OH THA-4a

7% Ar: bifenilcarbonitrilo N 0.30 0.30 0.30 - 0.25 0.10

THA-5a

(O Ar: naftilo - 045 045 045 - 050 010

Con base en la tabla anterior, los compuestos de la serie hidantoina tienen de
medias a altas probabilidades de unirse a la GSK-3, enzima implicada en otros
aspectos de la homeostasis de la glucosa, incluida la fosforilacion del receptor de
insulina. Los compuestos con el fragmento de 4cido de Meldrum fueron evaluados
en su forma de metabolito activo Unicamente y resultaron tener probabilidades
medias de ser activadores de las tres isoformas de PPAR, receptores involucrados
en la regulacion y metabolismo de carbohidratos y lipidos’, lo que correlaciona
debido a que los ligandos enddgenos de estos receptores son acidos carboxilicos,
ademas estos compuestos tienen medias probabilidades de ser inhibidores de
aldosa reductasa, con esto de nuevo corroboramos de que los compuestos tienen
altas probabilidades de activar estas dianas terapéuticas propuestas con
anterioridad.

8.2.6 Acoplamiento molecular refinado

Para fines de este proyecto se realizaron los acoplamientos moleculares en el
programa de Autodock Vina que eficientiza el método de docking convencional y en
MOE, programa que limita las poses generadas para satisfacer las caracteristicas
del farmacoforo con el fin de sesgar la busqueda hacia las interacciones de
importancia bioldgica.
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8.2.6.1 Acoplamiento molecular con Autodock Vina

Autodock Vina permite realizar el acoplamiento molecular del ligando con una
funcidén de puntuacion basado en campos de fuerza. A manera de preparacion de
los calculos, se retiran las moléculas de agua y disolventes presentes en la
estructura cristalografica, asi como el ligando co-cristalizado, COA en el caso de
PTP-1B, TAK-875 en el caso de GPR-40 y 4G7 para aldosa reductasa. AutoDock
Vina da la ventaja de optimizar el proceso de docking, haciéndolo mas rapido y
eficiente su ejecucién al tener predeterminado los algoritmos, la preparacion de la
proteina y del grid a utilizar.

El programa auxiliar AutoGrid que esta integrado generé los mapas electrostaticos
de la red, cuyas coordenadas se hicieron coincidir con el ligando co-cristalizado. Las
dimensiones de la red fueron 25x25x25 A con un espacio de malla de 1.0 A.

Para proceder a realizar los célculos con las diferentes moléculas a usar, la
validacién debe tener como resultado un RMSD <2 A.

A continuacién se muestra en la Figura 45 el diagrama en 2D de PTP-1B con del
ligando co-cristalizado COA (PDB: 4Y14), donde las interacciones mas importantes
estan con el grupo fosfato del ligando con los residuos Gly220A, 1le219A, Cys215A,
Arg221A, Ala217A y Ser216A donde forman multiples puentes de hidrogeno los
cuales favorecen la inhibicién de la enzima y asi se obtiene el efecto terapéutico
deseado.”

',J i
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/N Y q3“-\.(.]// Asp48A
J P
Tyr46A “//3
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Ala217A | 'R A

0 P L N 11g219A 0
.)§ ”’- /I > r
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R
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<

Ala217A Arg221A

Figura 45. Mapa 2D del sitio de unién de COA con PTP-1B
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En la Tabla 18 se muestran los scores de union, las constantes de inhibicion
calculadas y la eficiencia del ligando entre la enzima PTP-1B y los ligandos
disefiados para trabajo, asi como la validacion con el ligando co-cristalizado COA:

Tabla 18. Scores de union y constantes de afinidad del acoplamiento molecular entre PTP-1B con
THA 1-3 y THA4a-5a

. Score de unién . Eficiencia del

gleedla (kcal/maol) A, ligando
THA-1 -8.7 0.39 0.29
THA-2 -8.7 0.39 0.33
THA-3 -8.8 0.33 0.31
THA-4a -7.9 1.54 0.26
THA-5a -7.6 2.56 0.29
COA (RMSD= 1.98) -8.0 1.30 0.37

En la Tabla 19 se observan las interacciones que presenta los compuestos
disefiados con la enzima PTP-1B, para los compuestos de la serie hidantoina (THA
1-3) se observa la formacion de puentes de hidrogeno entre los residuos Ala217,
lle219 y Gly220 donde el carbonilo de los compuestos se comporta como aceptor,
estas interacciones son las que estan reportadas en literatura como importantes
para que ocurra la actividad biolégica, es decir la inhibicion de la enzima.

Tabla 19. Diagramas de interaccién en 2D de los compuestos THA 1-3 y THA 4a-5a con la enzima
PTP-1B

PTP-1B (PDB: 4Y14)

Gly

[P 220
Asp
181

THA-2 (-8.7 kcal/mol)

THA-1 (-8.7 kcal/mol)
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Asp
181

Phe .
Gly 152
220

THA-3 (-8.8 kcal/mol) THA-4a (-7.9 kcal/mol)

Asp
48

Phe et
182 .

Asp

131

THA-5a (-7.6 kcal/mol)

Para todos los docking realizados, los compuestos de la serie de acido de Meldrum
fueron evaluados en su forma de metabolito activo. Las interacciones mas
importantes son con ambos carboxilatos de los compuestos con los residuos Gly
220, lle 219 y Arg221 es importante mencionar que todas estas interacciones estan
reportadas en literatura como las importantes para la inhibicion de PTP-1B. Para
esta enzima el compuesto con el mejor score de union fue THA-3, esto se debe a
las multiples interacciones que tienen los carbonilos con los residuos polares del
sitio de inhibicion de la enzima, ademas este compuesto tuvo un valor de la
constante de inhibicion menor a la del ligando co-cristalizado, por lo que lo hace
mas afin al ligando.

En la siguiente figura (Figura 46) se muestra el diagrama en 2D del sitio de union
de Aldosa reductasa (PDB: 4YS1) con su ligando co-cristalizado, donde podemos
ver una triada catalitica con los residuos Tyr48, His110 y Phel22, donde se forman
tres puentes de hidrogeno con los dos primeros residuos y una interaccion de tipo
-1 con el residuo aromatico.’?
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Figura 46. Mapa 2D del sitio de unién de 4G7 con Aldosa reductasa 72

En la Tabla 20 se muestra los scores de union, la constante de inhibicion calculada
y la eficiencia del ligando entre la enzima Aldosa reductasa y los ligandos disefiados
para trabajo, asi como la validacion con el ligando co-cristalizado 4G7:

Tabla 20. Scores de union y constantes de afinidad del acoplamiento molecular entre Aldosa
Reductasa con THA 1-3 y THA 4a-5a

Molécula Score de unién Efic‘iencia del
(kcal/maol) ligando

THA-1 -10.3 0.02 0.34
THA-2 -10.5 0.01 0.40
THA-3 -10.6 0.01 0.37
THA-4a -8.2 0.92 0.27
THA-5a -8.0 1.30 0.30
4G7 (RMSD=1.22) -8.0 1.30 0.36

En la Tabla 21 se observan los mapas de interacciéon en 2D de los compuestos
disefiados con la enzima Aldosa reductasa. Para la serie de los compuestos de tipo
hidantoina se presentan interacciones de tipo puente de hidrogeno con los residuos
polares Cys298, His110, Tyr48, ademas se presentan interacciones de tipo 11-1T con
el residuo Trp219 con la parte hidrofébica de los compuestos, a partir de esto se
cree que los compuestos THA 1-3 tendran altas probabilidades de ser inhibidores
de esta enzima. ElI compuesto THA-3 tuvo el mejor score de union de los 6
compuestos, se cree gque se debe a la conformacion espacial que toma dentro del
sitio de unidn, asi como las interacciones extra que tiene la parte lipofilica del
compuesto con residuos lipofilicos.

Para los compuestos de la serie de acido de Meldrum, tienen interacciones de tipo
puente de hidrégeno con los residuos Tyr48 e His110 que son importantes en la
actividad biolégica segun lo reportado en literatura. Esta serie presento los scores
de unién mas bajos, pero una Kl mayor a la del ligando co-cristalizado por lo que no
se descarta que puedan ser buenos inhibidores de la enzima.
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Tabla 21. Diagramas de interaccion en 2D de los acoplamientos moleculares entre Aldosa
Reductasa con THA 1-3 y THA 4a-5a

Aldosa Reductasa (PDB: 4YS1

©

w o]
e aw

THA-4a (-8.2 kcal/mol)

THA-5a (-8.0 kcal/mol)
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En la siguiente figura (Figura 47) se muestra el diagrama en 2D del sitio de unién
de GPR-40 (PDB: 4PHU) con su ligando co-cristalizado TAK-875, donde se pueden
observar la formacién de puentes de hidrogeno con los residuos Tyr91, Arg183 y
Arg2258 con la parte acida de TAK-875, estas interacciones son las mas importantes
para la activacién de GPR-40.73

o

ArglB83A
Arg2258A NH)

Figura 47. Mapa 2D del sitio de unién de TAK-875 con GPR-40 73

En la Tabla 22 se aprecian los scores de union y la constante de inhibicion calculada
entre el receptor GPR-40 y los ligandos disefiados para este trabajo, asi como la
validacion con el ligando co-cristalizado TAK-875:

Tabla 22. Scores de unién y constantes de afinidad del acoplamiento molecular entre GPR-40 con
THA 1-3 y THA 4a-5a

Molécula Score de unién Efic_iencia del
(kcal/mol) ligando

THA-1 -11.0 8.08 0.36
THA-2 -10.8 11.34 0.41
THA-3 -11.7 2.47 0.41
THA-4a -8.8 335.80 0.29
THA-5a -8.1 1099.15 0.31
TAK-875 (RMSD=1.45) -10.1 37.13 0.27

En la Tabla 23 se observan los mapas de interaccién en 2D de los compuestos
disefiados con el receptor GPR-40. Para la serie de los compuestos de tipo
hidantoina se aprecia que se forman puentes de hidrogenos con los residuos
Arg2258 y Argl83 en la parte del carbonilo del anillo de hidantoina, el compuesto
con el mejor score de unién y constante de inhibiciéon es THA-3, ademas de las
interacciones que mencioné antes, presenta otra interacciéon de tipo puente de
hidrogeno con Tyr91 y el otro carbonilo, asi como una interaccién m-H entre el
bifenilo y Leu135.
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Tabla 23. Diagramas de interaccién en 2D de los acoplamientos moleculares entre GPR-40 y THA
1-3y THA 4a-5a

GPR-40 (PDB: 4PHU)
@ t\g'; 174

SIS Gly

AL

S e
<'/Pf0 \ H
(&
186

THA-5a (-8.1 kcal/mol)

Para la serie de &cido carboxilico se puede observar las interacciones con los
residuos Arg183 y Arg2258 con la parte acida de los compuestos, el compuesto con
mejor score de union es THA-4 ademas de las interacciones ya mencionadas se
presentd una interaccion 1-H entre Leul38. A partir de esto se cree que todos los
compuestos tendran altas probabilidades de ser activadores de GPR-40 debido a
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que son acidos carboxilicos como los ligandos enddégenos de este receptor ya que
tuvieron buenos scores de unidbn muy altos y las interacciones presentadas
correlacionan con los descrito en literatura.

8.2.6.2 Acoplamiento molecular con MOE

El programa MOE permite realizar el acoplamiento molecular a partir de una base
de datos, simplificando la preparacion de la proteina y evalla las funciones de
puntuacion por medio de conocimiento empirico. A manera de preparacion de los
calculos, se realiza una correccion de errores y protonacion de la proteina con la
funcién QuickPrep en la estructura cristalografica y solo se deja el ligando co-
cristalizado, COA en el caso de PTP-1B, 4G7 para aldosa reductasa y TAK-875 en
el caso de GPR-40. MOE da la ventaja de optimizar el proceso de docking,
haciéndolo mas rapido y eficiente al tener predeterminado los algoritmos y la
preparacion de la proteina, asi como del grid a utilizar.

Para proceder a realizar los calculos con las diferentes moléculas a usar, la
validacion debe tener como resultado un RMSD <2 A.

Enla Tabla 24 se muestran los scores de union, la constante de inhibicién calculada
y la eficiencia del ligando entre la enzima PTP-1B y los ligandos disefiados para
trabajo, asi como la validacién con el ligando co-cristalizado COA:

Tabla 24. Scores de union y constantes de afinidad del acoplamiento molecular entre PTP-1B con
THA 1-3y THA 4a-5a

. Score de union . Eficiencia del
Molecula (kcalimol) K1 (M)

THA-1 6.5 16.52 0.21
THA-2 5.8 54.08 0.22
THA-3 6.3 23.18 0.22
THA-4a -6.4 19.57 0.21
THA-5a -6.1 32.53 0.23
COA (RMSD= 0.98) 6.4 19.57 0.25

Ademas en la Tabla 25 se pueden apreciar los mapas de interaccion en 2D de los
compuestos disefiados con la enzima, dentro de las interacciones mas importantes
para la serie de hidantoina tenemos que se generan multiples puentes de hidrogeno
entre los residuos Cys 215 y Arg 221 con el anillo de hidantoina, el compuesto con
el mejor score fue THA-1 se cree que esto se debe a la interaccion extra que
presenta en la zona lipofilica de su farmacaoforo con el residuo Tyr46.
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Tabla 25. Diagramas de interaccién en 2D de los acoplamientos moleculares entre PTP-1B con
THA 1-3 y THA 4a-5a

PTP-1B (PDB: 4Y14

Asp
181

THA-5a (-6.1 kcal/mol)

Para los compuestos de acido de Meldrum, al igual que en el acoplamiento
molecular con Autodock Vina, los compuestos THA 4a-5a se evaluaron en su forma
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de metabolito activo. Como se aprecia en los diagramas de la Tabla 24 se observan
multiples puentes de hidrogeno formados entre los residuos lle219, Gly220 y
Arg221con el grupo carboxilato de todos los compuestos, es importante observar
que la cola hidrofébica de los compuestos se encuentra fuera de la cavidad de la
enzima por lo cual no se observan interacciones significativas.

En la Tabla 26 se muestra los scores de union, la constante de inhibicion calculada
y la eficiencia del ligando entre la enzima Aldosa reductasa y los ligandos disefiados
para trabajo, asi como la validacion con el ligando co-cristalizado 4G7:

Tabla 26. Scores de unién y constantes de afinidad del acoplamiento molecular entre Aldosa
Reductasa con THA 1-3 y THA 4a-5a

. Score de unién . Eficiencia del
violectia (kcal/mol) K1 (M)

THA-1 -8.1 1.09 0.27
THA-2 -7.3 4.26 0.28
THA-3 -7.6 2.56 0.27
THA-4a -8.0 1.30 0.26
THA-5a -7.5 3.03 0.28
4G7 (RMSD=1.22) -8.0 1.30 0.36

En la Tabla 27 se muestran los diagramas en 2D de las interacciones dentro del
sitio de unién entre los compuestos disefiados y la enzima AKR, para los
compuestos de tipo hidantoina se puede apreciar que las interacciones mas
frecuentes son de tipo 1-11 entre los anillos de benceno y residuos aromaticos y a
pesar de que las interacciones importantes para la actividad biolégica no se dan de
tipo puente de hidrogeno como lo reportado en literatura, si se encuentran presentes
pero de tipo electrostéaticas. El compuesto con el mejor score es THA-1 debido a los
puentes de hidrogeno formados entre los residuos GIn183 y Cys298 y las multiples
interacciones tipo -1 y 1-Sps entre la parte hidrofébica del compuesto y los
residuos aromaéticos.

Los compuestos THA 4a-5a (acido de Meldrum) presentan nuevas interacciones
con la enzima donde destacan la formacion de puentes de hidrogeno con leucinas
y serinas, asi también destacan la formacion de al menos dos interacciones de tipo
1-H entre los anillos aromaticos con residuos alifaticos y aromaticos.
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Tabla 27. Diagramas de interaccion en 2D de los acoplamientos moleculares entre AKR con THA
1-3y THA 4a-5a

Aldosa Reductasa (PDB: 4YS1

—

N

THA-1 (-8.1 kcal/mol)

THA-2 (-7.3 kcal/mol)

N

® ®

THA-5a (-7.5 kcal/mol)

En la Tabla 28 se muestra los scores de union y la constante de inhibicion entre el
receptor GPR-40 y los ligandos disefiados para este trabajo, asi como la validacion

con el ligando co-cristalizado TAK875:
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Tabla 28. Scores de unién y constantes de afinidad del acoplamiento molecular entre GPR-40 con
THA 1-63 y THA 4a-5a

. Score de unién . Eficiencia del
SBlEEE) (kcal/mol) {0 ligando

THA-1 -7.4 3.59 0.24
THA-2 -7.1 5.98 0.28
THA-3 -7.0 7.08 0.26
THA-4a -7.9 1.54 0.26
THA-5a -7.5 1.54 0.28
TAK875(RMSD=1.84) -9.6 0.08 0.23

En la Tabla 29 se muestran los diagramas en 2D de las interacciones de los
compuestos disefiados con GPR-40, para los compuestos de la serie hidantoina se
puede apreciar que se presentan pocas interacciones, pero son con los residuos
importantes para la activacion del receptor como lo son Arg183, Tyr91 y Tyr2240
segun lo reportado en literatura.

Para los compuestos con el acido de Meldrum se puede apreciar que se generan
mas interacciones con el grupo carboxilato de tipo puente de hidrégeno y todas
estas interacciones esta involucradas en la actividad biolégica por lo que se cree
gue estos compuestos tengan un buen desempefio en pruebas in vitro como in vivo.

Tabla 29. Diagramas de interaccién en 2D de los acoplamientos moleculares entre GPR-40 con
THA 1-3y THA 4a-5a

GPR-40 (PDB: 4PHU)

e

S
® ®
THA-1 (-7.4 kcal/mol) THA-2 (-7.4 kcal/mol)
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80 Val Phe
84 87

THA-3 (-7.3 kcal/mol) THA-4a (-7.9 kcal/mol)

Ala
83

Ar
=

THA-5a (-7.5 kcal/mol)

Con base en lo anterior es importante mencionar dos cuestiones, la primera es que
no podemos comparar los scores de unién de ambos programas porque evaltan las
poses desde diferentes perspectivas, asi pues lo que es necesario es observar si
eligen un compuesto con mejor calificacion en comun. La segunda es tomar en
cuenta las interacciones que se presentan y con ello elegir al mejor compuesto que
tendria mejores probabilidades de ser activo en alguna diana terapéutica.

Tomando en cuenta lo anterior ambos docking realizados correlacionan eligiendo a
THA-4a como el compuesto con mejore score de unidn e interacciones relevantes
en PTP-1B y GPR-40, para los compuestos de la serie de hidantoina difieren los
resultados debido a que Autodock vina no internaliza dentro del sitio de union a los
compuestos de igual manera que MOE, esto se puede observar con la sombra azul
en los diagramas 2D esto seguramente se deba a que Autodock vina evalla con un
disolvente implicito y solo agrega una constante al calculo en cambio MOE si evalla
con el disolvente presente y lo toma en cuenta dentro de los calculos.
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8.2.7 Analisis de consenso farmacolégico

El analisis de consenso farmacologico combina los resultados de diferentes calculos
realizados in silico:

e Predicciones farmacodinamicas (Docking, PASS, SwissTargetPrediction,y
DIA-DB)

e Predicciones farmacocinéticas (AdmetSar y molinspiration)
e Predicciones toxicolégicas (ACD/Toxsuite, y admetSAR)

El argumento del analisis de consenso farmacoldgico es que cuantos 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 farmacoldgico
adecuado).

Por lo tanto, un compuesto que tiene puntuaciones altas de una coleccién de
predicciones farmacoldgicas mudltiples es mas probable que sea un buen
inhibidor/agonista/antagonista en un ensayo biolégico que un compuesto que tiene
una puntuacion alta de solo una prediccion Unica. En la Tabla 30, se muestran los
parametros calculados para los compuestos THA 1-3:

Tabla 30. Tabla de andlisis de consenso farmacolédgico para los compuestos THA 1-3

PM 395.42 344.37 370.41
cLogP 3.89 3.55 4.16
LogD7.a 4.26 4.48 5.01
TPSA 98.75 74.96 74.96
Solubilidad (g/L) 3.2x10* 1.4x10* 8x10*
PASS Online Aldosa Reductasa:0.258 | Aldosa Reductasa:0.316 Aldosa Reductasa:0.293
Inhibidor de PTP:0.129 Inhibidor de PTP:0.114 Inhibidor de PTP:0.187
SwissTargetPrediction Glucokinasa 3: 0.3 Glucokinasa 3: 0.9 Glucokinasa 3: 0.8
admetSAR
ACD/Tox Suite
DIA-DB PTP-1B: -8.0 PTP-1B: -8.8 PTP-1B: -8.2
(kcal/mol) AKR: -12.1 AKR: -13.6 AKR: -13.3
GPR-40: -10.7 GPR-40:-11.8 GPR-40: -10.6
Docking con PTP-1B: -8.7 PTP-1B: -8.7 PTP-1B: -8.8
Autodock Vina AKR: -10.3 AKR: -10.5 AKR: -10.6
(kcal/mol) GPR-40: -11.0 GPR-40: -10.8 GPR-40: -11.7
. PTP-1B: -6.5 PTP-1B:-5.8 PTP-1B: -6.3
D°°:(I::§|;;';|';"°E AKR: -8.1 AKR: -7.3 AKR: -7.6
GPR-40: -7.4 GPR-40: -7.4 GPR-40: -7.3

85



Con base a la tabla anterior se elige a THA-1 como el compuesto con el mejor
desemperio en las pruebas in silico realizadas debido a que tiene los mejores scores
de union e interacciones relevantes con los dockings realizados tanto en Autodock
vina 'y MOE, también es elegido debido al fragmento bifenilcarbonitrilo que en otras
moléculas sintetizadas en nuestro grupo de trabajo han tenido un muy buen
desemperio en pruebas in vitro e in silico.

En la Tabla 31, se muestran los pardmetros calculados para los compuestos THA
4-5:

Tabla 31. Tabla de andlisis de consenso farmacolédgico para los compuestos THA 4-5

PM (g/mol) 439.47 388.42
cLogP 6.14 5.79
LogD7.4 3.48 3.70
TPSA 85.64 61.84

Solubilidad (g/L) 4.7x10% 5.2x10°3
. . . AKR: 0.215
PASS Online Inhibidor de PTP:0.187 Inhibidor de PTP-0.139
PPAR (a,6,y): 0.30 PPAR (a,8,y): 0.45
SwissTargetPrediction AKR:0.25 AKR: 0.50
PTP-1B: 0.10 PTP-1B: 0.10
admetSAR
ACD/Tox Suite
PTP-1B: -8.0 PTP-1B: -8.2
(klz;?/-:lzl) AKR: -11.0 AKR: -12.2
GPR-40:-10.0 GPR-40: -10.6
. . PTP-1B:-7.9 PTP-1B: -7.6
Docking ?Ec"a‘o::gl‘;“k Vina AKR: -8.2 AKR: -8.0
GPR-40: -8.8 GPR-40: -8.1
. PTP-1B: -6.4 PTP-1B: -6.1
D°°:(|1:agl/°:q';|';"°E AKR: -8.0 AKR: -7.5
GPR-40:-7.9 GPR-40: -7.5

En el caso de los compuestos con el fragmento de acido de Meldrum los resultados
apuntan hacia dos moléculas: THA-4 debido a su desempefio en los acoplamientos
moleculares refinados y THA-5 que presenta las predicciones de actividad mas altas
en los servidores web utilizados, pero se elige a THA-4 ya que como se mencioné
anteriormente presenta el grupo bifenilcarbonitrilo que ya se ha probado
anteriormente en nuestro grupo de trabajo con excelentes resultados.
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8.3 Parte in vivo

Se evaluo la actividad antidiabética de los compuestos THA-1 y THA-4 usando un
modelo de ratén no insulino-dependiente con estreptozotocina-nicotinamida, para
ambos ensayos se utilizaron 8 animales.

8.3.1 Evaluacion in vivo del efecto antidiabético del compuesto THA-1

Para este ensayo como control hipoglucémico fue utilizada glibenclamida y como
control euglicémico a pioglitazona, esta Ultima debido al parecido estructural con el
compuesto THA-1.

== THA-1 (100 mg/kg)
—&— Glibenclamida (5 mg/kg)

509

Pioglitazona (30 mg/kg)
== Vvehiculo (Tween 80 10%)

o

N NH

CN O o HN\«
o)

-50 1

% Variacion de glucemia

Tiempo (h)

Gréfico 1. Efecto de dosis Unica de THA-1 (100 mg/kg) en modelo murino no insulino-dependiente

El compuesto THA-1 mostré un aumento en los niveles de glucosa en la primera
hora del experimento, se cree que esto se debe a que estos compuestos con el
fragmento de hidantoina tendran muy buena afinidad con la enzima aldosa
reductasa segun los ensayos in silico efectuados, esta enzima en condiciones
normales cataliza la reduccion de glucosa a sorbitol y al verse inhibida por el
compuesto no logra realizar su funcién y en consecuencia los niveles de glicemia
aumentan, sin embargo a partir de la 3ra hora podemos apreciar una reduccion en
la glicemia plasmatica estadisticamente siginificativa, efecto que se mantiene hasta
la 7ma hora del ensayo mostrando un comportamiento euglicémico muy parecido al
de pioglitazona.



8.3.2 Evaluacion in vivo del efecto antidiabético del compuesto THA-4

Para la realizacion de este experimento como control hipoglucémico se utilizo a
glibenclamida anicamente.

8 =& Control
S
e ¥ Glibenclamida 20 mg/kg
)
2 -~ THA-4
(0]
k] O
c
° X o]
(8]
g CN 0 0 o)<
©
>
s ®

-100 T T T 1

0 2 4 6 8
Tiempo (h)

Gréfico 2. Efecto de dosis Unica de THA-4 (100 mg/kg) en modelo murino no insulino-dependiente

Como se aprecia en el grafico de arriba, el compuesto THA-4 no mostré6 una
disminucién de los niveles de hiperglicemia, esto se debe a que el compuesto tiene
que sufrir de una O-desalquilacion en el anillo de 4cido de Meldrum para obtener un
doble &cido carboxilico, el cual ya tendria una mejor afinidad por los blancos
terapéuticos propuestos. Por lo tanto tiene sentido que este compuesto no haya sido
activo, se cree que el efecto se vera a partir de la octava o novena hora posterior a
su administracion pero esto con un ensayo agudo de este tipo no puede ser
evaluado.



9. CONCLUSIONES

Se realiz6 un estudio detallado de todas las propiedades farmacoldgicas para los
compuestos disefiados y sintetizados THA 1-6 con herramientas computacionales
con lo cual se determin6é que los compuestos THA-1 y THA-4 tienen las mejores
caracteristicas para ser evaluados en ensayos in vitro e in vivo.

Al ser evaluados en un modelo murino no insulino-dependiente, THA-1 disminuyo
la glicemia plasmatica en las primeras horas posterior a su administracion unica y
THA-4 no lo hizo en el ensayo agudo debido a la biotransformacién que tiene que
sufrir para que pueda ser activo.

Se puede concluir que las herramientas quimioinformaticas son de gran ayuda para
evaluar posibles compuestos bioactivos, ya que nos permiten explorar las
propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicolégicas de los candidatos
a farmaco sin necesidad de gastar muchos recursos y dirigiendonos hacia
compuestos mas activos en ensayos in vitro como in vivo.



10.

PERSPECTIVAS

Evaluar los compuestos THA 1-6 en un ensayo in vitro sobre el receptor
GPR-40 vy las enzimas PTP-1B y aldosa reductasa

Realizar estudios de toxicidad aguda para determinar la dosis letal media
(DLso), asi como la dosis efectiva media (DEso) del compuesto THA-1

Evaluar el compuesto THA-4 en un ensayo subagudo en un modelo murino
no insulino-dependiente donde la duracibn sea mas prolongada para
observar si existe el efecto hipoglucemiante.



11. PARTE EXPERIMENTAL

11.1Instrumentacion

Para realizar la sintesis de los compuestos THA 1-6 se utilizaron reactivos
adquiridos de la empresa SIGMA-ALDRICH®.

Ademas se hizo uso de una parrilla de calentamiento con agitacién magnética marca
IKA® C-MAG HS4. Matraces bola de 10 y 25 mL acoplados con agitacion
magnética, refrigerante en posicion de reflujo y se utilizé una trampa Dean-Stark
para la condensacion de Knoevenagel.

Para evaporar los disolventes se utiliz6 un Rotavaporador marca BUCHI B-490
acoplado a vacio con una bomba marca NOVATECH® y cuando se requirio de alto
vacio se us6 una bomba marca BUCHI V-700.

Los puntos de fusion de los compuestos sélidos se determinaron utilizando un
aparato Stanford Research System, modelo EZ-Melt®

Las paginas web y los programas mencionados en la parte in silico (a excepcion de
ACD/Toxsuite) fueron ejecutados en una laptop Lenovo modelo G50 con sistema
operativo Windows 10 procesador Intel® Celeron® CPU N2840 @ 2.16GHzy 4 GB
de memoria RAM.

11.2 Cromatografia

El monitoreo de las reacciones se llevé a cabo mediante cromatografia de capa fina
(CCPF), utilizando placas de aluminio de 2.5 x 4 cm cubiertas con silice Alugram. Los
compuestos se eluyeron utilizando una camara de elucién de vidrio con los sistemas
siguientes (Tabla 32):

Tabla 32. Composicién de los sistemas de elucion utilizados en la CCF

Sistema Proporcién Composicion

[ 70:30 AcOEt:MeOH
Il 85:15 Hex: AcOEt
1l 70:30 Hex: AcOEt
\Y} 75:25 Hex: AcOEt

La visualizacion de los compuestos en CCF se realiz6 en una camara de luz
ultravioleta UV-254/366 nm.
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11.3 Parte quimica
11.3.1 Sintesis del producto final THA-1

(2)-4'-((4-((2,5-dioxoimidazolidin-4-iliden)metil)fenoxi)metil)-[1,1'-bifenil]-2-
carbonitrilo

O o

Piperidina, Ac. HN Z

o

H
N
\,/ + ben20|co %NH
o
je Tolueno O

THA-1
14 THA-11

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron 200
mg (0.00063 mol, 1 equiv) de THA-11, 83 mg (0.00082 mol, 1.3 equiv) de
hidantoina, y 23 mg (0.00019 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de tolueno
seco, esta mezcla se mantuvo a ~70°C durante 30 minutos. Completado este tiempo
se afiadieron 15 pL (16 mg, 0.00019 mol, 0.3 equiv) de piperidina y la temperatura
se elevo hasta los ~90°C manteniendo agitacibn constante. La reaccion se
monitored utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomé una gota directa de la
reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se esperé hasta que se
evaporara todo el disolvente y se agreg6 una gota de acetona, posteriormente se
tomd la muestra para la eluciéon de la placa, frente a THA-11. Se observo la
formacion de un producto diferente al precursor, y al cabo de 8 horas la reaccién se
completd. La reaccion se detuvo y se esperd hasta que se enfriara la mezcla. Se
filtr6 todo el disolvente obteniéndose un solido amarillo. A continuacioén, este solido
se purificé por repulpado donde se agregaron 10 mL de agua fria a un matraz con
el solido en agitacion constante. Finalmente, este precipitado fue recuperado por
filtrado al vacio dejandose secar por 12h. El producto final fue un polvo color amarillo
con un peso de 0.1790 g, un rendimiento de 70.94% y presentd un punto de fusion
con descomposicion experimental de 239.7°C. Las placas de CCF fueron eluidas
con el sistema I. Rendimiento global 66.80%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) 5: 7.55 (d, J=2, H2 H6), 7.13 (d, J=8.82, H3 H5), 6.39
(s, H7), 8.09 (s, H10), 8.10 (s, H12), 5.60 (s, H13), 7.52 (dd, J=7, H2' H6"), 7.61 (dt,
J=7, H3' H5), 7.69 (m, H2” H3” H5"), 7.58 (tt, H4").

RMN 23C (150 MHz, DMSO-d6) &: 128.2 (C1), 128.8 (C2 C6), 115.1 (C3 C5), 158.4
(C4), 108.5 (C7), 125.7 (C8), 165.6 (C9), 155.6 (C11), 68.8 (C13), 137.3 (C1’), 127.9
(C2), 131.1 (C3'), 137.4 (C4’), 131.1 (C5’), 127.9 (C6’), 144.1 (C1”), 126.2 (C2”),
133.8 (C3”), 130.1 (C4”), 133.5 (C5”), 110.1 (C6”), 118.5 (CN). EM (IE): m/z=354.9

N
I



11.3.2 Sintesis del producto final THA-2

(2)-5-(4-(naftalen-1-ilmetoxi)benciliden)imidazolidin-2,4-diona

o]
Piperidina, Ac. HN Z
ben20|co >//NH
O
Tolueno ° O
THA-2

14 THA-12

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicion de reflujo se colocaron 200
mg (0.00038 mol, 1 equiv) de THA-12, 99 mg (0.00099 mol, 1.3 equiv) de
hidantoina, y 27 mg (0.00027 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de tolueno
seco, esta mezcla se mantuvo a ~70°C durante 30 minutos. Completado este tiempo
se afadieron 30 pL (32 mg, 0.00038 mol, 0.3 equiv) de piperidina y la temperatura
se elevo hasta los ~90°C manteniendo agitacibn constante. La reaccién se
monitored utilizando CCF cada dos horas, para esto se tom6 una gota directa de la
reaccion y se coloc6 en una placa de toque, donde se esperé hasta que se
evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de acetona, posteriormente se
tomo la muestra para la elucion de la placa, frente a THA-12. Se observé la
formacién de un producto diferente al precursor, y al cabo de 8 horas la reaccién se
completd. La reaccion se detuvo y se esperd hasta que se enfriara la mezcla. Se
extrajo todo el disolvente en un rotavaporador acoplado a una bomba de alto vacio,
obteniéndose un solido amarillo. A continuacion, se agregaron 10 mL de agua fria
al matraz con el sélido en agitacion constante, formandose un precipitado color
amarillo. Finalmente, este precipitado fue recuperado por filtrado al vacio dejandose
secar por 12h. El producto final fue un polvo color amarillo oscuro purificado con
lavados en etanol, con un peso de 0.1598 g, un rendimiento de 60.87% y present6
un punto de fusion con descomposicién experimental de 219.4°C. Las placas de
CCF fueron eluidas con el sistema Il. Rendimiento global 59.82%.

RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6) &: 7.57 (d, J=8, 1.8, H2 H6), 7.13 (dt, J=8, H3 H5),
6.40 (s, H7), 5.53 (s, H13), 7.52 (dd, J=7, H2’ H3’), 7.54 (d, J=8, H4"), 7.98 (d, J=9,
H5), 7.61 (dt, J=8, 2, H6"), 7.69 (d, J=6, H8"), 8.09 (d, J=8, H8").

RMN 2C (150 MHz, DMSO-d6) 5:126.4 (C1), 131.1 (C2 C6), 115.2 (C3 C5), 158.5
(C4), 108.5 (C7), 126.1 (C8), 165.6 (C9), 155.6 (C11), 67.9 (C13), 132.2 (C1), 128.7
(C2'), 125.3 (C3'), 126.0 (C4’), 131.1 (C4a’), 126.7 (C5'), 125.7 (C6’), 128.4 (CT’),
123.8 (C7’), 133.2 (C8a)).



11.3.3 Sintesis del producto final THA-3

(2)-5-(4-([1,1'-bifenil]-3-ilmetoxi)benciliden)imidazolidin-2,4-diona

(0]
Y J\@\ /\" Piperidina, Ac. »%@\
HN benzoico HN NH
e 0
Tolueno 0 O

14 THA-13 THA-3

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicion de reflujo se colocaron 100
mg (0.00034 mol, 1 equiv) de THA-13, 48 mg (0.00048 mol, 1.3 equiv) de
hidantoina, y 16 mg (0.00013 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de tolueno
seco, esta mezcla se mantuvo a ~70°C durante 30 minutos. Completado este tiempo
se afadieron 14 pL (14 mg, 0.00017 mol, 0.3 equiv) de piperidina y la temperatura
se elevo hasta los ~90°C manteniendo agitacibn constante. La reaccioén se
monitored utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomé una gota directa de la
reaccion y se coloc6 en una placa de toque, donde se esperé hasta que se
evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de acetona, posteriormente se
tomo la muestra para la elucion de la placa, frente a THA-13. Se observé la
formacién de un producto diferente al precursor, y al cabo de 8 horas la reaccién se
completd. La reaccion se detuvo y se esperd hasta que se enfriara la mezcla. Se
filtr6 todo el disolvente obteniéndose un solido amarillo crema. A continuacion, este
sélido se purificé por repulpado donde se agregaron 10 mL de agua fria a un matraz
con el sélido en agitacion constante. Finalmente, este precipitado fue recuperado
por filtrado al vacio dejandose secar por 12h. El producto final fue un polvo color
amarillo crema con un peso de 0.0501 g, un rendimiento de 45.80% y present6 un
punto de fusidon con descomposicion experimental de 208.9°C. Las placas de CCF
fueron eluidas con el sistema Ill. Rendimiento global 39.12%.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6) &: 7.59 (dt, J=8, 2 H2 H6), 7.07 (d, J=8, H3 H5), 6.89
(s, H7), 5.24 (s, H13), 7.38 (it, J=1.3, H2' H4"), 7.45 (m, J=8, 10 H3’ H3"), 7.63 (dt,
J=1, 10 H4’), 7.75 (s, H6’), 7.67 (dt, J=2, 10 H2” H6"), 7.45 (m, J=8, 10 H3” H5"),
7.38 (tt, J=1.3 H4")

RMN 23C (150 MHz, DMSO-d6) &: 126.4 (C1), 128.9 (C2 C6), 115.1 (C3 C5), 108.5
(C7), 126.2 (C8), 165.6 (C9), 155.6 (C9), 69.2 (C13), 137.5 (C1’), 129.1 (C2'), 126.7
(C3’), 125.6 (C4'), 140.3 (C5’), 126.0 (C6’), 139.8 (C1”), 126.7 (C2” C6”), 131.0 (C3”
C5”), 127.5 (C4”)



11.3.4 Sintesis del producto final THA-4

4'-((4-((2,2-dimetil-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-iliden)metil)fenoxi)metil)-[1,1'-bifenil]-2-
carbonitrilo

)
0
H Piperidina N o
+ (o} —_—
o )< Ac. benzdico CN (o) o (0]
o o
THA-10 15 O THA-4

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicion de reflujo se colocaron 200
mg (0.00063 mol, 1 equiv) de THA-11, 163 mg (0.00076 mol, 1.2 equiv) de acido de
meldrum, y 23 mg (0.00019 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de tolueno
seco, esta mezcla se mantuvo a ~70°C durante 30 minutos. Completado este tiempo
se afadieron 15 pL (0.0431 g, 0.00019 mol, 0.3 equiv) de piperidina y la temperatura
se elevod hasta los 90°C exactamente manteniendo agitacion constante. La reaccién
se monitoreo utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomé una gota directa de
la reaccién y se coloc6é en una placa de toque, donde se esperd hasta que se
evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de acetona, posteriormente se
tomo la muestra para la elucion de la placa, frente a THA-13. Se observé la
formacién de un producto diferente al precursor, y al cabo de 48 horas la reaccion
se completd. La reaccion se detuvo y se esper6 hasta que se enfriara la mezcla. Se
extrajo todo el disolvente en un rotavaporador acoplado a una bomba de alto vacio,
obteniéndose una resina amarilla oscura. A continuacion, se agregaron 10 mL de
acetato de etilo al matraz con el crudo de reaccidbn en agitacion constante,
formandose un precipitado color amarillo. Finalmente, este precipitado fue
recuperado por filtrado al vacio dejandose secar por 12h. El producto final se
cristalizé en metanol obteniéndose cristales tipo hojuelas color amarillo, con un peso
de 0.2353 g, un rendimiento de 83.91% y present6 un punto de fusion experimental
de 206.1-208.5°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema IV. Rendimiento
global 79.01%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 7.14 (dt, J=8, 2 H2 H6 H2’ H6"), 6.40 (s, H3 H5),
8.09 (s, H7), 2.50 (s, H11 H12), 5.60 (s, H14), 7.56 (m, H3' H5'), 7.96 (dd, J=8, 4
H3”, 7.51 (dd, J=1, 7 H4”"), 7.66 (m, H5”"), 8.07 (s, H6”)

RMN 3C (150 MHz, DMSO-d6) &: 126.4 (C1), 128.8 (C2 C6), 115.8 (C3 C5), 156.9
(C4), 160.5 (C7), 124.2 (C8), 163.5 (C9), 104.6 (C10), 27.3 (C11 C12), 163.8 (C13),
68.6 (C14), 131.5 (C1’), 125.8 (C2' C6’), 128.9 (C3' C5’), 131.4 (C1”), 112.0 (C2"),
129.3 (C3”), 127.3 (C4”), 130.3 (C5”), 127.0 (C6”), 115.5 (CN)



11.3.5 Sintesis del producto final THA-5

2,2-dimetil-5-(4-(naftalen-1-ilmetoxi)benciliden)-1,3-dioxan-4,6-diona

O
/©)‘\ Plperldlna /O/jl\o
)< Ac benzdico o O/%
THA-12 THAS
En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron 300
mg (0.0011 mol, 1 equiv) de THA-12, 163 mg (0.0013 mol, 1.1 equiv) de acido de
meldrum, y 0.061 g (0.0005 mol, 0.4 equiv) de &cido benzoico en 10 mL de tolueno
seco, esta mezcla se mantuvo a ~70°C durante 30 minutos. Completado este tiempo
se afiadieron 50 uL (0.0431 g, 0.0005 mol, 0.4 equiv) de piperidina (p=0.8622 g/mL)
y la temperatura se elevé hasta los 90°C exactamente manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitoreo utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomd una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
espero hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de acetona,
posteriormente se tomo la muestra para la elucion de la placa, frente a THA-12. Se
observé la formacién de un producto diferente al precursor, y al cabo de 8 horas la
reaccion se completd. La reaccion se detuvo y se esperd hasta que se enfriara la
mezcla. Se extrajo todo el disolvente en un rotavaporador acoplado a una bomba
de alto vacio, obteniéndose una resina amarilla oscura. A continuacion, se
agregaron 10 mL de acetato de etilo al matraz con el crudo de reaccion en agitacion
constante, formandose un precipitado color amarillo. Finalmente, este precipitado
fue recuperado por filtrado al vacio dejandose secar por 12h. El producto final se
cristalizé en metanol obteniéndose cristales tipo hojuelas color amarillo, con un peso
de 0.2353 g, un rendimiento de 83.91% y presentd un punto de fusién experimental
de 124.2-128.7°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema IV. Rendimiento
global 82.46%.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6) &: 7.45 (m, H2 H6 H7’), 7.04 (dd, J=2, 8 H3 H5), 7.72
(s, H7), 2.47 (s, H11 H12), 5.21 (s, H14), 7.36 (t, H2’ H3'), 7.55 (dt, J=2, 8 H4’), 7.60
(d, J=7, H5'), 7.61 (dt, J=2, 8, HE’), 7.64 (dt, J=1, 7, H8)

RMN 23C (150 MHz, DMSO-d6) &: 126.6 (C1), 129.4 (C2 C6), 115.6 (C3 C5), 140.7
(C4), 156.0 (C7), 126.0 (C8), 159.8 (C9), 109.0 (C10), 40.7 (C11 C12), 166.0 (C13),
69.6 (C14), 138.0 (C1’), 128.0 (C2”), 126.5 (C3'), 127.1 (C4' C7’), 131.5 (C4a’),
129.5 (C5), 125.7 (C6’), 126.4 (C8'’), 140.3 (C8a’)



11.3.6 Sintesis del precursor THA-11

4'-((4-formilfenoxi)metil)-[1,1'-bifenil]-2-carbonitrilo

N
Br | K, K,CO,4 o
+ —>
MeCN

OH
7 A% .

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética y refrigerante se colocaron 579 mg (0.0016 mol, 1.3 equiv) de 4-
bromometil bifenilcarbonitrilo con 701 mg de carbonato de potasio (0.0034 mol, 2.1
equiv) en 10mL de Acetonitrilo a temperatura ambiente por media hora; ademas se
agrego yoduro de potasio como catalizador. Transcurrido el tiempo se adicion6 200
mg de 4-hidroxibenzaldehido (0.0016 mol, 1 equiv) y se calenté la reaccién a ~ 65°C.
La reaccion se monitoreé utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomé una
gota directa de la reaccion y se colocé en un tubo de ensayo con agua y 3 gotas de
acetato de etilo; generando la separacion de la fase organica de la cual se tom6 una
muestra para la elucion de la placa, frente a 4-hidroxibenzaldehido. Una vez hecho
esto, se observo la formacion de un producto diferente al precursor, y al cabo de 4
horas se observd la desapariciéon de la mancha del 4-hidroxibenzaldehido, y la
presencia de una mancha con un Rf diferente. La reaccion se detuvo y se esperé
hasta que se enfriara la mezcla. Se extrajo % partes del disolvente en un
rotavaporador acoplado a una bomba de vacio, observandose un precipitado blanco
con un ligero tono café. Seguido se agregaron 10mL de agua fria y se mantuvo en
agitacion por media hora hasta notarse la formacién de un precipitado blanco, este
precipitado se recristalizé en metanol, obteniéndose cristales blancos en forma de
aguja con un peso de 0.4232 g y un rendimiento de 94.17%. Las placas de CCF
fueron eluidas con el sistema I.

PF:145.6-146.5°C



11.3.7 Sintesis del precursor THA-12

4-(naftalen-1-ilmetoxi)benzaldehido

(0]
Kl, K2003
MeCN

THA-12
7

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética y refrigerante se colocaron 449 mg (0.0059 mol, 1.3 equiv) de 4-
hidroxibenzaldehido con 821 mg de carbonato de potasio (0.0059 mol, 2.1 equiv)
en 5 mL DMSO a temperatura ambiente por media hora; ademas se agreg6 yoduro
de potasio como catalizador. Transcurrido el tiempo se adicion6é 500 mg del 1-
clorometilnaftaleno (0.0028 mol, 1 equiv) y se calentd la reaccién a ~ 65°C. La
reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomé una gota
directa de la reaccién y se coloc6 en un tubo de ensayo con agua y 3 gotas de
acetato de etilo; generando la separacién de la fase organica de la cual se tom6 una
muestra para la elucion de la placa, frente a 4-hidroxibenzaldehido. Una vez hecho
esto, se observo la formacion de un producto diferente al precursor, y al cabo de 6
horas se observd la desaparicion de la mancha de 4-hidroxibenzaldehido, y la
presencia de una mancha con un Rf diferente. La reaccién se detuvo y se esperé
hasta que se enfriara la mezcla. Se extrajo % partes del disolvente en un
rotavaporador acoplado a una bomba de vacio, observandose un precipitado blanco
con un ligero tono café. Seguido se agregaron 10mL de agua fria y se mantuvo en
agitacion por media hora hasta notarse la formacién de un precipitado blanco, este
precipitado se recristalizé en etanol, obteniéndose cristales blancos en forma de
hojuelas con un peso de 0.8027 g y un rendimiento de 98.28%. Las placas de CCF
fueron eluidas con el sistema llI.

PF: 105.8-107.1 °C



11.3.8 Sintesis del precursor THA-13

4-([1,1'-bifenil]-3-ilmetoxi)benzaldehido

MeCN
13

THA-
7

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética y refrigerante se colocaron 128 mg (0.0010 mol, 1.3 equiv) de 4-
hidroxibenzaldehido con 234 mg de carbonato de potasio (0.0010 mol, 2.1 equiv)
en 10mL de Acetonitrilo a temperatura ambiente por media hora; ademas se agrego
yoduro de potasio como catalizador. Transcurrido el tiempo se adicion6 200 mg del
bromuro de 3-fenilbencilo (0.0008 mol, 1 equiv) y se calent6 la reaccion a ~ 65°C.
La reaccion se monitored utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomé una
gota directa de la reaccion y se colocé en un tubo de ensayo con agua y 3 gotas de
acetato de etilo; generando la separacién de la fase organica de la cual se tom6 una
muestra para la elucion de la placa, frente a 4-hidroxibenzaldehido. Una vez hecho
esto, se observo la formacion de un producto diferente al precursor, y al cabo de 8
horas se observo la desaparicion de la mancha de 4-hidroxibenzaldehido, y la
presencia de una mancha con un Rf diferente. La reaccion se detuvo y se esperé
hasta que se enfriara la mezcla. Se extrajo ¥ partes del disolvente en un
rotavaporador acoplado a una bomba de vacio, observandose un precipitado blanco
con un ligero tono café. Seguido se agregaron 10mL de agua fria y se mantuvo en
agitacion por media hora hasta notarse la formacién de un precipitado blanco, este
precipitado se recristalizé en metanol, obteniéndose cristales blancos romboidales
con un peso de 0.1993 g y un rendimiento de 85.42%. Las placas de CCF fueron
eluidas con el sistema lll.

PF: 67.3-67.7°C
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Espectro 14. RMN 1H del compuesto THA-1(600MHz, DMSO-d6)
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Espectro 15. RMN 13C del compuesto THA-1(150MHz, DMSO-d6)
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Espectro 16. Espectro de EM del compuesto THA-1 (Técnica: IE)
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Espectro 17. RMN 1H del compuesto THA-2 (600MHz, DMSO-d6)

58 57 56 55

5.9

80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 6.0
f1 (ppm)

8.1

103



8816'L9 —

Iy

THA-2
Vg

T
100

3|
T
105

[¥85°80T — N -

110

115
f1 (ppm)

¢9¢T’STT — - -

T
120

"
T
125

T
130

PTOT'TET ~ .
0697'2€T — 898°eCT —

L98T°EET

oru W iy

T
125

T0LE'STI~. _
6LSL°STT~
1000°92T ~.
€€81°97T —
€€8L'92T -
8€9L°9TT

T
140

T
127
f1 (ppm)
T
145

T
150

T
128

T
155

6€€9°3ST —

. ob6y'8¢T — -
/S65°8ST — 1/5/'92T —

160

T
129
T

T
165

LTT9°S9T — -—s

Espectro 18. RMN 13C del compuesto THA-2 (150MHz, DMSO-d6)
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Espectro 19. Espectro de EM para el compuesto THA-2 (Técnica: |IE)
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Espectro 20. RMN *H del compuesto THA-3 (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro 23. RMN *H del compuesto THA-4 (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro 25. RMN *H del compuesto THA-5 (600MHz, DMSO-d6)
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13.

ANEXOS

CARTELES Y ASISTENCIA A CONGRESOS RELACIONADOS CON EL
DESARROLLO Y APLICACION DE ESTE PROYECTO

Asistencia y presentacion de cartel en el XXVI Congreso Nacional de
Educacion Quimica Farmacéutica Bioldgica y XXII Reunion Nacional de
Estudiantes de Farmacia los dias 7, 8 y 9 de febrero de 2018 en la Facultad
de Farmacia, UAEM

Asistencia y presentacion de cartel en el Cuarto Simposio de Tendencias
actuales en la busqueda y desarrollo de farmacos los dias 13, 14 y 15 de
junio del 2018 en la Facultad de Quimica, UNAM
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