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ABREVIATURAS.

°A - Amstrong.

ADN - Acido Desoxiribonucleico.

CC50 - Concentracion citotdéxica media.
CDCls- Cloroformo deuterado

CES50 - Concentracion efectiva media

CI50 - Concentracion inhibitoria media
CYP450 Citocromo P450.

DM2 Diabetes Mellitus tipo 2

DL50 Dosis letal media.

DMSO Dimetil sulfoxido.

EAB Espectro de actividad bioldgica.

EM Espectrometria de masas.

FAB+ Bombardeo de atomos rapido.

FATP-1 — Proteina Transportadora de Acidos Grasos
GLUT4 — Trasportador de Glucosa tipo 4

IM - Intramuscular

IV - Intravenosa

K>COg3 - Carbonato de potasio

Log P Coeficiente de particion.

[M+H] lon cuasimolecular yM — Micromolar
nM - Nanomolar

OGTT - Prueba de tolerancia oral a la glucosa
OMS Organizacion mundial de la salud.

Pf Punto de fusion.

PTP-1B — Proteina Fosfatasa de Tirosina-1B
PCR - Reaccibén en cadena de la polimerasa
PM Peso molecular.

RMN Resonancia magnética nuclear

Ro5 - Regla de Lipinski

SAR - Relacién Estructura-Actividad

SN, Sustitucién nucleofilica bimolecular.
PPARa - Receptor Activado por el Proliferador de Peroxisomas alfa
PPARYy - Receptor Activado por el Proliferador de Peroxisomas gamma
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FIGURA 43. (A) DIAGRAMA DE UNION DE M1 Y M3 EN EL SITIO ACTIVO DE PTP-1B. LOS MODELOS DE
BARRAS REPRESENTAN: M1 (VERDE), M3 (BLANCO) Y AMINOACIDOS COMO LINEAS MAGENTA. LAS
LINEAS AMARILLAS SUGIEREN CONTACTOS POLARES. (B) MAPA DE INTERACCION 2-D PARA M1 SOBRE
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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
hiperglucemia crénica y transcurre con enfermedades concomitantes tales como
las cardiovasculares, ceguera, nefrotoxicidad, entre otras. En este proyecto se
abordaron dianas farmacologicas que convergen tanto en la diabetes como en
enfermedades ateroscleroticas y retinopatia. El receptor PPARy y la enzima PTP-
1B participan mejorando la sensibilidad a la insulina disminuyendo los niveles de
glucosa en sangre, mientras que el receptor PPARa favorece la reducciéon de los
niveles de triglicéridos en plasma y el metabolismo de acidos grasos,
disminuyendo las complicaciones cardiovasculares. Se ha descrito una amplia
variedad de compuestos de tipo acido carboxilico como ligandos de estas dianas.
Con base en lo anterior, se diseflaron 5 moléculas (M1 — M5) basadas en el
armazoén de tirosina e hibridizadas con diferentes azaheterociclos y carbociclos
consideradas como estructuras privilegiadas, que puedan actuar sobre PTP-1B,
PPARa y PPARy de manera simultdnea, a lo cual se le conoce como
polifarmacologia. La actividad inhibitoria de los 5 compuestos sobre la enzima
PTP-1B fue realizada en ensayos in vitro. Los compuestos M1 y M3 mostraron una
concentracion inhibitoria media (CI50) de 44+/- 3.0 uM respectivamente. De estos
dos candidatos, solo el compuesto M1 mostré actividad dual al aumentar alrededor
de 8 y 10 veces los niveles de expresion de RNAm de PPARa y su proteina de
expresion FATP1 mas que el adipocito sin tratamiento (linea celular 3T3-L1)
respectivamente y alrededor de 8 y 2.5 veces los niveles de expresion de RNAmM
de PPARY y su proteina de expresion GLUT4 mas que el adipocito sin tratamiento
(linea celular 3T3-L1) respectivamente, mostrando una mejor activacion que los
farmacos de referencia (pioglitazona y fenofibrato) respectivamente. Asi mismo, el
compuesto M1 administrado por via oral (100mg/kg), en un modelo murino de
diabetes no insulinodependiente logré disminuir hasta un 50% los niveles de
glucosa en plasma a partir de la primera hora manteniendo este efecto sostenido
durante las 7 horas que duré el experimento, presentando un efecto
antihiperglucémico mas que un efecto hipoglucémico en un ensayo oral de
tolerancia a la glucosa. Se realizaron estudios in silico de acoplamiento molecular
(Docking) de los compuestos mas activos (M1 y M3) con estructuras cristalizadas
de humano de las diferentes dianas terapéuticas (enzima PTP1-B y los receptores
PPARa y PPARY) obtenidas de Protein Data Bank (PDB) (PDB code: 4Y14, 1K74
y 1K7L, respectivamente) presentando ambos compuestos (M1 y M3) buenas
interacciones de tipo puente de hidrégeno con los mismo aminoacidos que presentan los
ligandos cocristalizados.




ABSTRACT

Diabetes mellitus type 2 (DM2) is a metabolic disease characterized by chronic
hyperglycemia and occurs with concomitant diseases such as cardiovascular,
blindness, nephrotoxicity, among others. This project addressed pharmacological
targets that converge in both diabetes and atherosclerotic diseases and
retinopathy. The PPARY receptor and the PTP-1B enzyme participate in improving
insulin sensitivity by decreasing blood glucose levels, while the PPARa receptor
improvement the reduction of plasma triglyceride levels and fatty acid metabolism,
decreasing complications cardiovascular. A wide variety of carboxylic acid type
compounds have been described as ligands for these targets. Based on the above,
5 molecules (M1 - M5) based on the tyrosine framework and hybridized with
different azaheterocycles and carbocycles considered as privileged structures were
designed, which can act on PTP-1B, PPARa and PPARy simultaneously, which is
known as polypharmacology. The inhibitory activity of the 5 compounds on the
PTP-1B enzyme was carried out in in vitro tests. Compounds M1 and M3 showed
an average inhibitory concentration (IC50) of 44 +/- 3.0 uM respectively. Of these
two candidates, only the compound M1 showed dual activity by increasing (about 8
and 10 times) the levels of MRNA expression of PPARa and its expression protein
FATP1 more than the adipocyte without treatment (cell line 3T3-L1) respectively
and (about 8 and 2.5 times) the expression levels of PPARy mRNA and its GLUT4
expression protein more than the untreated adipocyte (cell line 3T3-L1)
respectively. Showing a better activation than the reference drugs (pioglitazone
and fenofibrate) respectively. Also, compound M1 administered orally (100 mg /
kg), in a non-insulin dependent diabetes mellitus murine model, decreased plasma
glucose levels by 50% from the first hour, maintaining this effect sustained during
the 7 hours of the experiment, presenting an antihyperglycemic effect more than a
hypoglycemic effect in an oral glucose tolerance test (OGTT). Docking assays
were performed in order to gain insight the possible binding mode of the most
active compounds (M1 and M3) with the enzyme PTP1-B and the receptors
PPARa and PPARYy, these compounds were docked with a crystallographic
structure of human (PDB code: 4Y14, 1K74 and 1K7L, respectively) obtained from
the Protein Data Bank (PDB), presenting both compounds (M1 and M3) hydrogen
bridge-type interactions with the same amino acids as the co-crystallized ligands.
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1.- INTRODUCCION

La Diabetes mellitus es una enfermedad cronico degenerativa que se caracteriza
por una elevacion de los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia) y se
asocia a largo plazo con el dafio, disfuncién e insuficiencia de diferentes érganos
especialmente los ojos, rifiones, nervios, corazébn y vasos sanguineos, Yy
posteriormente pueden desarrollar enfermedades cardiovasculares, ceguera, falla
renal y amputaciones de los miembros inferiores. Segun reportes de la Federacion
Internacional de la Diabetes, en el afio 2017, 415 millones de personas padecian
de diabetes mellitus a nivel mundial (México ocupaba el sexto lugar con 11.5
millones de personas con diabetes) y se estima que para el afio 2045, 642
millones de personas padeceran de esta enfermedad. Ademas, las personas que
padecen de diabetes, con frecuencia presentan concentraciones elevadas de
triglicéridos en plasma, conduciendo al desarrollo de enfermedad aterosclerética
vascular, por lo que dichas personas, tienen la necesidad de administrarse
diferentes medicamentos (polifarmacia) de manera cronica para tratar cada una de
estas patologias provocando toxicidad por interacciones medicamentosas. En la
actualidad existen farmacos multitarget que modulan distintas funciones
fisiol6gicas al actuar sobre diferentes blancos terapéuticos de manera simultanea;
un ejemplo de estos son los glitazares, que son agonistas duales de los
Receptores activados por el proliferador de peroxisomas alfa y gamma (PPARaly),
los cuales, al ser activados aumentando los niveles de sus proteinas de expresion
FATP1 y GLUT4, aumentando de manera simultanea la sensibilidad a la insulina y
previniendo complicaciones cardiovasculares (disminuyendo los niveles de
glucosa y triglicéridos en plasma) respectivamente. Asi mismo, se ha reportado la
actividad dual de compuestos que activan a los PPARy y al mismo tiempo inhiben
de la actividad enzimatica la proteina fosfatasa de tirosina (PTP-1B) mejorando la
sensibilidad del receptor a la insulina y disminuyendo los niveles de glucosa en
plasma. Con base en lo anterior, en este proyecto se plantea una serie de
compuestos tomando como armazon estructural el nucleo de tirosina e
hibridizandolo con diferentes azaheterociclos y carbociclos con la finalidad de
generar agentes multitarget que actien sobre distintos blancos terapéuticos: PTP-
1B, PPARa y PPARY.




2.- ANTECEDENTES

2.1.- Diabetes y la disfuncidn de diferentes drganos.

La Diabetes mellitus es una enfermedad cronico degenerativa que se caracteriza
por una elevacion de los niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia)® y se
asocia a largo plazo con el dafio, disfuncién e insuficiencia de diferentes érganos
especialmente los ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos.’ y
posteriormente pueden desarrollar enfermedades cardiovasculares, ceguera, falla

renal y amputaciones de los miembros inferiores. (Figura 1) 3

ATAQUE AL
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Figura 1. Complicaciones de la diabetes meliitus.

2.2.- Mortalidad producida por la diabetes
Segun reportes de la Federacion Internacional de la Diabetes, en el afio 2017, 415

millones de personas padecian de diabetes mellitus a nivel mundial y se estima
gue para el afio 2045, 642 millones de personas padeceran de esta enfermedad
(Figura 2). Ademas, en el afio 2017 México se encontraba dentro de los 10 paises
con mas personas diabéticas, ocupando el quinto lugar con 11.5 millones de
personas con esta enfermedad y se estima que México ocupe el cuarto lugar con

20.6 millones de personas con diabetes en el afio 2045. *°
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Figura 2. Mapa mundial de mortalidad por diabetes mellitus en el afio 2017 y la
estimacion para el afio 2045.4°

2.3.- Patologia de diabetes.
En personas diabéticas la hiperglucemia puede ser producida por dos diferentes

mecanismos: 1) por la deficiencia de las células-B pancreéticas para producir y
secretar la hormona insulina, esta patologia es conocida como diabetes tipo 1,° o
2) por la deficiencia de la activacién de alguna de las enzimas involucradas en la
cascada de activacion cuando la insulina se une a su receptor, lo que se conoce
como diabetes tipo 2’ (Enfermedad a tratar en este proyecto). Tanto en la
diabetes tipo 1 como en la diabetes tipo 2 se impide la entrada de glucosa hacia el
interior de la célula, asi como su posterior metabolismo y por ende la produccion
de energia, lo que genera en la persona diabética sintomas (Figura 3) de falta de

8 ademas esta inhibicion de la

energia y un aumento del hambre (Polifagia),
produccion de energia proveniente de la glucosa externa, conlleva a la obtencién

de energia a partir de otras vias alternas como la glucogendlisis o




gluconeogénesis, ° lo que genera en la persona diabética pérdida de peso
corporal. Por otra parte, esta inhibicion de la entrada de glucosa hacia el interior
de la célula aumenta la osmolaridad de liquido extracelular lo que genera una sed
excesiva (polidipsia) en la persona diabética y su concomitante necesidad de

orinar con frecuencia (poliuria). ®

= Polidipsia -}@(— E Fatiga

Pérdida de

peso

Poliuria Polifagia

8

Figura 3. Signos y sintomas producidos por diabetes mellitus.>

2.4.- Diabetes y complicaciones cardiovasculares.
Se sabe que las personas que padecen de diabetes, con frecuencia presentan

concentraciones elevadas de triglicéridos en plasma, *** los cuales, conducen al
desarrollo de enfermedad aterosclerética vascular, aumentando la mortalidad a

nivel mundial. 714

por lo que las personas que padecen de esta enfermedad
tienen la necesidad de administrarse diferentes medicamentos de manera cronica
para tratar cada una de estas patologias lo que se conoce como polifarmacia® y
que posteriormente producen toxicidad por interacciones medicamentosas.®*’ La
tendencia actual en el desarrollo de nuevos farmacos es la actividad
polifarmacolégica (multitarget) es decir; farmacos que son reconocidos por
diferentes dianas terapéuticas para modular distintas funciones fisiolégicas
presentes en una sola molécula.'® Existen compuestos agonistas duales PPARaly

basados en armazones del aminoacido tirosina llamados glitazares, los cuales al




interaccionar los receptores activados por el proliferador de peroxisomas gama
(PPARy) en musculo y tejido adiposo producen insulinosensibilizacion al
incrementar la activacién del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4), %22
favoreciendo la captacion y utilizacion de glucosa teniendo mejores efectos en la

2y al mismo tiempo previenen

homeostasis de ésta en personas diabéticas.
complicaciones cardiovasculares al unirse con los receptores activados por el
proliferador de peroxisomas alfa (PPARa) reduciendo los niveles de triglicéridos
en plasma al incrementar la activacion de la proteina transportadora de acidos
grasos tipo 1 (FATP-1) 22! (Figura 4). Por otra parte, se ha reportado la actividad
dual de compuestos que son agonistas de los PPARy y al mismo tiempo
inhibidores de la actividad catalitica de la proteina fosfatasa de tirosina (PTP-1B)*
La PTP-1B ha mostrado una importante influencia en la sefializacion de la insulina,
%4 varios estudios han revelado que la inhibicién de los aminoacidos (Asp181,
Arg221 and Cys215) presentes en el sitio catalitico de dicha enzima estan
relacionados con la desfosforilacion de los residuos de tirosina presentes en el

25-27

receptor de insulina mejorando la sensibilidad a la insulina y estimulando la

captacion de glucosa.?®

Agonistas PPARa Agonistas PPARYy
Dosis
Agonismo dual supraterapéuticas Agonismo dual
con alta afinidad con alta afinidad
PPARa PPARY
(Tesaglitazar) (Muraglitazar)
Agonismo

M dual con
g== desequilibrado e

afinidad PPARa/y

«’

Reduce los niveles de triglicéridos en plasma Previenen  Insulinosensibilizacion: Favorece la captacion y
complicaciones cardiovasculares: utilizacion de glucosa

Figura 4. Mecanismo de accion de los agonistas duales PPAR aly. 1618
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2.5.- Patrén farmacoférico de los Glitazares: Agonistas duales

PPAR aly basados en armazones del aminoacido tirosina.
Los Glitazares como chiglitazar, muraglitazar y farglitazar (Figura 5) son

agonistas duales de los receptores PPARa/y*?° basados en armazones del
aminoacido tirosina y podrian ser inhibidores de la proteina fosfatasa de tirosina
(PTP-1B) por presentar dicho aminoacido como estructura base, los cuales
cuentan con un patron farmacoforico conformado por una region acida (A) unida a
un anillo aromatico (B), un fragmento hidorfébico de tipo azaheterociclo o
carbociclo (D) unido mediante un espaciador flexible (C) y una amina voluminosa
(E) ?* (Figura 6).

Azaheterociclo Anillo

o nr -
) A t B Region
Carbociclo romético (B) " Acida (A)

D)
0 OH
O ;
N o
Espaciador (o) Q

Flexible (C)
Amina

Voluminosa (E)
Farglitazar

Anillo O Region
Aromatico (B) Acidi (A) Azaheterociclo

Azaheterociclo
o
Carbociclo

D)

Anillo
Aromatico (B)

Carboc1clo

N \/\o /\n/ Region
Espaciador )\ Acida (A)

Flexible (C)
Amina Espa}mador )
I Voluminosa (E) Flexible (C) A‘?““a
Chiglitazar Voluminosa (E)
Muraglitazar
/O

Figura 5. Estructura quimica de los glitazares; chiglitazar, muraglitazar y farglitazar.
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o

OH
Azaheterociclos
(o)

Carbociclos

Amina
Voluminosa

Figura 6. Patron farmacoforico de los Glitazares: Agonistas duales PPAR a/y basados en
armazones del aminoacido de tirosina

2.7.- Farmacocinética y farmacodinamia de los glitazares.
Los glitazares tales como chiglitazar, muraglitazar y farglitazar incrementan la

sensibilidad a la insulina y simultaneamente previenen complicaciones
cardiovasculares #*°*" Ademas inhiben la gluconeogénesis, disminuyen los
niveles de triglicéridos (TG) acidos grasos no esterificados (AGNe), lipoproteina de
muy baja densidad (VLDL) y colesterol total (TCHO) en plasma, promueven la
diferenciacion de adipocitos y disminuyen su diametro mejorando la sensibilidad a
la insulina. Ademas; aumenta los niveles de Carnitina palmitoil transferasa 1
(CPT1) mostrando tener mejores efectos sobre la homeostasis de lipidos en
pacientes diabéticos.?**? Por otra parte, tienen una biodisponibilidad por via oral
de 79% y un tiempo de vida media (t12) de 12 a 16 horas lo que nos indica que

puede ser administrado una sola vez al dia.?

2.8.- Toxicidad de los glitazares.

En la actualidad solamente saroglitazar es el Unico de los glitazares que se
encuentra comercializado exclusivamente en la India por la empresa farmacéutica
Zydus cadila bajo el nombre de “Lipaglyn” recibiendo su aprobacion en Junio del
2013; Mientras los demas tipos de glitazares fueron descontinuados en ensayos

clinicos debido a la toxicidad que presentaron.

2.6.- Derivados de tirosina como agonistas PPARYy

En la figura 7 se muestran solo algunos de los compuestos sintetizados por

diversos grupos de investigacion que utilizan un armazén del aminoacido tirosina
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como estructura base de los cuales, se ha reportado su actividad como agonistas

PPARYy realizada en estudios in vitro. 3435
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Figura 7. Agonistas PPARy basados en armazones de tirosina.***"

2.7.- Agonistas PPARy e inhibidores de la enzima PTP1-B

disefiados y sintetizados en nuestro grupo de investigacion.

En la tablas 1 - 6 se muestran algunos de los compuestos que se han disefiado y
sintetizado en nuestro grupo de investigacion, los cuales han presentado actividad
como agonistas PPARYy e inhibidores de la enzima PTP1-B respectivamente. De la
misma manera se muestran algunas de las estructuras
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privilegiadas que hemos venido estudiando para la realizacion de un analisis
estructura-quimica actividad-antidiabética. *¢™>°

Tabla 1. Tiazolidindionas agonistas PPARY e inhibidores de la enzima PTP1-B. !
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Tabla 2. Regioisémeros de tiazolidindionas aggg!_itas PPARYy e inhibidores de la enzima PTP1-B.
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Tabla 4. Acido fenilpropandico agonistas PPARy e inhibidores de la enzima PTP1-B* !
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Tabla 5. Acido 2- fenoxipropanéico agonistas PPARYy e inhibidores de la enzima PTP1-B.*
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Tabla 6. Acido (4-Hidroxifenil)acético agonistas PPARYy e inhibidores de la enzima PTP1-B. 32-51
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En todos los casos se observa la presencia de carbociclos y azaheterociclos
dentro de los cuales destacan: bifenilcarbonitrilo, bifenilo, naftilo, quinolina y
bencimidazol como los compuestos mas activos de cada serie.

2.7.- Azaheterociclos y carbociclos como estructuras
privilegiadas.

Las estructuras privilegiadas (Figura 8) son tipicas estructuras quimicas
constituidas principalmente por azaheterociclos (compuestos con uno 0 mas
atomos de nitrégeno que conforman una estructura ciclica) o carbociclos
(compuestos de carbono ciclicos) que forman parte del farmaco y que han sido
reconocidas por su capacidad de generar ligandos de alta afinidad para diferentes

dianas terapéuticas y optimizar propiedades farmacolégicas. *°™°®

O 70 OO OO

2-Feniloxazol Benzofenona 1,1'-Bifenil Naftaleno
H
H
N N N N
> N >
Quiinolina Carbazol Bencimidazol Piridina

Figura 8. Estructuras quimicas de algunos azaheterociclos y carbociclos reconocidas como
estructuras privilegiadas. 2~

2.8.- Blancos terapéuticos actuales para el tratamiento de la DM2

2.8.1.-PPARYy

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas gamma (PPARY) se
encuentran presentes principalmente en tejido adiposo, musculo esquelético,
musculo cardiaco, riAdn, células B pancreaticas, musculo liso vascular y
macréfagos.> Su activacion mediante ligandos naturales como acido linolénico,
acido eicosapentaenoico y prostaglandina J, ® (Figura 9) o sintéticos como
pioglitazona, rosigltazona, troglitazona, etc. (Figura 10)** promueven
principalmente la activacion de GLUT4 e incrementan la sensibilidad a la insulina

mejorando la homeostasis de glucosa en pacientes diabéticos.
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Figura 9. Ligandos naturales de PPARYy
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Figura 10. Ligandos sintéticos de PPARYy.

2.8.2.- PPARa.

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas alfa (PPARa) se
expresan de forma predominante en higado, musculo esquelético, endotelio liso,
corazon, rifiéon y tejido adiposo. ®* La activacion de este receptor mediante
ligandos naturales como acido palmitico, acido oleico, acido linoleico, acido

® (Figura 11) o sintéticos (Figura 12),°® reducen los niveles de

araquidonico
triglicéridos en plasma promoviendo la activacion de ciertas proteinas involucradas
en la captacioén y utilizacion de acidos grasos como acetil-CoA sintetasa, carnitina
palmitoil transferasa (CTP) | y Il y FATP-1 previendo complicaciones

cardiovasculares. %54
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Figura 11. Ligandos naturales de PPARa
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Figura 12. Ligandos sintéticos de PPARa.

2.8.3.- Mecanismo de sefializacién de PPARs.
La sefializacion de los PPARs comienza cuando el ligando (natural o sintético)

atraviesa la membrana celular y se une a los PPARs posteriormente, ambos
(ligando-PPARSs) atraviesan la membrana nuclear uniéndose al Receptor de
Retinoide X (RXR) en una regién especifica del ADN (elemento de respuesta a
PPAR), lo que conlleva a una transcripcion y posteriormente a una traduccion de
varias proteinas involucradas en la homeostasis de lipidos y carbohidratos, como
GLUT4 y FATP-1 (principalmente), favoreciendo la captacion y utilizacion de

glucosa y &cidos grasos (respectivamente) disminuyendo los niveles en plasma de

——
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cada uno de estos mejorando de esta manera uno de los defectos involucrados en

la diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Figura 13) %2>

Tiazolidindiona Glucosa Acidos Grasos

/ {
: Y /

Captacion y AcetilCoA
Utilizacion de Glucosa sintasa

\

oo "0 Gl D 4D b 4D N G 4B G5 g,

(4 N
| 1 , .
| i Lipogenesis y
| ] diferenciacion
| | de adipocitos
| |
l ipcion de i . .
" Transcrlp;:;c:]r;ge ciertos M Lipoprotein-
l‘ insulinosensibilizadores ' _Ilpasa

*----------J-’

Adipocito

Figura 13. Mecanismo de sefializacién de PPARs. ***%%
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2.8.4.- Mecanismo de sefializacion de la enzima PTP-1B
La enzima proteina fosfatasa de tirosina 1B (PTP-1B) juega un papel muy

importante tanto en la resistencia como en la sensibilidad de la insulina en el
higado.®” Una vez que la insulina se une a su receptor, éste se fosforila en
residuos de tirosina y posteriormente fosforila a otras enzimas hasta llegar a la
activacion y translocacion de la proteina transportadora de glucosa (GLUT4),
favoreciendo su entrada y utilizacién en la celula.’® La PTP-1B act(la como un
regulador negativo, desfosforilando los residuos de tirosina y atenuando o
disminuyendo la actividad de la insulina. Por lo que la inhibicién de ésta enzima
prolonga el tiempo de fosforilacién de los residuos de tirosina presentes en los
receptores de insulina mejorando la sensibilidad de dicha hormona y mejorando la

homeostasis de glucosa en personas diabéticas (Figura 14). %°

Insulina - PIA.S)P PI(4,5)P3
97007 R HOCOO0,
A .’,.‘l...,.v | d ;.9.0:. 5 O oL 8,810 10
o ) . " 1 /

“ ,
Receptor de insulina :i i’
w1l

®°® _0°
DO ..::...

\

1,0.0,0,0

DO
D,e

GLUT4

v

s [

Figura 14. Mecanismo de sefializacion de la enzima pTP-1B.9870
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2.9.- Reglas de Lipinski y Veber
Existen ciertos programas computacionales como molinspiration (Figura 15) que

realizan calculos in silico que nos ayudan a predecir ciertas propiedades
fisicoquimicas (llamadas Reglas de Lipinski y Reglas de Veber) y que impactan en

la farmacocinética de las moléculas. Dentro de estas propiedades se encuentran:
26

2.9.1.- Reglas de Lipinski
e Coeficiente de particion (logP); debe ser menor a5

e Numero Total de Atomos; menor a 48

Peso Molecular (PM); menor a 500 g/Mol

Numero de aceptores de puentes de hidrégeno (nON); menor a 10

Numero de donadores de puentes de hidrégeno (nOH,NH); menor a 5

El programa computacional molinspiration también nos indica el niumero de

violaciones (nDviol) hacia estos postulados que debe ser menor a 2

2.9.2.- Reglas de Veber
e Area Polar Superficial (PSA); menor a 150 A°

e Otro valor muy importante que impacta en la farmacocinética de las moléculas son
el numero de enlaces rotables (nEnlsRtbls) que tiene que ser menor a 8 para
evitar que la molécula tenga muchos grados de libertad y de esta manera se
pueda unir a diferentes receptores o enzimas y provocar mdultiples efectos que

podrian ser toxicos.?

Estas propiedades seran tomas en cuenta en las consideraciones para el
disefio de nuestras moléculas.

“~ C' [ www.molinspiration.com

vl ation

miSMILES OC(=0)C(Cc4ccc(OCCn2c1cccec1c3ccccc23)cc4)NeSceccc5C(=0)

Molinspiration property

milogP 6.89
TPSA 80.56
N (A ) natoms 43
O O
5 ..‘\/\Q \,_;\ nON
L AT~ nOHNH
mKA\” o <~4) nviolations
nrotb
volume

V= NN Y

-

1.16

Figura 15. Programa computacional para calcular propiedades fisicoquimicas.

22

——
| —



3.0.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION.

Debido a que en nuestro pais y a nivel mundial la DM2 al igual que la enfermedad
aterosclerotica vascular derivada de la misma, poseen una alta tasa de morbilidad
y mortalidad, asi como la toxicidad por interacciones medicamentosas provocadas
por la administracion crénica para tratar cada una de estas patologias
(polifarmacia), existe una necesidad médica urgente para el desarrollo de nuevos
farmacos duales con actividad antidiabética y anti-hipertrigliceridémica (para la

prevencion de complicaciones cardiovasculares) presentes en una sola molécula.

En este proyecto quimico-farmacéutico se pretende desarrollar una serie de
compuestos con actividad antidiabética y posible efecto antidislipidémico que
actuen sobre diferentes blancos terapéuticos lo cual reduciria el uso simultaneo de

diversos farmacos.
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4.0.-

5.0.-

HIPOTESIS

Los compuestos azaheterociclos y carbociclos hibridizados con el nucleo de
tirosina diseflados y sintetizados, poseeran actividad antidiabética y anti-
hipertrigliceridémica al ser agonistas de los receptores PPARa, PPARY, e

inhibidores de la enzima PTP-1B en modelos in vitro, in silico e invivo.

OBJETIVO

5.1.- Objetivo general
Disefiar y sintetizar compuestos azaheterociclos y carbociclicos y evaluar la

actividad antidiabética in vitro sobre la enzima PTP1B y los receptores PPARa,

PPARy, GLUT4 y FATP-1 asi como, determinar su efecto in vivo sobre modelos

murinos.

5.2.- Objetivos Especificos

Disefar, sintetizar y caracterizar 5 compuestos basados en el aminoacido

tirosina, azaheterociclos y carbociclos.

Evaluar in vitro los compuestos sintetizados sobre la enzima PTP1B vy los
receptores PPARa, PPARYy y sus proteinas de expresion GLUT4 y FATP-1,

asi como analizar la relacion estructura quimica-actividad antidiabética.

Evaluar en un modelo murino el efecto
hipoglucemiante/antihiperglucemiante de los analogos que resulten mas

activos en los modelos in vitro.

Realizar un acoplamiento molecular refinado sobre PPARa, PPARy y PTP-

1B de los compuestos que resulten mas activos.
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6.- CONSIDERACIONES PARA EL DISENO MOLECULAR
DE LOS COMPUESTOS

Las consideraciones que se tomaron en cuenta para el disefio de compuestos con
actividad antidiabética fueron basados en el patron farmacoforico de los agonistas
duales PPARa/y chiglitazar, muraglitzatar y farglitazar (figura 16), el cual cuenta
con una regién acida proporcionada por un acido carboxilico (A) unida a un anillo
aromatico (B), caracteristicas que se mantuvieron, utilizando como estructura base
el aminoacido de tirosina, un fragmento hidrofébico de tipo azaheterociclo o
carbociclo (D) remplazado con algunas estructuras privilegiadas (estudiadas en
nuestro grupo de trabajo: Bencimidazol, quinolina, bifenilcarbonitrilo, bifenilo,
naftilo) que impactaran en la farmacodinamia (interaccién ligando-receptor), unido
mediante un espaciador flexible (C) y una amina voluminosa (E), a la que se le
realiz6 una disgregacion molecular para obtener un ahorro de 4&tomos, esperando
mejorar de esta manera algunas de las caracteristicas fisicoquimicas (reglas de
Lipinski y Veber) que impactan directamente en las propiedades farmacocinéticas

de las moléculas disefladas M1- M5.

i i :Disgregacion de amina voluminosa L )

Ar = | |

Figura 16. Consideraciones para el disefio de compuestos basado en el patron farmacoforico de los agonistas duales
PPARal/y chiglitazar, muraglitzaztar y farglitazar.

( 1
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En la tabla 7 se muestran las diferentes propiedades fisicoquimicas (reglas de

Lipinski y Veber) de chiglitazar muraglitzaztar, farglitazar y de las moléculas

disefiadas (M1- M5) obtenidas a partir del programa computacional molinspiration,

las cuales impactan de manera directa la solubilidad y absorcion de estas. Los

compuestos M1 y M2 no violan los postulados a las reglas mencionadas

anteriormente por lo que tienen mayor probabilidad de presentar una buena

farmacocinética en comparacion con los demas compuestos (M3 — M5, chiglitazar,

muraglitazar y farglitazar) que violan uno o dos postulados (peso molecular y el

coeficiente de particion), a la regla de Lipinski y Veber lo cual, nos indica tienen

una mayor probabilidad de presentar una farmacocinética erratica.

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas (reglas de Lipinski y Veber) de chiglitazar
muraglitzaztar, farglitazar y de los compuestos (M1- M5).

Compuestos LogP TPSA nAtoms PM nOH NOHNH  nViol
M1 3.76 113.55 30 411 8 3 0
M2 4.24 97.76 31 422 7 2 0
M3 5.67 108.66 35 472 7 2 1
M4 5.35 84.86 31 421 6 2 1
M5 5.93 84.86 33 447 6 2 1
Chig. 6.89 80.56 43 572 6 2 2
Mur. 3.88 111.34 38 516 9 1 1
Farg. 6.00 101.66 41 546 7 2 2

Chig.= Chilgitazar, Mur.= Muraglutazar, Farg.= Farglitzar.
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7.- METODOLOGIA

Parte quimica

La sintesis de los compuestos, se esta realizo en el Laboratorio 209 del Centro de
Investigaciones Quimicas UAEM asi como, en el Laboratorio 5 de la Facultad de
Farmacia bajo la tutoria del Dr. Hugo Tlahuext Romero y el Dr. J. Gabriel

Navarrete Vazquez.

Parte farmacologica
La evaluacion in vitro del efecto de inhibicion sobre la enzima PTP1B se realizé en
colaboracién con el Dr. Paolo Paoli del Departamento de Ciencias Bioguimicas de

la Universidad de Florencia, Italia.

La evaluacion in vitro sobre la expresion de receptores PPARa, PPARy, GLUT4 y
FATPL1 se realiz6 con la colaboracién del Dr. Julio C. Almanza Pérez y el M. en C.
Abraham Giacoman-Martinez Laboratorio de Farmacologia, Depto. Ciencias de la

Salud, UAM Iztapalapa.

La determinacién del efecto antidiabético en un modelo murino fue realizada con la
colaboracion del Dr. Samuel E. Estrada Soto y el M.F Fabiola Chavez Silva del
Laboratorio 12 de la Facultad de Farmacia UAEM.

El experimento de OGTT se realiz6 en colaboracion con el Dr. Elix Alberto
Dominguez-Mendoza del Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia UAEM.

Parte computacional
Los estudios de acoplamiento molecular, se realizaron en el Laboratorio 5 de la
Facultad de Farmacia, UAEM, con la colaboracion del M.F Abraham Gutiérrez

Hernandez.
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7.1 Metodologia parte quimica
Una vez disefiados los compuestos se procedié a la parte de retrosintesis para

saber cuales seran las posibles materias primas utilizadas asi como la ruta de

sintesis.

7.1.1.- Retrosintesis
La retrosintesis para los compuestos M1 — M5 andlogos de glitazares comenzo6

con una desconexion entre el atomo de oxigeno del anillo central y carbono
bencilico de la parte alifatica para la obtencion de los diferentes halogenuros de
metilarilo y el terbutilcarbamato de tirosina (Boc-Tirosina), a la cual se le realizé
una desconexion entre el grupo amino y el carbonilo del carbamato para obtener el

dicarbonato de diterbutilo y la L-Tirosina (Figura 17).
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Figura 17. Retrosintesis de los compuestos disefiados M1 - M5, para la obtencion de materias
primas utilizadas y la ruta de sintesis.

Cabe mencionar que los compuestos de partida anteriormente mencionados como
la L-Tirosina, dicarbonato de diterbutilo y los halogenuros de metilarilo (MP1 —
MP5) son materias primas comercialmente disponibles a excepcion del 2- cloro
metilbencimidazol el cual fue sintetizado a partir de la o-fenilendiamina y el acido

2-Cloroacetico, mediante la reaccion de Phillips.
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7.1.2.-Sintesis del 2-Clorometilbencimidazol (6)
Mediante la reaccién de Phillips, se hizo reaccionar la o-fenilendiamina (14) con

acido 2-cloroacético (15) en éacido clorhidrico (HCI) al 70% volumen/volumen

calentando a reflujo, obteniendo el 2-clorometilbencimidazol (figura 18)
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Figura 18. Sintesis de 2-clorometilbencimidazol a través de la reaccién de Phillips.

7.1.3.- Sintesis de terbutilcarbamato de tirosina (11)
La sintesis de terbutilcarbamato de tirosina, se comenz6 haciendo reaccionar el

clorhidrato de L-tirosina con 2.1 equivalente de trietilamina (TEA) y 1 equivalente

de bicarbonato de diter-butilo en cloroformo como disolvente (figura 19)
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Figura 19. Sintesis del precursor ter-butilcarbamato de tirosina.
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7.1.4.- Sintesis de los compuestos finales M1 - M5 analogos de chiglitazar,
muraglitazar y farglitazar.
Una vez obtenidos los precursores (2-Clorometilbencimidazol y Boc-Tirosina) se

procedi6 a la sintesis de los compuestos finales analogos de chiglitazar,
muragltazar y farglitazar, como se muestra en la figura 20, mediante la reaccion
de Williamson se hizo reaccionar la Boc-tirosina con 3.5 equivalentes de carbonato
de potasio (K.CO3) como base y 1 equivalente de los correspondientes

halogenuros de metilarilo (6 — 10) para asi obtener compuestos finales M1 - M5.
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Figura 20. Sintesis de los compuestos finales M1 - M5 analogos de chiglitazar y muraglitazar.
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7.2 Metodologia parte bioldgica

7.2.1 Actividad in vitro

7.2.1.1 Evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria sobre la enzima PTP-1B
Para probar la capacidad inhibitoria de los compuestos M1 —M5 se utilizd la
enzima PTP-1B recombinante humana purificada. Los compuestos M1 —M5 se
disolvieron en DMSO preparando una solucion inicial de 20 mM, por otra parte el
sustrato (fosfato de p-nitrofenilo) se disolvio en 0.075M de buffer £,B-
dimetilglutarato a pH 7.0, 1ImM de EDTA y 1mM de ditiotreitol. Posteriormente
alicuotas de cada solucién inicial de los compuestos M1 —M5 fueron diluidos en
una solucion de 40 uM de buffer que contenia 2mM de fosfato de p-nitrofenilo
hasta obtener un volumen final fue de 1mL. La reaccién enzimatica se inici6 al
agregar alicuotas de la proteina PTP1-B (0.16 ug por cada ensayo) al buffer que
contenia los compuestos (M1 —-M5) y fosfato de p-nitrofenilo, y se detuvo a
tiempos determinados utilizando 4 mL de KOH 1M. La formacién de p-nitrofenol es
inversamente proporcional a la capacidad inhibitoria de los compuestos la cual, se
determin6 midiendo la absorbancia a 400 nm. La cinética enzimética se determiné
midiendo las velocidades iniciales usando ocho diferentes concentraciones del

sustrato (0.5-40 mM). %8772

7.2.1.2 Evaluacion in vitro del efecto sobre receptores PPARa, PPARYy,
transportador de glucosa tipo 4 (GLUT-4) y proteina transportadora de
acidos grasos (FATP-1)

Fibroblastos 3T3-L1 (9x10° células por pozo) fueron sembradas en placa de 6

pozos (Corning Incorporated, NY, USA) en medio DMEM adicionado con 25 mM
de glucosa, 10% de suero fetal bovino (v/v), 1 mM de piruvato sodico, 2 mM de
glutamina, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales, y gentamicina, bajo una
atmosfera humidificada al 5% de CO,, a 37 °C. Después de dos a tres dias de
confluencia, las células se diferenciaron fenotipicamente a adipocitos con 0.5 mM
de 3-isobutil-1-metilxantina, 0.25 yM de acetato de dexametasona, y 0.8 uM de
insulina por 48 h, seguido por insulina sola por 48 h mas. El medio de cultivo sin
insulina fue reemplazado cada dos dias durante 8 dias de diferenciacién (Garcia-

Macedo et al., 2008). Para determinar el efecto de los compuestos sobre la
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expresion relativa de los PPARs, GLUT-4 y FATP1, las células fueron tratadas con

los compuestos M1 — M5 por 24 h.

El ARN fue aislado de las células de cultivo usando el reactivo de aislamiento
TriPure (Invitrogen). La absorbancia se midié a 260 y 280 nm para cada muestra
de ARN. Para confirmar la integridad del ARN, 1 ug fue corrido en gel de agarosa
al 1% y revelado con bromuro de etidio, visualizado utilizando el Image Gel-Logic
212 Pro (Kodak/Caaresream). Dos microgramos del ARN total fue transcrito
inversamente usando el ImProm Il reverse transcription system (Promega,
Madison, WI, USA), la reaccion (20 uL) e incubado en un termociclador
(BioProducts, West Palm Beach, FL, USA), bajo el siguiente programa de ciclos:
incubacion a 25 °C por 5 min, hasta 42 °C por 55 min. La enzima se inactivo a
70°C, por 15 min, y finalmente las muestras fueron enfriadas a 4 °C, por 5 min. Un
volumen 1/10 aproximadamente de cada reaccion fue amplificado usando SYBR
Green master mix (Roche Molecular Biochemicals, @ Mannheim, Germany)
conteniendo 0.5 mM de cebadores personalizados de PPARy-(F-
CCAGAGTCTGCTGATCTGCG ; R-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC; Gene Bank
NM_011146.1), PPARa (F-ATGCCAGTACTGCCGTTTTC;
RGGCCTTGACCTTGTTCATGT; Gene Bank NM_011144), GLUT-4
(FGATTCTGCTGCCCTTCTGTC; R-ATTGGACGCTCTCTCTCCAA; Gene Bank
NM_009204.2), asi como la enzima de iniciacién rapida, buffer para PCR y 3.5 mM
MgCl,, en un volumen final de 10 pL. Las reacciones fueron medidas en un Rotor-
Gene de tiempo-real (Corbett Life Science, Concorde NSW, Australia). Los PCR
se llevaron a cabo usando las siguientes condiciones de ciclos: pre-incubacion y
desnaturalizacion a 95 °C durante 10 min. El umbral de ciclos (Ct) fue medido
usando tubos separados y por duplicado. La identidad y pureza de los productos
de ampliaciéon fueron monitoreadas por electroforesis en gel de agarosa al 2 %. La
curva de fusién se analizé al inicio de la amplificacion siguiendo las condiciones
del kit SYBER Green, tal cual lo indica la compafiia (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Germany). Para asegurar la calidad de las mediciones,
cada ensayo incluira un control negativo para cada gen. La cantidad de ARNm de
cada adipocito fue normalizado de acuerdo a la cantidad de ARNm ribosomal que
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codifica para la proteina 36B4 F-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT;
RCCGCAGGGGCAGCAGTGGT; Gene Bank NM_007475.2). Los valores de ACt
fueron calculados en cada muestra de cada gen de interés como se menciona a
continuacion: Ct gen de interés — Ct gen de referencia (- actina como el gen de
referencia. Los cambios relativos en los niveles de expresion de un gen en
especifico (AACt) seran calculados como ACt del grupo prueba menos ACt del
grupo control y entonces presentado 2-AACt. Los cebadores que se emplearon se

muestran a continuacion’>"°:

36B4 (Mus musculus) PPAR-y (Mus musculus)

Gene Bank NM_007475.2 Gene Bank NM_011146.1

F AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT FCCAGAGTCTGCTGATCTGCG
R CCGCAGGGGCAGCAGTGGT R GCCACCTCTTTGCTCTGCTC
Producto 135pb Producto 217pb

PPAR-a (Mus musculus) GLUT-4 (Mus musculus)

Gene Bank NM_011144 Gene Bank NM_009204.2

F ATGCCAGTACTGCCGTTTTC F GATTCTGCTGCCCTTCTGTC
R GGCCTTGACCTTGTTCATGT R ATTGGACGCTCTCTCTCCAA
Producto 220pb Producto 168pb

FATP-1 (Mus musculus)

Gene Bank NM_011977.3

F ACCAGTGTCCAGGGGTACAG
R TGTCTCCCAGCTGACATGAG
Producto 174pb

7.2.2.- Actividad in vivo

7.2.2.1 Induccién de la diabetes (Modelo murino de diabetes mellitus no
insulinodependiente)

El modelo murino de diabetes no insulino-dependiente fue inducido en ratones
CD1 con ayuno de 14h a través de una sola inyeccion intraperitoneal de 120
mg/kg de estreptozotocina previamente diluida en un buffer de citratos (pH 4.5). La
hiperglucemia fue confirmada por la elevacion de la concentracion de glucosa en

plasma, determinada a las 72 h con un glucometro. Los animales con
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concentraciones de glucosa sanguinea mayores de 150 mg/dL fueron empleados

para la busqueda de compuestos antidiabéticos.

7.2.2.2.- Evaluacion de compuestos sobre modelo murino de diabetes
Los ratones con valores de glucosa mayor a 150 mg/dL fueron divididos en grupos

de cinco animales cada uno (n=5). Los ratones del grupo experimental les fue
administrado una suspension de los compuestos M1 y M3 respectivamente
(disueltos en 10% de Tween 80) via intragastrica (100 mg/kg peso de ratén). Los
animales del grupo control fueron también administrados con una solucién de
Tween 80 al 10%, glibenclamida (5 mg/kg) fue empleado como farmaco
hipoglucemiante de referencia. Las muestras sanguineas fueron recolectadas de
la vena caudal a las 0, 1, 3, 5, y 7 h después de la administracion. La
concentracion de glucosa sanguinea fue estimada por un método enzimatico de
glucosa oxidasa usando un glucometro comercial (Accu-Chek, Performa,
Roche®). El porcentaje de variacién de la glucemia de cada grupo fue calculado
con relacion al nivel inicial (0 h), de acuerdo a: %Variacion de glucemia = [(Gx -
GO0)/G0] x 100, donde GO fueron los valores iniciales de glucemia y Gx fueron los
valores de glucemia a la +1, +3, +5 y +7 h, respectivamente. Todos los valores
fueron expresados como promedio + E.E. La significancia estadistica fue estimada
por analisis de varianza (ANOVA de dos vias), p < 0.05 y p < 0.01 implica

significancia.’

7.2.2.3.- Prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT)
La prueba de tolerancia oral a la glucosa se realiz6 en ratones normales en

ayunas durante la noche. Se dividieron en tres grupos de seis cada uno. El grupo
de control solo se traté con 1% de Tween 80, el compuesto M1 (100 mg / kg de
peso corporal) y glibenclamida (5 mg / kg) se suspendieron en 10% de Tween 80
en solucion salina y se administraron en sus respectivos grupos (grupo
experimental y grupo de referencia) con una sola dosis por via oral por via
intragastrica (ig) utilizando un ig tubo, 60 minutos antes de la administracion de
glucosa (2 g / kg, i.g). Las muestras de sangre se recogieron de la vena caudal

justo antes de la carga de glucosa (0 min) y a los 30, 60 y 120 minutos después de
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la administracion de glucosa. Los niveles de glucosa sérica se determinaron con
un método de oxidasa usando un glucometro comercial (Accu-Chek, Performa,
Roche). Los valores se expresaron como media SEM. La significacion estadistica
se estimé mediante analisis de varianza de una manera y bidireccional. La prueba
de Dunnett post hoc (n = 6, media £ SEM, p <0,05) y el area bajo la curva (glucosa
AUC). 882

7.3 Parte computacional

7.3.1 ADMETSar y ACD/Tox Suite.
Se utilizaron los programas computacionales ADMETSar y ACD/Tox Suite
para predecir ciertas caracteristicas toxicologicas y farmacocinéticas que
presentan algunos de los farmacos disponibles en el mercado o en
desarrollo con el fin de conocer la seguridad y absorcién in silico que

presentaran los compuestos disefiados (M1-M5).

ACD/Tox Suite
.- El bloqueo de canales hERG esta asociado al sindrome de la onda larga “QT”,
es decir; arritmias cardiacas.
Terfenadina; es el farmaco que se toma como referencia por bloquear un 99% los
canales hERG.

La Inhibicion de las isoformas del citocromo P450 (CYP3A4, CYP2D6 y
CYP2C9) encargadas del metabolismo de farmacos la cual esta asociada a
interacciones medicamentosas Yy toxicidad

ketoconazol es el farmaco que se toma como referencia por inhibir un 99% la
isoforma CYP3A4.

La dosis letal media (DLsp) por via oral (P.O) en rata y ratdon nos indica que tan

toxica es una molécula de acuerdo al dafio que esta genera a determinada dosis.
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Absorcion intestinal nos indica la probabilidad que una molécula sea absorbida
por esta via, la cual, esta ampliamente relacionada con las caracteristicas

fisicoquimicas (reglas de Lipinski y Veber).

La probabilidad de ser sustratos de glicoproteina-P nos indica la si los
farmacos seran expulsadas de las células por esta proteina antes de llegar a la
diana terapéutica y por ende presentar resistencia farmacolégica, lo que conlleva a

inactividad terapéutica.

La probabilidad de ser inhibidor de la glicoproteina-P esta asociada a
toxicidad por acumulacion ya que evita el eflujo de otros compuestos a través de

esta proteina.

La prueba de AMES esta relacionada con la genotoxicidad, nos indica si un
farmaco tiene la capacidad de causar dafio al material genético generando

carcinogenises o mutagenesis.

7.3.2.- Acoplamiento molecular sobre PTP1B, PPARa y PPARY.
Los compuestos més activos en los ensayos in vitro e in vivo (M1 y M3) se les

realiz6 un acoplamiento molecular (Docking) con las estructuras cristalizadas de
PTP1B y PPARa/y obtenidas de la base de datos Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), con el codigo de identificacion (PDB
codigo 4Y14, 1K74 and 1K7L respectivamente). Los célculos de acoplamiento
fueron realizados con AutoDock, version 4.2. AutoDock realiza un acoplamiento
automatizado del ligando semiflexible con el sitio de unién rigido de la proteina. El
programa conlleva varias corridas del experimento. Cada corrida proporciona una
prediccion de modo de unidn. Todas las moléculas de agua y también el ligando
cristalografico (COA) fueron removidas de la estructura cristalografica y todos los
atomos de hidrégeno fueron afadidos. Para los dos ligandos M1 y M3, asi como
para cada una de las proteinas fueron asignadas las cargas de Gasteiger y fueron
escondidos los 4tomos no polares.

Todas las torsiones fueron consideradas para moverse durante el acoplamiento. El
programa auxiliar AutoGrid gener6 los mapas electrostaticos del grid. Cada grid
fue centrado sobre las coordenadas cristalograficas de cada ligando cristalografico

(3-bromo-4-[difluoro(fosfono)metil]-N-metil-N-alfa-(metilsulfonil)-L-fenilalaninamida
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para la enzima PTP-1B y Acido 2-(1-metil-3-oxo-3-fenyl-propilamino)-3-{4-[2-(5-
metil-2-fenil-oxazol-4-il)-etoxi]-fenil}-propionico para PPARa y PPARy). Las
dimensiones del grid fueron 60 x 60 x 60 puntos con un espacio de grid de 0.375
A. El algoritmo Genético Lamarckiano fue aplicado para la busqueda usando
parametros ya establecidos. MOE 2018.01, y Pymol 1.2 fueron utilizados para la

visualizacion. &%’
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8. RESULTADOS

8.1 Resultados parte quimica

8.1.2.- Caracterizacion del precursor bencimidazol mediante *H RMN.
En la figura 21 se muestra un espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

de protén (*H) para el precursor sintetizado 2-clorometilbencimidazol en el cual se
puede observar a radiofrecuencias bajas las sefiales aromaticas y en 4.88 partes
por millon (ppm) una sefial que integra para dos protones correspondiente al

metileno unido al &tomo de cloro.

2ClorometiiBendimidazola
2-Clorometilbenzimidazol &3
1H, DMSOdE o
200 MH;

23/A00/16

--------------------------------------------------------------------

Figura 21. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de proton para el precursor bencimidazol.

En la figura 22 se muestra una ampliacion de las sefiales aromaticas que integran
para cuatro protones correspondientes al anillo aromético las cuales se muestran

como un cuadruplete debido a la tautomeria del bencimidazol per se.
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Figura 22. Ampliacion del Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de protdn para el precursor
bencimidazol.
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8.1.3.- Caracterizacion del precursor bencimidazol mediante espectrometria
de masas modalidad FAB".
En la figura 23 se muestra un espectro de masas en modalidad FAB+

correspondiente al mismo compuesto (2-Clorometilbencimidazol) en donde se
observa un pico de 166 m/z que corresponde al peso molecular (PM) de este
precursor y por otra parte una contribucién isotépica del &tomo de cloro 37 (*'Cl).
El pico base de este espectro representa la pérdida del atomo de cloro y

probablemente la expansién del anillo de 6 miembros.

Expansion del
anillo debido a

— ..*-
ALUNUENU Ardi H
wance | pérdida del — N c|

j 131
atomo de cloro

30000%
{
|
|

Y,
N o} ; N
g N | PM= 166 g/moL
20000f = |
N |

|

15000{ PM= 130 g/molL ' Contribucién
| l isotopica del

100001 ,
| atomo de cloro 3+
{ l
50001 77 104

{ 63 n

28 38 21 ‘:‘ "IO ‘
0 TTTTT 4 ‘“‘1‘ ﬁ*" ‘ Peier ‘H AR RERREREE 11'18 l 146 "-:I‘Zg TTY 197 207 221 TYTYTT 263 r
m/z—-> 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 ¢

Figura 23. Espectro de masas en modalidad FAB+ correspondiente al bencimidazol.
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8.1.3.- Caracterizacion del precursor Boc-tirosina mediante *H RMN.
En la figura 24 se observa el espectro de 'H de RMN del precursor

terbutilcarbamato de tirosina (Boc-tirosina) en donde puede observar a
radiofrecuencias bajas un sistema “AA,BB™” que corresponde a los protones del
anillo aromético asignadas como Hj, Hs, Hs y Hg, una sefial simple en 3.63 ppm
que integra para 9 protones correspondiente a los 3 metilos del terbutilo, en 4.1
ppm se observa un triplete que integra para uno proton correspondiente a la sefal
asignada como a al carbonilo y en 3.01 ppm una sefal multiple que integra para

dos protones correspondiente a los protones asignadas como B con respecto al

carbonilo.

tyrosinampa o~ O = oOoVwNOM THOLTITMHA—TOAOTNMOO O O
Tyrp Lo © MM SANVY HHOXNOOVOVINNHOOOANA TN T Y
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3.63 H20
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H2 Hb

H Ha OH

HO

115 11.0 10.5 10.0

wn
w
=)
N
w»

2.0

Figura 24. Espectro de RMN de protdn de la materia prima Boc-tirosina.
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8.1.4.- Caracterizacion del compuesto final M2 mediante *H RMN.
En la figura 25 se muestra el espectro de *H de RMN del compuesto final M2, en

el cual se puede observar en 1.44 ppm una sefial simple que integra para 9
protones correspondiente a los metilos del terbutilo, en 3.15 y 4.62 ppm las
sefales asignadas como a y B al carbonilo y entre 7.16 y 6.89 ppm un sistema
“‘AA,BB™” que corresponde a los protones del anillo aromatico de la Boc-Tyr
asignadas anteriormente; asi como la sefial correspondiente al metileno unido al
oxigeno de la tyr (OCH,). En 7.52 ppm se muestra una sefal triple debido al
acoplamiento con el metileno unido al oxigeno, que integra para un protdén con una
constante de acoplamiento de 7.2 Hz asignada a 3"", en 8.20 ppm se muestra una
sefal doble con una constante de acoplamiento de 8.12 Hz, que integra para un
proton correspondiente a la sefal asignada como 4°". Para 5" la cual integra para
un protébn se muestra una sefal doble en 7.79 ppm con una constante de
acoplamiento de 7.76 Hz. En 7.70 ppm con una constante de acoplamiento de 8.4
Hz, se muestra una sefial triple que integra para los protones 6" y 7" y por ultimo
para la sefial 8""se muestra una sefal doble, la cual integra para un protén en 8.12

ppm con una constante de acoplamiento de 8.8 Hz correspondientes a la

quinolina.
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Figura 25. Espectro de RMN de protén del compuesto final M2 con quinolina.
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8.1.4.- Caracterizacion del compuesto final M2 mediante espectrometria de
masas modalidad FAB+.
En la figura 26 se muestra el espectro de masas en modalidad FAB+

correspondiente al compuesto final M2 en donde se muestra un pico del ion

cuasimolecular de 423 m/z que corresponde al peso molecular (PM) de este

compuesto asi como las principales fragmentaciones de 365 m/z correspondiente

a la pérdida del terbutilo.

— —e4
o
OH
N HN o}
D Y
Z o
M2
o PM= 422 g/moL -
[ Mass Spectrum ] g
Data : HTRBEZ Date : 14-Mar-2@816 14:17
Sample; MAHR=2 Operator name Gabriela Vargas Instrument: MStation JHS=7
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Figura 26. Espectro de masas en modalidad FAB+ correspondiente al compuesto final 2-quinolina.
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8.1.5.- Propiedades fisicoquimicas y rendimientos de los compuestos.
En la tabla 8 se muestran algunas propiedades fisicoquimicas y los rendimientos

de reaccion obtenidos de los compuestos sintetizados, con tiempos de reaccion

que van de 7 a 9 horas, rendimientos de 80 a 90% aproximadamente, puntos de

fusion caracteristicos de compuestos puros y en forma de solidos blancos para los

compuestos M1 - M3 y en forma de resinas para los compuestos M4 y M5.

Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas y rendimientos de los compuestos sintetizados.

Comp. PM Tiempo de  Rendimiento P.F Apariencia
(g/Mol) Reaccion % (°C) Fisica
(Hrs.)

M1 411 8 89 113.7-114.2 Solido amarillo
M2 422 8 87 139.8-140.0 Sélido blanco
M3 447 8 92 133.5-135.3 Solido blanco
M4 472 7 85 119.6-120.8 Solido blanco
M5 421 9 92 172.2-173.3 Solido blanco
Bencimidazol 166 8 95 146.1-148.2 Solido amarillo
Boc-Tyr 281 9 80 132.3-134.5 Sélido blanco

8.1.6.- Caracterizaciéon *Hy *C RMN del compuesto M1.
Para apreciar y realizar de manera adecuada una comparacion los resultados

obtenidos mediante resonancia magnética nuclear de 'H y **C para los

compuestos M1 — M5, se realizaron las tablas 9 — 13 donde se puede observar

que los desplazamientos, las integrales, la multiplicidad y las constantes de

acoplamiento correspondientes a la Boc-tirosina guardan relacion entre todas las

estructuras.
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Tabla 9. Desplazamientos, integrales, multiplicidad y las constantes de acoplamiento de los
espectros de RMN *H y **C para el compuesto M1.

Posicion &'H st3C

1 1.26 (s, 9H) 28.6

2 - 78.1

3 --- 155.9

4 --- 175.4

5 3.8 (b, 1H) 57.1

6 2.85 (m, 2H) 37.2

7 4.67 (s, 2H) 57.8

1 --- 129.3

2.6 6.89 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H) 130.7

3,5 6.56 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H) 115.1

4 --- 155.9

2" --- 155.3

37 a 138.7

4~ 7.48 (dd, Jo= 9.0, 3.0 Hz, 115.3
2H)

57 7.12 (dd, Jo= 9.2, 3.4 Hz, 122.0
2H)
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6" 7.12 (dd, Jo= 9.2, 3.4 Hz, 122.0
2H)

77 7.48 (dd, Jo= 9.0, 3.0 Hz, 115.3
2H)

77 a 138.7

8.1.7.- Tabla de caracterizacién *Hy **C RMN del compuesto M2

10. Desplazamientos, integrales, multiplicidad y las constantes de acoplamiento de los espectros
de RMN 'H y **C para el compuesto M2.

Posicién 5'H st3C
1 1.41 (s, 9H) 28.5

2 --- 80.0

3 --- 158.1

4 --- 174.5

5 4.60 (b, 1H) 54.8

6 3.12 (m, 2H) 37.4

7 5.23 (s, 2H) 69.8

1 - 127.9
26 7.14 (d, Jo=7.6 Hz, 2H) 130.9

45

——
| —




3,5 6.86 (d, Jo=7.6 Hz, 2H) 114.9
4 - 1555
2 - 157.3
3”7 7.52 (t, Jo= 7.2 Hz, 1H) 119.3
4~ 8.20 (d, Jo=8.12 Hz, 1H 138.5

4" a - 127.9
57 7.79 (d, Jo= 7.76 Hz, 1H) 127.5
6" 7.70 (t, Jo= 8.4 Hz, 2H 127.1
77 7.70 (t, Jo= 7.2 Hz, 2H) 129.5
8" 8.12 (d, Jo= 8.8 Hz, 1H) 130.7

8 a 146.2

8.1.8.- Tabla de caracterizacion *Hy **C RMN del compuesto M3

Tabla 11. Desplazamientos, integrales, multiplicidad y las constantes de acoplamiento de los
espectros de RMN *H y **C para el compuesto M3.

Posicidn §'H §'3c

1 1.33 (s, 9H) 28.1
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2 78.4
3 157.1
4 172.2
5 4.23 (d, 1H) 55.8

6 2.93 (m, 2H) 35.6

7 5.16 (s, 2H) 68.7

8 118.6
1 129.7
2,6 7.19 (d, Jo= 7.2 Hz, 2H) 130.2
3,5 6.96 (d, Jo= 6.8 Hz, 2H) 114.5
& 155.5
17 137.8
27,6 7.57 (m, 5H) 128.8
37,5 7.57 (m, 5H) 128.2
4 137.3
1 144.2
2" 110.2
37" 7.93 (d, Jo= 6.0 Hz, 1H) 136.5
4 7.43 (d, Jo= 7.2 Hz, 1H) 127.9
57 7.76 (d, Jo= 5.2 Hz, 1H) 133.9
6" 7.57 (m, 5H) 133.6
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8.1.9.- Tabla de caracterizaciéon *Hy **C RMN del compuesto M4

Tabla 12. Desplazamientos, integrales, multiplicidad y las constantes de acoplamiento de los
espectros de RMN *H y **C para el compuesto M4.

6
5
Posicion

1 1.46 (s, 9H) 28.4

2 80.3

3 - 157.9

4 --- 175.9

5 4.62 (m, 1H) 54.6

6 3.15 (m, 2H) 37.1

7 5.09 (s, 2H) 70.0

1 - 129.0

2,6 7.17 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H) 130.6

3,5 6.97 (d, Jo= 8.6 Hz, 2H) 115.0

4 --- 155.6

1~ --- 137.6
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2" 7.56 (s, 9H) 126.5
3" 141.6
4 7.56 (s, 9H) 126.8
5 126.3
6" 7.41 (d, Jo= 8.6 Hz, 1H) 129.1
1 140.9
276" 7.77 (d, Jo= 7.4 Hz, 2H 127.2
37,57 7.46 (dd, Jo= 8.6 Hz, 2H) 128.8
4 7.56 (s, 9H) 1275

8.1.10.- Tabla de caracterizacién *H y **C RMN del compuesto M5

Tabla 13. Desplazamientos, integrales, multiplicidad y las constantes de acoplamiento de los
espectros de RMN *H y **C para el compuesto M5.

Posicién 5'H st3C
1 1.42 (s, 9H) 28.3
2 --- 80.3
3 --- 157.9
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4 176.5
5 4.60 (d, 1H) 54.4
6 3.12 (dd, 2H) 37.0
7 5.46 (s, 2H) 68.6
1 128.3
2.6 7.17 (d, Jo= 8.6 Hz, 2H) 130.5
3,5 6.97 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H) 115.0
& 155.5
17 133.8
2" 7.45 (m, Jo= 7.8 Hz, 4H) 125.3
37 7.42 (m, Jo= 7.0 Hz, 4H) 126.6
& 7.84 (m, Jo= 7.8 Hz, 1H) 129.0
4" a 132.2
5" 7.88 (m, Jo= 9.2 Hz, 1H) 128.7
6" 7.50 (m, Jo= 7.2 Hz, 4H) 125.9
77 7.55 (m, Jo= 7.8 Hz, 4H) 126.4
8" 8.02 (m, Jo= 9.0, 8.0 Hz, 123.7
4H)
8 a 131.5

8.2 Resultados in silico (a priori).

8.2.1.- Resultados in silico obtenidos del programa computacional
admetSAR de los compuestos M1-M5 versus chiglitazar, muraglitazar y
farglitazar.

En la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos por el programa

computacional admetSAR para los compuestos M1-M5 en comparacion con
chiglitazar, muraglitazar y farglitazar. Todos los compuestos disefiados (M1-M5)
presentan una buena probabilidad de absorberse de manera intestinal en

comparacion con chiglitazar y farglitazar que muestra mediana probabilidad, esto
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podria atribuirse a los resultados obtenidos en las reglas de Lipinski y Veber las
cuales impactan de manera directa en la solubilidad y absorcion de las moléculas.
Por otra parte, todos los compuestos tienen una mediana probabilidad de ser
sustratos, pero no inhibidores de la glicoproteina-P la cual nos indica que podria
presentar resistencia a farmacos pero no toxicidad por acumulacién. En la prueba
de AMES la cual esta relacionada con la genotoxicidad, todos los compuestos

muestran valores negativos al igual que en la prueba de carcinogénesis.

Tabla 14. Resultados in silico del programa computacional admetSAR de los compuestos M1-M5
versus chiglitazar, muraglitazary farglitazar.

o R= ! 2 ’ ¢ °
oH )§ _ O
T 883 8
oy O
Comp. Absorcién Sustrato de Inhibidor de Prueba de Carcinogénico
intestinal glicoproteina-P glicoproteina-P AMES

M1 97% 58% No inhibidor Negativo Negativo
M2 93% 73% No inhibidor Negativo Negativo
M3 98% 58% No inhibidor Negativo Negativo
M4 98% 65% No inhibidor Negativo Negativo
M5 98% 77% No inhibidor Negativo Negativo
Chig. 64% 64% No inhibidor Negativo Negativo
Mur. 92% 59% No inhibidor Negativo Negativo
Farg. 70% 69% No inhibidor Negativo Negativo

Chig.= Chilgitazar, Mur.= Muraglitazar, Farg.= Farglitzar
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8.2.2.- Resultados in silico obtenidos del programa computacional
ACD/ToxSuite de los compuestos M1-M5 versus chiglitazar, muraglitazar y
farglitazar.

En la tabla 15 se muestran los resultados obtenidos por el programa

computacional ACD/ToxSuite, para los compuestos diseflados (M1-M5) en
comparacion con chiglitazar, muraglitazar, farglitazar y algunos farmacos que
sirven de referencia para cada una estas pruebas. La prueba de bloqueo de
canales hERG que esta asociado a arritmias cardiacas, los compuestos M1-M5
muestran baja probabilidad de bloquear dichos canales en comparacién con
chiglitazar y farglitazar que tienen una probabilidad del 90%, valor similar a
Terfenadina (farmaco que se toma como referencia por bloquear un 99% los
canales hERG y sera altamente cardiotoxico). Por otra parte en la Inhibicidn de las
isoformas del citocromo P450 (CYP3A4, CYP2D6 y CYP2C9) encargadas del
metabolismo de farmacos, estd asociada a interacciones medicamentosas y
toxicidad. Los compuestos M1-M5 muestran una mediana a baja probabilidad de
inhibir estas isoformas, en comparacién con chiglitazar y farglitazar que presentan
una probabilidad de mediana a alta, con valores similar a ketoconazol (farmaco
que se toma como referencia por inhibir un 99% la isoforma CYP3A4). Por ultimo,
la dosis letal media (DLsp) por via oral (P.O) en rata y ratén de los compuestos M1-
M5 entran en categoria 3 (practicamente no toxico) en comparacién con

muraglitazar (ligeramente toxico).
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Tabla 15. Resultados in silico del programa computacional ACD/ToxSuite de los compuestos M1-
M5 versus chiglitazar, muraglitazary farglitazar.

1 2 3 4 5
o]
OH
\
HN o HN N
0 \( \ Vi
L o
R
Probabilidad de Probabilidad de Clso <pM Especiey viade
bloquear los isoformas de citocromo P450 administraciéon DLsg
canales hERG (mg/kg)
Comp. CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 Rat6n/Oral Rata/Oral
M1 11% 43% 3% 17% 2400 2700
M2 10% 46% 6% 12% 4400 5600
M3 7% 34% 8% 13% 5600 6000
M4 3% 40% 7% 22% 4800 4900
M5 10% 35% 7% 20% 4700 3200
Chig. 90% 87% 41% 90% 5000 5100
Mur. 13% 69% 10% 34% 1200 200
Farg. 90% 86% 43% 90% 4900 4300
Terf. 98% 29% 39% 7% 1200 2000
Ket. 96% 93% 2% 13% 1300 320

Chig.= Chilgitazar,

Ket.= Ketokonazol.

Mur.= Muraglutazar,

Farg.= Farglitzar, Terf.= Terfenadina,

Estos resultados in silico nos indican que los compuestos disefiados Yy sintetizados

(M1-M5) son menos téxicos que chiglitazar, muraglitazar y farglitazar, lo que nos

lleva a corroborar posteriormente con ensayos in vivo
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8.3 Resultados parte farmacoldgica

8.3.1 Resultados de la evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria sobre la
enzima PTP-1B
En la figura 27 se muestra la actividad residual de la enzima PTP1B en presencia

de los compuestos M1 — M5, en comparacion con la actividad enzimatica al 100%
en presencia del control positivo (fosfato de p-nitrofenilo y ausencia de inhibidores)

que se muestra en la primera barra
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Figura 27. Actividad residual de la enzima PTP1B.

Para apreciar de una manera mas clara estos resultados se hizo la conversion de
los datos de la actividad residual sobre la enzima PTP-1B a porcentaje (%) de
inhibicién. En la figura 28 se muestra el porcentaje de inhibicion enziméatica
(PTP1B) a 50 pM, en donde se puede observar que los compuestos M1l
(bencimidazol como sustituyente) y M3 (bifenilcarbonitrilo como sustituyente)
inhiben un 60% y 80% la actividad enzimatica respectivamente. En contraste con
los compuestos M2 (quinolina), M4 (naftaleno) y M5 (bifenilo) los cuales mostraron
ser inhibidores débiles con un 40 % de inhibicion. El compuesto M3 fue 20% mas

eficaz que el compuesto M1.
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Figura 28. Porcentaje de inhibicion de la actividad de PTP-1B obtenida incubando la enzima en
presencia de los compuestos M1 - M5 a 50 uM. DMSO se usé como control. Cada dato representa la
media + S.E.M. (n = 4).
Tomando en cuenta los resultados anteriores, se realizdé una prueba adicional para

determinar la Clsp de los compuestos mas activos (M1 y M3).

8.3.2.- Calculo de la concentracién inhibitoria media sobre la enzima PTP1B.
En las figura 29 se muestran que los compuestos M1 posee una concentracion

inhibitoria media (Clso) de 43.6+/- 0.7 uM y M3 son equipotentes ya que ambos

poseen una concentracién inhibitoria media (Clsp) de y 44+/- 3.0 respectivamente.

V)V,

Compuesto M1

Figura 29. El valor de Clsq para los compuestos M1 se calculé representando los datos relativos a
la actividad residual de la PTP-1B frente a la concentracion de los compuestos M1. Se emplearon
guince concentraciones de inhibidor. Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado. Los datos
representan la media + S.E.M.
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En la figura 30 se muestran que los compuestos M3 posee una concentracion
inhibitoria media (Clso) de 44+/- 3.0 uM

1,24
1,0 1

0,8

06 ICsp = 44 = 3.0uM

V,/ Vg

0,44

0,2

0,0 T . T T T d
1E-3 0,01 01 1 10 100 1000

Compuesto M3

Figura 30. El valor de Clsy para los compuestos M3 se calculé representando los datos relativos
a la actividad residual de la PTP-1B frente a la concentracién de los compuestos M3. Se
emplearon quince concentraciones de inhibidor. Todos los ensayos se realizaron por
cuadruplicado. Los datos representan la media = S.E.M.

Como se puede observar en ambos figuras (29 y 30), los compuestos son
equipotentes ya que poseen una concentracion inhibitoria media (Clsg) de y 44+/-

3.0 respectivamente.

8.3.3.- Expresion relativa de PPARa, PPARy y FATP/ GLUT4
En las Figuras 31 - 34 se puede observar que los compuestos M1 y M3

aumentaron de manera significante los niveles de expresion de los RNAs de
PPARa, PPARy y FATP y GLUT4, siendo mejores que los farmacos de referencia

fenofibrato y pioglitazona.

Como se puede observar en la figura 31 el compuesto M1 aumentd
significativamente (alrededor de 8) los niveles de expresion de RNAm de PPARa
mas que el adipocito sin tratamiento (linea celular 3T3-L1). Mientras, que el
compuesto M3 aumentd alrededor de 3 veces los niveles de expresion de RNAmM
de PPARa.
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Figura 31. Influencia de los compuestos M1, M3y fenofibrato sobre los cambios en la expresion
relativa de ARNm de PPARa. Los resultados son la media + S.E.M. (n = 5). * p <0.001 en comparacion
con el grupo de control.

En la figura 32 el compuesto M1 y el compuesto M3 aumentaron
significativamente (alrededor de 10 y 15 veces respectivamente) los niveles de
expresion de RNAmM de FATP1 mas que el adipocito sin tratamiento (linea celular
3T3-L1).

FATP

de FATP-1/36B4

Expresion relativa de RNAm

TRATAMIENTOS

Figura 32. Influencia de los compuestos M1, M3 y fenofibrato en la expresion relativa de ARNm de
FATP-1. Los resultados son la media + S.E.M. (n =5). * p <0.001 en comparacion con el grupo de
control.

Estas activaciones podrian mejorar la captacion celular de acidos grasos, reducir
los niveles de triglicéridos en plasma mejor que fenofibrato y mostrar efectos

benéficos al prevenir riesgos cardiovasculares.
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En la figura 33 podemos observar que el compuesto M1 aumento (alrededor de 8
veces) los niveles de expresion de RNAmM de PPARYy. Mientras que el compuesto

M3 solamente aument6 alrededor de 2.5 veces.
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Figura 33. Influencia de los compuestos M1, M3y pioglitazona sobre los cambios en la expresion
relativa de ARNm de PPARy. Los resultados son la media + S.E.M. (n = 5). * p <0.001 en
comparacion con el grupo de control.

En la figura 34 podemos observar que el compuesto M1 aumentd alrededor de
2.5 veces los niveles de expresion de GLUT4 con respecto al adipocito sin

tratamiento. Por otra parte, el compuesto M3 no mostré un aumento significativo.
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Figura 34. Influencia de los compuestos M1, M3 vy pioglitazona en la expresion relativa de
ARNmM de GLUT4. Los resultados son la media £ S.E.M. (n =5). * p <0.001 en comparacion con
el grupo de control.
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Estos resultados nos indican que la activacion de PPARy y GLUT4 que presenta el
compuesto M1 podria reducir la glucemia en personas diabéticas mejor que
pioglitazona. Por otra parte, con estos resultados podemos inferir que el aumento
de los niveles de expresion de las proteinas FATP y GLUT4 no siempre son

dependientes del aumento de expresion de RNAs de PPARa y PPARYy.

Finalmente, la tendencia actual en el desarrollo de nuevos farmacos es la
actividad polifarmacologica (multitarget) es decir; moléculas que son reconocidas
por diferentes dianas terapéuticas para modular distintas funciones fisiologicas y
alcanzar la terapéutica deseada. ** Como se puede observar que el compuesto M1
podria poseer una actividad polifarmacolégica (multitaget) al aumentar la
expresion de RNAm de PPARa, PPARy y sus proteinas de expresion FATP1 y
GLUT4, el cual podria disminuir los niveles de glucosa y triglicéridos en plasma,
aumentando la sensibilidad a la insulina y previniendo complicaciones

cardiovasculares simultaneamente.

8.3.4.- Resultados de los compuestos M1 y M3 sobre un modelo murino de
diabetes no insulinodependiente.
Se seleccionaron los compuestos mas activos en el ensayo in vitro para la

evaluacion in vivo en un modelo murino de diabetes mellitus no

insulinodependiente.

Se seleccionaron los compuestos mas activos del ensayo in vitro para la
realizacion de la evaluacién in vivo en un modelo murino de diabetes mellitus no
insulinodependiente. En la Figura 35 se muestran que los resultados de la
administracion intragastrica del compuesto M1 (100mg/kg) comenzé a disminuir de
manera significativa los niveles de glucosa en plasma en un modelo murino de
diabetes no insulinodependiente a partir de la primer hora, logrando disminuir
hasta un 50 % los niveles de glucosa en plasma durante el transcurso del ensayo
con respecto al grupo control (vehiculo). Las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas que presenta el compuesto M1 en este ensayo podrian ser
atribuidas a la estructura privilegiada de tipo bencimidazol en la regién hidrofébica,
la cual favorece las interacciones con diferentes dianas terapéuticas (PPARSs,
FATP1/GLUT4 y PTP1B) y al mismo tiempo le brinda ciertas caracteristicas
fisicoquimicas (explicadas anteriormente en las reglas de Lipinski y Veber) (figura

( 1
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36) que impactan de manera directa en la solubilidad y absorcion de dicha

molécula.
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Figura 35. Influencia de una dosis intragastrica de 100 mg / kg del compuesto M1 y 5 mg/kg de
glibenclamida en el modelo de ratones hiperglucémicos STZ / NA (n = 6). *** p <0,05 frente al
grupo del vehiculo (Tween 80, 10% v / v).
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OH logP = 3.76
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Figura 36. Caracteristicas fisicoquimicas de las reglas de Lipinski y Veber

*Coeficiente de Particion (logP), Area Polar Superficial (TPSA), nimero de atomos (nAtoms), Peso Molecular

(PM), nimero de Aceptores de Puentes de Hidrégeno (nON), nimero de Donadores de Puentes de Hidrogeno

(nOHNH), nimero de enlaces rotables (nrot), nviol (nUmero de violaciones a estas reglas).

En la Figura 37 los resultados de la administracion intragastrica del compuesto M3
(100 mg/kg) en un modelo murino de diabetes no insulinodependiente. El

compuesto M3 comenz6 a disminuir los niveles de glucosa a partir de la tercer
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hora, logrando disminuir hasta un 50% durante el transcurso del ensayo. Las
propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas que presenta el compuesto M3
son atribuidas a que dicho compuesto solamente muestra interaccion con una de
las dianas terapéuticas (enzima PTP-1B). Ademas, viola uno de los postulados
(coeficiente de particion) de la regla de Lipinski y Veber (figura 38) generando una
farmacocinética erratica, retardando de esta manera la absorcidn intestinal y por

ende la accion de este compuesto.
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Figura 37. Influencia de una dosis intragastrica de 100 mg / kg del compuesto M3 y 5 mg/kg de
glibenclamida en el modelo de ratones hiperglucémicos STZ / NA (n = 6). *** p <0,05 frente al
grupo del vehiculo (Tween 80, 10% v / v).

(o}

OH logP = 587
TPSA =108.6
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o \( PM  =4725
nON =7

o NOHNH = 2
nrot =10
M1 nviol =1

Figura 38. Caracteristicas fisicoquimicas de las reglas de Lipinski y Veber
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8.3.5.- Ensayo oral de tolerancia a la glucosa (OGTT)
Con el fin de verificar el posible efecto antihiperglucémico o hipoglucémico de los

compuestos, se llevo a cabo un ensayo oral de tolerancia a la glucosa en ratones
normoglucémicos. El compuesto M1 fue elegido de acuerdo a los resultados
obtenidos en el ensayo antidiabético agudo. En la figura 39 se puede observar
como el compuesto M1 (100 mg/kg) disminuye los niveles de glucosa en plasma
de manera significante con respecto al grupo control (vehiculo) 60 minutos
después de una carga de glucosa (2 g/kg), el cual presenta el valor maximo de

glucosa en sangre en el mismo tiempo.

OGTT

= Vehiculo
-+ Glibenclamida
- M1

1
0 30 60 90 120

Figura 39. OGTT, y AUC de los compuestos M1 y M3. * Diferencia estatica comparada frente al
grupo de vehiculos. Prueba de Dunnett anova post hoc de una via y dos vias (h = 6, media + SEM,
p <0,05).

El figura 40 se confirma la eficacia del compuesto M1, disminuyendo el valor de
AUC alrededor del 25% de manera significativa (p = 0,05).

AUC

10000 7 ;
Vehiculo

8000 Glibenclamida
M1

M3

6000

AUC

4000 A

2000

Figura 40. AUC de los compuestos M1 y M3. * Diferencia estatica comparada frente al grupo de
vehiculos. Prueba de Dunnett anova post hoc de una via y dos vias (n = 6, media £ SEM, p <0,05).
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Los niveles de glucosa no disminuyeron mas alla del valor inicial, lo que indica que
la accion antidiabética del compuesto M1 se debe a un efecto antihiperglucémico
mas que a un efecto hipoglucémico, de acuerdo con la inhibicion de PTP1B vy la
activacion de PPARYy relacionada con una sensibilizacion a insulina. El compuesto

M3 no mostro actividad significante en OGTT.

8.4 Resultados parte in silico (a posteriori).

8.4.1.- Resultados del acoplamiento molecular de los compuestos M1 y M3
con PPARa.
Para darnos una idea de como es que interaccionan los compuestos M1 y M3 con

los PPARs y la enzima PTP1B se realizé un acoplamiento molecular con cada una
de las proteinas cristalizadas (cédigos PBD: 1K7L, 1K74 y 4Y14 respectivamente).
Los compuestos M1 y M3 mostraron buenas energias libres de union de -8.2
Kcal/mol y -9.9 Kcal/mol acoplados con PPARa y -10.7 Kcal/mol, -9.6 Kcal/mol
acoplados con PPARYy respectivamente. En la figura 41 A-B se muestran el modo
de union de los compuestos M1 y M3 con PPARa mostrando interacciones de
puente de hidrogeno con los aminoacidos His 440, Tyr 464, Tyr 314, Ser 280, los

cuales son esenciales para la activacidon de estos receptores nucleares.

Figura 41. (A) Diagrama de union tres dimensiones (3-D) de los compuestos M1 y M3 en el sitio de
union de ligandos de PPARa. Los modelos de barras representan: compuesto M1 (azul), M3 (blanco)
y aminoacidos como lineas naranjas. La lineas amarillas sugieren contactos polares. (B) mapa de
interaccién en dos dimensiones (2-D) para el compuesto M1 unido a PPARa.
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8.4.2.- Resultados del acoplamiento molecular de los compuestos M1 y M3
con PPARY.
En la figura 42 A-B se muestran el modo de unién de los compuestos M1 y M3

con el sitio de unidén a ligandos con PPARYy, mostrando interacciones de puente de
hidrégeno con los aminoé&cidos (His 449, Tyr 473, His 323, Ser 289 y Cys 285) que

juegan un papel importante en la activacion de este receptor nuclear.

Figura 42. (A) Diagrama de union tres dimensiones (3-D) de los compuestos M1 y M3 en el sitio de unién de
ligandos de PPARYy. Los modelos de barras representan: compuesto M1 (verde), M3 (blanco) y aminoacidos
como lineas moradas. Las lineas amarillas sugieren contactos polares. (B) mapa de interaccién dos dimensiones
(2-D) para los compuestos M1y M3 en PPARY.

8.4.3.- Resultados del acoplamiento molecular de los compuestos M1 y M3
con laenzima PTP1-B.
Por ultimo, el modo el modo de unién de los compuestos M1 y M3 con el sitio la

enzima PTP1B se muestra en la figura 43, sugiere que ambos compuestos no se
internalizan en el sitio catalitico de la PTP-1B pero muestran una interaccion ionica
con el aminoacido Lys 120 en el sitio extendido de union. Por otra parte el
compuesto M1 muestra una interaccion adicional con el aminoacido Asp 48 razon
por la cual se le atribuye una Clso de 44 yuM contra la enzima PTP-1B siendo

inhibidores moderados.
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Figura 43. (A) Diagrama de union de M1y M3 en el sitio activo de PTP-1B. Los modelos de barras
representan: M1 (verde), M3 (blanco) y amino&cidos como lineas magenta. Las lineas amarillas
sugieren contactos polares. (B) mapa de interaccion 2-D para M1 sobre PTP.

65

——
| —



. CONCLUSIONES

+ Se sintetizaron y caracterizaron los compuestos M1 — M5.

» Para los compuestos M1 — M5 se realizaron ensayos de inhibicion in vitro
sobre la enzima PTP1B, mostrando que los compuestos M1 y M3 inhiben
de manera significante la actividad enzimatica de la PTP-1B, siendo

equipotentes con una Clsg 43 y 44 uM respectivamente.

* Los compuestos M1 y M3 aumentaron significativamente (alrededor de 8 y
4 veces) los niveles de expresion de RNAm de PPARa y (10 y 15 veces
respectivamente) su proteina de expresion FATP1 mejor que el farmaco

disponible en el mercado fenofibrato.

* El compuesto M1 mostré un aumento significante de 8 veces los niveles de
expresion de RNA de PPARy y (2.5 veces) de su proteina de expresion
GLUT4 mayor que el farmaco disponible en el mercado pioglitazona, sin
embargo el compuesto M3 no mostré6 activacion sobre dicha diana

terapéutica.

» Se realizaron los ensayos in vivo en un modelo murino de diabetes no
insulinodependiente de los compuestos M1 y M3, mostrando disminuir los

niveles de glucosa hasta un 50% en el transcurso del ensayo.

+ Para el compuesto M1 se realizd el ensayo oral de tolerancia a la glucosa
mostrando un efecto antihiperglucémico mas que a un efecto

hipoglucémico.

* Enlos estudios in silico de acoplamiento molecular, ambos compuestos (M1
y M3) presentaron buenas interaciones de tipo puente de hidrogeno con los

mismo aminodacidos que presentan los ligandos cocristalizados.

* El compuesto M1 es el mas atractivo para continuar con la investigacion ya
que presentd un efecto polifarmacoldgico, siendo un ligando multiblanco
terapéutico (LMBT) de tipo tritarget (tripartita), ya que presentd una buena

Clso sobre la enzima PTP-1B, aumenté de manera significativa los niveles
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de expresion de RNA de PPARa/y y de sus proteinas de expresion FATP-1
y GLUT4 respectivamente. Ademas, en los ensayos in vivo mostro un
efecto antihiperglucémico, asi como, buen perfil farmacocinético debido a

gue no viold ninguno de los postulados a la regla de Lipinski y Veber.
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10.- PERSPECTIVAS

o Determinar la Dosis Efectiva media (DEsp) en ensayos antidiabéticos de los

compuestos M1y M3 que manifestaron efecto polifarmacolégico.

e Realizar las pruebas de toxicidad y ADMET de los compuestos M1y M3.

e Diseflar y sintetizar una nueva serie de compuestos bencimidazolicos,
benzotiazdélicos y benzoxazolicos analogos del compuesto M1, sustituidos
en posicibn 5 o 6 con diferentes grupos electrodonadores y

electroatractores y determinar su efecto polifarmacologico antidiabético.
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11.- PARTE EXPERIMENTAL.

11.1 Instrumentacion

Las reacciones se hicieron por calentamiento convencional, para ello se us6 una
parrilla con agitador de la marca IKA Works, modelo Ceramag Midi, USA. Para el
monitoreé de las reacciones y determinacion de la pureza de los productos
obtenidos se utilizaron placas de cromatografia de capa fina (ccf) en placas de
aluminio de 2.5 x 4 cm recubiertas con gel de silice Alugam SILG/UV254
(Macherey-Nagel). Y la visualizaciéon de estos compuestos organicos se realizo
con una ldmpara de luz ultravioleta marca ENTELA modelo UVGL-25 a una
longitud de onda UV-254/366 nm. En la tabla 16 se muestran los sistemas de

elucién que se emplearon para el monitored de las reacciones en este proyecto.

Tabla 16. Sistemas de elucidacién utilizados para el monitore6 de los precursores y productos
finales (M1 — M5).

Sistemas Composicion Proporcion
I Hex-AcOEt 90:10
1 Hex-AcOEt 70:30
i CH,Cl,-MeOH 98:02
v CH,CIl,-MeOH 95:05
V CH,Cl,-MeOH 90:10

La evaporacion de los disolventes se realizé a presién reducida empleando un
rotaevaporador marca Buchi R-200, con vacio generado por una bomba marca
FELISA modelo FE-1500L. Los puntos de fusion (Pf) se determinaron en un
aparato marca SRS modelo EZ-MELTMPA120. Los espectros de resonancia
magnética nuclear proténica (RMN *H) y de carbono (RMN *3C), se determinaron
en los espectrofotometros de marca Varian modelo MERCURY-200 MHz y modelo
INOVA-400 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y
DMSO-d6 como disolvente. Los espectros de masas en modalidad FAB+ se
determinaron en un espectrometro de masas de alta resolucibn marca JEOL

modelo MStation 700 con un intervalo espectral de 1 a 5000 m/z.
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11.1.- Metodologia para la sintesis del Acido-(S)-3-(4-((1H-
benzo[d]imidazol-2-il)metoxi)fenil)-2-((tertbutoxicarbonil)amino)p-
ropanoico (M1).

o o

OH N OH
3.5 Eq. K,CO;
/©/:'¢)J\ o + 1.1Eaq. Dam - N HN O
HO Y Nl Acetonitrilo, 80°C \\K\o Y
o\k H ’ NH o}
11 6 M1 \|<

En un matraz bola de 50 mL acondicionado con agitacion magnética, mantilla de
calentamiento y refrigerante en posicién de reflujo se disolvié 1 equivalente (0.5 g,
0.0017 mol) del precursor Boc-tirosina (11) en 5 mL de acetonitrilo y se hizo
reaccionar con 2.5 equivalentes (0.859 g, 0.006 mol) de carbonato de potasio
(K2CO3) durante 15 minutos, posteriormente se agreg6 1.1 equivalentes (0.324 g,
0.0019 mol) de 2-clorometilbencimidazol (6) y se elevo la temperatura a 80°C. La
reaccion se monitored por cromatografia en capa fina (ccf) observando a las 12
horas de reaccién el consumo total de las materias primas. La reaccién se llevo a
un pH de 6 agregando HCI al 10% y se evaporo la mayor cantidad de disolvente a
alto vacio, posteriormente se agregaron 5 mL de agua helada obteniendo un
precipitado el cual fue filtrado al vacio. El producto final fue purificado por placa

preparativa obteniendo cristales amarillos con 89 % de rendimiento.

P.f 113.7-114.2 °C. [0]° 2 + 2 (c, 0.1, CHCls). IR (cm-1): 1018 (C-O-C), 1244
(C(CHs)3), 1510 (N=C), 1612 (NCOO), 1685 (COO). ‘H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) & 1.26 (s, 9H, CHs), 2.85 (m, 2H, HB), 3.8 (b, 1H, Ha), 4.67 (s, 2H, OCH,),
6.56 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H, H3, H5), 6.89 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H, H2, H6), 7.12 (dd, Jo=
9.2, 3.4 Hz, 2H, H5’, H6’) 7.48 (dd, Jo= 9.0, 3.0 Hz, 2H, H4’, H?’), ppm. 13C NMR
(100 MHz, DMSO-d6) &: 28.59 (CHs), 37.17 (CB), 57.12 (Ca), 57.82 (OCH,), 78.08
(C-tert), 115.14 (C3, C5), 115.27 (C4’,CT’), 122.04 (C5’,C6’), 129.33 (C1), 130.69
(C2, C6), 138.72 (C3’a, C7a’), 155.29 (C2’), 155.86 (NCOO), 155.96 (C4),
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175.39 (COOH) ppm; H.R.M.S.(FAB +): m/z 412.1899 [M + H]+ (Calculado para
C2oHosN3OsH+ 412.1794)

11.2.- Metodologia para la sintesis del Acido-(S)-2-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(4-(quinolin-2-ilmetoxi)fenil)propanoico
(M2).

o)
OH NS 3.5 Eq. K,CO, N No “N\fo
HN o + 11Eq. | |
HO \( = Acetonitrilo, 80°C = Oj<

En un matraz bola de 50 mL acondicionado con agitacion magnética, mantilla de
calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se puso a reaccionar 1
equivalente (0.5g, 0.0017 mol) del precursor Boc-tirosina (11) con 2.5 equivalentes
(0.859 g, 0.006 mol) de carbonato de potasio (K,CO3) durante 15 minutos en 5 mL
de acetonitrilo, posteriormente se agregd 1.1 equivalentes (0.404 g, 0.0019) de 2-
clorometilquinolina (7) y se elevd la temperatura a 80°C. La reaccion fue
monitoreada cada hora por cromatografia en capa fina (ccf), el consumo total de
las materias primas se observd a las 9 horas de reaccion, posteriormente la
reaccion se dejo enfriar y se agregé HCI al 10% hasta llegar a un pH de 6, la
mayor cantidad de disolvente se evaporé al vacio, se adicionaron 5 mL de agua
fria obteniendo un precipitado el cual fue filtrado a alto vacio. El producto final fue
purificado por placa preparativa obteniendo cristales blancos con 87 % de

rendimiento.

P.f: 139.8-140.0°C. [a]® 50 + 14 (c, 0.1, CHCIls). IR (cm-1): 1020-1161 (C-O-C),
1243 (C(CHas)s), 1508 (N=C), 1611 (NCOO), 1705 (COO). *H NMR (400 MHz,
CDCls) 8: 1.41 (s, 9H, CHs), 3.12 (m, 2H, HB), 4.60 (b, 1H, Ha), 5.23 (s, 2H, OCH,)
6.86 (d, Jo=7.6 Hz, 2H, H3, H5), 7.14 (d, Jo=7.6 Hz, 2H, H2, H6), 7.52 (t, Jo= 7.2
Hz, 1H, H3’), 7.70 (t, Jo= 8.4 Hz, 2H, H6’), 7.70 (t, Jo= 7.2 Hz, 2H, HT’), 7.79 (d,
Jo=7.76 Hz, 1H, H5’), 7.79 (d, Jo= 7.76 Hz, 1H, H5’), 8.12 (d, Jo= 8.8 Hz, 1H, H8’)
8.20 (d, Jo= 8.12 Hz, 1H, H4’) ppm. *C NMR (100 MHz, DMSOd6) &: 28.55 (CHs),
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37.45 (CB), 54.74 (Ca), 69.74 (OCH,), 80.02 (Ctert), 114.89 (C3, C5), 119.34
(C3), 127.12 (C6’’), 127.51 (C5”), 127.85 (C4”a), 127.97 (C1), 129.49 (C7”),
130.69 (C8”), 130.94 (C2, C6), 138.51 (C4”), 146.28 (C8”a), 155.53 (C4), 157.32
(C2”), 158.11 (NCOO), 174.51 (COO) ppm; H.R.M.S.(FAB +): m/z 423.1911
(M+H)+ (Calculado para C24H26N205H+ 423.1842).

11.3.- Metodologia para la sintesis del Acido-(S)-2-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(4-((2'-ciano-[1,1'bifenil]-4-il)metoxi)fenil)
propanoico (M3).

o) N 0
OH 4
OH
HN_ O Br 35 Eq.K,CO N

AT v e g SIS

o\l/ Acetonitrilo, 80°C O S
8 \K

® v

En un matraz bola de 50 mL acondicionado con agitacion magnética, mantilla de

11

calentamiento y refrigerante en posicién de reflujo se disolvié 1 equivalente (0.5 g,
0.0017 mol) del precursor Boc-tirosina (11) y 2.5 equivalentes (0.859 g, 0.006 mol)
de carbonato de potasio (K,CO3) en 5 mL de acetonitrilo, después de 15 minutos
se agregaron 1.1 equivalentes (0.514 g, 0.0019 mol) de 4-bromometil-2-
bifenilcarbonitrilo (8), la reaccion se elevé a 80°C y se monitored por cromatografia
en capa fina (ccf) observando el consumo total de las materias primas a las 10
horas de reaccion, por ultimo la reaccion se dejo enfriar y se acidific6 con HCI al
10% hasta llegar a un pH de 6, el disolvente se evaporé a alto vacio y 5 mL de
agua fria fueron adicionados obteniendo un precipitado el cual fue filtrado a alto
vacio. El producto final fue purificado por placa preparativa obteniendo cristales

blancos con 92 % de rendimiento.

P.f. 133.5-135.3°C. [a]° 2 + 9 (¢, 0.1, CHCly). IR (cm-1): 1005-1210 (C-O-C), 1243
(C(CHs)3), 1510-1533 (C=C), 1594 (NCOO), 1666 (COO0), 2222 (Ar- CN). *H NMR
(400 MHz, CDCl3) &: 1.33 (s, 9H, CHz), 2.93 (m, 2H, HB), 4.23 (d, 1H, Ha), 5.16 (s,
2H, OCH,), 6.96 (d, Jo= 6.8 Hz, 2H, H3, H5), 7.19 (d, Jo= 7.2 Hz, 2H, H2, H6),
7.43 (d, Jo= 7.2 Hz, 1H, H4”), 7.57 (m, 5H, H2’, H3’, H5’, H6’ H6"), 7.76 (d, Jo=
5.2 Hz, 1H, H5”) 7.93 (d, Jo= 6.0 Hz, 1H, H3"), ppm. *C NMR (100 MHz, DMSO-
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d6) &: 28.14 (CHa), 35.65 (CB), 55.79 (Ca), 68.73 (OCH2), 78.39 (C-tert), 110.17
(C2”) 114.54 (C3, C5), 118.60 (CN), 127.93 (C4”), 128.16 (C3’, C5), 128.76 (C2’,
C6’), 129.67 (C1), 130.20 (C2, C6), 133.56 (C6”), 133.89 (C5”), 136.52 (C3”),
137.27 (C4’), 137.83 (C1’), 144.20 (C1”), 157.10 (NCOO), 155.52 (C4), 172.19
(COO) ppm; MS (FAB+) m/z 43, 57, 136, 192, 299, 373, 417(M+H)+.

11.4.- Metodologia para la sintesis del Acido-(S)3(4-([1,1'-bifenil]-
3-ilmetoxi)fenil)-2-(terbutoxicarbonil)amino)propanoico (M4).

o
OH 3.5 Eq. K,CO;3 0 ¥
HO HN__O + 1.1 Egq. O O - )
f Acetonitrilo, 80°C \|<
1 \‘/ 9 O M4

En un matraz bola de 50 mL acondicionado con agitacion magnética, mantilla de

o

calentamiento y refrigerante en posicién de reflujo se disolvié 1 equivalente (0.5 g,
0.0017 mol) del precursor Boc-tirosina (11) y 2.5 equivalentes (0.859 g, 0.006 mol)
de carbonato de potasio (K.CO3) en 5 mL de acetonitrilo y se dejé reaccionar
durante 15 minutos, posteriormente se adicionaron 1.1 equivalentes (0.467 g,
0.0019 mol) de bromuro de 3-bifenilbencilo (9), la temperatura de la reaccion a
80°C, utilizando cromatografia en capa fina (ccf) se monitore6 hasta el consumo
total de las materias primas (9 horas de reaccion), una vez terminada la reaccion,
se dej6 enfriar y se acidificé con HCI al 10% hasta llegar a un pH de 6, el
disolvente se evapor6é a alto vacio, 5 mL de agua fria fueron adicionados
obteniendo un precipitado el cual fue filtrado a alto vacio. El producto final fue
purificado por placa preparativa obteniendo cristales blancos con 85 % de

rendimiento.

P.f. 119.6-120.8 °C. [a] © 2 + 25 (c, 0.1, CHCl3). IR (cm=1): 1011-1160 (C-O-C),
1234 (C(CHas)s), 1509-1584 (C=C), 1610 (NCOO), 1705 (COO). ‘H NMR (400
MHz, CDCls) §: 1.42 (s, 9H, CH3), 3.12 (dd, 2H, HB), 4.60 (d, 1H, Ha), 5.46 (s, 2H,
OCH2), 6.97 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H, H3, H5), 7.17 (d, Jo= 8.6 Hz, 2H, H2, H6), 7.42
(m, Jo= 7.0 Hz, 4H, H3’), 7.45 (m, Jo= 7.8 Hz, 4H, H2’), 7.50 (m, Jo= 7.2 Hz, 4H,
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H6’), 7.55 (m, Jo= 7.8 Hz, 4H, H7’), 7.84 (m, Jo= 7.8 Hz, 1H, H4’), 7.88 (m, Jo=
9.2 Hz, 1H, H-5’), 8.02 (m, Jo= 9.0, 8.0 Hz, 4H, H8’) ppm. *C NMR (100 MHz,
CDCls) &: 28.30 (CHs3), 37.01 (CB), 54.44 (Ca), 68.64 (OCH,), 80.29 (C-tert),
115.00 (C3, C5), 123.72 (C8’), 125.30 (C2’), 125.90 (C6’), 126.45 (CT’), 126.64
(C3’), 128.28, (C1), 128.67 (C5’), 129.02 (C4’), 130.52 (C2, C6), 131.53 (C8’a),
132.24 (C4’a), 133.77 (C1’), 155.50 (C4), 157.99 (NCOO), 176.46 (COO) ppm;
H.R.M.S.(FAB +): m/z 421.1862 [M+H]+ (Calculado para C;4H25N>05 421.1889).

11.5.- Metodologia para la sintesis del Acido-(S)-2-((tert-
butoxicarbonil)amino)-3-(4-(naftalen-1-ilmetoxy)fenil)propanoico
(M5).

(o}

o} cl
MOH 3.5 Eq. K,CO MOH
. q. Ko 3 HN o
HN_ O 1.1 Eq. -
HO Y + q OO > ‘\o \(

o Acetonitrilo, 80°C Oj<
1 10

M5

En un matraz bola de 50 mL acondicionado con mantilla de calentamiento,
agitacibn magnética y refrigerante en posicion de reflujo se hizo reaccionar 1
equivalente (0.5 g, 0.0017 mol) del precursor Boc-tirosina (11) con 2.5
equivalentes (0.859 g, 0.006 mol) de carbonato de potasio (K,CO3) en 5 mL de
acetonitrilo durante 15 minutos, seguida de la adicién de 1.1 equivalentes (0.334 g,
0.0019 mol) de 1-Clorometilnaftaleno (10), la temperatura de la reaccion se elevé
a 80°C y se monitore6 mediante cromatografia en capa fina (ccf), el consumo total
de las materias primas se llevo a cabo a las 8 horas de reaccion, la cual, se
acidificé con HCI al 10% hasta llegar a un pH de 6, la mayor cantidad de
disolvente se evaporé a alto vacio, 5 mL de agua fria fueron adicionados
obteniendo un precipitado el cual fue filtrado a alto vacio. El producto final fue
purificado por placa preparativa obteniendo cristales blancos con 92 % de

rendimiento.

P.f. 172.2-173.3 °C. [a] © 2 + 38 (c, 0.1, CHCI3). IR (cm-1): 1023-1160 (C-O-C),
1238 (C(CHa)s), 1509-1584 (C=C), 1610 (NCOO), 1708 (C=0). 'H NMR (400 MHz,
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CDCls) &: 1.46 (s, 9H, CHs), 3.15 (m, 2H, HPB), 4.62 (m, 1H, Ha), 5.09 (s, 2H,
OCHy,), 6.97 (d, Jo= 8.6 Hz, 2H, H3, H5), 7.17 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H, H2, H6), 7.41 (d,
Jo= 8.6 Hz, 1H, H6"), 7.46 (dd, Jo= 8.6 Hz, 2H, H3"", H5™), 7.56 (s, 9H, H2", H4",
H5", H4""), 7.77 (d, Jo= 7.4 Hz, 2H, H2"", H6”) ppm. *C NMR (100 MHz, DMSO-
d6) &: 28.36 (CHs), 37.06 (CB), 54.58 (Ca), 70.04 (OCH,), 80.28 (C-tert), 115.00
(C3, C5), 126.33 (C5%), 126.46 (C2’), 126.83 (C4’), 127.24 (C2”, C6”), 127.47
(C4”), 128.85 (C3”, C5”), 129.08 (C1), 129.08 (C6’), 130.56 (C2, C6), 137.59
(C1’), 140.91 (C1”), 141.59 (C3’), 155.63 (C4), 157.93 (NCOO), 175.91 (COO)
ppm; H.R.M.S.(FAB +): m/z 447.1930 [M + H] + (Calculado para Cy7H29NOs
447.2046).
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13. ESPECTTROS

et . o / i H
Servicio de Espectrometria de Masas sio]eie

MStation JMS-700 JEOL Alta Resolucion
Centro de Investigaciones Quimicas TAEM
UNIVERSIDAD AUTGOROMA DEL Tel 328-79-97 ext 6013 ...
EsTano pe MoreLoS h )

[ Elemental Composition ]

Data : HTRO10 Date : 17-Jan-2018 14:00
Sample: BnzTyr Operator name Ing.Victoria Labastida G. Ins
Note : Dr.Hugo Tlahusxt/Miguel Centro de Investigaciones Quimicas UAEM
Inlet : Direct Ion Mode : FAB+
RT : 0.85 min Scan#: (5,34)
Elements : C 40/0, H 49/0, O 5/0, N 3/0
Mass Tolerance : 1000ppm, 3mmu if m/z < 3, Smmu if m/z > &
Unsaturation (U.S.) : -0.5 - 15.0
Cbserved m/z Int% Err[ppm / mmu] U.S. Composition
412.18899 100.0 +6.5 / +2.7 11.5 C 22 H 26 O 5 N 3

llustracién 1. Resultados de analisis elemental del compuesto M1.

llustracién 2. Espectro de RMN *H 400 MHz del compuesto M1.
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llustracién 4. Espectro de RMN **C 100 MHz del compuesto M1.
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Servicio de Espectrometria de Masas 48 B.A

MStation JMS-700 JEOL Alta Resolucion ‘
Centro de Investigaciones Quimicas UAEM

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Tel. 329-79-97 ext.6013 B it
EsTADO DE MORELOS
[ Elemental Composition ]
Data : HTROO6& Date : 17-Jan-2018 13:21
Sample: QuinolinTyr Operator name Ing.Victoria Labastida G.
Note : Dr.Hugo Tlahuext/Miguel Centro de Investigaciones Quimicas UAEM
Inlet : Direct Ion Mcde : FAB+
RT : 0.25 min Scan#: 7+41
Elements : C 40/0, H 4%/0, 0 5/0, N 2/0
Mass Tolerance : 1000ppm, 3mmu if m/z < 3, Smmu if m/z > 5
Unsaturation (U.S.) : -0.5 - 15.0
Observed m/z Int%  Err[ppm / mmu] U.S. Composition
423.1911 100.0 -2.2 / -0.9 12.5 C 24 H 27 0 5 N 2

llustracién 5. Resultados de andlisis elemental del compuesto M2.

quinolina
16-91-17
1M 20Nz
coci s

rile: exp

Pulse Saquance: s2pul

12.28 B.67 10.7a 7.88 sa._81

llustracién 6. Espectro de RMN *H 400 MHz del compuesto M2.
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Fulse Seguence: sZpal

Flle: exp
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llustracién 8. Espectro de RMN**C 100 MHz del compuesto M2.
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Data : HTRBIIL Date : 18-FApr—2818 B87:59

Sample: orto BC Operator name Ing.Victoria Labastida G. In
Note : Dr.Hugo Tlahuext-Miguel Centro de Investigaciones Quimicas UREM
Inlet : Direct lon Mode : FRB+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]
RT : B.26 min Scand : 3
BP : m-/z 248.0008 Int. : 6.86
Output m<z range : 48.5888 to SB00.B808 Cut Level : 8.80 %
7lara 248
188 — ’ 37
9@ - 192
\ 4
a8
78
68 -
58—
48 741
511
38 <
124 54
28 231
57 327 43 se
I ; 358 (o ggg 790
l 3396 X [S=
. R I.i' f 1t ll_ AI i .
a8 | 28 158 caa 258 328 358 488 458 bl ] 256 5Ba 55 7ea 738 88
Mz
llustracién 9. Espectro de EM-FAB+ del compuesto M3.
BcTyr
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ox80-ds
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e5-08-17
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Pulse Seguence: S2pul 7~
.k 3rrr
4
»‘
\ \ ! N
41 \ ‘ t f I i '
{ ! L } i
! ! r ! o y
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llustracién 10. Espectro de RMN'H 400 MHz del compuesto M3.
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llustracién 11. Espectro de RMN*H 400 MHz del compuesto M3.
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llustracién 12. Espectro de RMN**C 100 MHz del compuesto M3.
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Servicio de Espectrometria de Masas L8 B2

MStation JMS-700 JEOL Alta Resolucion )
Centro de Investigaciones Quimicas UAEM

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Tel. 329-79-97 ext.6013
Estapo D MoRELOS

CExTRo DE
InvesTRACONES Quibicas

[ Elemental Composition ]

Data : HTROOS8 Date : 17-Jan-2018 13:37
Sample: BifTyr Operator name Ing.Victoria Labastida G. 1Ins
Note : Dr.Hugo Tlahuext/Miguel Centro de Investigaciones Quimicas UAREM
Inlet : Direct Ion Mode : FAB+
RT : 1.46 min Scan#: 36+(3,7)
Elements : C 40/0, H 49/0, O 5/0, N 2/0
Mass Tolerance : 1000ppm, 3mmu if m/z < 3, 15mmu if m/z > 15
Unsaturation (U.S.) : -0.5 - 14.0
Observed m/z Int% Errippm / mmul U.S. Composition
447.1930 45.2 -26.0 / -11.6 14.0 C 27 H 29 0 5 N

llustracién 13. Resultados de analisis elemental del compuesto M4.

tput

8 7 6 S q 3 2 i ppm

.23 5. N
©.00 18.56 613 11.27 . 26.59

llustracién 14. Espectro de RMN'H 400 MHz del compuesto M4.
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llustracién 15. Espectro de RMN'H 400 MHz del compuesto M4.
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llustracién 16. Espectro de RMN'H 400 MHz del compuesto M4.
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llustracién 17. Espectro de RMN**C 100 MHz del compuesto M4.

Servicio de Espectrometria de Masas ,,;. .;,.
3 MStation JMS-700 JEOL Alta Resolucion
Centro de Investigaciones Quimicas UAEM
UINIVERSIDAD AUTONOMA DEL Tel 329-79-97 ext 6013 I-w.uuc:.ll.::.l-.lz'.._\., "
Estapo pE MoRELOS
[ Elemental Composition ]
Data : HTROO3 Date : 17-Jan-2018 12:48
Sample: NafTyr Operator name Ing.Victoria Labastida G.
Note : Dr.Hugo Tlahuext/Miguel Centro de Investigaciones Quimicas UAEM
Inlet : Direct Ion Mode : FAB+
RET : 1.21 min Scan#: (7,53)
Elements : C 40/0, H 49/0, O 5/0, N 1/0
Mass Tolerance : 1o000ppm, 3mmu if m/z < 3, Smmu if m/z > &
Unsaturation (U.S.) : -0.5 - 20.0
Observed m/z Int% Err[ppm / mmu] U.3. Composition
421.1862 2.5 -6.6 / -2.8 13.0 C 25 H 27 0585 N

llustracién 18. Resultados de analisis elemental del compuesto M5.
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llustracion 20. Espectro de RMN*H 400 MHz del compuesto M5.
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llustracién 22. Espectro de RMN**C 100 MHz del compuesto M5.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In this study, we synthesized five N-Boc-L-tyrosine-based analogues to glitazars, The in vitro effects of compounds
Diabetes 1-5 on protein tyrosine phosphatase 1B (PTP-1B), peroxsome proliferator-activated receptor alpha and gamma
PTR-1B (PPARO/v), glucose transporter type-4 (GLUT-4) and fatty acid transport protein-1 (FATP-1) activation are re-
Eiﬁ{‘m ported in this paper. Compounds 1 and 3 were the most active in the in vitro FTP-1B inhibition assay, showing
Polyp alogy 1C50s of approximately 44 pM. Treatment of adipocytes with compound 1 increased the mBNA expression of
Drug design PPARy and GLUT-4 by 8- and 3-fold, respectively. Moreover, both compounds (1 and 3) also increased the
relative mRNA expression of FPARa (by 8-fold) and FATP-1 (by 15-fold). Molecular docking studies were
performed in order to elucidate the polypharmacological binding mode of the most active compounds on these
targets. Finally, a murine model of hyperglyoemia was used to evaluate the in vive effectiveness of compounds 1
and 3. We found that both compounds are orally active using an exploratory dose of 100 mg/kg, decreasing the
blood glucose concentration in an oral glocose tolerance test and a non-insulin-dependent diabetes mellitus
murine model. In conclusion, we demonstrated that both molecules showed strong in vitro and in vive effects and
can be considered polypharmacological antidiabetic candidates.
1. Introduction peroxisome-proliferator activated receptors, which include 3 different

subtypes of nuclear receptors: PPARc, PPARy, and PPARS [7]. Every

Type 2 diabetes mellitus (T2DM), a chronic metabolic disease, af-
fects the quality of life of individuals worddwide and is characterized by
increased blood ghicose concentrations (> 120mg/dL or = 7 mM)
caused by a deficiency in insulin production by the pancreas or by the
inactivation of some proteins involved in the insulin signaling pathway
(nsulin resistance) [1,2]. In addition, it is well known that diabetic
patients often show high plasma triglyceride concentrations [3.4]
which leads to the development atherosclerotic vascular disease, in-
creasing worldwide mortality [5.6]. Curmrently, experimental T2DM
drug discovery is focused on compounds with insulinsensitizing ac-
tivity that acts via several mechanisms. Some of them are mediated by

* Taken in part from the Ph D, thesis of M. A, Herrera-Rueda,
* Corresponding author.
E-mall address: gabriel navarrete@uaem.mx (G Navarrete-Vazquez).
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isoform controls tissue-specific target proteins that act as lipid sensors.
The activation of PPARa reduces triglycerides by increasing fatty acid
transport protein-1 (FATP-1) which is expressed in some insulin-sensi-
tive tissues and increases the cellular uptake of long chain farty acids
[8], showing beneficial, preventative effects on cardiovascular risks [9].
Furthermore, PPARy activation in muscle and adipose tissue causes
insulin sensitization by increasing glucose transporter type 4 (GLUT4)
expression, which is one of the proteins involved in the insulin signaling
pathway [10,11]. Indeed, it has been widely demonstrated that in-
creasad translocation and activation of GLUT-4 is essential for increased
glucose uptake and improved glucose homeocstasis in murine models

'
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Fig. 1. Unified pharmacophore (center) for glitazars: Chiglitazar, muraglitazar, farglitazar and N-Boc-1-tyrosine derivatives 1-5.

[12]. PPARx and vy are dual agonists based on a tyrosine scaffold be-
longing to the glitazar family (chiglitazar, farglitazar and muraglitazar;
Fig. 1), which was developed to increase insulin sensitivity and si-
multaneously prevent diabetic cardiovascular complications [9,13-15].
Glitazars have been evaluated in large scale phase Il clinical trials in
T2DM patients in the last 20 years. Unfortunately, despite being ef-
fective at reducing triglycerides, raising HDL levels and improving in-
sulin sensitivity, they also induced severe side effects, forcing re-
searchers to interrupt the development of that kind of molecule [16].
Another promising molecular target for the treatment of diabetes via
insulin sensitization is protein tyrosine phosphatase 1B (PTP-1B). This
intracellular enzyme is involved in down-regulation of receptor tyrosine
kinase activity following stimulation of the insulin or leptin receptors
[17]. The PTP-1B inhibition causes the insulin receptor to remain in an
activated state and hence extends the signaling pathway, thereby im-
proving glucose uptake [158-20]. In addition to known drugs (fargli-
tazar and chiglitazar), other compounds are based on a tyrosine scaffold
and have been reported as PPAR a/y dual agonists [21]. These com-
pounds, which could be beneficial in diabetic cardiomyopathy, possess
a unified pharmacophore made up of an acid moiety, a central phenyl
ring, linked to an aromatic tail through an aliphatic linker and a bulky
group tail connected to the amino group of tyrosine (Fig. 1) [22].
Compounds with dual action as PPARy activators and PTP-1B inhibitors
have been reported elsewhere [23].

From our ongoing research on PPARo and PPARy dual activators
with cardiometabolic activities, we report the design and synthesis of
five compounds based on the N-Boc-L-tyrosine scaffold (1-5) containing
the unified glitazar pharmacophore (with the N-Boc as the bulky group)
along with the in vitro relative mRNA expression of PPARo, PPARy,
FATP-1 and GLUT-4. We also describe the inhibition of PTP-1B by these
compounds and the molecular docking of the most active compound in
the ligand binding site of both PPARs and PTP-1B and its in vivo anti-
diabetic effect usine a murine model of hyvoerglveemia.

671

2. Materials and methods
2.1. Chemistry

The reagents were purchased from Merck/Sigma-Aldrich (Mexico).
The melting point (m.p.) was calculated on an MPA120 EZ-Melt auto-
mated apparatus, and the values were not corrected. Thin layer chro-
matography visualized with UV light and iodine vapors were employed
to monitor reactions. Based on respective spectral data, the chemical
structures of the prepared molecules were confirmed. 'H and '*C NMR
studies were conducted on Varian Oxford (400 MHz) and (100 MHz)
instruments, respectively. Chemical shifts and coupling constants are
given in ppm and Hz. Infrared (IR) spectra were obtained from a Bruker
Vector 22 FT spectrophotometer. High Resolution Mass Spectrometry
(HRMS) was performed with JEOL JMS-700 equipment. Optical rota-
tions were measured by Perkin Elmer model 241 polarimeter at room
temperature (20 °C) and 589 nm (concentration in 0.01 g/1 mL CHCl4).

2.1.1. General preparation of 1-5

A solution of N-(tert-butoxycarbonyl)-i-tyrosine  (13) (0.2g,
0.6 mmol) in CHaCN (4mL) was reacted with potassium carbonate
(0.327 g, 2.3 mmol, 3.5 eq.). After the reaction mixture was stirred at
room temperature for 30 min, adequately substituted methylarylhalides
(6-10) were added (0.6 mmol, 1 eq.). The reaction was stirred at 70°C
for @h. The reaction was monitored by thin layer chromatography.
After complete conversion, solvent was extracted in vacuum and 2mL
of cold water was added to the residue, and an acidic pH was reached
with dilute HCL solution (10%). The agqueous layer was extracted, and
the organic solvent was evaporated in vacuum. All compounds were
purified by Preparative Layer Plates (PLC), and silica was extracted
with CH3Cly; the solvent was filtered and evaporated in vacuum ob-
taining a pure solid.

2.1.1.1. (R)-3-(4-({1H-benzo[d] imidazol-2-yl)methoxy)pheryl )-2-((tert-
butoxycarbonyllamino) propancic  acid (1), Yellow crystals were
obtained with 89% yield Mp. 113.7-114.2°C [ad% + 2 (o 0.1,
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CHCls). IR {em™'): 1018 {C—0—C), 1244 (C{CHa)s), 1510 (N=C),
1612 (NCOO), 1685 (CDO). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) &1.26 (s,
9H, CHgy), 2.85 (m, 2H, HB), 3.8 (b, 1H, Ha), 4.67 (5, 2H, OCH,), 6.56
(d, Jo= 8.2Hz, 2H, H3, H5), 6.89 (d, Jo= 8.2 Hz, 2H, H2, H6), 7.12
(dd, Jo= 9.2, 3.4 Hz, 2H, HS', H6) 7.48 (dd, Jo= 9.0, 3.0Hz, 2H, H4",
H7), ppm. '*C NMR (100 MHz, DMSO0-ds) 8: 28.59 ((Ha), 37.17 (Cf),
57.12 (Ca), 57.82 (OCH,), 78.08 (C-tert), 115.14 (C3, C5), 115.27
(C4°,C77), 12204 (C5,067, 129.33 (C1), 13069 (C2, C6), 13872
(C3'a, (Fa'), 155.29 (€27, 155.86 (NCOO), 155.96 (C4), 175.39
(COOH) ppm; HR.MS(FAB *): m/z 4121899 [M+ H]* (calculated
for CpsHasNaOsH' 412,1794).

2.1.1.2 (R)-24 (tent-butoxycarbonyllaminoe)-3-(4-(quinolin-2-ylmethoxy)
phenyl)propanoic acid (2). White crystals were obtained with 87%
vield. M.p. 139.8-140.0 C. [a]% + 14 (c, 0.1, CHCly). IR (cm™ ')
1020-1161 (C—0—C), 1243 (C(CHy)a), 1508 (N=C), 1611 (NCOO),
1705 (CO0).'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8: 1.41 (s, 9H, CHg), 3.12
(m, 2H, HB), 4.60 (b, 1H, Ha), 5.23 (s, 2H, OCHy) 6.86 (d, Jo=7.6 Hz,
2H, H3, H5), 7.14 (d, Jo=7.6 Hz, 2H, H2, H6), 7.52 (t, Jo= 7.2Hz, 1H,
H3%), 7.70 (t, Jo= B.4Hz, 2H, H6", 7.70 (t, Jo= 7.2 Hz, 2H, H7"), 7.79
(d, Jo= 7.76 Hz, 1H, H5), 7.79 (d, Jo= 7.76Hz, 1H, H5"), 8.12 (d,
Jo= 8.8Hz, 1H, H8) 8.20 (d, Jo= 8.12 Hz, 1H, H4) ppm. *C NMR
(100 MHz, DMSOd6) & 28.55 ((Ha), 37.45 (CB), 54.74 (Ca), 69.74
(OCHy), 80.02 (Crert), 114.89 (C3, €5), 119.34 (C3"), 127.12 (C6"),
127.51 (C5"), 127.85 (C4*a), 127.97 (C1), 129.49 (C7*), 130.69 (C8"),
130.94 (C2, C6), 138.51 (C47), 146.28 (C8"a), 155.53 (C4), 157.32
(€27), 158.11 (NCOO), 174.51 (CO0) ppm; HEMS.(FAR ) m/z
4231911 (M+H) " (Calculated for CoyHagN2OsH™ 423.1842),

2.1.1.3 (R)-24{tert-buroxycarbonyl)amine)-3-(4-((2 ~cyano-{1,1"-
bipheryl]-4-ylmethoxy) phenyllpropanoic  acid (3). White crystals
obtained with 920 wield. M.p. 133.5-135.3°C. [@]% + 2 (o 0.1,
CHCL). IR (em ~ ') 1005-1210 (C—0—C), 1243 (C(CHa4)4), 1510-1533
(C=C), 1594 (NCOO), 1666 (COO), 2222 (Ar-CN). 'H NMR (400 MHz,
CDCLL) & 1.33 (s, 9H, CHy), 2.93 (m, 2H, HP), 4.23 (d, 1H, Ha), 5.16 (s,
2H, OCH,), 6.9 (d, Jo= 6.8 Hz, 2H, H3, H5), 7.19 (d, Jo= 7.2Hz, 2H,
H2Z, H6), 7.43 (d, Jo= 7.2Hz, 1H, H4*), 7.57 (m, 5H, HZ", H¥, H5", H6’
HE%), 7.76 (d, Jo= 5.2Hz, 1H, H5%) 7.93 (d, Jo= 6.0Hz, 1H, H3"),
ppm. *C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & 28.14 [CHy), 35.65 (Cf), 55.79
(Ca), 68.73 (OCH.), 78.39 (C-tert), 110.17 (C2%) 114.54 (C3, C5),
118.60 (CN), 127.93 (C47), 128.16 (C3°, €57, 128.76 (CZ', C6"), 129.67
(€1}, 130.20 (CZ, C6), 133.56 (C6¥), 133.89 (C57). 136.52 (C3%),
137.27 (C47), 137.83 (C17), 144.20 (C17), 157.10 (NCOD), 155.52 (C4),
172.19 (COO) ppm; MS (FAB+) m/z 43, 57, 136, 192, 299, 373, 417(M
+H)".

2.1.1.4. (R)-24 {tert-butoxycarbonyl)aminoe)-3-{4-(naphthalen- 1-
yimethoxy)phenylpropanoic acid (4). White crystals were obtained with
85% vield. M.p. 119.6-120.8 °C. [a]5 + 25 (c, 0.1, CHCly). IR (cm™'):
1011-1160 (C—0—C), 1234 (C(CH4)y), 1509-1584 (C=C), 1610
(NCOO), 1705 (CO0). 'H NMR (400MHz, CDCly) &: 1.42 (s, 9H,
CHg), 3.12 (dd, 2H, H), 4.60 (d, 1H, Ha), 5.46 (s, 2H, OCH,), 6.97 (d,
Jo= 8.2 Hz, 2H, H3, H5), 7.17 (d, Jo= 8.6 Hz, 2H, H2, H6), 7.42 (m,
Jo= 7.0 Hz, 4H, H3)), 7.45 (m, Jo= 7.8Hz, 4H, H2"), 7.50 (m, Jo=
7.2 Hz, 4H, H6"), 7.55 (m, Jo= 7.8 Hz, 4H, H7"), 7.84 (m, Jo= 7.8 Hz,
1H, H4"), 7.88 (m, Jo= 9.2Hz, 1H, H-57, 8.02 (m, Jo= 9.0, 8.0 Hz, 4H,
HE) ppm. *C NMR (100 MHz, (DC13) & 2830 (CHa), 37.01 (CR),
54.44 (Ca), 68.64 (OCHy), 80.29 (C-tert), 115.00 (C3, C5), 123.72
(€87, 125.30 (€27, 125.90 (C&%), 126.45 (C77), 126.64 (C37), 128.28,
(€1), 128,67 (€57, 129.02 (C47), 130.52 (C2, C6), 131.53 (C8a),
132.24 (C4'a), 13377 (C19, 155.50 (C4), 157.99 (NCOO), 176.46
(COO0) ppm; HRMS.(FAB *): m/z 421.1862 [M+H]™ (Calculatedd
for CoqHagNoOg 421.1889).

2.1.1.5 (R)-34(4-([1, 1"-biphenyl ]-3ylmethoxy)pheryl)-2-({tert-
butoxycarbonyl)amino) propanoic acid (5). White crystals were obtained
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with 92% yield. M.p. 172.2-173.3°C. [a]% + 38 (¢, 0.1, CHCL). IR
[E[Tl_l']'. 1023-1160 (C—0—C), 1238 (C[CHs)y), 1509-1584 (C=C),
1610 (NCOO), 1708 (C=0). 1TH NMR (400 MHz, CDCl) & 1.46 (s, 9H,
CHa), 3.15 (m, 2H, Hp), 4.62 (m, 1H, Ha), 5.09 (s, 2H, OCH,), 6.97 (d,
Jo= 8.6Hz, 2H, H3, H5), 7.17 (d Jo= 8.2 Hz, 2H, H2, H6), 7.41 (d,
Jo= 8.6Hz 1H, H6"), 7.46 (dd, Jo= 8.6Hz, 2H, H3", H5"), 7.56 (s, 9H,
H2', H4', H5', H4*), 7.77 (d, Jo= 7.4 Hz, 2H, H2*, H&6") ppm. 3¢ NMR
(100 MHz, DMSO-d;) & 28.36 (CHa), 37.06 (CP), 54.58 (Ca), 70.04
(OCHz), 80.28 (C-tert), 115.00 (C3, C5), 126.33 (C57). 126.46 (C2),
126.83 (C4), 127.24 (C2*, C6*), 127.47 (CA*), 128.85 (C3", C5”),
120.08 (C1), 129.08 (C67), 130.56 (€2, C6), 137.59 (C17), 140.91 (C1*),
141.59 (C3), 155.63 (C4), 157.93 (NCOO), 175.91 (COO) ppm;
H.EMS(FABE ) m/z 447.1930 [M+H] * (Calculated for
CasHaMNOs 447 . 2046).

2.1.2. Preparation of N-(tert-butoxycarbonyl)-1-tyrosine (N-Boc-i-tyrosine,
13)

A suspension of i-tyrosine hydrochlorde (12) (5g 22.9 mmol),
Boc:O (15g, 68.7mmol, 3 eq) and EnN (4.63g, 45.8mmaol, 2 eq) in
CHzCly (50mL) was heated at reflux for 2-3 h. After cooling the mix-
ture to room temperature, a 10% aqueous solution of HCI (10 mL) was
added. The layers were separated and the aqueous layer was extracted
with CHCls (20 mL). The combined organic layers were dried with so-
dium sulfate and filtered and the solvent evaporated under reduced
pressure. The residue was recrystallized from ethanol, yielding 89%.
[ﬂ]g:. + 3.0 (¢, 0.1, CHOL), M.p. 133-135°C.

2.2, Pharmacoelogical evaluation

2.2.1. Invitro PTP-1B studies

PTP-1B complete coding sequence was cloned with the sequence of
the glutathione S-transferase (GST) in the pGEX-2 T bacterial expression
vector. The E coli TB1 strain was employed for enzyme expression and
purification. The recombinant fusion proteins were purified by affinity
chromatography on glutathione-Sepharose, treated with thrombin and
purified by gel filtration.

2.2.1.1. Phosphatase assay inhibition. The phosphatase assay was
carfied out at 37 °C using 4-nitrophenylphosphate as substrate. The
assay buffer (pH 7.0) contained B.f-dimethylglutarate, EDTA and
dithiothreitol. Furthermore, the reactions were started by adding
aliquots of the PTP-1B preparation and stopped at proper times by
addition of KOH. The amount of 4-nitrophenclate ion released was
detected by reading the absorbance of samples at 400nm (e = 18,000
M~'em™ "), For each inhibitor, the ICs, was calculated by determining
the initial hydrolysis rate under a fixed 4nitrophenylphosphate
concentration, equal to the Km value, in the presence of increasing
inhibitor concentrations. Data obtained were fitted to the following
equation using the Fig-Sys software:

Max—Min
o e
1+ ()

where y = V; / V represents the ratio between the activity measured in
the presence of the inhibitor and the activity of enzyme in the absence
of inhibitor. The concentration of the inhibitor is represented by the “x”
parameter [24]. Ki values were determined using suitable equations
depending on the inhibition mechanisms of the compounds. All initial
rates were measured in triplicate [18-20].

+ Min

2.2.2. Invitro PPAR a/y, FATP-1 and GLUT-4 assays

Assays were performed as described previously [2,7,25-28]. 3T3L1
cells (9 » 10° murine fibroblast/well) were cultured using Dulbecco’s
modified Eagle's medium. Cell viability, following treamment with
compounds 1 and 3, was measured using the 344,5-dimethylthiazole-2-
vl)-25-diphenyltetrazolium  bromide (MTT) assay at different
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concentrations ranging from 1pM to 100pM. Confluent cultures of
3T3-L1 cells were induced to differentiate to the adipocyte phenotype
using 3-isobutyl-1-methylxanthine (0.5 mM), dexamethasone acetate
(0.25pM), and murine insulin (0.8 pM) for 48h, followed by another
insulin pulse. The differentiated cells were treated for 24 h to determine
the effects of compounds 1 and 3 at 10 pM on PPARs, FATP] and GLUT-
4 mRNA expression. RNA was isolated from the differentiated cells, and
2 pg of total RNA was reversetranscribed. Transcriptase was in-
activated, and the samples were cooled. For the amplification of every
reverse-transcribed reaction, SYB(R)-Green master mix containing
0.5 mM of customized primers for PPARa, PPARy, GLUT-4, and FATP-1
was used. Polymerase chain reaction (PCR) was employed for each
sample measuring the threshold cycles (Ct) and the ACt values. Changes
in the relative expression levels of each specific gene (AACE) were cal-
culated [2].

2.2.3. Invivo antidichetic assay

The experiment was carried out in accordance with the Mexican
Federal Regulations for Animal Experimentation and Care (NOM-062-
Z00-1999, SAGARPA), founded on U.S. NIH Publication No. 85-23,
CD1 mice weighing 25-30 g were maintained in groups of 6 under la-
boratory environments with water ad libitum and fasted for 16h. The
experimental diabetes model was induced in these mice using a single
administration of streptozotocin (STZ, 100mg/kg, i.p.) 15min before
the injection of nicotinamide (NA, 40 mg/kg, i.p.). The hyperglycemic
effect was established as higher glycemic levels (> 180mg/dL), and
animals were designated for the assay. The hyperglycemic mice were
divided into 3 groups of & animals each (n = 6). Individuals of ex-
perimental groups were orally administered a suspension of 100 mg kg
of 1 and 3 in 10% tween B0 (vehicle). The control group was treated
only with vehicle. A dose of Smg/kg of sulfonylurea (glibenclamide)
was employed as a hypoglycemic reference. Samples of mice blood
were collected from the caudal veins at 0, 1, 3, 5 and 7h after oral
gavage of compounds 1 and 3. Blood glucose concentrations were

calculated using the Accu-Chek commerdal glucometer from Roche,
The percent variation of glycemia was calculated using the following
formula: % Variation of glycemia [ GGy )Gyl = 100, where Gy is
initial glycemia level and G, is the glycemia level at each time point
[2,19,20].

2.2.4. Oral glucose tolerance test

Normmal glycemic mice were separated info 3 groups of six mice.
30min after administration of compounds 1 and 3, a single gavage of
glucose solution (2 g/kg) was given to each mouse. Blood samples were
obtained as described above at 0, 0.5, 1, 1.5, 2 and 3 h after the oral
gavage of vehicle, glibenclamide or a test compound. Plasmatic glucose
levels and the percent vardation of glycemia for each group were es-
tablished as mentioned above [29].

2.2.5. Statistical analysis

For in viwo experiments (6 mice/group), all values are expressed as
the mean # S.E.M. To analyze the changes in the percent variation of
glycemia, ANOVA was used, followed by a Bonferroni test. The in vitro
studies were carried out in quadruplicate or sextuplicate in Adipocytes
or PTP-1B. The statistical analysis for these experiments was an ANOVA
complemented with a Dunnett’s multiple comparison test. p < 0.05
was considered statistically significant. GraphPad Prism 5.0 was em-
ployed for data analysis.

2.3, Molecular docking calculation

Crystal structure information of PPARa, PPARy and PTP-1B was
obtained from the Protein Data Bank (PDB) searching the respective
PDB codes: 1K7L (resolution: 25 &), 1K74 (2.3 A) and 4¥14 (1.898 A).
The docking experiments were performed using AutoDock (version
4.2.6.) to execute several runs in each calculation and provide putative
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binding modes. All molecules of water and the cocrystal ligands were
extracted from the crystallographic coordinates. After the docking cal-
culation was finished, the complete solutions were clustered into groups
with RMSD = 2.0A. MOE 2018.01 [30] and Pymol 1.7.4. were em-
ployed for adequate visualization.

2.3.1. Validation of docking experiments

All protocols were validated vio redocking of cocrystal molecules
into the ligand site of each receptor or enzyme target: PPARc
(GW409544), PPARy (GW409544) and PTP-1B (CPT157633). The
RMSD berween the cocrystal molecule and the performed experiment
must be < 2.0 A in all cases (0.37, 1.23 and 1.87 A, respectively). These
values indicate that the parameters used for calculations agree by re-
plicating the conformation and orientation in the X-ray coordinates of
the receptors and enzyme.

3. Results and discussion
2.1, Chemistry

L-tyrosine (11) was treated with di-tere-butyl dicarbonate (BocoO,
12) to give N-Boc-Ltyrosine (13). Compounds 1-5 were obtained via
Williamson synthesis from the reaction of 13 and the appropriately
substituted methylarylhalides 6-10 using nonprotic polar solvents and
K:C0O4 as a nonnucleophilic base (Scheme 1). The compounds were
recuperated with 85-92% yield, and the purification was done using
Preparative Layer Plates (PLC). The chemical structures of the synthe-
sized molecules were confirmed based on their spectral data (NMR and
Mass spectra). In the muclear magnetic resonance experiments ('H
NMR; & ppm), the signals of each proton of the compounds were con-
firmed based on their chemical shifts, multiplicities, and coupling
constants. The five compounds showed a single signal integrated for the
9 hydmogens, ranging from &y 1.26 to 1.46 ppm, of the (CHa)4 of the N-
Boc group. In all compounds, the aliphatic signals were found at upfield
shifts in 3.79 to 4.62 ppm accredited to Ho, and signals ranging from &
2.85 to 3.15 ppm were assigned to HR.The displacements for the me-
thyleneoxy group were found in &y 4.67-5.46 ppm (singlet). The aro-
matic part of the '"H NMR spectra of all compounds possessed an A;B
spin system signals oscillating from &; 6.89 to 7.19ppm (d,
Jortin = 6.8-8.6 Hz) and 6.56-6.97 ppm (d, Jmhe. = 7.2-8.6 Hz) accre-
dited to the equivalent hydrogens (H-2', H-6" and H-3', H-5', respec-
tively) of the phenyl-p-substituted tyrosine scaffold. In the '“C NMR
spectra, persistent signals were found for the N-Boc-1-tyrosine scaffold:
One signal fluctuated from & 28.1 to 28.6 ppm, attributed to the (CHa)y
of the N-Boc group; two signals oscillated from &¢ 54.4 to 57.1 and 35.6
to 37.4 ppm, attributed to a and p aliphatic carbons, respectively.

An additional recurrent signal associated with the CH2O group was
located in upfield shifts fluctuating from 8. 57.8 to 70.0 ppm. A con-
stant signal appeared in 8- 78.1 to 80.3 ppm, attributed to C-tert of N-
Boc group. In the aromatic region, four persistent signals were found:
127.9 t0 129.7 (C-1), 130.1 to 130.7 (C-2 and C-6), 114.5 to 115.1 (C-3
and C-5) and 155.5 to 155.9 (C-4) ppm, corresponding to the benzene
nucleus of tyrosine. Another two frequent signals were located in
downfield shifts from & 155.9 to 157.9 ppm given to C=0 group be-
longing to N-Boc as well as the COOH signal found in &
172.2-176.5 ppm.

3.2. The in vitro PTP-1B assay

The results of preliminary enzymatic assays carried out by using a
fixed inhibitor concentration (final concentration was 50 pM) are re-
ported in Fig. 2. We observed that compound 1 (with benzimidazole
substituent) and compound 3 (with biphenylearbonitrile substituent)
inhibit the activity of PTP-1B by 60% and B0%, respectively, compared
with the control test (0% of inhibition). In contrast, compounds 2
(quinolinyl), 4 (naphthyl) and 5 (m-biphenyl) behave as weaker
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Scheme 1. Synthetic scheme of compounds 1-5.
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Fig. 2. Percentage of inhibiion of PTP-1B activity obtained by incubating the
enzyme in the presence of compounds 1-5 at 50 pM. DMSO was used as the
control. Each bar represents the mean + S EM. (n = 4).

inhibitors.

Taking these results into account, an additional test was performed
to calculate the ICs, for the most active inhibitors, namely, compounds
1 and 3. For this purpose, we studied the PTP-1B catalyzed hydrolysis of
4-nitrophenyl phosphate by using different concentrations of com-
pounds 1 and 3 calculating the time-course of 4-nitrophenol releasing
(measured at 400nm). The initial rates decreased with cumulative in-
hibitor concentrations; thereby, the 1Css were determined (Fig. 3). We
found that the two compounds are equipotent because they showed
ICeps of 43.6 £ 0.7 and 44 £ 3.0 uM, respectively.

To obtain compounds with polypharmacological activities and to
continue with the in viro tests on PPARa/y, an initial screening was
carfed out selecting only compounds 1 and 3 as the best candidates
since they were the most potent and selective as PTP-1B inhibitors.

3.3. Relative expression of PPARs, FATP-1 and GLUT-4

Fibroblasts were differentiated to the adipocytes to determine the
influence of testing molecules on PPARc, PPARy, GLUT-4 and FATP-1
expression. Differentiated cells were treated for 24h with 10 pM of
maolecules 1, 3, fenofibrate (FEN) and pioglitazone (P10), both used as
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reference drugs. Then, changes in the mRNA expression levels were
calculated. Figs. 4 and 5 show that these compounds significantly in-
creased the levels of PPARs, FATP-1 and GLUT-4 mRMNA expression toa
greater extent than fenofibrate and pioglitazone.

Compound 1 significantly increased the relative mRNA expression
levels of PPAR (approximately 8-fold) and its downstream gene FATP-
1 (10-fold). This activation of PPARc by compound 1 could reduce
triglycerides by increasing FATP-1 which could enhance the cellular
uptake of fatty acids and lead to beneficial preventative effects on
cardiovascular risks. FATP-1 also plays an important role in the in-
corporation of postprandial fatty acids into adipose tissue and muscle as
well as in the etiology of diet-induced insulin resistance and metabolic
disease [8]. Compound 3 also increased the levels of mRNA expression
of PPARa (approximately 3-fold) and FATP-1 (15-fold).

On the other hand, compound 1 significantly increased the mRNA
levels of PPARy (approximately 8-fold) and its downstream gene GLUT-
4 (2.5-fold). Activation of PPARy may reduce glycemia in diabetic
people via insulin sensitization. Multiple line of evidence specify that
increased GLUT-4 in skeletal muscle is essential for glucose control [2],
and these results suggest that compound 1 induces GLUT-4 mRNA ex-
pression to a greater extent than pioglitazone.

Maoreover, compound 3 did not induce a meaningful increase in the
mRNA expression levels of PPARy or GLUT-4. These results indicate
that an increase in the expression of the downstream genes FATP-1/
GLUT4 is not always dependent upon high mRNA expression of PPARG/
4. Fimally, it was clearly observed that compound 1 possesses poly-
pharmacological activities by increasing the mRBRNA expression of
PPARc, PPARy and their downstream genes (FATP-1 and GLUT-4, re-
spectively). Therefore, it could decrease plasma glucose and triglycer-
ides levels, increase insulin sensitivity and simultaneously prevent
cardiovascular complications. Polypharmacological (multitarget) ac-
tivity is the modulation of different molecular targets to reach a desired

therapeutic effect [2]. It refers to molecules that are recognized by
different drug targets [31]. A polypharmacological treatment that
regulates glucose levels and diminished several complications related to
hyperglycemia and insulin resistance would be an attractive choice for
T2DM therapy.
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Fig. 3. The 1Cg, for compounds 1 (A) and 3 (E) was calculated by plotting the data for the residual activity of PTP-1B against the concentration of compounds 1 and
3. Fifteen inhibitor concentrations were employed. All assays were conducted in quadruplicate. Data represent the mean + SEEM.

20-
< "l w : 2 (B) -
o 8 I E 154
E3 T .
T o > ©
i o 6 32 «© 104 —_—
- g SR
g & ¥
0o -4
e® g 5
o . [=N
% 0
Yo [ . | . u-.l:l_- :
Ctrl FEN 1 3 Ctrl FEN 1 3

Fig. 4. (A) Influence of 1, 3 and fenofibrate on changes in the relative mRNA expression of PPARa. (B) Influence of 1, 3 and fenofibrate on the relative mRNA
expression of FATP-1. Results are means = S.EM. (n=5). *p < 0.001 compared with the control group.
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Fig. 5. (A) Influence of 1, 3 and pioglitazone on the relative mRNA expression of FPARy. (B) Influence of 1, 3 and pioglitazone on the relative mRNA expression of
GLUT-4. Results are means = SEM. (n = 5). p < 0.001 compared with the control group.

3.4. In vivo assays

3.4.1. Annidiabetic activity of compounds I and 3

Compounds 1 and 3 were the most potent for the three T2DM
protein targets selected, and both were chosen to evaluate their in vivo
effects on STZ/NA diabetic mice, an experimental non-insulin-depen-
dent diabetes murine model [2,7,25]. As a hypoglycemic control,
glibenclamide was employed to confirm that the pancreas damage in-
duced in this model was limited and that the pancreatic B-cells still
generated insulin responding to the secretagogue signal. Compounds 1
and 3 were administered via intragastric gavage using an experimental
dose of 50mg/kg. Administration of compounds 1 and 3 significantly
decreased plasma glucose concentration (p < 0.05) during acute time
periods (7 h) compared with the vehicle group (Fig. 6). Compound 1
showed the best activity, decreasing blood glucose levels after the first
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hour, compared with compound 3 which started decreasing glucose
levels after three hours. The pharmacodynamic and pharmacokinetic
behavior of compound 1 could be attributed to the benzimidazole-pri-
vileged structure in the hydrophobic region of the N-Boc-i-tyrosine
derivatives generating a continued decrease in glycemia, by neary 50%
at 7h after compound oral administration. Compound 3 reduced gly-
cemia three hours after intragastric gavage ([ —20%at 3h and —45% at
5h). Moreover, a statistically significant difference was observed be-
tween 3 and the vehicle group at the end of the experiment, when the
maximum influence of the compound was obtained (Fig. 6).

3.4.2. Oral glucose twlerance test (OGTT) in normoglycemic mice

To verify the plausible antihyperglycemic or hypoglycemic effect of
compounds, we carried out an oral ghicose tolerance test in normo-
glycemic mice. Compounds 1 and 3 were chosen according to the
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Fig. 7. (A) OGTT and B) AUC of compounds 1 and 3. *Significantly different from the vehicle group. One-way and two-way ANOVA with post hoc Dunnett's test
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Fig. 8. (A) 3-D binding diagram of compounds 1 and 3 in the PPARa ligand binding pocket. The stick models represent: 1 (cyan), 3 (white), and amino acids as
orange lines. Yellow lines suggest polar contacts. (B) 2-D interaction map for compound 1 on PPARa.

results obtained in the antidiabetic assay. Fig. 7 shows the results of beyond baseline, indicating that the antidiabetic action of compound 1
these assessments; compound 1 (100mg/kg) significantly reduced is due to an antihyperglycemic effect rather than a hypoglycemic effect
blood glucose 60 min after glucose load (2 g/kg) compared with the in agreement with PTP-1B inhibition and PPAR activation related to
vehicle group, which presented the maximum blood glucose level at insulin sensitization. Compound 3 showed lack of activity in OGTT.
this time. An area under the curve (AUC) graph confirmed the efficacy

of 1, which significantly decreased the AUC by approximately 25%

(p = 0.05). During the experiment, glucose levels did not decrease
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Table 1
Maleoular dodking binding energies for compounds 1 and 3 and their mult

targets.
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35 Molazuler docking calead ation

Based on the b vitre and it vivo blologieal msulis, the most potent
compoesds, 1 and 3, were designated to elucidate the experimental
effects on relevant TZOM pmiein targeis. A pllot molecular docking
cakulation was performed employing DIA-DB [2,32], a Eumpean web
sepver, for the prediction of antidiabetic compounds wsng lnverse vir
teal sereening of the molecules 1-5 vermie a i of eighteen different
targeis recognized a8 crecial prodeins in TZOM, including PPARa,
PPARy amnd PTP-1B, iner alia [33]. Afterward, a more precke and re-
fimed stud v wias ¢ onducted for the most attmetive compownds (1 and ).
Refined docking caleulation revealed that molecules 1 and 3 go dnio the
ligand binding pocket of PPARG and generate a network of lonle and
hydrogen bonds with Ser-2Z80, Tyr-314, Ty-464 and His-4+4), critical
aming acids for the activatlon of this neclear receptor. Compound 1,
which was the most potent by the v vito assay, showed two extra in-
teractions with Cys-276; one of them was a iype n—H interaction, and

a7

the other ome was a polar inderacton. Compound 3 ako showed an
exira interaciion with Ala-333 (Fig. 8).

Compounds 1 and 3 adopt a conformation indde the PPARy Hgand
biireding pocket and conmee t by means of londe and hydmgen bonds with
His-44%, Hiz-323 Tyw-473 and Ser-28%, criteal aming acids for the
activatlon of PPARy (Fig ).

The most active compownd {F) b vitre displayed anexira interac ton
with Ser-342 (Flg 90, distinguishing of PPARy parial agonisis. Glita-
zones, which are full PPARy agonbsts, shows side effects such as weaight
gain and congestive heart fallure, among other undesired effects.
However, partial agonists are not mlated to these advemse effects [34].

In the case of PTP-1B, binding postumes represented in Fig. 10 sug-
gest that 1 and 3 do not internalize in the catalytic pocket of PTP-1E;
bavth interact vig londe bomnds with the residive Lys-120 in the surface of
this pocket [35]. Compound 1 showed an additlonal interaction with
Asp-48. This could be the reason why both oom pounds showed 1.8 of
appmximately 44 puM againa PTP-1B.

Maolecular dockng scores (hinding energles) ame reported in Table 1
for compownds 1 and 3, and thelr polypharmacolegical tamgeis

Both bindirg energles and lgand-indwced interactions cormelate
with the belavior of compounds 1 and 3 in the in v assays, sug-
gesting that computational teols are welul in drg dBcovery.

4, Conclusion

In summary, fve N-Boc-L-iyrosine dedvatives have been developead
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as new chemical entities for the treatment of type 2 diabetes mellitus.
Compounds 1 and 3 (a) significantly increased the mRNA expression of
PPARa, PPARy, FATP-1 and GLUT-4 to a greater extent than fenofibrate
and pioglitazone, (b) inhibited PTP-1B activity, (c) showed poly-
pharmacological (multitargeting) profiles based on the in vitro and in
silico experiments, and (d) decreased glucose levels in vivo with anti-
hyperglycemic effects related to insulin sensitization mechanisms.
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