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“En esta vida nada debe de ser temido, las cosas estan
hechas para ser comprendidas y entre mas
comprendamos, menos tendremos a que temerle”

-Marie Curie-

Esta tesis lleva estos colores debido a que el proyecto sobrevivié temblores, huelgas
y hasta una pandemia. Puede que el camino sea dificil pero los resultados valen la
pena.
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RESUMEN

En la actualidad la Diabetes es un problema de salud a nivel mundial y nacional de
importancia debido a su alta prevalencia, ya que alrededor del mundo existieron 463
millones de personas con este padecimiento durante el afio 2019, en comparacion
con la estadistica del 2017 (425 millones de personas) y se espera que las personas
con esta enfermedad alcancen los 700 millones para el afio de 2045 (incremento
del 50%), siendo la Diabetes Tipo 2 (DT 2) la que representa el 90% de los casos
reportados a nivel mundial. Esta es una enfermedad cronico-degenerativa
caracterizada por niveles altos de glucosa provocados por una deficiencia en la
secrecion de insulina o por el desarrollo de una resistencia a la accion biolégica de
esta hormona. Asi mismo, se ha observado que una dieta alta en grasas y
carbohidratos, ademas de la presencia mantenida de obesidad e hiperglicemias
cronicas favorecen el desarrollo de la resistencia a la insulina, ademas de reducir
los niveles plasmaticos de adiponectina, la cual es wuna hormona
insulinosensibilizadora que favorece el metabolismo tanto de carbohidratos como
de lipidos.

Si bien en la terapéutica se cuentan con numerosos farmacos para el tratamiento
de la diabetes, muchos carecen de actividad biologica sobre las diversas
complicaciones de esta enfermedad, haciendo necesario el uso de dos o mas
farmacos para el tratamiento de este padecimiento (polifarmacia). Actualmente se
han descrito numerosos agonistas sintéticos de los receptores de adiponectina, de
los cuales destaca el compuesto conocido como AdipoRon (primer agonista
sintético de los receptores de adiponectina) que logran disminuir la resistencia a la
insulina y mejoran la calidad de vida de los pacientes.

Debido a lo anterior, el principal objetivo de este proyecto fue disefiar y generar una
serie de 7 compuestos (MMJ 1-7) analogos de AdipoRon, tomando criterios
como: toxicidad, farmacocinética, farmacodinamia a través del uso de diversas
herramientas quimico-informéticas y a través de un Analisis de Consenso
Farmacoldgico para la Seleccion de un lider Computacional Seguro se revisaron
diversas propiedades ADMET y farmacodinamicas y de esta manera se determin6
que los compuestos MMJ 1-3 y MMJ-7 tuvieron los mejores perfiles, por lo cual se
priorizé su evaluacion in vitro. Con base en estos resultados se determiné que los
compuestos MMJ-1 y MMJ-2 fueron los més activos de las moléculas evaluadas,
priorizando de esta manera su evaluacion in vivo en un modelo murino de diabetes
no insulino dependiente, en donde el compuesto MMJ-1 fue el compuesto con la
mejor actividad biologica in vivo, teniendo un importante efecto antihiperglicémico y
éste fue mas significativo que el observado en la molécula de referencia AdipoRon,
catalogando al compuesto MMJ-1 como un compuesto hit experimental y el mejor
compuesto de la serie MMJ 1-7.
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ABSTRACT

Currently, Diabetes Mellitus represents a national and global health problem due to
its high prevalence: in the year of 2019 it was estimated that 463 million people was
diagnosed with diabetes (compared with 2017 census, year when it was estimated
425 million of people with this disease) and is expected to increase to 700 million
(50% increase), where Type 2 Diabetes Mellitus represents 90% of cases. This is a
chronic degenrative disease characterized by high blood glucose levels due to
abnormal pancreatic p-cell function and/or the development of insuline resistance. It
has been observed that a high fat and carbohidrate diet, in addition to a prolonged
state of obesity promote the development of insulin resistance and decrease the
levels of plasma adiponectin, a hormone with a pontent insulin-sensitizing activity
and favors the fat and glucouse metabolism.

Although there are several types of drugs for the diabetes (T1 or T2) treatment,
however they lack of effect on the several complicatios of this disease making it
necessary to use two or more drugs to treat this condition. Now in days it has been
described a new drug family: the synthetic agonists of the adiponectin receptors,
wich the molecule know as AdipoRon stands out (the first synthetic agonist of these
receptors to be reported) due to its insulin-sensitizing activity and improving the fat
and carbohidrate metabolism, and because of this, improving the life spawn of
patients.

Due to the above, is that in this proyect a series of 7 compounds (MMJ 1-7) analogs
to AdipoRon were desingned and synthesized, consideting criteria such as toxicity,
pharmacokinetics and pharmacodynamics trough the use of cheminformatics tools
and a Pharmacological Consensus Analysis to Generate a Safe Lead. By this
analysis it was determinated that compounds MMJ 1-3 and MMJ-7 had the best
profile and they were prioritized to the in vitro essays. In these test, the compouds
MMJ-1 and MMJ-2 presented the best results and these compounds were prioritized
to the in vivo tests using a non-insulin dependent murine model. In this biological
assay the compound MMJ-1 stands out because it antihyperglucemic effect , wich
is more biologically significant than the observed in the reference molecule
(AdipoRon). Therefore the compound MMJ-1 was cataloged as a experimental hit
and the best compound of the series MMJ 1-7.
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1. INTRODUCCION

La Diabetes es una patologia cronico-degenerativa caracterizada por la presencia
de hiperglucemia a pesar de que los pacientes presenten mas de ocho horas de
ayuno y se ha demostrado que esta condicion se favorece al mantener una vida
sedentaria sumada a una dieta rica en carbohidratos y grasas. Este desequilibrio en
el metabolismo de la glucosa a su vez provoca alteraciones en el metabolismo de
lipidos y proteinas generando a su vez las demas complicaciones de esta
enfermedad (neuropatia y nefropatia diabética).t

En la actualidad esta enfermedad se ha vuelto un importante foco de alerta a nivel
nacional tanto como mundial debido a su alta prevalencia y mortalidad ya que se
estima que en el mundo se estima que existen 422 millones de adultos con este
padecimiento lo cual corresponde a 1 de cada 11 personas, indicando que las cifras
de diabetes a nivel mundial se ha cuadruplicado desde 1990.2 De todos los casos
reportados a nivel mundial de esta patologia, el 90% corresponde a la Diabetes
Mellitus Tipo 2 (DM 2) en la cual la hiperglicemia esta mediada por el desarrollo de
una resistencia a la insulina, condiciébn que empeora cuando se desarrolla una
deficiencia en la secrecién de dicha hormona. Esta hiperglucemia genera a su vez
complicaciones micro y macroangiopaticas que derivan en problemas renales,
retinopatias, neuropatias asi como complicaciones vasculares.?

Debido a lo anteriormente mencionado es que el tratamiento de la DT 2 no solo
consiste en generar y mantener un estado euglucémico, si no también mantener
niveles adecuados de lipidos y revertir en lo mayor posible la resistencia a la
insulina. En la actualidad se han descrito dos dianas terapéuticas novedosas
pertenecientes a la familia de los receptores de progesterona y adiponectina Q
(PAQR); los receptores de Adiponectina 1y 2 (AdipoR1 y AdipoRz2) cuyo agonismo
por su ligando enddgeno (la hormona adiponectina) genera insulinosensibilizacion
ademas de promover el metabolismo de carbohidratos y de lipidos, permitiendo que
estos regresen a sus valores normales.* Sin embargo, el uso de la adiponectina en
la terapéutica es complejo debido a su diversidad estructural (provocando diversas
actividades bioldgicas en diferentes tejidos) y su corto tiempo de vida media (ti2)
(75 min aproximadamente) es necesario la investigacion y desarrollo de agonistas
sintéticos de los receptores AdipoR1 y AdpoR2.4

Dentro de los agonistas sintéticos de estos receptores destaca la molécula
denominada AdipoRon la cual posee una importante actividad antidiabética,
logrando disminuir la resistencia a la insulina, mejorando el metabolismo de lipidos
y carbohidratos, ademas de regular el peso corporal y disminuir el proceso de
inflamacién presente en la DT2.5 Debido a esta importante actividad bioldgica
antidiabética es de interés desarrollar mas agonistas sintéticos de estos receptores
gue conserven similitud estructural y actividad biol6gica con AdipoRon con la
finalidad de ampliar las posibilidades en el tratamiento experimental de la DM2
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2.- ANTECEDENTES
2.1 Definicién y Clasificacion de la Diabetes

La Diabetes es una enfermedad crénico degenerativa generada y caracterizada por
altas concentraciones de glucosa en sangre, esto se debe a una deficiencia en la
produccion de insulina por el pancreas o bien cuando el organismo se hace
resistente a la accién hipoglucémica de esta hormona.!

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Federacién Internacional de la
Diabetes (FID) y otras instituciones reconocen tres tipos de diabetes de acuerdo con
el mecanismo fisiopatolégico que lo desencadena y se clasifican como Diabetes
Mellitus tipo 1, tipo 2 y diabetes gestacional.!

» Diabetes Tipo 1 (DT1): Este tipo de diabetes esta mediada por la destruccion
selectiva de las células B-pancreaticas debido a una reaccién autoinmune
gue conlleva a una deficiencia en la produccion de insulina, generando de
esta manera concentraciones elevadas de glucosa en el torrente sanguineo.®

» Diabetes Tipo 2 (DT2): Este tipo de diabetes se caracteriza por el desarrollo
de una resistencia a la accion hipoglucémica de la insulina, manteniendo
niveles elevados de glucosa en sangre. Este tipo de diabetes representa del
80 al 90% de los diagndsticos de este padecimiento.?

» Diabetes Gestacional: Tipo de diabetes desarrollado por mujeres
embarazadas usualmente a partir de la semana 24, pero su presencia no
siempre indica la existencia de esta enfermedad antes del periodo de
gestacion.’

Sin importar el tipo de diabetes que se presente, este padecimiento genera altas
concentraciones de glucosa en sangre y de esta manera generara las diversas
complicaciones asociadas a esta enfermedad, tales como nefropatias, neuropatias
y retinopatias diabéticas, las cuales impactan de manera significativa en la calidad
de vida del paciente ademas de complicar el tratamiento farmacoldgico de esta
enfermedad.3

2.2 Estadisticas y Prevalencia de la Diabetes Alrededor del Mundo.

Esta es una enfermedad considerada como pandemia ya que alrededor del mundo
existen 463 millones de personas con este padecimiento durante el afio 2019, en
comparacion con la estadistica del 2017 (afio en el cual existieron 425 millones de
personas con esta enfermedad) ! y se espera que las personas con esta
enfermedad alcancen los 700 millones para el afio de 2045 (incremento del 50%)
(Figura 1), afectando de manera principal a adultos entre 20 y 64 afios de edad.®
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Figura 1. Numero de personas con diabetes a nivel mundial y la estimacion para el
afno 2045

Considerando estas cifras, se pueden ubicar dentro de los primeros 6 paises a
China, India, Estados Unidos, Pakistan, Brasil y México. Analizando el problema a
nivel nacional, existieron 12.8 millones de personas con esta enfermedad en
2019 8y de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de Medio Camino
2016 el 9.4% de los adultos entrevistados confirmaron haber recibido el diagnéstico
de Diabetes, presentandose un ligero aumento en la prevalencia de Diabetes con
respecto a la ENSANUT 2012 (9.2%) y un aumento significativo con respecto a la
ENSANUT 2006 (7.2%), donde en términos regionales la mayor prevalencia de
personas con diagnéstico de diabetes se presentd en la region sur del pais
(Figura 2).°
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Figura 2. Prevalencia de diagnéstico médico de diabetes segln sexo y regién en
poblacion de 20 y mas afios

2.3 Diagnostico de la Diabetes Tipo 2

En México se lleva a cabo el diagnostico de esta enfermedad de acuerdo a lo
establecido por la NOM-015-SSA-2010 para la prevencion, tratamiento y control de
la diabetes mellitus si se cumple con cualquiera de los siguientes criterios: 1°

a) Presencia de sintomas clasicos y una glucemia plasmatica casual = 200 mg/dL
(11.1 mmol/L)

b) Glucemia en ayunas = 126 mg/dL (7 mmol/L)

¢) Glucemia = 200 mg/dL (11.1 mmol/L) a las dos horas después de una carga oral
de 75 g de glucosa disuelta en agua.

A pesar de esto, no es posible realizar un diagnéstico adecuado de esta enfermedad
realizando sélo un tipo de andlisis clinico, por lo cual existen diversos analisis
clinicos para su diagnéstico:

> Prueba HbA1C

Esta prueba consiste en la medicion de los niveles de hemoglobina glicosilada
(fraccion HbA1C), que puede utilizarse tanto en el diagnostico de DM como
durante su tratamiento.

Esta prueba indica el valor promedio de glucosa en sangre durante los altimos tres
meses antes de realizar la prueba.

-Valor normal: 5.7%
-Prediabetes: valores 5.9-6.4 %
-DM 2: valores superiores al 6.5%
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» Prueba de glucosa en ayuno

Esta es una prueba que mide la cantidad de glucosa en una muestra de sangre, y
no debe de realizarse antes de las 8 horas de ayuno.

-Valor normal: 70-100 mg/dL

-Pre-diabetes: 105-125 mg/dL

-Diabetes: valores superiores a 125 mg/dL

» Prueba de tolerancia a la glucosa oral

En esta prueba se realizan por lo menos dos mediciones de glucosa en sangre, la
primera se realiza al tener un ayuno de por lo menos 8 horas y la segunda a las 2
horas de una ingesta oral de glucosa (regularmente son 75 g disueltos en agua).
Esta prueba indica la capacidad del cuerpo para metabolizar y utilizar la glucosa
como fuente de energia.

-Valor normal de glucosa: <140 mg/dL

Se lleva a cabo el diagnéstico de DM cuando los valores obtenidos son superiores
a 200 mg/dL a las 2 horas de realizada la prueba.!

2.4 Fisiopatologia de la Diabetes Mellitus

En condiciones normales, el organismo es capaz de mantener una homeostasis
energética regulada mediante retroalimentacion entre las células f pancreaticas y
los tejidos sensibles a la insulina, en la cual la sensibilidad de estos tejidos
determina la respuesta enddcrina del pancreas; sin embargo, en un organismo en
el cual existen desregulaciones en el metabolismo de glucosa y lipidos se ha
reconocido dos mecanismos fisiopatoldgicos relacionados: el desarrollo de
resistencia a la accion biolégica de la insulina (RI) y a una deficiencia en la secrecién
de esta hormona por las células B pancreéticas.*?

2.4.1 Mecanismo de Liberacién y Resistencia a la Insulina.

La secrecion de insulina es el principal mecanismo mediante el cual se regula la
concentracion de glucosa en el torrente sanguineo y deficiencias en su
secrecion/funciébn generan alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y
lipidos. 13

Esta hormona es producida en las células B-pancreaticas y es empaquetada en
granulos de liberacion y cuando se produce un estimulo (ya sea por agentes
secretagogos de insulina o por glucosa) se desencadena una cascada de
sefalizacion que culmina con la fusién entre los granulos de almacenamiento y la
membrana plasmatica de la célula, liberando insulina al torrente sanguineo. 3
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Esta cascada de sefializacion inicia cuando la glucosa es captada por las células 3
pancreaticas mediante el transportador de glucosa GLUT 2. Posteriormente la
glucosa es metabolizada oxidativamente (glucdlisis y posteriormente mediante el
ciclo de Krebs) elevando las concentraciones de ATP, alterando la relacion
ATP/ADP dentro de la célula lo cual provoca a su vez el cierre de los canales de
potasio dependientes de ATP (Katp) despolarizando la membrana, lo cual
promueve la apertura de los canales de calcio y teniendo como accion final la fusion
de los granulos de almacenamiento de insulina con la membrana y liberando esta
hormona al torrente sanguineo (Figura 3).14%
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Figura 3. Mecanismo de liberacion de insulina.s

Una vez que esta hormona es liberada al torrente sanguineo, es captada por los
tejidos periféricos, permitiendo que estos puedan utilizar la glucosa para la
obtencion de energia. Cuando la insulina se une a su receptor, este sufre un cambio
conformacional que provoca su autofosforilacion en residuos de tirosina, reclutando
y fosforilando a los sustratos de este receptor (IRS), activando de esta manera la
enzima fosfatidilinositol-3-cinasa (PIK3). Esta enzima transforma bifosfato de
inositol (PIP2) a trifosfato de inositol (PIP3s), activando a la cinasa dependiente de
inositol (PDK-1) y posteriormente a la enzima fosfocinasa C (PKC) y Akt,
reguladores que permiten la traslocacion del transportador de glucosa GLUT 4 a la

membrana celular e iniciando asi la captacion de glucosa por los tejidos sensibles
ainsulina (Figura 4).16
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Figura 4. Via de sefalizacion de la insulina.
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Sin embargo, la DM2 se caracteriza por el desarrollo de una resistencia a la accién
biolégica de esta hormona, la cual puede ser generada por mutaciones en el
receptor de insulina o por una alteracion en los residuos de aminoacidos que son
fosforilados, siendo la mas comun el aumento en la fosforilacion en residuos de
Ser/Thr asi como en la perdida de la actividad cinasa de PI3K y Akt.*®

En la actualidad se ha demostrado que un estadio prolongado de obesidad juega
un rol fundamental en el desarrollo de la resistencia a la insulina, debido a que el
tejido adiposo (ademas de tener funciones de almacenamiento y liberacion de
lipidos) tiene ciertas funciones enddécrinas, donde una de las quimiocinas de mayor
relevancia es la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) la cual es
responsable de la atraccion y acumulacion de macrofagos en el tejido adiposo, los
cuales producen y liberan citocinas proinflamatorias como: interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1 (IL-1p) y factor de necrosis tumoral (TNF-a)). Todas estas citocinas
estan relacionadas con el proceso de inflamacién de bajo grado presente en la DT2
y con el desarrollo de la resistencia a la insulina.’

2.5 Tratamiento de la DT 2

Para el tratamiento de la DT 2 se debe de implementar una triada terapéutica, que
consiste en modificar los habitos alimenticios incorporando una dieta balanceada y
reducida en carbohidratos, adicionalmente se requiere aumentar la cantidad de
actividad fisica que realiza el individuo debido a que el ejercicio aumenta la
captaciéon muscular de glucosa, mejora la sensibilidad de los tejidos periféricos a la
accion de la insulina y al eliminar la obesidad del paciente se revierte el proceso de
inflamacioén de bajo grado, teniendo un impacto benéfico en la salud del individuo.8

En la actualidad se cuentan con numerosos farmacos comercialmente disponibles
para el tratamiento de esta enfermedad y que poseen mecanismos de accion
variados los cuales son resumidos en la Figura 5 y son descritos a continuacion.
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Figura 5. Tratamiento farmacolégico de la DT 2

2.5.1 Sulfonilureas (SU)

Estos farmacos ejercen su efecto hipoglucemiante actuando directamente sobre los
canales Katp en las células  pancreéticas, provocando el cierre de estos canales y
el inicio de la sefalizacién celular que tiene como resultado final la liberacion de
insulina logrando asi su efecto hipoglucemiante.

Este tipo de farmacos son de bajo costo y estan disponibles en diversas
formulaciones, siendo las SU mas comunes: clorpropamida, glibenclamida y
glimepirida (Figura 6).
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Los principales efectos adversos de estos farmacos son la ganancia en el peso
corporal (limitando su uso en pacientes obesos) e hipoglicemia.*®

QMM
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o O o) \\O\H/\O
S °
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Clorpropamida Glibenclamida
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N N
T Oy
/
; SN

Glimepirida

Figura 6. Estructura quimica de las Sulfonilureas.

2.5.2 Tiazolidindionas

Las tiazolidin-2,4-dionas, también conocidas como glitazonas, son agonistas de los
receptores activados por el proliferador de peroxisomas gamma (PPARY) y su
principal efecto terapéutico es la sensibilizacion a la insulina en musculo, higado y
tejido adiposo.

Dentro de este grupo de farmacos podemos encontrar a la rosiglitazona y
pioglitazona (Figura 7), siendo la primera retirada del mercado debido a importantes
efectos cardiotéxicos y a la alta probabilidad de desarrollar edema en piernas.?°

JJ”QI

Pioglitazona
0 ]
HN 0\/\N X

0 |

Rosiglitazona

Figura 7. Estructura quimica de las TZDs
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2.5.3 Biguanidas

Estos son farmacos que ejercen su efecto antidiabético principalmente en masculo
esquelético (ME) e higado como sensibilizadores a la accion de la insulina,
promoviendo la captacion de glucosa para la obtencién de energia e inhibiendo su
produccion en el higado. Su mecanismo de accion se basa en la activacion de la
proteina adenosina monofosfatocinasa activada (AMPK). A este grupo pertenecen
farmacos como: fenformina, buformina y metformina (Figura 8), siendo esta ultima
la unica comercialmente disponible debido a la generacién de acidosis lactica
asociada a la administracion de fenformina y buformina.t®

NH NH

NH NH NH NH
NN N N NH
N N NH N N NH, 2
H H 2 H H | H
Fenformina Buformina Metformina

Figura 8. Estructura quimica de las biguanidas

2.5.4 Meglitidinas

Las meglitinidas, también pertenecen al grupo de los farmacos secretagogos de
insulina, con la particularidad que su accion es mas rapida y de corta duracién. Estos
farmacos comparten el mecanismo de accion con las SU actuando sobre los
canales de Katp, con la diferencia de que su mecanismo de accion es dependiente
de glucosa, de esta manera se evita la generacién de hipoglucemias, ademas de no
provocar la ganancia de peso. A este grupo pertenecen farmacos como la
Repaglinida y Nateglinida (Figura 9).%°

O//\\ H//\T]//OH

(o)

Repaglinida Nateglinida

Figura 9. Estructura quimica de Meglitinidas.
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2.5.5 Inhibidores de a-glucosidasas

Estos son farmacos indicados en pacientes con predominio de hiperglucemias
pospandriales y su mecanismo de accién se basa en la inhibicion competitiva de la
enzima a-glucosidasa, enzima responsable de la degradacion de los oligosacaridos
retrasando y limitando su absorcion, logrando asi disminuir el pico glucémico
posprandial. Actualmente solo se encuentran disponibles el miglitol y acarbosa
(Figura 10) para su uso en la terapéutica, teniendo buenos resultados y pocos
efectos secundarios (la reaccion adversa mas frecuente es la produccion de
flatulencias).?!

HO

~ HO P s OH
Ill,,.. A O H O : N I[Im. : O H H o E
OH
"""/0 H © """'O """10 H ."""0 H N
Ho™ "o
OH
OH OH
Acarbosa Miglitol

Figura 10. Estructura quimica de los inhibidores de a-glucosidasas

2.5.6 Terapia basada en incretinas e inhibidores de la enzima dipeptidil
peptidasa-4 (DDP-4)

Las incretinas son hormonas peptidicas que son secretadas tras la ingesta de
carbohidratos, estimulando la secrecion de insulina (son responsables de entre 50-
70% de la secrecion de insulina posprandial) logrando asi disminuir los niveles de
glucosa en sangre. Las hormonas mas relevantes de este grupo son el péptido
similar a glucagén (GLP-1) y el péptido insulinotrépico dependiente de glucosa
(GIP). Ambos péptidos tienen un tiempo de vida media (t12) corta debido a que son
inactivados por la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), por lo tanto el uso de estas
hormonas como agentes terapéuticos no es una opcién viable y por lo cual se han
desarrollado terapias usando péptidos incretin miméticos, siendo la exenatida
(Figura 11) (analogo a GLP-1) el péptido mas representativo de este grupo.

Este tipo de terapia tiene varias ventajas, como reducir la ingesta excesiva de
alimentos (produce saciedad) ademas de ayudar a reducir el peso corporal (entre 2
y 3 Kg en 6 meses), ademas de favorecer la formacion de islotes en el pancreas
aumentando la masa celular del mismo. Su principal desventaja es la aplicacion
subcutanea y la generacion de nauseas como principal efecto adverso.?!
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Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la exenatida

En conjunto a la administracion de péptidos incretin miméticos se pueden
administrar inhibidores reversibles de la enzima DDP-4 con la finalidad de aumentar
el tu2 de estas hormonas. Los farmacos de este tipo comercialmente disponibles
son : sitagliptina, vildagliptina y saxagliptina entre otros.°

NH, © oH N$nm...©
y o OH
N/\lé N /—< ",
K/N % NH 0O N NHz
Thm

Sitagliptina Vildagliptin Saxagliptina

Figura 12. Estructura quimica de los inhibidores de la enzima DDP-4

2.5.7 Inhibidores del transportador de sodio/glucosa tipo 2

En condiciones fisiolégicas normales los rifiones filtran cerca de 180 g de glucosa
al dia, eliminandose mediante la orina menos del 1% de la glucosa filtrada. La
reabsorcién de glucosa se debe principalmente al transportador de sodio/glucosa,
el cual es ampliamente expresado en las células del rifion. Debido a su papel en la
reabsorcién de glucosa, este transportador se ha vuelto un blanco terapéutico de
importancia para el tratamiento de la diabetes debido a que su inhibicion permite la
eliminacién de glucosa del organismo, permitiendo reducir su concentracion
sanguinea.??
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Figura 13. Estructura quimica de la dapaglifozina

La Dapaglifozina (Figura 13) es un inhibidor selectivo y reversible de este
transportador y es utilizada en el tratamiento de la DM 2 en conjunto con otros
agentes antidiabéticos (metformina o glibenclamida) para un correcto control de los
niveles de glucosa en sangre.??

2.6 Dianas terapéuticas novedosas para el tratamiento de la DT 2

Debido a la diversidad fisiopatologica de la DT 2 en la actualidad se han descrito
numerosas dianas terapéuticas novedosas para su tratamiento con la finalidad de
obtener mejores resultados y mejorando de manera significativa la calidad de vida
del paciente. Este proyecto de investigacion se centra los receptores de
Adiponectina 1y 2 (AdipoR1 y AdipoRz), cuyo agonismo por ligandos pequefios de
origen sintético ha demostrado su potencial uso como agentes antidiabéticos. 23

2.6.1 Relevancia biolégica de la adiponectina y de sus receptores.

En la actualidad se ha demostrado que existe una relacion directa entre la obesidad
y el desarrollo de diversas afectaciones que provocan el desarrollo de diabetes,
entre las cuales destaca la resistencia a la insulina, generando de esta manera
alteraciones en el metabolismo de lipidos y proteinas. Adicional a esta evidencia se
ha demostrado que el tejido adiposo (ademas de tener funciones de
almacenamiento y liberacién de lipidos) posee una importante funcion enddcrina en
donde destaca la secrecién de acidos grasos libres, leptina, interleucinas pro-
inflamatorias (TNF a, IL-1, IL-6) y ademas de la secrecion de adiponectina, una
hormona con una importante funcién insulino sensibilizadora # y se ha observado
qgue en condiciones de prediabetes (obesidad e hiperglicemia postprandial) los
niveles de esta hormona se ven disminuidos (siendo los valores sanguineos
normales de esta hormona entre 5-22 pg/mL), favoreciendo de esta manera el
desarrollo de esta enfermedad. 4

Esta hormona est4d compuesta por 244 aminoacidos, que a su vez contiene un
atomo de calcio (Ca*?) y tres de sodio (Na*) dentro de su estructura. La adiponectina
pude existir de manera monomérica (con un peso molecular de 30 kDa), sin
embargo, también posee estructuras poliméricas: dimero, trimero (Figura 14), y
hexamero, siendo biolégicamente activa en todas sus formas. 4

13
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Figura 14. Estructura tridimensional de la forma trimérica de la adiponectina

Para que esta hormona pueda ejercer su actividad insulino sensibilizadora, debe de
unirse a los receptores de adiponectina AdipoR1 o AdipoRz (Figura 15), los cuales
son receptores de siete dominios transmembranales pertenecientes a la familia de
receptores de progesterona y adiponectina Q (PAQR) en los cuales el grupo
N-terminal se encuentra orientado hacia el interior de la célula y el grupo C-terminal
hacia el exterior, difiriendo de gran manera con aquellos receptores de siente
dominios transmembranales acoplados a proteina G. Estos receptores poseen una
homologia del 80% entre ellos, sin embargo, son expresados en tejidos diferentes:
mientras que AdipoR1 se expresa principalmente en musculo esquelético, AdipoR2
se expresa principalmente en el higado pero estudios recientes demuestran la
expresion de ambos receptores en el sistema nervioso central (bulbo olfatorio) y en
los rifiones 226 por lo cual el agonismo de ambos receptores por la adiponectina (o
un agonista sintético) tendréa diferentes actividades biolégicas.
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Figura 15. Estructura tridimensional de ambos receptores de adiponectina
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2.6.2 Via de sefializacion de la Adiponectina

La union de adiponectina a AdipoR1 va a promover la fosforilacion en el residuo
Thr-172, activando a esta enzima y promoviendo la oxidacion de acidos grasos, un
aumento en la glucélisis y a su vez disminuyendo la sintesis de lipidos y proteinas.?*

Por otro lado, la activacion de AdipoR2 por la adiponectina va a promover la
activacion de PPARa y PPARY, teniendo efectos positivos en el uso de lipidos y
glucosa para la obtencién de energia (Figura 16). 24

Adiponectina

R R R KRR R KK RRRR AR KRR M R KRRRRR | | | | | CKRKRRRKRRRRRRRKRR

D S S S A S S ) MRS | MR R AR AT

Activacion de PPAR’s

Figura 16. Via de sefalizacion de la adiponectina

Adicional a su actividad metabdlica, se ha demostrado que los receptores de
adiponectina tienen un rol importante en diversas patologias. En el higado, errores
en la activacion o la inhibicion de la expresion de AdipoR:1 exacerba los efectos
causados por el higado graso no alcohdlico. Por otro lado, el agonismo de estos
receptores suprime las vias pro-inflamatorias observadas en la diabetes mellitus,
mejorando de manera significativa la resistencia a la insulina presente en este
padecimiento. 27

Evidencias recienten han demostrado que los receptores de adiponectina se
expresan principalmente en higado y musculo esquelético, este receptor también se
ha observado que es expresado en el Sistema Nervioso Central (hipotalamo e
hipocampo principalmente) en donde ejerce una importante actividad orexigénica,
ejerciendo importantes efectos reguladores en el consumo de alimentos y en el
balance energético. 28
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Se ha demostrado que en un periodo de ayuno prolongado la unién de adiponectina
a sus receptores encontrados en el bulbo olfatorio provoca que los individuos sean
mas sensibles a estimulos olfatorios relacionados con los alimentos, haciendo que
la obtenciéon de energia a partir de ellos sea mas eficiente.?® Adicional a esta
respuesta biologica, la adiponectina ejerce un efecto insulino sensibilizador en el
cerebro al incrementar la expresion del receptor de insulina ademas de promover
su fosforilacién.?®

Cabe resaltar que ambos efectos presentados por esta hormona en el SNC son
beneficiosos para el tratamiento de la DT 2 debido a que favorecen el control
homeostéatico de los niveles de glucosa en sangre. Debido a lo anterior, si un
agonista sintético de la adiponectina logra atravesar la barrera hematoencefalica
tendria una importante actividad regulatoria del consumo de alimentos haciendo aun
mas relevante su actividad como agente antidiabético.

Si bien la adiponectina posee importantes acciones biologicas, su uso en la
terapéutica es complicado debido a su diversidad conformacional y estructural, su
corto tiempo de vida media (75 minutos) y su administracion por una via parenteral
(subcutanea). Debido a esto es que en la actualidad se estan buscando nuevos
agonistas de los receptores AdipoR:1 y AdipoR2 de origen sintético, que logren
mimetizar las acciones biolégicas de esta hormona sin las complicaciones que ésta
presenta en su uso.

2.7 Agonistas sintéticos de los receptores de adiponectina AdipoR1y AdipoR2

Debido a su importante actividad insulino sensibilizadora y como reguladora del
metabolismo, es que se han buscado numerosos agonistas sintéticos de los
receptores de adiponectina, siendo el AdipoRon la primera molécula de este tipo en
ser descrita en el afio de 2013 (Figura 17), la cual posee diversas actividades
biolégicas benéficas para el tratamiento de la DM 2, tales como: °

» Activacion de la enzima AMPK

» Activacion de PPARa y PPARy

» Disminucion de la inflamacion relacionada con la DM 2
» Reduccioén en la resistencia a la insulina

o

Figura 17. Estructura quimica de AdipoRon
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Durante su descubrimiento se demostré que AdipoRon logra activar las vias
metabolicas que involucran a la enzima AMPK y a PPARa de manera dependiente
de ambos receptores de adiponectina, mimetizando de manera importante las
acciones biolégicas de esta hormona en el organismo. Es debido a estos
mecanismos moleculares que AdipoRon presentd una importante actividad
antidiabética al realizar los ensayos in vivo correspondientes logré disminuir de
manera considerable los niveles de glucosa sanguinea en ratones db/db, teniendo
un efecto muy similar a la administracion de adiponectina en este modelo animal
(Gréfica 1).
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Grafica 1. Efectos anti hiperglucemiantes de AdipoRon vs Adiponectina en ratones db/db

Adicional a este importante efecto anti hiperglucémico se observé que la
administracion de AdipoRon a una dosis de 50 mg/kg durante 15 dias en ratones
db/db logré incrementar la biogénesis mitocondrial en el musculo esquelético, la
cual esta directamente asociada con un incremento en el rendimiento al realizar
actividad fisica intensa, se incremento la expresion de genes relacionados con el
uso de acidos grasos para la obtencion de energia y la expresion de enzimas
involucradas en la disminucion del estrés oxidativo.

Mientras tanto, el agonismo de ambos receptores de adiponectina en el higado
promueve la expresion de genes involucrados con la gluconeogénesis, incrementa
la activacion de PPAR-a y reduce el estrés oxidativo. En la Figura 18 se resumen
otras actividades biolégicas de AdipoRon y su relacion con el tratamiento de la
DM 2.
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Figura 18. Efectos de AdipoRon sobre higado, musculo esquelético y tejido adiposo

Adicional a todas estas actividades bioldgicas, en 2017 se demostré que AdipoRon
disminuye el dafo renal, una de las principales complicaciones de la DM 2. Una de
las causas por las cuales AdipoRon logra reducir este dafio es debido a que
disminuye la lipotoxicidad al reducir las cantidades de triacilglicéridos y acidos
grasos libres ademas de disminuir el estrés oxidativo. Estas nuevas actividades
biolégicas hacen aun mas importantes las razones por las cuales se debe de
continuar con el disefio y desarrollo de nuevos agonistas sintéticos de ambos
receptores de adiponectina con la finalidad de crear una nueva familia de agentes
antidiabéticos con efecto polifarmacolégico que sean capaces de controlar la
principal causa fisiopatoldgica que desencadena esta enfermedad ademas de lograr
tratar y disminuir las demas complicaciones de esta fisiopatologia. 26
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3. JUSTIFICACION

Debido a la alta prevalencia y mortandad se considera ala DT 2 como un importante
problema de salud a nivel mundial y nacional, utilizando un amplio repertorio de
farmacos para su tratamiento.

Sin embargo, muchas veces el tratamiento es ineficiente debido a que los farmacos
disponibles no poseen efectos sobre las diversas complicaciones de esta
enfermedad, por lo cual se recurre a la polifarmacia y de esta manera se aumenta
la probabilidad de presentar numerosas reacciones adversas, disminuyendo la
eficiencia y adherencia al tratamiento.

Por lo tanto, es importante desarrollar nuevas moléculas afines a dianas
terapéuticas novedosas (receptores Adipo R1 y R2) con la capacidad de tener un
efecto biologico diverso, logrando combatir la resistencia a la insulina, la
hiperglicemia, el proceso inflamatorio, ademas de las diversas complicaciones
relacionadas con esta enfermedad y de esta manera generando una nueva familia
de agentes antidiabéticos para el tratamiento experimental de la DT 2

19
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4. HIPOTESIS

Los analogos de AdipoRon MMJ 1-7 tendran afinidad hacia los receptores AdipoR1
y AdipoR:z y presentaran un efecto antidiabético in vivo.

5. OBJETIVOS

Objetivo general:

>

Disefiar, sintetizar y caracterizar los compuestos analogos de AdipoRon
y evaluarlos in vitro e in vivo para determinar su actividad antidiabética.

Objetivos particulares:

>

>

Sintetizar y caracterizar los compuestos MMJ 1-7 mediante técnicas
espectroscopicas (RMN tH y 3C) y espectrométricas (EM).

Realizar predicciones de las propiedades farmacodinamicas,
farmacocinéticas y toxicologicas de los compuestos mediante diversas
herramientas quimico informaticas.

Realizar el estudio de acoplamiento molecular de los compuestos sobre
los receptores de AdipoR1 y AdipoRa.

Determinar el efecto de los anadlogos de AdipoRon MMJ 1-7 sobre la
fosforilacion de pAMPK y la expresion del RNAm de PPARy y AdipoQ.

Llevar a cabo un andlisis de consenso farmacoldgico para la selecciéon de
un lider computacional seguro, con la finalidad de priorizar su evaluacion
in vivo en un modelo murino de diabetes mellitus no insulinodependiente.
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6. CONSIDERACIONES QUIMICO-FARMACEUTICAS PARA EL
DISENO MOLECULAR

Para el disefio molecular de los compuesto MMJ 1-6 se tom6 como base a la
molécula de AdipoRon, sobre la cual se construyé un farmacéforo, el cual se
presenta en la Figura 19.

Regioén central que contiene
(o) un azaheterociclo saturado y

Segunda regién aromatica
numerosos contactos polares 9 9

con menor volumen estérico

NS y mayores grados de libertad
N
=
0/\[]/
Region aromatica compuesta
por dos anillos separados por o N

un carbonilo.

Figura 19. Estructura y farmacéforo de AdipoRon

Con base en este farmacoforo, se proponen las modificaciones estructurales para
la generacion de los compuestos MMJ 1-6, las cuales se presentan en la Figura 20.

(0]
H
N
o/ﬁl/
(o) N
AdipoRon
R:
1: 4-H
2: 4-F
Reduccion de la reactividad del
. fo) N 3: 4-Cl
grupo carbonilo. Reemplazo de
la cetona por una amida 0\)]\ 4: 2, 4-dicloro
o] N _
H 5: 3,4-dicloro
Conservacion de los contactos 6:4-Trifluorometilo

Bloqueo o retardo del
metabolismo en la region
aromatica. R

Iz

polares e hidrofobos

MMJ 1-6

Figura 20. Modificaciones estructurales de AdipoRon para la obtencién de MMJ 1-6
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Por otro lado, para el compuesto MMJ-7 se decidié partir de los compuestos
MMJ 1-6, eliminando uno de los anillos aromaticos con la finalidad de disminuir el
Log P de la molécula y utilizar una materia prima econdémica como lo es el

paracetamol.
0 N
O\)I\
| /©/ N
H
R l

P |
JUChEA

Figura 21. Modificaciones estructurales para la obtencién de MMJ-7

6.1 Reduccioén de la reactividad.

En la quimica farmacéutica existen diversos grupos funcionales los cuales deben
de ser excluidos dentro de un disefio racional de compuestos bioactivos debido a
su toxicicidad intrinseca y debido a esta reactividad pueden generar efectos toxicos
0 indeseados al ser administrados a un organismo.

Dentro de estos grupos altamente reactivos se pueden encontrar a los aldehidos y
cetonas. La reactividad de este tipo de moléculas se debe a la deficiencia
electronica en el carbonilo, el cual lo hace susceptible al ataque nucleofilico. En un
organismo vivo este ataque nucleofilico puede ser realizado por los grupos amino
(-NH2) libres presentes en las proteinas o en las bases nitrogenadas presentes en
el ADN, generando de esta manera bases de Schiff, y produciendo aductos
(Figura 21), generando asi efectos toxicos en el organismo e incluso pudiendo
desencadenar respuestas por el sistema inmune.3°

Proteina
(o)

N
)I\ + H,N—Proteina T—— )l\ + H0
R R4 R,

R4 2

Figura 22. Formacion de una base de Schiff
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Cabe mencionar que este tipo de reacciones solo ocurre entre cetonas o aldehidos
y grupos amino, es debido a esto que se decidio realizar un reemplazo de grupo
funcional de la cetona presente en AdipoRon por una amida debido a que este grupo
funcional carece de esta reactividad y toxicidad intrinseca.

6.2 Reduccién del Log P

El log P se puede definir como el coeficiente de particion de un compuesto organico
entre una fase organica y una fase acuosa, siendo este un factor importante para la
absorcién intestinal de compuestos bioactivos. En la literatura se ha descrito un
valor de Log P adecuado es menor a 5 e ideal entre 2 y 3. Debido a lo anterior para
el compuesto MMJ-7 se considero la remocion de un anillo aromatico con la
finalidad de disminuir de log P presente en los compuestos MMJ 1-6 (Figura 23),
impactando de manera directa en la solubilidad acuosa del compuesto y en su

permeabilidad.3!
o N
o
(0] N
oA
©)‘\ N MMJ-1
Log P=3.81

|
oS TTO
)I\H/Q/ MMJ—:

LogP =214
Figura 23. Disminucién del Log P en MMJ-7
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7. Metodologia Experimental
7.1. Parte quimica

El disefio, sintesis y caracterizacion de los compuestos se realiz6 en el Laboratorio
5 de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos
bajo la direccion del Dr. Gabriel Navarrete Vazquez y del Dr. Jaime Escalante
Garcia del Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos.

Los analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en colaboracion con
el Dr. Emanuel Hernandez Nufiez del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
del IPN Unidad Mérida y el Dr. Jaime Escalante Garcia del Centro de
Investigaciones Quimicas de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

7.1.1 Retrosintesis

Una vez analizadas las consideraciones quimico-farmacéuticas para el disefio
molecular y las estructuras base de los compuestos MMJ 1-6 se planted una ruta
retrosintética con la finalidad de obtener las materias primas comercialmente
necesarias para el desarrollo de la ruta de sintesis de los compuestos finales. Esta
se plantea en la Figura 24.

2: 4-F y\n/ O\/@

3: 4-Cl

4: 2, 4-dicloro MMJ 1-6

5: 3,4-dicloro Q‘ \©\ \O\/©
6:4-Trifluorometilo

MMJ 17-22 MMJ-24

OT * OOH W+©©

Figura 24. Retrosintesis de los compuestos finales MMJ 1-6

Para el compuesto MMJ-7 el proceso de Retrosintesis se presenta en la Figura 25,
siendo similar a la ruta propuesta para los compuestos MMJ 1-6.
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)'k /©/ MM:I 7

JUS \)UQAQ

N—acetll -p-aminofenol MMJ-24

l

Figura 25. Retrosintesis del compuesto MMJ-7

7.1.2 Esquema General de Sintesis

Para los compuestos MMJ 1-6 realiz6 una sintesis convergente, donde en el primer
paso para la obtencién de los compuestos finales 1-6 se hicieron reaccionar los
cloruros de benzoilo debidamente sustituidos (9-14) con el 4-aminofenol (8) para la
obtencion de los precursores 15-20. El segundo paso de la ruta de sintesis consistio
en hacer reaccionar la 4-amino-1-bencilpiperidina (21) y el cloruro de cloroacetilo
(22) en condiciones de reacciéon de Schotten-Baumann para la obtencion de
N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2-cloroacetamida (23) (Figura 26).

ot oY

MMJ 15-20
. HCl
HZN_CN CH2C|2 n
o 0°C o N
21 22 MMJ-23

Figura 26. Sintesis de los compuestos MMJ 15-20 y MMJ-23
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El dltimo paso de la ruta de sintesis consistié en hacer reaccionar los precursores
23 y 15-20 en condiciones de SN2 para la obtencion de 6 compuestos finales
(MMJ 1-6) (Figura 27).

oH H . HCI
e "
. . /\n/
" N © \Q‘\/Q
H
1: 4-H /Q)k
R

2: 4-F MMJ 15-20 MMJ-23
3: 4-Cl K2COs CH3CN

4: 2, 4-dicloro
o) N
5: 3,4-dicloro 0\)]\ /O/\©
o} N

6:4-Trifluorometilo /@)]\ H

N

H

R MMJ 1-6

Figura 27. Sintesis de los compuestos finales MMJ 1-6

Para el compuesto MMJ-7 se siguié una metodologia similar, haciendo reaccionar
al compuesto precursor MMJ-23 con el N-acetil-p-aminofenol bajo condiciones SN2

(Figura 28).
JUCIN N AOVE

N-acetil-p-aminofenol MMJ-23
K2CO3 CH3CN

S SSA S
T

MMJ-7
Figura 28. Sintesis del compuesto MMJ-7
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7.2. Parte computacional (in silico)

En la Quimica Farmacéutica el uso de herramientas quimico-informéticas permite
predecir el comportamiento farmacocinético (Absorcion, Distribucion, Metabolismo
y Excrecidn), toxicologico y farmacodinamico de las moléculas, esto con la finalidad
de seleccionar los candidatos con mejores propiedades para su evaluacion
farmacoldgica, de esta manera disminuyendo los tiempos y costos de investigacion.
Es debido a esto que en este proyecto de Quimica Farmacéutica se utilizaron
diversas herramientas quimico-informaticas las cuales son descritas a continuacion.

7.2.1 PASS Online (prediccién del espectro de actividad biolégica)

PASS online (Figura 29) es un servidor disponible en linea
(http://www.way2drug.com/passonline/index.php) de libre acceso que permite
predecir el espectro de actividad biolégica de un compuesto. Este servidor predice
estas actividades biologicas al realizar relaciones estructura-actividad (SAR) entre
los compuestos que se desean evaluar y una base de datos de mas de 300, 000
sustancias activas (farmacos, candidatos a farmacos y compuestos toxicos). Este
servidor presenta los valores estimados de presentar una actividad biologica (Pa) o
de inactividad (Pi) en valores que van de 0 al 1.%2

Way2Drug ==
SERVICES

» Home » Definition » Products »  Services » FAQ » Contacts

ome

MO0 online

1

-

Figura 29. Interfaz del servidor en linea PASS online

7.2.2 admetSAR: prediccién de las propiedades ADMET

AdmetSAR (Figura 30) es un portal en linea de acceso gratuito
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) el cual brinda informacion acerca de las
propiedades ADMET (absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y efectos
téxicos) de los compuestos. El programa realiza una relacion estructura-actividad
para posteriormente comparar los resultados con una biblioteca virtual, arrojando
calculos de propiedades relacionadas con el proceso ADMET.
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Debido a lo anterior, este portal en linea es de mucha ayuda para realizar un cribado
virtual de los compuestos a sintetizar y de este modo, elegir los compuestos con
mejores propiedades ADMET.33

Home Search Predict Download About

Home J

What is admetSAR ?

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

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

Figura 30. Interfaz del servidor en linea admetSAR
7.2.3 Osiris: explorador de propiedades toxicolégicas

Este es un programa gratuito del Portal de Quimica Orgéanica (https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/) el cual permite dibujar las estructuras de diversos
compuestos y calcula el riesgo de toxicidad como: mutagenicidad, tumorigenicidad,
efectos irritantes entre otros. Ademas, este programa permite calcular el Log P de
las moléculas, solubilidad acuosa y el peso molecular de los compuestos, las cuales
son propiedades de relevancia en el desarrollo de compuestos bioactivos debido a
gue tienen un impacto directo en la absorcion a nivel intestinal.

Enter compound name, SMILES or CAS-no: =Cirl-Y o paste from cliphoard= Toxicity Risks
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Figura 31. Interfaz del programa Osiris
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7.2.4 ACD/Toxsuite: predicciéon de la toxicidad y DLso

ACD/Toxsuite (Figura 32) es un programa comercial el cual necesita de una licencia
para su uso. Este programa pertenece al paquete informatico proporcionado por la
compafia ACD/Labs y Pharma Algoritmo. Este programa permite realizar la
prediccion de diversos efectos toxicos que puedan presentar las moléculas a
estudiar; estas predicciones incluyen: probabilidad de blogqueo de los canales
hERG, inhibicién de diversas isoformas del CYP450, toxicidad aguda y DLso.

Las predicciones realizadas por este programa estan basadas en una amplia base
de datos (contiene mas de 100,000 compuestos) por lo cual este software permite
comparar las moléculas de interés usando su estructura en 2D, analizando la
molécula por fragmentos y comparandolos con aquellos reportados en la biblioteca
virtual del programa, estableciendo modelos de relacion estructura-actividad
cuantitativa. Debido a estas capacidades predictivas, este programa es una
herramienta muy valiosa al momento de disefiar compuestos con fines terapéuticos,
ya que permite tener un mejor criterio de su toxicidad, excluyendo a aquellos
compuestos que presenten mayores probabilidades de presentar efectos
toxicos/adversos.

& & ) (= @ | icagem .‘m,-,»,..ns..uh.-,..&;..‘.am. :‘.. '

ey 208 ace

Figura 32. Interfaz del programa ACD/Toxsuite

7.2.5 Acoplamiento molecular refinado

El acoplamiento molecular automatizado (Molecular Docking en inglés) es una
herramienta computacional muy util al momento de disefiar compuestos bioactivos,
debido a que permite superponer la estructura tridimensional de un candidato a
farmaco sobre la diana terapéutica propuesta, con la finalidad de observar si existe
afinidad entre el ligando y el receptor, ademas de predecir la manera mas estable
de union entre la molécula de estudio y la proteina sobre la cual se espera que
presente una actividad biolégica.3+35
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Para este tipo de estudios es necesario conocer la estructura tridimensional de la
proteina (obtenida mediante cristalografia de rayos X, por RMN o por homologia) y
puede predecirse el acoplamiento entre dos macromoléculas (acoplamiento
proteina-proteina) o entre una macromolécula y una molécula pequefia (proteina-
ligando), siendo este ultimo el estudio computacional mas utilizado por grupos de
investigacion en el desarrollo de candidatos a farmacos.343°

El acoplamiento molecular consiste basicamente en 2 pasos:

1.- Acoplamiento: se busca el espacio conformacion accesible para el ligando, es
en esta etapa donde se busca la conformacién mas estable del ligando dentro del
receptor.

2.- Scoring o0 puntaje: se evallan las posibles soluciones empleando funciones de
evaluacion, calculando la energia de cada complejo proteina-ligando formado y
entre mas negativos sean estos valores mejor sera la afinidad del ligando por el
receptor. Este valor esta dado en —kcal/mol.

Para realizar este tipo de analisis, se quiere de diversos software que permitan la
visualizacion de las estructuras tridimensionales de proteinas como de los
compuestos con los cuales se realizara el acoplamiento, tales como:

» Autodock Vina:

Autodock Vina (disponible de manera gratuita: htip://vina.scripps.edu) es un
programa para realizar el acoplamiento molecular que puede ser usado tanto en el
sistema operativo Microsoft Windows y Linux, es una variante del programa
AutoDock 4 presentando diversas mejoras como: un Scoring mas preciso, una
velocidad de calculo mayor de hasta dos 6rdenes de magnitud en comparacion con
AutoDock 4. Autodock Vina calcula de manera automatica las configuraciones de la
malla (grid) al momento de realizar el acoplamiento, ademas de presentar los
resultados obtenidos de una manera mas gréfica y entendible para el usuario.
Autodock Vina puede usarse con AutoDock Tools para la preparacion de los
archivos necesarios para el acoplamiento o por otro lado, puede usarse el plugin de
Autodock Vina en Pymol para generar dichos archivos.®
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» Molecular Operating Enviroment (MOE)

Molecular Operating Enviroment (Figura 33) es un programa el cual requiere de una
licencia. comercial para su uso (https://www.chemcomp.com/MOE-
Molecular Operating_Environment.htm) y ofrece una serie de herramientas

bastante Utiles para el desarrollo y descubrimiento de compuestos bioactivos, entre
las cuales incluyen:

Andlisis de la estructura 3D de una proteina

Modelado molecular de proteinas y pequefios ligandos

Acoplamiento molecular molécula pequefia-proteina y proteina-proteina
Generacion de un diagrama en 2D de las interacciones proteina-ligando
en 2Dy 3D.

Andlisis y desarrollo de nuevas relaciones estructura-actividad (SAR) en
pequefias moléculas.

VVVYY

\4

% Mok 201201

Filo Edit Select Render Protein Compute Window Help svL seQ £

Open
QuickPrep

=

,,,,,

Amber10EHT PBC| 10 of 4042 atoms selected (rec: 10)

Atoms Ribbon Contacts Fog ZClip 20

Figura 33. Interfaz del programa MOE

» PYMOL

Este es un programa de visualizacion molecular de libre acceso (existiendo en su
versién comercial también) y que es compatible con otros softwares (como Autodock
Vina). Este software permite la visualizacion de las estructuras tridimensionales de

proteinas, de los ligandos co-cristalizados y de estructuras generadas con
constructores moleculares (Figura 34).
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Figura 34. Interfaz del programa PYMOL

7.3 Analisis de consenso farmacolégico para la seleccién de un lider
computacional seguro (Safe lead)

Este andlisis consiste en analizar todas las propiedades predictivas;
farmacocinéticas, farmacodindmicas y toxicolégicas para encontrar el (los)
compuesto (s) con mejores puntuaciones en esta coleccion de propiedades, debido
a que de esta manera sera mas probable que sea un mejor agonista de los
receptores AdipoR1 y AdipoR2 que un compuesto que posea solo una puntuacion
alta en una categoria. En este andlisis se usa con semaforo de colores para indicar
las alertas estructurales de los compuestos, siendo el color verde para los
resultados ideales, para resultados aceptables y rojo para valores que
representan una alerta de seguridad.
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7.3 Parte farmacoldgica
Evaluacioén in vivo

Se realiz6 en el Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia
bajo la direccion del Dr. Elix Alberto Dominguez Mendoza y en colaboracion con el
Dr Samuel Enoch Estrada Soto, bajo la supervision de la M. F Diana Elizabeth Giles
Rivas del Laboratorio 12 de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia. En la
evaluacion in vivo se ensay0 el compuesto con mejores caracteristicas
cuasifarmaco, seleccionado mediante el Analisis de Consenso Farmacoldgico para
la Seleccidon de un Lider Computacional Seguro.

Reactivos

La nicotinamida y estreptozotocina usadas fueron adquiridas de manera comercial
de Sigma-Aldrich (Merk) St Louis, MO, USA.

Animales

Los animales de experimentacion se manipularon conforme a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio”. Para todos los experimentos se
utilizaron ratones macho de la cepa CD1 entre 20y 30 g de peso los cuales fueron
mantenidos bajo condiciones estandar de laboratorio (ciclos de 12 h dia/noche, 23-
25°C, humedad 45-65%).

7.3.1 Curva de tolerancia a la glucosa
Los animales fueron divididos en tres grupos (n=6):

1. Control negativo: vehiculo (solucién del Tween 80 al 10% v/v)
2. Control positivo: AdipoRon 100 mg/kg
3. Grupo Experimental: administracién del compuesto a evaluar (100 mg/kg)

Todos los animales fueron administrados inicialmente con la sustancia a ensayar
(vehiculo, AdipoRon o compuesto experimental) por la via oral y treinta minutos
después se administré una carga de glucosa per os (2g/kg) para posteriormente
medir las concentraciones de glucosa sanguinea usando un glucometro (Accu-Chek,
Performa; Roche) cada 30 minutos durante dos horas. Los resultados se presentaron
de manera directa (glucosa sanguinea mg/dL).

7.3.2 Generacion de un modelo murino de diabetes no insulino dependiente

La induccién de diabetes fue mediante la administracion de una dosis Unica de
nicotinamida (NIC, 40 mg/kg) disuelta en agua grado inyectable y administrada via
intraperitoneal (i.p) en estado de ayuno (10 h) y 15 min después se realizé la
administracion de una dosis Unica de estreptozotocina (STZ, 100 mg/kg) disuelta en
un buffer de citratos con pH de 4.5 via i.p.
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La hiperglicemia fue confirmada por la presencia de niveles altos de glucosa en
sangre, las cuales fueron determinadas mediante un glucometro (Accu-Chek,
Performa; Roche) una semana después del proceso de induccién. Se utilizaron los
animales cuyos niveles de glucosa se encontraron en un rango de 140-170 mg/dL.

7.3.3 Efecto antidiabético agudo en un modelo murino no insulino dependiente

Los animales seleccionados para la experimentacion se dividieron en tres grupos
(n=6):

1. Control negativo: vehiculo (solucion del Tween 80 al 10% v/v)
2. Control positivo: AdipoRon (100 mg/kg)
3. Grupo Experimental: administracion del compuesto a evaluar (100 mg/kg)

Se midio la glucemia sanguinea al inicio del experimento (T0), para posteriormente
administrar todas las sustancias por la via oral. La glucemia sanguinea se midi6 a
las 1, 3, 5y 7 horas posterior a la administracion.

Evaluacién in vitro

Esta se realizé en colaboraciéon con el Dr. Julio César Almanza Pérez y M en BE.
Beatriz Mora Ramiro del departamento de ciencias de la salud, UAM Iztapalapa.
Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando células de miotubo C2C12 y
usando a AdipoRon como control positivo.

Ensayo de viabilidad celular

Este ensayo se realiz6 utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetilltiazol-2—-il)-2,5 —
difeniltetrazolio (MTT) de acuerdo con el método de Mosmann. Las células C2C12
fueron cultivadas en placas de 96 pozos (5000 células/pozo) durante 24 horas, para
reemplazar el medio de cultivo por un medio que contuviera los diferentes
compuestos a evaluar a diferentes concentraciones (0.1,1,10 y 100 uM). Las células
fueron cultivadas durante 24h cada pozo se enjuag6 usando un buffer de fosfatos
con un pH 7.4 (PBS) y posteriormente se agreg6 una solucion de MTT (0.1 mg/mL)
disuelto en PBS. Por ultimo, se agregd una solucién de HCI (40 nM) preparado en
isopropanol con la finalidad de disolver los cristales de formazan. La densidad éptica
de esta solucién fue medida a 570 nm y los resultados son presentados como el
porcentaje de viabilidad celular.

Western Blot

Se utilizaron células C2C12 las cuales fueron incubadas en placas de 96 pozos a
incubadas a 37°C con una concentracion de CO: al 5%. Posteriormente las células
fueron pre-incubadas con los diferentes compuestos seleccionados mediante el
Andlisis de Consenso Farmacoldgico para la Seleccion de un Lider Computacional
Seguro ademas de usar a AdipoRon como control positivo (todos los compuestos
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fueron usados a una concentracion de 10 uM), incubando los compuestos durante
24 horas. Después de este tiempo las células fueron recuperadas y lavadas con
PBS para posteriormente ser centrifugadas a 3300 g. Con la finalidad de recuperar
el pellet celular, este fue congelado usando hielo seco por 1 min para posteriormente
ser resuspendido en una solucién hipoténica (10 mM Hepes a pH 7.9, 10 mM KClI,
1.5 mM MgClz y 1 mM de DTT) y centrifugado a 3300g a 4°C, recolectando el
sobrenadante para colectar las proteinas citoplasmaticas.

El extracto citoplasmatico fue separado en un gel de poliacrilamida y posteriormente
fue transferido a una membrana de fluoruro de polivinilideno usando un buffer de
transferencia (192 mM glicina, 25 mM Tris-HCI (pH 8.8), 10% metanol (v/v)). Al dia
siguiente se bloquearon sitios no especificos con leche en polvo reducida en grasa,
incubando las membranas durante la noche con un antigeno especifico anti AMPK-
al (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA.), phospho-AMPK-a1/2 (Thr 183 /172) y B-
actin (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA), todos diluidos en TBS-Tween y albumina
al 1% a 4°C. Posteriormente las membranas fueron incubadas durante 1 h con los
anticuerpos secundarios (anti-conejo-HRP (1:20,000 Pierce-Thermo) y anti-raton-
HRP (1:10,000 Pierce-Thermo) a temperatura ambiente, realizando la deteccion de
proteinas mediante quimioluminiscencia. Las sefales generadas fueron analizadas
con el equipo FX Vilber Lourmat (VILBER Smart Imaging) y las bandas fueron
analizadas mediante densitometria.

Aislamiento de ARN total y cuantificacién de la expression de ARN'’s
mensajeros

El ARN se aislo de las células de cultivo usando el reactive de aislamiento TriPure
(Invitrogen). La absorbencia se midié a 260 y 280 nm para cada muestra de ARN y
la relacion de absorbancia (260-280 nm) es de 1.9 + 0.2. Para confirmar la integridad
total del ARN, 1ug fue corrido en un gel de agarosa al 1%. EI ARN se revel6 con
bromuro de etidio y se visualizé usando el equipo Image Gel-logic 212 pro
(Kodak/Caaresream). Dos microgramos del ARN total se transcribiran inversamente
usando el ImProm Il reverse transcription system (Promega, Madison, WI, USA) la
relacion (20uL) se incubd en un termociclador (Bioproducts, West Palm Beach, FL,
USA) bajo el siguiente programa de ciclos: incubacion a 25°C durante 5 min, hasta
42°C por 55 min. La enzima fue inactivada a 70°C por 15 min y finalmente las
muestras se enfriaron a 4°C durante 5 min.
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Posteriormente un volumen 1/10 de cada reaccion fue amplificado usando SYBR
Green master mix (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany)
conteniendo 0.5 mM de cebadores personalizados de Adiponectina (F5’-
AAGGACAAGGCCGTTCTCT-3’ R5-TATGGGTAGTTGCAGTCAGTTGG-3’),
PPAR-y (F-CCAGAGTCTGCTGATCTGCG; R-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC),
GLUT-4 (FGATTCTGCTGCCCTTCTGTC; R- ATTGGACGCTCTCTCTCCAA) vy el
gen 36B4 (F5'-AAGCGC GTCCTGGCATTGTCT-3' R5'-
CCGCAGGGGCAGCAGTG GT-3') asi como la enzima de iniciacion rapida, buffer
para PCR y 3.5 mM MgCI2 en un volume 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 siguiendo las
siguientes condiciones de ciclos: pre-incubacion y desnaturalizacion a 95°C durante
10 min. El umbral de ciclos se midié usando tubos separados y por duplicado. La
identidad y pureza de los productos de amplificacion fue monitoreado por
electrophoresis en gel de agarosa al 2%. LA curva de fusion se analiz6 al inicio de
la amplificacion siguiendo las condiciones indicadas por la compaifia (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Los valores de ACt se calcularon
en cada muestra de cada gen de interes como se menciona a continuacion: ACt del
gen de interés menos ACt del gen de referencia.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Parte quimica

Se sintetizaron siete compuestos precursores (MMJ 15-20) y siete compuestos
finales analogos de AdipoRon (MMJ 1-7). Adicionalmente se sintetizé AdipoRon
debido a que este sera el compuesto usado como control positivo en las pruebas
in vivo. A continuacion, se describe la sintesis de cada uno de los compuestos.

8.1.1 Sintesis de los precursores tipo N-(4-hidroxifenil)benzamida (MMJ15-20)

En un matraz bola de 25 mL provisto de agitacion magnética y en bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol (8) utilizando diclorometano seco como disolvente, dejando
enfriar la solucion durante 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se acoplo
un embudo de adicién a presiones igualadas en el cual se coloc6 1.5 mL de
diclorometano seco que se us6 para disolver a los cloruros de benzoilo debidamente
sustituidos (9-14), el cual fue afiadido gota a gota durante 30 min (Figura 35). Una
vez afadido todo el cloruro de benzoilo se retird el bafio de hielo y se dejé la
reaccion a temperatura ambiente durante 3.5 a 5.5 h. La reaccién se detuvo al
rotaevaporar el disolvente y al agregar 1.5 mL de agua fria. En todos los casos se
obtuvieron productos en estado solido los cuales fueron recristalizados en metanol.

CH,Cl, R:
NaHCO3 15: 4-H
'°( 16: 4-F

17: 4-Cl
- MMJ 15-20
18: 2, 4-dicloro

19: 3,4-dicloro

. . . 20:4-Trifluorometilo
Figura 35. Sintesis de los compuestos precursores MMJ 15-20

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la sintesis de los compuestos
precursores MMJ 15-20, en donde se observa que los tiempos de reaccién fueron
desde las 3.5 hasta las 5.5 horas, obteniendo todos los compuestos en estado solido
con rendimientos que van desde el 57% hasta el 77% (intermedios a buenos) y con
un punto de fusién en un intervalo caracteristico de pureza (no mayor a 2°C). Cabe
mencionar que el compuesto MMJ-18 presenté una estructura cristalina con
caracteristicas difractables y el cual fue analizado mediante por Rayos X.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos precursores MMJ 15-20.

Compuesto Tiempo de  Rendimiento Estado Punto de
reaccion (h) global (%) fisico fusién (°C)
MMJ-15 (4-H) 3.5 65.5 Solido 213.5-214.8
MMJ-16 (4-F) 3 57.7 Solido 233.9-234.9
MMJ-17 (4-Cl) 5.5 67.1 Solido 247.7-248.7
MMJ-18 (2,4 dicloro) 3.2 43.0 Monocristales | 197.6-199.2
MMJ-19 (3,4 dicloro) 4.2 70.3 Solido 216.8-218.5
MMJ-20 (Trifluorometilo) 2.5 40.0 Solido 242.0-243.4

8.1.2 Sintesis del compuesto precursor N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2-
cloroacetamida (MMJ-23)

En un matraz bola de 25 mL provisto con agitacion magnética y en bafio de hielo,
se disolvié 4-amino-1-bencilpiperidina (21) utilizando diclorometano seco, dejando
enfriar la solucién durante 15 minutos. Trascurrido este tiempo se acoplé un embudo
de adicion a presiones igualadas donde se coloc6 1.5 mL de diclorometano seco y
cloruro de cloroacetilo, el cual fue afadido gota a gota durante 30 min para
posteriormente retirar el bafio de hielo, dejando la reaccion a temperatura ambiente
durante 2.5 h (Figura 36). El sélido obtenido fue recuperado por filtracién al vacio.
Se obtuvo un solido amorfo de color blanco, con un rendimiento global del 77% y un
punto de fusion de 98.9-102.1 °C

Oy — [ o)

22 MMJ-23

. HCl

Figura 36. Sintesis del compuesto precursor MMJ-23.

8.1.2 Sintesis de 2-(4-benzoilfenoxi)-N-[1-(fenilmetil)-4-piperidiniljJacetamida
(AdipoRon)

En un matraz bola de 25 mL acoplado con agitacion magnética y bafio de aceite se
disolvié 4-hidroxibenzofenona usando acetonitrilo seco como disolvente, agregando
posteriormente 3.2 equivalentes de carbonato de potasio (K2CO3) y agitando la
mezcla de reaccion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
agrego el precursor MMJ-23, elevando la temperatura a reflujo (83°C) durante 28 h.

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un sélido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion.
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El compuesto se recristalizé usando metanol, obteniendo un sélido amorfo de color
blanco con un punto de fusiéon de 111.1-112.5°C el cual corresponde con el
reportado en la literatura: 109-112 °C.%® Rendimiento de reaccion: 76 %.

. HCl
0

spoiiaaole

4-hidroxibenzofenona MMJ-23

CH;CN | K,CO;

TOO

AdipoRon

(o}

J T

Figura 37. Sintesis de AdipoRon

8.1.3 Procedimiento general de sintesis de los compuestos finales tipo
N-(4-(2-((1-bencilpiperidin-4-il)Jamino)-2-oxoetoxi)fenil)benzamida (MMJ 1-6)

Para la obtencién de los compuestos finales MMJ 1-6 se hicieron reaccionar los
precursores MMJ 15-20 y MMJ-23 bajo condiciones de sustitucion nucleofilica
bimolecular (acetonitrilo como disolvente y K2COs como base), Figura 38. Para
esto, en un matraz bola de 25 mL cada compuesto precursor por separado se
disolvio y agregando 3.2 eq de carbonato de potasio, agitando la mezcla de reaccion
durante 30 min para posteriormente agregar el precursor MMJ-23 y elevando la
temperatura a reflujo (83°C).

39

——
| —



- -
\—chultad

i
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL d€ Farmacia
Conocimiento al

ESTADO DE MORELOS servicio de la salud
OH H - HCI
o] N
0 N
R: H
1: 4-H R
2 4F MMJ 15-20 MMJ-23
3: 4-Cl

4: 2, 4-dicloro K2COs CHsCN

5: 3,4-dicloro
o N
6:4-Trifluorometilo /Q/\©
(0} N
Figura 38. Sintesis de los compuestos finales MMJ 1-6

En la Tabla 2 se resumen los tiempos de reaccién y las propiedades fisicoquimicas
de los compuestos finales MMJ 1-6.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos finales MMJ 1-6

Compuesto final Tiempo de  Rendimiento Estado Punto de
reaccion (h) global (%) fisico fusién (°C)
MMJ-1 (4-H) 32 52.2 Solido 197.0-199.4
MMJ-2 (4-F) 10.5 75.6 Solido 185.5-186.6
MMJ-3 (4-Cl) 26 38.0 Solido 212.9-214.8
MMJ-4 (2,4 dicloro) 19 60.0 Solido 188.7-190.3
MMJ-5 (3,4 dicloro) 29 18.1 Sdélido 186.0-187.8
MMJ-6 (Trifluorometilo) 5.5 56 Solido 213.2-214.7

8.1.4 Sintesis del compuesto 2-(4-acetamidofenoxi)-N-(1-bencilpiperidin-4-il)
acetamida (MMJ-7)

Para la obtencién de este compuesto se partio directamente del N-acetil-p-
aminofenol al hacerlo reaccionar con el compuesto precursor MMJ-23 en
condiciones de sustitucion nucleofilica (Figura 39). El compuesto se obtuvo en
estado sdlido (cristales blancos) y con un punto de fusion de 185.8-186.9.
Rendimiento global: 46%
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MMJ-23
K2COs3 CHsCN

A0
T

MMJ-7
Figura 39. Sintesis del compuesto final MMJ-7

8.1.5 Optimizacidén en la sintesis de AdipoRon.

Debido al prolongado tiempo de reaccion (28 horas) para la obtencién de AdipoRon
(control positivo para todas las evaluaciones bioldgicas) se considerd optimizar su
ruta de sintesis con la finalidad de poder obtener este compuesto en mayores
cantidades y con una ruta de sintesis costo-eficiente. Esto es importante debido a
gue 25 mg de este compuesto que se encuentra comercialmente disponible cuestan
$8,947 pesos (mas IVA) en la casa Sigma-Aldrich-Merk. El primer paso para su
optimizacién fue el obtener el precursor 24 en su forma de base libre (24a) con la
finalidad de reducir la cantidad de base necesaria en la reaccion, pasando de (3.5
a 2.5 equivalentes) ademas de mejorar la solubilidad del precursor en los
disolventes organicos. Posterior a esto se decidio utilizar acetonitrilo rotaevaporado
y anhidro, manteniendo las mismas condiciones de temperatura, mientras que para
la purificacién el producto crudo este fue recristalizado con metanol. EI esquema
general de reaccion se presenta en la Figura 40.

- HCI
H H
N N
K,CO;3
W /ﬁr
0 N H;0 o] N

MMJ-23a
+

AdipoRon 4-hidroxibenzofenona

MMJ-23
(o)

J T

Figura 40. optimizacion en la sintesis de AdipoRon
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Adicional a este experimento, se decidié reemplazar la base usada (K2CO3s) por DBU
(Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-eno) tanto en el método convencional de sintesis, asi
como al usar el reactor de Anton Paar Monowave 50 para la optimizacion de la ruta
de sintesis. Este equipo permite alcanzar temperaturas y presiones mayores que
utilizando un método de sintesis convencional al utilizar un vial de reaccion sellado,
teniendo como fundamento de la Ley de Arrhenius. Las condiciones de reaccion
usadas en este equipo se presentan en la Figura 41.

C plhar

DD:0D D5:00 10:00 15:00 20:00 mm:ss

No [Step Type Temp Time
Antes  Después (°C) (hh:mm)
AFAP 170 »
2 Hold Time 170 0:10

Figura 41. Equipo Monowave 50 y condiciones de reaccion usadas.

Los resultados de las diversas rutas de sintesis se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la optimizacion en la sintesis de AdipoRon

Tiempo de reacciéon (h) Rendimiento global (%) Punto de fusién (°C)

Sintesis inicialmente propuesta
28 | 76.52% | 111.1-112.5
Sintesis convencional usando DBU como base
5 | 75.8% | 111.2-112.3
Sintesis usando precursor 23a (base libre)
3.3 | 75.6% | 110.3-110.8
Sintesis usando el equipo Monowave 50
0.33 (20 minutos) | 78.2% \ 112.1-113.6

En estas diferentes condiciones de reaccion se puede inferir que la solubilidad del
compuesto 23 es la variable limitante de la velocidad de reaccion, debido a que, al
usar este reactivo en su forma de base libre éste es mas soluble en disolventes
organicos y por ende se encuentra en mayor cantidad disponible para reaccionar.
Si bien no se mejor6 de manera significativa el rendimiento global, ademas de no
observar diferencias significativas al cambiar el tipo de base, si se logré reducir de
gran manera el tiempo de reaccion, siendo de 28 horas en la ruta de sintesis original
hasta 20 minutos usando el equipo Monowave 50.
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En todos los casos los puntos de fusion fueron similares y dentro de un intervalo
caracteristico de pureza, coincidiendo con el reportado en la literatura (108-110°C)?3
ademas de poseer un RF (0.70) igual en todos los casos al utilizar una fase movil
compuesta de diclorometano/metanol 95:5.

En la Tabla 4 se resumen los costos de produccion (solo materias primas) de
AdipoRon vs la compra de este compuesto en Sigma-Aldrich-Merk, en donde se
puede observar una reduccion en los precios de manera significativa: 25mg de
AdipoRon obtenido por la sintesis optimizada es hasta 140 veces mas barato,
Unicamente considerando los costos de las materias primas.

Tabla 4. Comparacion de precios en la obtencion de 25mg de AdipoRon

Producto Costo neto (MNX) Costo cantidad

usada

AdipoRon (Aldich) 25 mg $8947 25 mg $8947

4-amino-N-bencilpiperidina 25 g $2656 0.0312 g $3.31
Cloruro de cloroacetilo 100 g $720 0.0196 g $0.141
4-hidroxibenzofenona 100 g $4156 0.0147 g $61.00

Costo por 25 mg AdipoRon $64.45

sintetizado
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8.2 Caracterizacién estructural

Para la caracterizacién estructural de los compuestos se utilizé RMN de H y 3C,
asi como difraccion de rayos X en el caso exclusivo del precursor MMJ-18.

8.2.1 Resonancia magnética nuclear de 'Hy 13C

A continuacion y a modo de ejemplo de la caracterizacion estructural de los
compuestos, se muestran los espectros de RMN del compuesto precursor MMJ-15
y del compuesto final MMJ-1 y AdipoRon.

—2.0807

7.9518
7.9441
-7.9137

\

7.9037
—7.564
—T7.4683
6.7585
1-6.7475
-6.7247
\6.7138
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2-6 10, 12

M .

|
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Figura 42. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-d6) del precursor MMJ-15.

En la Figura 42 se presenta el espectro de RMN del precursor MMJ-15 en donde
se puede apreciar una sefial del tipo doble de dobles (dd) a 7.93 ppm con una
constante de acoplamiento orto (Jo=9.20 Hz) y meta (Jm=1.57 Hz) que
corresponden a las posiciones 9y 13, ademas de otra sefial del tipo dd a 6.74 ppm
con constantes de acoplamiento Jo=8.94 Hz y Jm=2.60 Hz que corresponden a las
posiciones 10 y 12. Adicional a estas sefiales se observa una sefial multiple (m)
entre 7.56 y 7.46 correspondiente a las posiciones 2-6 de la molécula. Por ultimo,
se observa una sefial de baja intensidad a 10 ppm que corresponde al protén de la
amida de la posicién 8. Las sefiales a 2.5y 2.09 corresponden a DMSO y acetona,
respectivamente.

44

——
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

- -
%‘ulmd

de Farmacia
Conocimiento al servicio de la salud

10.136

+7.954

[ ~ O 0 (= ) T oW
~ s e Nyl [V I i Mo vl LMY e
S BYEm KRS oRaoh
oMM [ B ' B v v v
I N N
FE2E8 &E¥rRE 3y Tmaf 18
r-:rx'l} M~ M~ M I~ - fo) 17
A PSSR AN gy
10 16
o " O\AIs\N
14 H 20
8 2"
12
3,4y5% 13
|
2'ye ‘ 10y 12
oy13 26 | i’\
JIILJLJ\'\_ ___._JI\-"I'\_,-J‘J"IIIJLL-_ _n___/ﬂj U"\-’\_m_ . __,a“lal'l L

T T
B1 80 79 78 77 76 75

T T
74 73 72 71 70 69 68 67
f1 (ppm)

18y19 18y 19
14 21
! 17y 20
|
~ 1 AT
i Ly - JL Pl JM\_A- ___d_,"'du'._,'l'rl"“"n‘"
) 1[;.-3 9?5 9!-3 8!5 E?D T-'.IS '.-'!-!] 6?5 6?-3 5!5 5!0 4?5 4I.D 3!5 3?-!] 2?5 Z?D 1!5 :l!D

f1 (ppm)

Figura 43. Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-ds) del compuesto MMJ-1

En el espectro de RMN 'H (Figura 43) del compuesto MMJ-1 se puede observar
gue se mantienen las sefales correspondientes al compuesto precursor ( una sefial
(dd) a 7.93 ppm con constantes de acoplamiento (J0=9.2 Hz) y (Jm=1.57 Hz) que
corresponden a las posiciones 9 y 13, ademas de otra sefial dd a 6.94 ppm con
constantes de acoplamiento Jo=8.94 Hz y Jm=2.6 Hz que corresponden a las
posiciones 10y 12.

Adicional a estas sefiales se observa una sefial d con una constante de
acoplamiento Jo= 9.0 Hz que corresponde a las posiciones 2’ y 6’, ademas de una
seflal multiple (m) entre 7.57 y 7.46 correspondiente a las posiciones 2-6 de la
molécula, ademas de la aparicion de nuevas sefiales en la region alifatica.

La sefal de tipo singulete (s) a 4.42 ppm corresponde a la posicion 14, mientras que
a 3.63 se observa un multiplete de baja intensidad que corresponde a la posicion 16
caracteristico de este proton del anillo de piperidina, mientras que la sefial a
3.42 ppm es indicativa de la posicion 21. Se puede observar una sefial simple a
3.33 ppm que correspondiente a la sefial residual de agua.
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En la zona alifatica también se pueden apreciar una sefial del tipo d y triplete (t) que
corresponden a las posiciones 18, 19 a 2.75 y 1.97 ppm con constantes de
acoplamiento J= 11.6 Hz y J=12.2 Hz, respectivamente. Por ultimo, se pueden
observar dos sefiales tipo d yta 1.68 y 1.51 ppm con constantes de acoplamiento
J= 11 Hz para ambas sefales y que corresponden a las posiciones 17 y 20.
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Figura 44. Espectro de RMN *3C (50 MHz, DMSO-d6) del compuesto MMJ-1

En el espectro de RMN de '3C del compuesto MMJ-1 se pueden observar las 19
sefales esperadas, de las cuales dos sefales a 166.7 y 166.0 ppm corresponde a
los dos carbonilos de las posiciones 7 y 15.

En la region aromatica se aprecian las diversas sefiales correspondientes a los
anillos aromaticos (154.0 hasta 114.6 ppm). Por ultimo, se aprecian las sefiales de
la regién alifatica, de las cuales la sefial a 67.2 ppm corresponde a la posicién 14y
la sefial a 62.0 ppm corresponde a la posicion 21. La sefial con un desplazamiento
guimico de 45.9 ppm corresponde a las posiciones 18 y 19, mientras que la sefial a
51.9 ppm corresponde a las posiciones 17y 20. Por ultimo, la sefial a 31.3 ppm es
caracteristica de la posicion 16 del anillo de piperidina.
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Figura 45. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) del compuesto AdipoRon

En el espectro de RMN 'H de AdipoRon (Figura 45) se pueden observar las sefiales
gue corresponden a la region aromatica, encontrando una sefial d (Jo=8.2 Hz) a
7.84 ppm correspondiente a las sefiales 10y 12, mientras que la sefial d a 7.74 ppm
(Jo= 7.8 Hz) corresponde a las posiciones 9 y 13. En 7.48 ppm se observa un
multiplete correspondiente a las posiciones 3,5 y 4'. De manera similar, se observa
un multiplete (solapado con la sefial de CDCls) que corresponde a las sefiales
2',3’,5’ y 6. Por otra parte, en el desplazamiento quimico de 6.97 ppm se observa
una sefial tipo d (Jo=8.6 HZ) correspondiente a las posiciones 2 y 6. La Ultima sefial
(d) de la region aromética que se puede observar (6.43 ppm, Jo= 8.4 Hz)
corresponde a la posicion 4.

En la region alifatica se puede observar una sefal del tipo s a 4.53 ppm
correspondiente a la posicion 14. A 3.91 ppm se puede observar una sefial multiple
de baja intensidad caracteristica de la posicién 16. A 3.49 ppm se puede observar
una sefal del tipo s correspondiente a la posicion 21. La sefal del tipod y t a 2.80
y 2.14 ppm (con constantes de acoplamiento J= 12 Hz y J= 114 Hz
respectivamente) corresponden a las posiciones 18 y 19, mientras las sefales 1.93
y 1.57 ppm (constantes de acoplamiento J=9.2 Hz y 11.4 Hz) son caracteristicas de
las posiciones 16 y 15. Todas estas sefiales fueron comparadas con aquellas
reportadas en la literatura cientifica.?3
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Figura 46. Espectro de RMN **C (50 MHz, CDCIls) de AdipoRon

En el espectro de RMN de 3C (Figura 46) del AdipoRon se pueden observar 19
sefales (19 sefales esperadas), en la cual la sefial a 195.7 ppm corresponde al
carbonilo de la posicién 7, mientras que la sefial correspondiente al carbonilo de la
posicion 15 tiene un desplazamiento quimico del66.7 ppm. La sefial a 160.6 ppm
corresponde a la posicion 11 del anillo de benzofenona. Asi mismo se pueden
observar diversas sefiales correspondientes a la sefial aromética entre 138.3 y
114.4 ppm. En la regibn aromética se observa una sefial a 67.5 ppm
correspondiente a la posicion 14, confirmando de esta manera la presencia de un
metileno (-CH2-) entre la region aromatica de la benzofenona y el carbonilo de la
amida. Por otro lado, la sefial a 63.1 ppm corresponde a la posicion numero 21,
confirmando la presencia del metileno encontrado entre el anillo de piperidina y la
segunda regién aromatica de la molécula. Por otro lado, se puede observar una
sefal caracteristica de la posicion 16 de la piperidina a 32.2 ppm. Por dltimo, se
observan dos sefales a 52.2 y 46.4 ppm correspondientes a las posiciones 17 y 20,
18 y 19 respectivamente. Todas estas sefales fueron comparadas con aquellas
reportadas en la literatura cientifica.?3
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En las Tablas 5-18 se resumen los desplazamientos quimicos de RMN (*H y 13C)
de los compuestos MMJ 15-20, MMJ 1-7 y AdipoRon.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de RMN *H del compuesto precursor MMJ-15

Posicién 8 1H 200 MHz
1 ———
2 7.56-7.46, m, 5H
3 7.56-7.46, m, 5H
4 7.56-7.46, m, 5H
5 7.56-7.46, m, 5H
6
7
8

7.56-7.46, m, 5H

9 7.92, dd, 2H, Jm=1.57 Hz, J0=9.62 Hz
10 6.73, dd, 2H, Jm= 2.79 Hz, J0=8.94 Hz
11 ===

12 6.73, dd, 2H, Jm= 2.79 Hz, J0=8.94 Hz
13 7.92, dd, 2H, Jm=1.57 Hz, J0=9.62 Hz
17 10.015
-OH —-

——
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos de RMN *H del compuesto precursor MMJ-16

10

. 1 OH
g 12
13
Posicion 5 1H 600 MHz
1 ———
2 8.01, dd, 2H, Jm= 3.64 Hz, Jo=6 Hz
3 7.34,t, 2H, J= 9.0 Hz
4 —-
5 7.34,t, 2H, J= 9.0 Hz
6 8.01, dd, 2H, Jm= 3.64 Hz, Jo=6 Hz
7 —-
8 ——-
9 7.52,d, 2H, Jo=8.4 Hz
10 6.75, d, 2H, Jo=9 Hz
11 ----
12 6.75, d, 2H, Jo=9 Hz
13 7.52,d, 2H, Jo=8.4 Hz
1”7 10.04, s, 1H
-OH 9.28, s, 1H

——
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos de RMN *H del compuesto precursor MMJ-17

10

. 1 OH
g 12
13
Posicion 8 1H 600 MHz
1 ———
2 8.46, d, 2H, Jo=8.4 Hz
3 8.01, d, 2H, Jo=8.4 Hz
4 —-
5 8.01, d, 2H, Jo=8.4 Hz
6 8.46, d, 2H, Jo=8.4 Hz
7 ———
8 ———
9 8.08, d, 2H, Jo=9 Hz
10 7.24,d, 2H, Jo=8.4 Hz
11 ----
12 7.24,d, 2H, Jo=8.4 Hz
13 8.08, d, 2H, Jo=9 Hz
1”7 10.55, s, 1H
-OH 9.74, s,1H

——
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos de RMN *H del compuesto precursor MMJ-18
10

. 1 JOH
g 12
13
Posicion 8 1H 600 MHz
1 ———
2 —_———
3 7.70,d, 1H, Im=1.8 Hz
4 —-
5 7.50, dd, 1H, Jm=1.2 Hz, Jo= 8.4 Hz
6 7.56, d, 1H, Jo=8.4 Hz
7 ———
8 ———
9 7.45, d, 2H, Jo=7.8 Hz
10 6.71, d, 2H, Jo=7.2 Hz
11 ----
12 6.71, d, 2H, Jo=7.2 Hz
13 7.45, d, 2H, Jo=7.8 Hz
1”7 10.23, s, 1H
-OH 9.26, s, 1H

——
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN *H del compuesto precursor MMJ-19

10

. 1 OH
g 12
13
Posicién 8 1H 600 MHz
1 ———
2 8.68, d, 1H, JIm= 1.8 Hz
3 ———
4 ——-
5 8.28, d, 1H, Jo= 8.4 Hz
6 8.42, dd, 1H, Jm= 1.8 Hz, J0=8.4 Hz
7 ———
8 —_———
9 8.01, d, 2H, Jo= 8.4 Hz
10 7.25,d, 2H, Jo=9.0 Hz
11 ----
12 7.25,d, 2H, Jo=9.0 Hz
13 8.01, d, 2H, Jo=8.4 Hz
1”7 10.64, s, 1H
-OH 9.78, s, 1H

——
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN H del compuesto precursor MMJ-20

10

@VOH
8
12

13

Posicion 8 1H 600 MHz
1 ———
2 8.63, d, 2H, Jo=7.8 Hz
3 8.39, d, 2H, Jo=7.8 Hz
4 —-
5 8.39, d, 2H, Jo=7.8 Hz
6 8.63, d, 2H, Jo=7.8 Hz
7 ———
8 ———
9 8.04, d, 2H, Jo=9.0 Hz
10 7.36, d, 2H, Jo=9.0 Hz
11 ----
12 7.36, d, 2H, Jo=9.0 Hz
13 8.04, d, 2H, Jo=9.0 Hz
1”7 10.71, s, 1H
-OH 9.76, s, 1H

——
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de RMN *H y 3C de AdipoRon
(o]
1 11 14 :':ll 17 3
: < o 15 16 18 2 -
Posicion 5 1H 200 MHz 5 13C 50 MHz
T e 138.3
2 6.97, d, 2H, Jo= 8.2 Hz 129.9
3 7.48, m, 2H 128.4
4 6.43, d ,1H, Jo= 8.4 Hz 132.3
5 7.48, m, 2H 128.4
6 6.97, d, 2H, Jo= 8.6 Hz 219.9
/2 195.4
8 e 131.7
9 7.74,d, 2H, Jo= 7.8 Hz 132.8
10 7.84, d, 2H, Jo= 8.4 Hz 114.4
51 161.4
12 7.84, d, 2H, Jo= 8.4 Hz 114.4
13 7.74,d, 2H, Jo= 7.8 Hz 132.8
14 453, s, 2H 67.5
K T 166.7
16 3.91, m, 1H 32.2
1.92, d, 2H, J=9.2 Hz
17 1.52, qd, 2H, J=3.4 Hz, J=11.4 Hz 52.2
2.80,d, 2H, J=12 Hz
18 2.13,t,2H, J=11.4 Hz 46.4
2.80,d, 2H, J=12 Hz
19 2.13,t,2H, J=11.4 Hz HeA
1.92, d, 2H, J=9.2 Hz
20 1.52, qd, 2H, J=3.4 Hz, J=11.4 Hz 52.2
21 3.491, s, 2H 63.1
1 138.0
2’ 7.30, m, 5H 127.2
3 7.30, m, 5H 129.7
4 7.30, m, 5H 129.7
5 7.30, m, 5H 129.7
6’ 7.30, m, 5H 127.2
1”(R-NHR) | e e

——
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN H y *C del compuesto MMJ-1
18 21 2'
o 17 N G 3
PNssee
14 H 20 5'
8 12 2"
13
Posicidn & 1H 200 MHz 813C 50 MHz
T e 134.9
2 7.58-7.45, m, 5H 128.0
3 7.58-7.45, m, 5H 127.4
4 7.58-7.45, m, 5H 126.7
5 7.58-7.45, m, 5H 127.4
6 7.58-7.45, m, 5H 128.0
2 e 166.7
8 e 131.3
9 7.92, dd, 2H, Im=1.75 Hz, Jo=7.84 Hz, 128.6
10 6.94, dd, 2H, Jm=2.08 Hz, J0=9.1 Hz 128.2
i N 154.2
12 6.94, dd, 2H, Jm=2.08 Hz, J0=9.1 Hz 128.2
13 7.92, dd, 2H, Im=1.75 Hz, Jo=7.84 Hz 128.6
14 4.42,s, 2H 67.8
5 0 e 165.0
16 3.70, m, 1H 31.3
1.67,d,2H, J=11Hz
17 1.51,t,2H, J=11 Hz A
2.73,d,2H,J=11.6 Hz
18 1.97, t, 2H, J=12.2 Hz 519
2.73,d,2H,J=11.6 Hz
19 1.97, 1, 2H, J=12.2 Hz 519
1.67,d,2H, J=11Hz
20 1.51,t 2H, J=11 Hz 459
21 3.42, s, 2H 62.0
(A 132.7
2 7.66, dd, 2H, Jm=2.02 Hz, Jo=7 Hz 121.8
3 7.32-7.19, m, 3H 114.6
4 7.32-7.19, m, 3H 138.5
5’ 7.32-7.19, m, 3H 114.6
6’ 7.66, dd, 2H, Jm=2.02 Hz, Jo=7 Hz 121.8
1" (R-NH-R) 1014,s |
2’(RNH-R) | e
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Tabla 13.

Posicién

1” (R-NH-R)
2" (R-NH-R)

(o)
6
5 7
1 H 13
1
" 2

3

8'H 600 MHz

\_Ja(cultad

Conocimiento al

Desplazamientos quimicos de RMN H y *C del compuesto MMJ-2

18 21 2
x .
o 17 N 3
10
16

9 1 0\)15\ 19 @ &

N

14 H 20 5
9 2
12

83C 150 MHz

rmacia

servicio de la salud

133.102

7.99, ddd, 2H, Jon-v=5.4 Hz, Imn-Fr= 3.0 Hz

130.7, d, Jc-F=8.85 Hz

7.32,t,2H,J=8.4 Hz

115.4,d, JcF= 225 HZ

164.4, d, Jcr= 246.6 Hz

7.32,t,2H,J=8.4 Hz

115.4,d, Jcr= 22.5 HZ

7.99, ddd, 2H, Jon-v=5.4 Hz, Imn-r= 3.0 Hz

130.7, d, Jc-F=8.85 Hz

----- 167.2
----- 1318
7.62.d. 2H. Jo= 9.0 Hz 128.8
6.92. d. 2H. Jo= 9.0 Hz 115.2
----- 154.5
6.92, d. 2H. Jo= 9.0 Hz 115.2
7.62. d. 2H, Jo= 9.0 Hz 128.8
4.40, s, 2H 67.6
----- 164.4
3.61, m, 2H 31.7
1.66, d, 2H, J= 13.2 Hz
148, 2H, J= 12 Hz “Ee
2.72.d, 2H, J= 9 Hz
1.96, t, 2H, J= 10.8 Hz 526
2.72.d 2H. J= 9 Hz tn1
1.96, t, 2H, J= 10.8 Hz :
1.66, d, 2H, J= 13.2 Hz
1.48, 1, 2H, J= 12 Hz 46.2
3.40, s, 2H 625
----- 1318
7.29-7.24. m, 4H 122.8
7.29-7.24. m, 4H 114.9
7.24. m. 1H 128.0
7.29-7.24. m, 4H 114.9
7.29-7.24. m, 4H 122.0

10.15, s, 1H
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Tabla 14. Desplazamientos quimicos de RMN *H y *3C del compuesto MMJ-3
LG
(o] /9©1/0\14)Iﬁ\n < 20 b ° 5 *
Posicién d 1H 600 MHz § 13C 150 MHz

1 R S 129.4

2 7.99, t, 2H, Jo=9 Hz 135.4

3 7.33-7.24, m, 6H 128.9

4 | e 139.0

5 7.33-7.24, m, 6H 128.4

6 7.99,t, 2H, Jo=9 Hz 135.4

/2 167.3

8 - 133.3

9 7.62,d, 2H, Jo=9 Hz 128.8

10 6.92, d, 2H, Jo=9 Hz 115.2

1 5 154.4

12 6.92, d, 2H, Jo=9 Hz 115.2

13 7.62,d, 2H, Jo=9 Hz 128.8

14 4.40, s, 2H 67.6

s e 165.6

16 3.60, m, 1H 31.7
1.66, d, 2H, J= 3.0 Hz

7 1.48 t, 2H, J= 11.4 Hz L2
2.70,d, 2H, J=10.8 Hz

18 1.96, t, 2H, 10.8 Hz 525
2.70,d, 2H, J=10.8 Hz

19 1.96, t, 2H, 10.8 Hz Sl
1.66, d, 2H, J=3.0 Hz

20 1.48,t,2H, J=11.4 Hz 46.2

21 3.40, s, 2H 62.5

1 127.5

2’ 7.33-7.24, m, 6H 121.9

3 7.33-7.24, m, 6H 114.9

4 7.20,t, 1H, J=9 Hz 122.6

5 7.33-7.24, m, 6H 114.9

6’ 7.33-7.24, m, 6H 121.5

1” (R-NH-R) 10.15,s,2H | e
2”(RNHR) | e e
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Tabla 15. Desplazamientos quimicos de RMN H y *C del compuesto MMJ-4

Posicion 81H 600 MHz 313C 150 MHz
1 1351
T 128.8
3 771, d, 1H, Jm= 1.8 Hz 1275
7 126.9
5 750, dd, 1H, J0=9.0 Hz, Jm= 2.4 Hz 127.7
6 7.90, d, 1H, Jo= 7.8 Hz 128.0
7 T 167.2
s | = 1316
9 757, dd. 2H. Jo= 6 Hz, Jm= 1.8 Hz 128.3
10 6.93, d, 2H, Jo= 9Hz 129.4
L R — 154.6
12 6.92. d, 2H, Jo= 9 Hz 129.4
13 757, dd, 2H. Jo= 6 Hz, Jm= 1.8 Hz 128.3
14 4.39, S, 2H 67.6
s 164.0
16 3.61, m, 1H 31.8

150, d, 2H, J=8.4 Hz
L 1.48, t 2H, J= 9.6 Hz HOS
1.96. 1, 2H, J=11.4 Hz
18 2.72. d. 2H, Jo= 10.8 Hz 526
1.96.t, 2H, J=11.4 Hz
19 2.72. d. 2H. Jo= 10.8 Hz a2.l
1.50, d, 2H, J=8.4 Hz
20 1.48, 1 2H, J= 9.6 Hz 46.5
21 3.40, s, 2H 62.5
e 132.7
2 7.29-7.24, m. 4H 1218
3 7.29-7.24. m, 4H 1151
4 720 t, 1H, J= 7.2 Hz 139.0
5 7.29-7.24. m, 4H 115.4
6 7.29-7.24, m, 4H 1215
1 (R-NH-R) 1037,s,1H | e
2" (RNH-R) | e
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Tabla 16. Desplazamientos quimicos de RMN H y *C del compuesto MMJ-5

Posicién § 13C 150 MHz
1 129.9
2 128.4
3 134.6
71— 135.7
5 8.35,d. 1H, Jo= 7.8 Hz 127.2
6 7.83-7.72, m, 7H 131.1
72 167.2
s | 131.7
9 7.97.d. 2H, Jo= 9 Hz 1291
10 7.39, d. 2H, Jo= 9 Hz 1285
11 154.7
12 7.39, d, 2H, Jo= 9 Hz 1285
13 7.97.d. 2H. Jo= 9 Hz 1291
14 4.90, s, 2H 67.7
5 163.2
16 413, m, 1H 31.8

218, d, 2H. J= 105 Hz
17 2.00, m, 2H S
3.25,d. 2H. J=10.5 Hz
18 3,00, m,2H 46.4
3.25.d. 2H. J=10.5 Hz
19 3.00, m,2H A0
218, d, 2H, J= 10.5 Hz
20 2.00, m, 2H 524
21 3.041, s, 2H 625
e 132.8
2 7.83-7.72, m, 7H 122.4
3 7.83-7.72. m, 7H 115.2
4 7.83-7.72. m, 7H 139.1
5 7.83-7.72. m, TH 115.2
6 7.83-7.72. m, 7H 122.4
1" (R-NH-R) 783772.m7H | e
2" (R-NH-R) | e o
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Tabla 17. Desplazamientos quimicos de RMN H y *C del compuesto MMJ-6

6!
1” (R-NH-R)
2” (R-NH-R)

jat

13

18 21 >
1 .

o 1 N 3

10
16
0 11 O\AIENN 19 @ 4
14 y 20 5
o
12

Conocimiento al

8 *H 600 MHz 8 13C 150 MHz
----- 139.1
8.40, d, 2H, Jo= 8.4 Hz 129.1

8.30, d, 2H, Jo= 8.4 Hz

125.8, d, Jc.F=3.6 Hz

131.7, g, JcF=31.6 Hz

8.30, d, 2H, Jo= 8.4 Hz

125.8, d, Jc.F=3.6 Hz

8.40, d, 2H, Jo= 8.4 Hz 129.1
----- 167.2
----- 122.4
8.16, d, 2H, Jo= 9Hz 128.9
7.46, d, 2H, Jo= 9Hz 115.2
----- 154.8
7.46, d, 2H, Jo= 9Hz 115.2
8.16, d, 2H, Jo= 9Hz 128.9
4.95, s, 2H 67.8
----- 164.4
4.14, m, 1H 31.8
2.2.d, 2H, J=12 Hz
2.02, qd, 2H, J= 2.4 Hz i
3.249, 2H, d, J=12 Hz o4
251, t, 2H, J= 10.2 Hz :
2.2.d, 2H, J=12 Hz
2.02, qd, 2H, J= 2.4 Hz SEA
2.2, d, 2H, J=12 Hz
2.02, qd, 2H, J= 2.4 Hz 464
3.94, s, 2H 625
124.4, d, Jc.r= 270.15
---- Hz
----- 132.9
7.80, m, 4H 128.5
7.80, m, 4H 127.2
7.73,d, 1H, J= 9 Hz 139.2
7.80, m, 4H 127.2
7.80, m, 4H 128.5
1081,s,1H | e
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y *3C del compuesto MMJ-7
13 16 2
o 12 N U 3
o A I
0 /4©/ 9 " H 15 5'
)zl\ 3 ] >
1 H S
"
Posicion 8 1H 200 MHz 8 13C 50 MHz
1 2.0, s, 3H 52.4
A 168.2
3 1335
4 7.48, d, 2H, Jo=9.0 Hz 128.5
5 6.88, d, 2H, Jo=9.0 Hz 129.1
6 | e 153.9
7 6.88, d, 2H, Jo=9.0 Hz 129.1
8 7.48, d, 2H, Jo=9.0 Hz 128.5
9 4.40, s, 2H 67.7
O e 167.3
11 3.62, m 1H 31.8
1.68, d, 2H, J=9.6 Hz
12 1.52,t, 2H, J=11.2 HzZ 46.4
2.76,d, 2H,J=11.4 Hz
13 250, t, 2H, J= 11.8 Hz Rz
2.76,d, 2H, J=11.4 Hz
14 250, t, 2H, J= 11.8 Hz 24.2
1.68, d, 2H, J=9.6 Hz
15 1.52,t, 2H, J=11.2 Hz e
16 3.40, s, 2H 62.5
o 139.0
2 7.35-7.72, m, 5H 120.8
3 7.35-7.72, m, 5H 115.2
4 7.35-7.72, m, 5H 127.2
5 7.35-7.72, m, 5H 115.2
6’ 7.35-7.72, m, 5H 120.8
1" (R-NH-R) 7.35-7.72,m,5H |
2’(RNH-R) | e e
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8.2.2 Cristalografia de rayos X

Como se menciond anteriormente el compuesto MMJ-18 present6 una estructura
cristalina con caracteristicas 6ptimas para su difraccion. En la Figura 47 se muestra
la forma del cristal, asi como la celda unitaria del compuesto.

A B

Figura 47. Estructura cristalina del precursor MMJ-18 (A) y celda unitaria (B)

8.2.3 Espectrometria de masas

En la Figura 48 se presenta el espectro de masas por impacto electrénico de
AdipoRon, en donde no se puede observar un pico que corresponda con el ion
molecular (M*) a una relacion masa-carga (M/Z) de 428, sin embargo si se pueden
observar dos fragmentos que permitieron, junto con la técnica de RMN H y 13C
identificar la molécula.

De estos dos picos destaca aquel con una M/Z de 77 unidades (pico base) que
corresponde al ion fenilo, con una abundancia relativa del 100%. El segundo pico
gue destaca es aquel con M/Z de 105 unidades y una abundancia relativa del 55%
perteneciente al ion benzoilo. Cabe mencionar que ambos fragmentos provienen de
la benzofenona contenida en la molécula de AdipoRon.
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Figura 48. Espectro de masas IE de AdipoRon.

Por otro lado, en la Figura 49 se presenta el espectro de masa IE del compuesto
MMJ-1 en el cual, de manera similar al espectro de AdipoRon no se aprecia un pico
correspondiente al ion molecular, sin embargo, el pico base se observa a M/Z de 91
con una abundancia relativa del 95% correspondiente al ion tropilio, el cual a su vez
sufre una fragmentacién generando un catién de 5 miembros (ion ciclopentadienilo)
con M/Z de 65 y una abundancia relativa menor al 15%, el ultimo fragmento
apreciable es aquel con una relacion M/Z de 173 y que corresponde a un fragmento
que contiene a la N-bencilpiperidina.
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Figura 49. Espectro de masas IE del compuesto MMJ-1
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8.3 Parte in silico

La finalidad de realizar estas diversas predicciones en cuanto al perfii ADMET y
farmacocinético de los diferentes compuestos es la de llevar a cabo un analisis de
consenso farmacologico para seleccionar al (los) candidato(s) con las mejores
propiedades con el objetivo de priorizar su evaluacion in vivo/in vitro.

8.3.1 Molinspiration

Las primeras propiedades en ser exploradas son las propiedades fisicoquimicas
dentro de las cuales podemos encontrar el peso molecular, LogP, area polar
superficial, asi como el numero de donadores y aceptores de puentes de H. Estos
resultados se resumen en la Tabla 19.

de Farmacia
Conocimiento al

servicio de la salud

Tabla 19. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos MMJ 1-7 y AdipoRon

Compuesto Propiedades fisicoquimicas
PM cLog P | Aceptoresde | Donadoresde | TPSA # de
puente de H puente de H Violaciones
<500 <5 <10 <5 <180 <2
g/mol A?

AdipoRon 428.53 4.7 5 1 58.64 0
MMJ-1 443.55 3.88 6 1 61.88 0
MMJ-2 461.54 4.04 6 1 61.88 0
MMJ-3 477.99 4.55 6 1 61.88 0
MMJ-4 512.43 4.32 6 1 61.88 1
MMJ-5 512.43 3.93 7 1 71.11 1
MMJ-6 381.48 12.4 6 2 70.67 0
MMJ-7 551.54 4.71 6 1 70.67 1

Con base en estos resultados se determind que los compuestos poseen
propiedades muy similares a las de la molécula de referencia (AdipoRon),
observandose que los compuestos MMJ 1-3 no presentan violaciones a los
postulados de Lipinski a pesar de tener valores muy cercanos a los valores de
referencia, por lo cual no se espera que presenten problemas relacionados con
permeabilidad/absorcion al ser administrados por la via oral. De manera contraria,
los compuestos MMJ 4,5 y 6 presentan una violacion a dichos postulados al poseer
un peso molecular superior a lo estipulado, por lo cual se prevé que presenten
alteraciones menores en la permeabilidad intestinal.
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8.3.2 PASSonline

Mediante la herramienta PASSonline se calcul6 las probabilidades del espectro de
actividad biolégica de los compuestos. Este programa arroja resultados en forma de
porcentaje de probabilidad (P.a) y porcentaje de inactividad (P.i), sin embargo, una
gran limitante de este programa son los compuestos recientemente descritos cuyos
descriptores moleculares ain no se encuentran registrados en la base de datos de
esta herramienta. Los resultados de esta evaluacion se resumen en la Tabla 20.

Tabla 20. Espectro de actividades biol6gicas de los compuestos MMJ 1-7

Compuesto Antidiabético Inductor del
metabolismo de
lipidos

P.a P.i P.a P.i

AdipoRon 21% 5%
MMJ-1 --- --- --- ---
MMJ-2 18% | 10%
MMJ-3 18% | 10%
MMJ-4 18% | 11% 13% 9%
MMJ-5 22% | 14%
MMJ-6 26% | 10%
MMJ-7

A pesar de que AdipoRon es una molécula cuya actividad biolégica como un agente
antidiabético ha sido demostrada, se puede observar que para este se predijo una
baja actividad antidiabética y de manera similar con los compuestos MMJ 1-7, esto
se debe a que los descriptores moleculares de los compuestos aun no se han
introducido de manera adecuada en el servidor de PASSonline y este no puede
establecer una relacion estructura-actividad de manera certera. Por otro lado, se
puede observar que para los compuestos MMJ 1-7 se obtienen diversos resultados,
en los cuales las moléculas MMJ 1-7 presentan bajas probabilidades de tener
actividad antidiabética, Para ambos casos los resultados indican que los
compuestos pueden presentar actividades bioldgicas benéficas para el tratamiento
de la DM 2. Cabe mencionar que debido a que existen pocos agonistas de los
receptores AdipoR1 y AdipoR: el servidor no puede realizar de manera certera una
relacion estructura-actividad, pero esto no indica que los compuestos carezcan de
actividad biologica.
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8.3.3 admetSAR Prediccion de las propiedades farmacocinéticas.

En el desarrollo de nuevas moléculas bioactivas es muy importante tener un
panorama del perfil farmacocinético de las moléculas y es debido a esto que es
necesario llevar a cabo la prediccion de estas propiedades con la finalidad de
encontrar aquellos compuestos con mejores propiedades ADMET. Los resultados
de estas predicciones se presentan en las Tablas 21y 22.

Tabla 21. Propiedades ADMET de los compuestos MMJ 1-4 y AdipoRon.

Pardmetro AdipoRon MMJ-1 MM-2 MMJ-3 MM-4
Absorcion
Absorcion células de 98% 95% 97% 97% 96%
intestino humanas
Sustrato de 60% 72% 74% 72% 72%
glicoproteina P
Inhibicion de 84% 88% 91% 89% 93%
glicoproteina P
Metabolismo
Sustrato CYP 2C9 83% 14% 11% 14% 15%
Inhibicion CYP 2C9 11% 8% 23% 72% 41%
Sustrato CYP 3A4 57% 57% 58% 62% 65%
Inhibidor CYP 3A4 12% 18% 16% 20% 30%
Sustrato CYP 2D6 83% 17% 24% 22% 23%
Inhibidor CYP 2D6 47% 30% 23% 31% 35%
Toxicidad
Toxicidad de AMES No toxico No toxico No téxico | No toxico | No téxico
Carcinogenicidad No téxico | Moderada | Moderada | No toxico | No toxico
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Tabla 22. Propiedades ADMET de los compuestos MMJ 5-7

Parametro MMJ-5 MMJ-6 MMJ-7
Absorcion
Absorcidn células de intestino 96% 99% 98%
humanas
Sustrato de glicoproteina P 72% 52% 78.9%
Inhibicion de glicoproteina P 93% 84% 89.1%
Metabolismo
Sustrato CYP 2C9 15% 100% 19%
Inhibicion CYP 2C9 41% 78% 13%
Sustrato CYP 3A4 65% 65% 63%
Inhibidor CYP 3A4 34% 64% 16%
Sustrato CYP 2D6 13% 47% 16%
Inhibidor CYP 2D6 35% 80% 20%
Toxicidad
Toxicidad de AMES No téxico No téxico | No téxico
Carcinogenicidad No téxico | No téxico | No téxico

De acuerdo con los valores predictivos obtenidos se espera que todos los
compuestos sean bien absorbidos en el intestino (de esta manera correlacionando
con los resultados de la evaluacion con la regla de Lipinski) ademéas de observar
altas probabilidades de ser sustratos e inhibidores de la glicoproteina P, indicando
pocos problemas de absorcién a nivel intestinal.

En cuanto al metabolismo, los compuestos presentan de bajas a medianas
probabilidades de ser sustratos de las diversas isoformas del CYP 450, siendo el
compuesto MMJ-6 el que mayores probabilidades tiene de inhibir la isoforma 2C9 y
3A4, sin embargo, los demas valores de este compuesto son aceptables debido a
gue aun quedarian disponibles otras isoformas para su metabolismo. Es importante
recalcar que altas probabilidades de inhibicién de las diversas isoformas del CYP
450 pueden sugerir probabilidades de presentar interacciones farmaco-farmaco,
generando posibles efectos adversos y toxicos. Adicionalmente los otros valores de
probabilidad de inhibicion y de ser sustratos indican que los compuestos podrian
presentar tiempos de vida media (t12) aceptables.
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Asi mismo se predicen bajas probabilidades de inhibicién de cualquiera de estas
isoformas (excepto para el compuesto MMJ-6), esperandose pocas interacciones
farmaco-farmaco a consecuencia de este proceso de inhibicion. En el apartado de
toxicidad se predice que los compuestos no generaran efectos genotéxicos y
carcinogénicos lo cual es ideal debido a que todos los agentes antidiabéticos son
de administracion crénica lo cual podria representar un riesgo permanente para el
paciente.

8.3.4 OSIRIS prediccion de la toxicidad

En el programa Osiris los resultados de los compuestos se arrojan utilizando un
codigo de tres colores para indicar estas propiedades (las propiedades negativas
son marcadas con color rojo, las alertas son dadas en color amarillo, mientras que
las propiedades deseadas son dadas en color verde).

Para el estudio de las propiedades cuasifarmaco el programa OSIRIS utiliza una
lista de 5,300 fragmentos de moléculas, se comparandolos con las muestras a
analizar y reportando las coincidencias. Los resultados de las moléculas
MMJ 1-7 se resumen en la Tabla 23.

Tabla 23. Resultados de la prediccion de la toxicidad de los compuestos MMJ 1-7

Compuesto Propiedad
Carcindgeno | Tumorigeno Irritante Efectos
sistema
reproductor

AdipoRon () ($) ($) (S
MMJ-1 e e e e
MMJ-2 (&) e e e
MMJ-3 O e e e
MMJ-4 e e e e
MMJ-5 e e e e
MMJ-6 O (& (& e
MMJ-7 e e e e

De acuerdo con los resultados anteriores se puede observar que los compuestos
MMJ-1, MMJ 4-5 y MMJ-7 no presentan alertas de toxicidad (de manera similar a
AdipoRon) en los diferentes apartados considerados por la herramienta OSIRIS por
lo cual se considera que los compuestos no tendran problemas de toxicidad al ser
administrados en el modelo murino de diabetes.

Por otro lado, los compuestos MMJ-2, 3 y 7 presentan una alerta moderada en el
apartado de carcinogenicidad, esto se puede deber a la monosustitucién en posicién
4 con un halégeno, alerta que desaparece al aumentar el nimero de sustituyentes
en el anillo aromatico por lo cual se tomaran en cuenta estas alertas estructurales
al momento de realizar la priorizacién de los compuestos para ser evaluados con la
finalidad de elegir al compuesto con menores alertas estructurales (menor riesgo de
presentar efectos toxicos/adversos)
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8.3.5 ACD/Toxsuite: prediccion de la DLso

Se calculd la dosis letal media (DLso) (en raton o rata) con la herramienta
ACD/Toxsuite con la finalidad de predecir la existencia de posibles efectos toxicos
agudos que puedan generar los compuestos y de esta manera observar si su
administracion por diferentes vias (haciendo énfasis en la administracion por la via
oral) podria tener efectos negativos de importancia en la salud. Estos resultados se
resumen en la Tabla 24.

Tabla 24. Dosis letales medias de los compuestos MMJ 1-7 y AdipoRon

DLso (mg/kg) por especie y via de administracion.

Compuesto Ratén Rata Categoria
IP Oral v SC IP Oral OECD
MMJ-1 430 1400 40 910 & 430 | 1800 4
MMJ-2 510 960 64 1600 | 270 1000 4
MMJ-3 460 1100 42 800 & 340 | 1500 4
MMJ-4 410 1400 39 600 310 1600 4
MMJ-5 460 1400 48 540 410 1600 4
MMJ-6 400 1100 78 710 390 1800 4
MMJ-7 330 1300 67 | 1100 330 | 1400 4
AdipoRon 130 930 40 270 190 830 4

IP: Intraperitoneal. IV: intravenosa. SC: subcutaneo
Categoria 1 OECD | DLso < 5mg/kg Altamente toxico

Categoria 2 OECD | 5 =DLso = 50 mg/kg Muy Toéxico

Categoria 3 OECD | 50 < DLso= 300 mg/kg Toxico

Categoria 4 OECD | 300 = DLso 22000 mg/kg Toxicidad moderada
Categoria 5 OECD | DLso = 2000 mg/kg No téxico

Como se puede observar, los compuestos MMJ 1-7 presentan dosis letales medias
(DLso) de moderadas (I.P, SC y oral) a bajas (1.V) en todos los compuestos (tanto
en rata como en ratén), haciendo especial énfasis en la via de administracién oral
donde las DLso superan los 900 mg/kg y siendo en la mayoria de los casos
superiores a la DLso del AdipoRon. Por lo cual, se clasifican a estos compuestos en
la categoria 4 de la OECD (compuestos moderadamente toxicos), pero se debe
mencionar que la mayoria de los farmacos comercialmente disponibles se colocan
en esta categoria, descartando la posibilidad de que estos compuestos presenten
efectos toxicos agudos a dosis terapéuticas ya que se necesitarian cerca de 65 g
de cada uno de los compuestos para causar efectos toxicos agudos en una persona
sana de 70 kg.
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8.3.5 Probabilidades de inhibicién del CYP 450

Mediante las herramientas ACD/Toxsuite y AdmetSar

N

se evaluaron las

probabilidades de que los compuestos MMJ 1-7 inhiban las diversas isoformas del

CYP 450. Estos resultados se resumen en las Tabla 25y 26.

Tabla 25. Probabilidades de inhibicion del CYP 450 compuestos MMJ 1-5 y AdipoRon

Isoforma
Programa

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

ACD/Toxsuite

admetSAR

AdipoRon

29%

12%

48%

47%

10%

11%

12%

56%

0%

4%

MMJ-1

23%

18%

42%

30%

5%

15%

4%

67%

0%

8%

MMJ-2

28%

16%

43%

27%

5%

17%

4%

63%

0%

13%

MMJ-3

45%

20%

51%

31%

8%

23%

6%

18%

0%

23%

MMJ-4

48%

44%

54%

35%

14%

41%

8%

17%

0%

16%

MMJ-5

55%

34%

57%

35%

15%

41%

8%

83%

0%

26%
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Tabla 26. Probabilidades de inhibicién del CYP 450 compuestos MMJ 6-7

Isoforma ACD/Toxsuite admetSAR

Programa

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

3A4
2D6

2C9
2C19
1A2

3A4
2D6
2C9
2C19
1A2

MMJ-6

64%

80%

78%

50%

68%

MMJ-7

12%

63%

27%

17%

8%

11%

7%

50%

0%

5%

Clotrimazol (control positivo)

85%

84%

7%

89%

41%

89%

80%

89%

12%

91%

Al comparar los resultados obtenidos de los compuestos MMJ 1-7 se pueden
observar probabilidades de bajas a medias de inhibir a las diversas isoformas del
CYP 450, siendo en la mayoria de los casos la isoforma 2D6 la que tiene mayores
probabilidades de ser inhibida. Sin embargo, se espera que la inhibicién de las
demas isoformas sea minima y por ende estén disponibles para el metabol los
compuestos y reducir posibles efectos adversos o posibles interacciones farmaco-
farmaco. Asi mismo, se debe de hacer énfasis en que las probabilidades de
inhibicion presentadas por estos compuestos son mucho menores que al farmaco
de referencia (Clotrimazol) el cual a pesar de ser un reconocido inhibidor de estas
enzimas metabdlicas es utilizado de manera comun y en ocasiones de manera
cronica para el tratamiento de infecciones causadas por hongos, por lo cual se
espera que la administracion de estos compuestos sea segura en cuestiones de
toxicidad o presente escasas interacciones farmaco-farmaco.
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8.3.6 Probabilidades de bloqueo de los canales hERG

Esta propiedad toxicoldgica fue evaluada mediante la herramienta ACD/Toxsuite y
admetSAR, la cual arroja la probabilidad de bloqueo de los canales hERG los cuales
son canales de potasio expresado en cardiomiocitos y cuyo bloqueo provoca
arritmias (sindrome QT Largo), por lo cual es importante explorar esta propiedad
toxicoldgica de los compuestos MMJ 1-7, ademas de AdipoRon, los cuales seran
comparados con un farmaco de referencia (Clorfenamina). Estos resultados son
resumidos en la Tabla 27.

Tabla 27. Probabilidades de bloqueo de los canales hERG

Compuesto Probabilidad de Blogueo Tipo de Bloqueador
AdipoRon 78% Débil
MMJ-1 81% Débil
MMJ-2 71% Débil
MMJ-3 92% Débil
MMJ-4 97% Débil
MMJ-5 97% Débil
MMJ-6 96% Débil
MMJ-7 51% Débil
Clorfenamina 96% Débll

Los resultados de ambos programas indican que los compuestos tienen altas
probabilidades de ser bloqueadores de estos canales de potasio debido a que las
moléculas poseen aminas basicas, ausencia de grupos ionizables (que generen una
carga negativa en la molécula), la ausencia de donadores de puentes de hidrégeno
y alta lipofilicidad, por lo cual los programas detectan estos fragmentos como una
alerta. Sin embargo, se espera que los compuestos sean bloqueadores débiles de
estos canales, sumado a esto, no existen evidencias experimentales del bloqueo de
canales hERG por AdipoRon y/o los diversos anélogos experimentales reportados,
por lo cual es necesaria la corroboracion de esta propiedad con datos
experimentales (pruebas in vitro).

En adicion a lo anterior, también de debe de tomar en cuenta que este tipo de alertas
de toxicidad las poseen otros farmacos comercialmente disponibles, tales como el
ketoconazol y la clorfenamina, a los cuales se le atribuyen este tipo de efectos
téxicos y que sin embargo es usado en la terapéutica debido a su efectividad y a la
carencia de demas opciones farmacoldgicas. Debido a lo anterior es que se debe
considerar al compuesto con mejores propiedades cuasifarmaco para ser evaluado
con la finalidad de evitar estos efectos toxicos y si estos son presentados, que sean
de la menor intensidad posible.
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8.3.7 Acoplamiento molecular

Para realizar el acoplamiento molecular se usaron los programas Autodock Vina y
el programa MOE con la finalidad de comparar la capacidad predictiva de ambos
programas de acoplamiento. Las estructuras cristalizadas de los receptores AdipoR1
y adipoR2 se pueden consultar en el Protein Data Bank con los codigos: 3WXV y
3WXW respectivamente.

Dentro de las consideraciones para validar el acoplamiento molecular se tomaron
los resultados previamente obtenidos en nuestro grupo de investigacion. Estos
resultados se resumen en la Figura 50.%’

AG=-8.31 + 0.159 kcal/mol
Ki= 661 nM

Figura 50. Resultados del acoplamiento de AdipoRon sobre el receptor AdipoR*

En la Tabla 28 se resumen los resultados del acoplamiento de los compuestos
MMJ 1-7 sobre el receptor AdipoR1 obtenidos mediante Autodock Vina y MOE, en
los cuales se tom6 en cuenta tanto la afinidad de union ( AG (kcal/mol)) y el RMSD
entre las conformaciones de mayor energia de afinidad obtenidas con ambos
programas.

En la Tabla 28 se puede observar que en la mayoria de los casos, los resultados
obtenidos con Autodock Vina presentan desviaciones estandar menores en
comparacion con los obtenidos con MOE, confirmando de esta manera que la
version “Vina” de este programa realiza el acoplamiento molecular de una manera
mas precisa y reproducible.3®
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Compuesto

Adiporon
MMJ-1
MMJ-2
MMJ-3
MMJ-4
MMJ-5
MMJ-6

acultad
Tabla 28. Resultado del acoplamiento molecular de los compuestos MMJ 1-7 con
el receptor AdipoR1
AG MOE AG Autodock Vina Ki [nM] RMSD
-8.34 + 0.069 kcal/mol | -8.31 +0.159 kcal/mol | 770.13 | 0.156 A2
-8.38 + 0.265 kcal/mol | -8.34 +0.084 kcal/mol | 731.97 | 0.037 A2
-8.26 + 0.241 kcal/mol | -8.10 + 0.115 kcal/mol | 1099.15 | 1.506 A2
-8.37 £ 0.216 kcal/mol | -8.43 +0.048 kcal/mol | 628.47 | 0.823 A2
-8.31 + 0.264 kcal/mol | -8.30 + 0.105 kcal/mol | 783.29 | 1.094 A2
-8.64 + 0.069 kcal/mol | -8.60 + 0.066 kcal/mol | 471.22 | 0.523 A2
-8.4 + 0.393 kcal/mol -8.3 =+ 0.249 kcal/mol 770.13 | 0.120 A2
-7.8 £ 0.426 kcal/mol -7.5 £ 0.251 kcal/mol | 3037.10 | 0.135 A2

MMJ-7

De los compuestos MMJ 1-7 el que mayor presenta afinidad hacia el receptor
AdipoR1 es el compuesto MMJ-5, el cual posee una energia de unién incluso
superior a la observada en AdipoRon (-8.64 kcal/mol vs -8.34 kcal/mol) y una
constante de afinidad en el bajo orden nanomolar (471nM vs 770.13), por lo cual se
espera que este sea el compuesto que mayores probabilidades tenga de activar
este receptor. En la Figura 51 se esquematiza el modo de unién del compuesto
MMJ-5 (azul) y AdipoRon (rojo) en el receptor AdipoR1. Se destaca la internalizacion
de ambos compuestos en una de las cavidades extramembranales del receptor en

donde ambos compuestos presentan una disposicion espacial muy similar.

AG AdipoRon (rojo)= -8.34 + 0.069 kcal/mol

AG MMJ-5 (azul)=-8.64 + 0.069 kcal/mol

Figura 51. Resultados del acoplamiento de AdipoRon y MMJ-5 sobre el receptor
AdipoR:

——
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En los diagramas en 2D (Figura 52) de interacciones se puede observar que tanto
AdipoRon y el compuesto MMJ-5 mantienen interacciones muy similares, de las
cuales destacan todas las interacciones lipofilicas y del tipo n—n con residuos de
aminoacidos aromaticos, de los cuales destacan Phe220, Trp223, Phe304, Trp302
y Phe 291. Adicional a estas interacciones lipofilicas se aprecian interacciones
polares con los residuos Thr282, Thr286 y Thr295. En el caso de AdipoRon se
observa un puente de hidrégeno entre el carbonilo de la benzofenona y el residuo
Phe304, interaccion que se pierde en el compuesto MMJ-5 debido a la disposicion
espacial que adquieren ambos anillos aromaticos gracias al aumento de los grados
de libertad al haber realizado un intercambio de grupo funcional de la cetona por la
amida. Sin embargo, la pérdida de esta interaccion no tiene impactos significativos
en la afinidad de los compuestos hacia este receptor.

®

Phe
304

e W el w
.'. X

AdipoRon MMJ-5
-8.34 + 0.069 kcal/mol -8.64 + 0.069 kcal/mol

Figura 52. Diagramas en 2D de interacciones entre AdipoRon y MMJ-5 sobre el
receptor AdipoR:
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De igual manera se realiz6 el acoplamiento molecular de los compuestos sobre el
receptor adipoR2 con ambos programas (Autodock Vina y MOE), los cuales se
resumen en la Tabla 29.

Tabla 29. Resultados del acoplamiento molecular de los compuestos MMJ 1-7 con el
receptor AdipoR:

Compuesto AG MOE AG Autodock Vina [Ki] RMSD
Adiporon -9.21 + 0.314 kcal/mol -9.24 + 0.279 kcal/mol 159.36 @ 1.57 A2
MMJ-1 -9.05 £ 0.084 kcal/mol -9.16 £ 0.069 kcal/mol 182.49 | 1.59 A2
MMJ-2 -9.26 £ 0.051 kcal/mol -9.26 £ 0.051 kcal/mol 154.06 @ 1.23 A2
MMJ-3 -9.26 + 0.084 kcal/mol -9.33 £ 0.067 kcal/mol 136.83 | 0.29 A2
MMJ-4 -8.42 + 0.358 kcal/mol -8.39 £ 0.317 kcal/mol 67253 | 2.33A?
MMJ-5 -9.6 + 0.087 kcal/mol -9.6 + 0.046 kcal/mol 86.61 0.21 A2
MMJ-6 -9.04 £ 1.09 kcal/mol -9.05 + 0.954 kcal/mol 223.63 | 0.350 A2
MMJ-7 -9.2 + 0985 kcal/mol -8.9 + 0.458 kcal/mol 170.54 | 0.149 A?

rmacia

i servicio de la salud

A comparacion del receptor AdipoR1, los compuestos MMJ 1-5 presentan una
afinidad superior hacia AdipoR2, sin embargo, y parecido a lo ocurrido en el receptor
AdipoR1, el compuesto MMJ-5 fue el que mayor energia de unién presentd y siendo
mayor que la observada por AdipoRon (-9.21 kcal/mol vs -9.6 kcal/mol).

En todos los casos los compuestos presentaron constantes de afinidad (Ki) en el
bajo orden nanomolar por lo cual se espera una alta afinidad hacia este receptor.
De igual manera se observé el mismo comportamiento de ambas herramientas de
acoplamiento molecular donde Autodock Vina generd resultados con un menor
margen de error. Para este receptor los valores de RMSD son mayores, lo cual
indica que ambos programas son incapaces de repetir de manera precisa el arreglo
espacial de las moléculas, por lo cual en los diagramas en 3D se consideraran los
arreglos espaciales obtenidos con Autodock Vina debido a la mayor precision de
estos resultados.

En la Figura 53 se presenta el diagrama en 3D de las interacciones del compuesto
MMJ-5 (azul) y adipoRon (rojo) con el receptor AdipoRz2. En ambos casos las
moléculas se internaron en la cavidad extracelular del receptor y adoptando una
disposicion espacial muy similar, quedando orientados de la misma manera los tres
anillos aromaticos.
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AdipoRon (rojo): -9.24 + 0.279 kcal/mol
MMJ-5 (azul): -9.6 £ 0.046 kcal/mol

Figura 53.Resultados del acoplamiento de AdipoRon y MMJ-5 sobre el receptor AdipoRa.

En el diagrama 2D (Figura 54) se puede observar que tanto adipoRon como
MMJ-5 conservan ciertas interacciones con AdipoRz, de las cuales destacan las
interacciones lipofilicas entre ambos compuestos con los residuos Phe 231, Tyr296,
Phe302, Tyr321, His362. Adicional a estos contactos lipofilicos se observa una
interaccion del tipo n-H (pi-protén) con Trp234 conservada en ambos compuestos,
adicional de puentes de H entre el anillo de piperidina y el residuo Gly286. En el
caso de AdipoRon se puede observar un puente de hidrégeno con el residuo de
Gly312 no conservado por MMJ-5 debido a los grados de libertad ganados por el
enlace amida que su vez permite establecer un puente de hidrégeno con el residuo
Thr293 y de esta manera ganando cierta afinidad hacia este receptor.

Gly
A289 Leu
3314 ||e

....... A290
. ®
A290
Aa Ala
Leu 8318 5318
3314

Figura 54.Diagramas en 2D de interacciones entre AdipoRon y MMJ-5 sobre el receptor AdipoR>
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8.4 Andlisis de Consenso Farmacoldgico para la Seleccion de un Lider
Computacional Seguro

Este andlisis consiste en analizar todas las propiedades predictivas;
farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicologicas para encontrar el (los)
compuesto (s) con mejores puntuaciones en esta coleccion de propiedades, debido
a que de esta manera sera mas probable que sea un mejor agonista de los
receptores AdipoR1 y AdipoR2 que un compuesto que posea solo una puntuacion
alta en una categoria. Este analisis se resume en la Tabla 30 en la cual se usa con
semaforo de colores para indicar las alertas estructurales de los compuestos, siendo
el color verde para los resultados ideales, para resultados aceptables y rojo
para valores que representan una alerta de seguridad.

Tabla 30. Andlisis de Consenso Farmacoldégico para la Seleccion de un Lider
Computacional Seguro

Propiedad MMJ-1 MMJ-2 | MMJ3 | MMJ4 | MMI5S | MmO | MMU7

Propiedades Fisicas

PM 428.53 443.55 461.54 477.9 512.43 512.43 381.48 551.54
Log P 4.7 3.88 4.04 4.55 4.32 3.93 2.14 4.71
so.Aguamgml  2.3x10%  4.9x10°  3.5x10° [N IS IEENTE cox102 [

Propiedades Farmacodinamicas

PASS 21% N/A 18% 18% 18% 22% N/A 26%
Docking
AdipoR, -8.3 -8.3 -8.1 -8.4 -8.3 -8.6 -7.5 -8.3
Docking
AdipoR, 9.2 -9.1 -9.2 -9.3 -8.3 9.6 -8.9 -9.0

Propiedades Farmacocinéticas

oy
us. Pgp

hERG
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Con base en estos resultados se jerarquizé los candidatos a evaluar in vitro. Debido
a que el compuesto MMJ-2 no viola ninguno de los postulados de Lipinski, presento
una solubilidad acuosa calculada moderada, ademas de presentar una afinidad
aceptable hacia ambos receptores de adiponectina, una moderada probabilidad de
ser agente antidiabético (calculada mediante Pass online) y no presentar alertas
estructurales en cuanto a toxicidad y farmacocinética, es seleccionado para priorizar
su evaluacion. De manera similar los compuestos MMJ-1, MMJ-3 y MMJ-7 son
seleccionados debido a que poseen las mejores propiedades al presentar pocas
alertas estructurales de importancia.

Si bien el compuesto MMJ-5 es el que mayor energia de afinidad present6 en el
docking, este se descarto debido a la dificultad de sintesis (es el compuesto con el
segundo tiempo de reaccion mas largo ademas de presentar el rendimiento global
mas bajo de la serie). Sumado a lo anterior el compuesto MMJ-5 presentd una
solubilidad acuosa calculada baja, siendo este criterio con bastante relevancia
debido a que es necesario que los compuestos presenten buena solubilidad acuosa
para poder ser administrados por la via enteral al momento de ser evaluado
biol6gicamente.

Cabe mencionar que este andlisis de consenso permitié seleccionar los candidatos
con mejores propiedades fisicoquimicas, farmacodinamicas y de ADMET con la
finalidad de priorizar su evaluacion, ahorrando tiempo y recursos en el proceso de
investigacion y desarrollo de moléculas bioactivas.

8.5 Evaluacioén in vitro sobre células de miotubo C2C12

Todas las evaluaciones in vitro sobre la linea celular C2C12 fueron realizadas en
colaboracién con el Dr. Julio Cesar Almanza Pérez del Departamento de ciencias
de la salud, UAM Iztapalapa.

8.5.1 Prueba de viabilidad celular.

Estas pruebas de viabilidad celular se basan en el uso de MTT, el cual es un
compuesto que al ser reducido por las células metabdlicamente activas genera
como producto al formazan, el cual es colorido. Esta técnica es ampliamente
utilizada para medir las células metabolicamente activas (basado en la actividad
mitocondrial de las enzimas deshidrogenasas, tales como la succinato
deshidrogenasa).=®

Este tipo de ensayos es importante que se lleven a cabo debido a que de esta
manera se puede tener indicio de la citotoxicidad de los compuestos, ademas de
encontrar una concentracién adecuada para llevar a cabo el resto de los ensayos
bioldégicos (pruebas in vitro) para determinar la potencia de cada una de las
moléculas a evaluar.
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En la Gréfica 2 y Tabla 31 se presentan los resultados del ensayo de viabilidad
celular en miotubos C2C12 de los compuestos MMJ 1-3 y MMJ-7, ademas de
AdipoRon, en donde todos los compuestos fueron incubados a 0.1, 1, 10 y 100 uM.

150 -
Células C2C12
©
® 1001 E MM AE™* MMm* e *
= : ] HHH _
= ] ] AHHHB 7
o) :.: o - H —H
> - b AHHE
50 ] bo 1 HE
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:l: :I: - E 1 -
0- ey 1 T T |'{ |/"'4_
o 2 o S o <2 o 2 o - S
Concentracion uM
AdipoRon MMJ-1 MMJ-2 MMJ-3 MMJ-7

Datos presentados como media + error estandar de la media *P< 0.01

Grafica 2. Porcentaje de viabilidad celular de los compuestos MMJ 1-3,
MMJ-7 y AdipoRon

Tabla 31. Porcentaje de viabilidad celular de los compuestos MMJ 1-3, MMJ-7 y

AdipoRon.
Concentraciéon AdipoRon MMJ-1 MMJ-2 MMJ-3 MMJ-7
(M)
0.1 103.45 102.65 100.68 101.93 101.81
1 102.07 101.59 101.61 101.61 101.06
10 98.22 99.47 99.81 98.75 100.56
100 93.04 87.23 87.43 87.39 86.46

De acuerdo con estos resultados ninguno de los compuestos evaluados provoco
una disminucion de manera significativa de la viabilidad celular en el rango de
concentraciones que van desde 0.1 a 10 uM, por lo cual se descarta la citotoxicidad
intrinseca de los compuestos a estas concentraciones, sin embargo, en todos los
casos se observo una disminucion significativa de la viabilidad celular al ser
incubados con una concentracion de 100 uM y es debido a estos resultados que se
selecciond la concentracion de 10 uM para realizar los demés ensayos in vitro.
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8.5.2 Evaluacién de la fosforilaciéon de la enzima AMPK

Debido a que la fosforilacion de la enzima AMPK es parte de la via de sefializacion
a raiz de la activacion del receptor AdipoR1 se evalud la cantidad de AMPK
fosforilada (pAMPK) en células C2C12. La medicion de la cantidad de enzima
activada se realizé mediante Western-blot (Figura 53 y Grafica3), en donde se
puede apreciar que ninguno de los compuestos logr6 aumentar de manera
significativa la cantidad de enzima fosforilada.

Figura 55. Western-blot de la medicién de AMPK total y pAMPK.

CTRL AdipoRon MMJ-1 MMJ-2 MMJ-3 MMJ-7

AMPK 01 63 kDa =——p SN S S “ s

E e 4_

PAMPK 0. 1 63 kD2 = ‘ T s , _——

B-actinA3kDa == s sw— — — — —

2.0 2.0 *

1.54

1.0 1.0

0.5

Relative intensity
PAMPKe 1/2 /B-actin

0.0 =—= T T
Control AdipoRon MMJ-1 MMJ-2

T T
Control AdipoRon MMJ-1 MMJ-2

Datos presentados como media + error estandar de la media *P< 0.01

Gréfica 3. Intensidades relativas de AMPK y pAMPK

De acuerdo con estos resultados se puede observar que solo AdipoRon logré
aumentar la cantidad de la enzima pAMPK la cual esta ampliamente relacionada
con el mecanismo de accion de esta molécula (activacion indirecta de la AMPK a
raiz del agonismo del receptor AdipoR1). Sin embargo, ninguno de los demas
compuestos evaluados a esta concentracion (10 uM) logré aumentar la cantidad de
pPAMPK de manera significativa, pudiendo indicar que a esta concentracion los
compuestos MMJ 1-3 y MMJ-7 no son capaces de activar al receptor AdipoR1y
desencadenar toda la via de sefalizacion que tiene como producto final la
regulacion del metabolismo de carbohidratos y lipidos.
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8.5.3 Ensayo in vitro sobre la expresion de PPAR-yy GLUT-4

El principal efecto del agonismo del AdipoR: es la expresion y activacion de PPARYy,
receptor nuclear que a raiz de su activacion se promueve la expresion de GLUT 4
(entre otras proteinas de interés biolégico). Es debido a esto que los compuestos
MMJ 1-3 y MMJ-7 fueron evaluados sobre miotubos C2C12 para observar si estos
son capaces de promover la expresion de PPARy asi como de sus productos de
activacion (GLUT 4 principalmente). Los resultados de esta evaluacion se presentan

en la Gréfica 4.
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Grafica 4. Efecto de AdipoRon, MMJ 1-3 y MMJ-7 sobre la expresion
de PPARy (A) y GLUT4 (B) en células C2C12.

Con base en estos resultados se puede observar que AdipoRon logra aumentar
hasta en tres veces mas la expresion de PPARy a comparacion del control y
confirmando lo reportado en la literatura.®
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Por otra parte, los compuestos MMJ-1 y MMJ-2 incrementaron de manera
significativa (8 veces mas comparadas con el control) la expresién de PPARY siendo
incluso mejores que la molécula de referencia (AdipoRon), mientras que el
compuesto MMJ-3 promueve la expresion de este receptor hasta 4 veces mas que
el control, siendo similar su efecto que AdipoRon.

Adicional a estos resultados se puede observar que todos los compuestos
(AdipoRon, MMJ 1-3 y MMJ-7) aumentan de manera significativa la expresion del
transportador GLUT4, siendo los compuestos MMJ-1 y MMJ-2 los que mayores
indices de expresion presentaron (cuatro y tres veces mas respectivamente en
comparaciéon con el control). Estos resultados son significativos debido a que la
expresion y activacion de PPARY es el resultado del agonismo del receptor AdipoR2,
por lo cual se puede esperar que estos compuestos ejerzan actividad
insulinosensibilizadora.

8.5.4 Evaluacién de la expresion de Adiponectina

Continuando con la exploracion de la actividad biolégica de los compuestos se
ensay0 la capacidad de estos para incrementar la expresion relativa de
Adiponectina, hormona enddgena altamente insulinosensibilizadora y que al
incrementar su expresion podria ejercer un efecto aditivo a la actividad bioldgica de
los compuestos MMJ 1-3 y MMJ-7 en la regulacion del metabolismo y en el
tratamiento experimental de la DM 2. En la Grafica 5 se presentan los resultados
de este ensayo in vitro.
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Gréfica 5. Efecto de AdipoRon y los compuestos MMJ 1-3 y MMJ-7 sobre la
expresion de adiponectina en células C2C12
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Con base en estos resultados se puede observar que todos los compuestos lograron
aumentar la cantidad de adiponectina que es expresada en las células, siendo
nuevamente los compuestos MMJ-1 y MMJ-2 los mas sobresalientes en este
ensayo. Estos resultados son bastante significativos debido a que en la actualidad
no existen reportes en la literatura que demuestren que AdipoRon o sus analogos
logren aumentar la expresion de adiponectina mediante ensayos in vitro. Esta nueva
actividad bioldgica es de importancia debido a que podria significar la presencia de
un efecto sinérgico entre la actividad biolégica de AdipoRon y los compuestos
MMJ-1, MMJ-2, MMJ-3 y MMJ-7 con la adiponectina, teniendo asi numerosos
efectos positivos en el tratamiento de la DM 2 asi como de sus complicaciones,
disminuyendo de manera importante la resistencia a la insulina y a la vez mejorando
el metabolismo de lipidos y carbohidratos.

8.6 Acoplamiento molecular refinado

Debido a los resultados obtenidos de los ensayos in vitro se realiz6 el acoplamiento
molecular refinado de los compuestos MMJ-1 y MMJ-2 debido a que fueron las
moléculas con mejores resultados. La finalidad de este analisis es proponer un
posible modo de union entre los compuestos sintetizados y el receptor de
adiponectina AdipoR2, debido a que los ensayos in vitro dan indicios de la posible
expresion y activacion de PPARy como resultado del agonismo del receptor
AdipoR2.5

De igual manera ambos analisis de acoplamiento molecular se realizaron con los
programas de acoplamiento Autodock Vina y MOE con la finalidad de comparar
ambos resultados. Las estructura cristalizada de adipoR:2 se puede consultar en el
Protein Data Bank con el codigo 3WXW. Los resultados del acoplamiento molecular
refinado se resumen en la Tabla 32.

Tabla 32. Resultados del acoplamiento molecular refinado sobre AdipoR2

Compuesto AG MOE AG Autodock Vina [Ki] RMSD

Adiporon -9.23 £ 0.214 kcal/mol -9.27 £ 0.179 kcal/mol | 151.47 @ 1.57 A2
MMJ-1 -9.15 + 0.054 kcal/mol -9.18 + 0.046 kcal/mol | 176.41 | 1.59 A?
MMJ-2 -9.20 + 0.051 kcal/mol -9.24 +0.081 kcal/mol | 159.36 | 1.23 A?

Los resultados de este acoplamiento molecular indican una alta afinidad de los
compuestos hacia el receptor AdipoR2, observandose que el compuesto MMJ-2
presentd una energia de afinidad muy similar a la de AdipoRon, encontrando una
correlacion entre los resultados de los ensayos in vitro y del acoplamiento molecular.

En la Figura 56 se muestra el diagrama de interacciones en 3D del compuesto
MMJ-1 y AdipoRon sobre el receptor AdipoRz.
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AdipoRon (rojo)= -9.27 + 0.179 kcal/mol
MMJ-1 (azul)=-9.18 + 0.046 kcal/mol

Figura 56. Diagrama de interacciones 3D de AdipoRon y MMJ-1 sobre el receptor AdipoR:

El compuesto MMJ-1 adopté una conformacion espacial muy similar a AdipoRon
dentro de la cavidad del receptor AdipoR, ademas de presentar las mismas
interacciones ligando-receptor que AdipoRon. En la Figura 57 se presentan los
diagramas de interacciones en 2D de ambos compuestos.

His
B62

LA

Ala H G R
B318 Ala H
Leu A306
B34 @

AdipoRon: -9.27 + 0.179 kcal/mol MMJ-1 (azul): -9.18 + 0.046 kcal/mol

Figura 57. Diagramas en 2D de interacciones entre AdipoRon y MMJ-1 sobre el receptor AdipoR>
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En el diagrama 2D (Figura 58) se puede observar que tanto adipoRon como
MMJ-1 conservan interacciones con AdipoRz, de las cuales destacan los contacos
lipofilicos entre ambos compuestos con los residuos Phe 231, Tyr296, Phe302,
Tyr321, His362. Adicional a estos, se observa una interaccion del tipo =n-H
(pi-protén) con Trp234 conservada en ambos compuestos, adicional de puentes de
H entre el anillo de piperidina y el residuo Gly286. Estas interacciones se consideran
importantes al presentarse en ambos compuestos y es debido a este
comportamiento que se puede explicar el comportamiento de esta molécula en los
ensayos in vitro.

En la Figura 58 se presenta el diagrama de interacciones 3D del compuesto
MMJ-2 y AdipoRon sobre el AdipoR2, en donde se puede observar que ambas
moléculas adoptan una conformacion espacial muy similar dentro de la cavidad del
receptor, conservando las mismas interacciones de importancia.

AdipoRon (rojo)=-9.27 + 0.179 kcal/mol

MMJ-2 (azul)=-9.24 + 0.081 kcal/mol
Figura 58. Diagrama de interacciones 3D de AdipoRon y MMJ-2 sobre el receptor AdopoR2

De igual manera que el caso anterior, el compuesto MMJ-2 conserva las mismas
interacciones que AdipoRon sobre el receptor AdipoR2 (Phe 231, Tyr296, Phe302,
Tyr321, His362, adicional a la formacion de puentes de H entre el anillo de piperidina
y el residuo Gly286) que se presentan en la Figura 59.
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AdipoRon: -9.27 + 0.179 kcal/mol MMJ-2 (azul): -9.24 + 0.081 kcal/mol

Figura 59. Diagramas en 2D de interacciones entre AdipoRon y MMJ-2 sobre el recpetorR;

Con base en lo anterior se encontré6 una relacién entre los analisis in silico
(PASSonline y acoplamiento molecular) con los resultados in vitro, debido a que los
cuatro compuestos seleccionados mediante el Analisis de Consenso Farmacoldgico
dos de ellos presentaron actividades bioldgicas de importancia e incluso superiores
a las presentadas por AdipoRon. Es debido a esta correlaciéon in silico-in vitro
que los compuestos MMJ-1 y MMJ-2 se consideran compuestos Hits
computaciones/experimentales, priorizando de esta manera su evaluacién en
ensayos in vivo.

8.7 Evaluacion in vivo en un modelo murino de diabetes no insulino
dependiente

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacién in vitro de los compuestos
se decidié priorizar la evaluacion in vivo de los compuestos con los mejores
resultados (MMJ-1 y MMJ-2). Esta evaluacion bioldgica se llevé a cabo utilizando
un modelo murino de diabetes no insulino dependiente y los resultados de la
evaluacion de estos compuestos se presentan en la Grafica 6 y Grafica 7.

Cabe mencionar que en estos estudios se utilizo a la Glibenclamida (2 mg/kg) y
AdipoRon (100 mg/kg) como controles positivos, mientras que los compuestos
MMJ-1y MMJ-2 se evaluaron a una dosis de 100 mg/kg.
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8.7.1 Evaluacion del efecto antidiabético del compuesto MMJ-1 en un modelo
murino de diabetes no insulino-dependiente

De todos los compuestos evaluados in vitro el que presentd mejores resultados fue
la molecula MMJ-1 y es debido a esto que se priorizo su evaluacion in vivo.

En la Grafica 6 se presentan estos resultados, en donde se puede observar un
aumento en la glucemia a la primera hora posterior de la administracion (tanto del
vehiculo, AdipoRon y del compuesto MMJ-1) sin embargo, a partir de la tercera hora
se observa una disminucion en estos valores, destacando el compuesto MMJ-1 el
cual presento una diferencia estadisticamente significativa a partir de la tercera hora
y que continud con esta tendencia hasta el final del experimento. Cabe mencionar
que a partir de la quinta hora del experimento el compuesto MMJ-1 presenté un
comportamiento similar al de Glibenclamida y conservando esta tendencia hasta el
final del experimento, reduciendo los valores de glicemia hasta de un 40% en
comparacion con el grupo control

Ensayo agudo

=¥ Glibenclamida (5 mg/kg)
—— MMJ-1 (100 mg/kg)

AdipoRon (100 mg/kg)

Variacién de glucemia (%)
-
<
[¢]
>
=
c
o
_|
=
(0]

[¢]
=}
(o]
o
=
o
X

-90 9

Tiempo (h)

Datos presentados como media + error estandar de la media *P< 0.05

Gréfica 6. Efecto de la dosis Unica (100 mg/kg) del compuesto MMJ-1 en un modelo
murino de diabetes no insulino-dependiente

La disminucion de la glucemia a partir de la quinta hora posterior a la administracion
tanto de AdipoRon como del compuesto MMJ-1 se puede deber a que ambos
compuestos presentaron actividad in vitro sobre PPARY, cuyo mecanismo de accion
se lleva a cabo a nivel de transcripcién de genes y se requiere de tiempo para poder
observar un efecto farmacoldgico. Sin embargo, se puede apreciar que el caso del
compuesto MMJ-1 este logré disminuir los valores de glucemia por debajo de las
concentraciones normales, lo cual puede sugerir un efecto sinérgico entre la
activacion de PPARYy y la expresion de adiponectina de acuerdo con lo observado
en los resultados de la parte in vitro.
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8.7.2 Evaluacion del efecto antidiabético del compuesto MMJ-2 en un modelo
murino de diabetes no insulino-dependiente.

El segundo compuesto en ser priorizado de acuerdo con los resultados de la
evaluacion in vitro fue MMJ-2.

En la Grafica 7 se presentan los resultados de la evaluacién in vivo de este
compuesto, en la cual se puede observar que no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas al compararlas con el grupo control, si no hasta la
séptima hora en la cual el compuesto MMJ-2 tuvo un comportamiento similar a
AdipoRon.

Ensayo agudo

AOTT
o

*

=% Glibenclamida (5 mg/kg)
== MMJ-2 (100 mg/kg)

AdipoRon (100 mg/kg)

Variacion de glucemia (%)

¥
L
7

-90

Tiempo (h)

Datos presentados como media + error estandar de la media *P< 0.05

Gréfica 7. Efecto de la dosis Unica (100 mg/kg) del compuesto MMJ-2 en un
modelo murino de diabetes no insulino-dependiente

Si bien el compuesto presentd buenos resultados in vitro, no existe una correlacion
con lo observado en los ensayos in vivo, esto se puede deber a problemas de
absorcion del compuesto a nivel intestinal debido a su lipofilicidad y a su baja
solubilidad acuosa, pudiendo tener una absorcion retardada y una excrecion directa
desde el tracto gastro intestinal, de esta manera limitando la cantidad de compuesto
absorbido y por ende su limitando su actividad biologica. Una posible solucion al
problema de solubilidad seria obtener el clorhidrato del compuesto correspondiente,
de esta manera mejorando de manera significativa su solubilidad acuosa y por ende
su absorcion, por lo cual para futuros ensayos se considerara la evaluacion de los
clorhidratos correspondientes de los compuestos.
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9. CONCLUSIONES

» Se sintetizaron y caracterizaron los compuestos MMJ 1-7 ademas de
AdipoRon.

» Se llevd a cabo la optimizaciéon en la sintesis de AdipoRon, logrando
disminuir los costos y el tiempo de reaccion de manera significativa,
generado una ruta de sintesis costo-efectiva.

» Los analisis de acoplamiento molecular indican que todos los compuestos
poseen afinidad hacia ambos receptores de adiponectina, mostrando
mejores energias de afinidad hacia el receptor AdipoR2 cuyo agonismo
provoca la expresion y activacion de PPAR yy PPAR a

» De acuerdo con el Analisis de Consenso Farmacolégico para la Seleccion
de un Lider Computacional Seguro los compuestos MMJ 1-3 y MMJ-7
presentaron el mejor perfil, catalogando a estos compuestos como Leads
computacionales.

» Los compuestos MMJ-1 y MMJ-2 presentaron los mejores resultados en
los ensayos in vitro al aumentar la expresion de PPARYy (8 veces mas en
comparacion con el grupo control) a una concentracion de 10 uM,
considerando ambos compuestos como Hits experimentales.

» Laevaluacion in vivo del compuesto MMJ-1 demostrd que este posee una
importante actividad antidiabética, catalogandose como el mejor
compuesto de la serie.

92

——
| —



\_chultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL d€ Farmacia
ESTADO DE MORELOS Conocimiento al

servicio de la salud

10. Perspectivas

» Obtener el clorhidrato del compuesto MMJ-2 y realizar su evaluacion in vivo
en un modelo murino de diabetes no insulino-dependiente.

» Determinar la CEso de los compuestos MMJ-1 'y MMJ-2 para el agonismo del
receptor AdipoRz2.

» Determinar las propiedades ADMET de los compuestos MMJ-1 y MMJ-2.
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11. PARTE EXPERIMENTAL
11.1 Instrumentacion

La sintesis de los compuestos finales MMJ 1-7 y los precursores MMJ 15-21 se
llevé a cabo con reactivos de Sigma Aldrich®

Producto Costo neto (MNX)
4-amino-N-bencilpiperidina 25 g $2656
Cloruro de cloroacetilo 100 g $720
4-hidroxibenzofenona 100 g $4156
Cloruro de Benzoilo 100 mL $1003
Cloruro de 4-fluorbenzoilo 5 g $467
Cloruro de 4-clorobenzoilo 5 g $820
Cloruro de 2,4-diclorobenzoilo 5 g $666
Cloruro de 3,4-diclorobenzoilo 25 g $1105
Cloruro de 4-(trifluorometil)benzoilo 19g%$718

Se utilizaron matraces bola de 25 mL provistos con agitacion magnética, parrillas de
calentamiento de la marca Science MED MS-H-S y en el caso de la optimizacion de
la sintesis de AdipoRon se uso el equipo de Anton Paar Monowave 50.

La evaporacion de los disolventes se realizd a presion reducida empleando un
rotaevaporador de la marca BUCHI R-Il acoplado a bomba de vacio marca
vacuubrand, modelo vacuum pump.

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

Los espectros de RMN fueron determinados en un equipo marca Varian modelo
Mercury, utilizando DMSO deuterado como disolvente y los desplazamientos
guimicos estan reportados en partes por millon (ppm).

El avance de las reacciones quimicas se monitoreo por cromatografia en capa fina
(ccf) en placas de 2.5 cm x 4 cm recubiertas con silice gel 60 (Merk-F254) y su
visualizacion se llevo a cabo con lampara de luz ultravioleta a longitudes de onda
de 254/366 nm. En todos los casos las placas fueron eludidas con una fase movil
compuesta por diclorometano/metanol 95:5.

94

——
| —



-
%‘ulmd

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL d€ Farmacia
ESTADO DE MORELOS Conocimiento al servicio de la sahd

11.2 Sintesis de los compuestos finales MMJ 1-7

11.2.1 Sintesis de 2-(4-benzoilfenoxi)-N-[1-(fenilmetil)-4-piperidinilJacetamida
(AdipoRon)

. HCl

(o}

O[T

L OO

En un matraz bola de 25 mL acoplado con agitacion magnética y bafio de aceite se
disolvio 4-hidroxibenzofenona (0.550 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando acetonitrilo seco
como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes (1.2 g) de carbonato
de potasio (K2COgz) y agitando la mezcla de reaccidon durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agreg6 el precursor MMJ-23 (1.26 g,
4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura a reflujo (83°C) durante 28 h.

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un sdlido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristaliz6 usando metanol, obteniendo un sélido amorfo de color
blanco con un punto de fusion de 111.1-112.5°C el cual corresponde con el
reportado en la literatura.?® Rendimiento de reaccion: 76 %. CCF RF (CH2Cl2/MeOH
95:5): 0.5

1H NMR (200 MHz, CDCl3) &: 7.844 (d, 2H, Jo=8.4 Hz, H-10, H-12), 7.74 (d, 2H,
Jo= 7.82Hz, H-9, H-13) 7.482 (m, 2H, H-3, H-5), 7.30 (m, 5H, H 2-6'), 6.97 (d, 2H,
Jo = 8.5 Hz, H-2, H-6), 6.43 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H-4), 4.53 (s, 2H, H-14), 3.91 (m,
1H, H-16), 3.49 (s, 2H, H-20), 2.809 (d,2H, J = 12 Hz, H-17, H-18), 2.138 (t,2H J =
11.4 Hz, H-17, H-18), 1.926 (d, 2H, J = 11.4 Hz, J= 3.9 Hz ,H-16, H-19), 1.526
(qd, 2H, J= 3.4 Hz J= 11.4 Hz, H-16, H-19).

13C NMR (50 MHz, CDCl3) & 195.39 (C-7), 166.76 (C-15), 161.4 (C-11) , 138.34 (C-
1), 129.9 (C-6), 132.80 (C-9, C-13), 132.30 (C-4), 131.75(C-8), 129.90 (C-2), 128.4
(C-5), 127.22 (C-6"), 114.43 (C-12), 67.50 (C-14), 63.1 (C-63), 52.21 (C-17, C-20),
46.44 (C-18, C-19), 32.19 (C-16)

MS/IE: m/z (%int.rel): 77 (M-323) 100%, 105 (M-351) 55%
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11.2.2 Optimizacién de la ruta de sintesis de AdpoRon.

Metodologia convencional: En un matraz bola de 25 mL acoplado con agitacion
magnética y bafio de aceite se disolvid 4-hidroxibenzofenona (0.550 g, 2.8 mmol, 1
eq) usando acetonitrilo seco como disolvente, agregando posteriormente 3.2
equivalentes (1.2 g) de carbonato de potasio (K2COs) y agitando la mezcla de
reaccion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agreg6 el
precursor MMJ-23a (base libre) (1.12 g, 4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura
a reflujo (83°C) durante 3.3 h.

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un sodlido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristalizé usando metanol, obteniendo un solido amorfo de color
blanco con un punto de fusion de 110.3-110.8 °C. Rendimiento de reaccién: 75 %.
CCF RF (CH2Cl2/MeOH 95:5): 0.5

Metodologia Monowave 50: En un tubo de reaccion se disolvi6 la 4-hidroxifenona
(0.155¢, 0.782 mmol, 1 eq) utilizando acetonitrilo como disolvente y posteriormente
se agrego 2.1 eq de DBU (0.309 g, 0.304 mL, 2 mmol) y esta solucién se dej6 en
agitacion bajo atmosfera de nitrogeno durante 30 min. Pasado este tiempo se
agrego el precursor MMJ-23a, se sell6 el tubo de reaccién y se introdujo en el
equipo. La reaccion se llevo a cabo a 170°C, 10 bares de presiéon en ciclos de 5
minutos. Después de cada ciclo de reaccion se llevo a cabo el monitoreo de la
reaccion usando ccf (CH2Cl2/MeOH 95:5). Una vez observada la completa
conversion de los reactivos la reaccion fue transferida a un matraz bola de 10 mL,
se rotaevaporo el disolvente y se agregd 1 mL de agua fria, obteniendo un soélido
color beige el cual fue recristalizado en MeOH obteniendo un solido amorfo color
blanco con un punto de fusion de 112.1-113.6 °C. Rendimiento de reaccion: 78%.
CCF RF (CH2Cl2/MeOH 95:5): 0.5.
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11.2.3 Método general de sintesis de los compuestos MMJ 1-6

« HC1

o OH H
N
R: /©/ /\II/
N + 0 N
1: 4-H
R

2: 4-F CNCH; j K,CHO,

3: 4-Cl

(o] N
4: 2, 4-dicloro /O /\©
| L
5: 3,4-dicloro H
6:4-Trifluorometilo /©)LH
R

En un matraz bola de 25 mL acoplado con agitacibn magnética y bafio de aceite se
disolvieron los precursores correspondientes (MMJ 15-20) usando acetonitrilo seco
como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes de carbonato de
potasio (K2CO3) y agitando la mezcla de reaccion durante 30 minutos a temperatura

ambiente. Posteriormente se agregé el precursor MMJ-23 (1.5 eq), elevando la
temperatura a reflujo (83°C).

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un sélido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion.

Una vez obtenido y purificado los compuestos estos se analizaron mediante RMN
de 'Hy 13C y por espectrometria de masas por impacto electrénico
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11.2.3.1 Sintesis de N-(4-(2-((1-bencilpiperidin-4-il)Jamino)-2-oxoetoxi)fenil)
benzamida (MMJ-1)

AN aeVe

CH;CN | K,CO;

HCl

Se disolvio el compuesto precursor MMJ-15 (0.590 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando
acetonitrilo seco como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes
(1.2 g) de carbonato de potasio (K2CO3s) y posteriormente se agrego el precursor
MMJ-23 (1.26 g, 4.2 mmol, 1.5 eq).

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un sélido blanco el cual fue recuperado mediante filtracién. Se
obtuvieron cristales de color blanco con un punto de fusion de 197.0-199.4°C
Rendimiento de reaccion: 52 %.

IH RMN (200 MHz, DMSO-ds) & 10.14 (s, 1H, H-1"), 7.926 (dd, 2H, Jm=1.75,
Jo = 7.84 Hz, H-9, H-13), 7.666 (dd, 2H, Jm=2.02 Hz, Jo= 7 Hz, H- 2', H-6'), 7.588-
7.453 (m, 5H, H 1-5), 7.321-7.194 (m, 3H, H 3'-5), 6.941 (dd, Jm=2.08, Jo = 9.1 Hz,
2H, H-10, H-13), 4.427 (s, 2H, H-14 ), 3.702-3.529 (m, 1H, H-16), 2.73 (d, 2H,
J =11.6 Hz, H-18, H-19), 1.974 (t, 2H, 12.2 Hz H-18, H-19), 1.679 (d, 2H, J= 11 Hz,
H-17, H-20), 1.514 (t, 2H, J= 11 Hz).

13C RMN (50 MHz, DMSO-ds) & 166.76 (C-7), 165.10 (C-14), 154.02 (C-11), 138.60
(C-4), 134.99 (C-1) , 132.7 (C-1’), 131.33 (C-8), 128.61 (C-8, C-13), 128.26 (C-10,
C-12), 128.06 (C-2, C-6), 127.46 (C-5, C-3), 126.75 (C-4), 121.81 (C-2’, C-6),
114.67 (C-3', C-5) , 67.29 (C-14), 62.05( C-21), 51.92( C-18,C-19), 45.95 (C-17,
C-20), 31.33 (C-16).

MS/IE: m/z (%int.rel): 91 (M-352) 95%, 65 (M-378) 15%, 173 (M-270) 15%
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11.2.3.2 Sintesis de N-(4-(2-((1-bencilpiperidin-4-il)amino)-2-oxoetoxi)fenil)-4-
fluorobenzamida (MMJ-2)

A o

CH3CN K;CO;3

0 Q\J\/O/\Q

N
H

HCl

Se disolvio el compuesto precursor MMJ-16 (0.646 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando
acetonitrilo seco como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes (1.2
g) de carbonato de potasio (K2COs). Posteriormente se agregd el precursor
MMJ-23 (1.26 g, 4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura a reflujo (83°C).

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un solido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristalizé usando metanol, obteniendo cristales de color blanco con
un punto de fusion de 185.5-186.6°C Rendimiento de reaccién: 75.6 %.

IH RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 10.15 (s, 1H, 17), 7.997 (ddd, 2H Jon+= 5.4 Hz,
Jm v = 3.0 Hz, H-2, H-6), 7.629 (d, 2H Jo = 9.0 Hz, H-9, H-13), 7.32 (t, 2H, J= 8.4
Hz, H-5, H-3), 7.295 (m, 4H, H 2'-3’, H 5-6"), 7.246 (m 1H, H-4’), 6.921 (d, 2H, Jo =
9.0 Hz, H-10, H-12), 4.409 (s, 2H, H-14), 3.61 (m, 1H, H-16), 3.407 (s, 2H, H-21),
2.723 (d, 2H, J = 9 Hz, H-18, H-19), 1.966 (t, 2H,J = 10.8 Hz, H-18, H-19), 1.668
(d, 2H, J = 13.2 Hz, H-17, H-20), 1.487 (t, 2H, J = 12.0 Hz, H-17, H-20).

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & 167.29 (C-7), 164.49 (C-15), 164.41 (d, Jc-r= 246.6
Hz),154.53 (C-11), 133.12 (C-1), 131.81 (C-1'), 131.84 (C-8), 130.77 (C-2, C-6),
128.85 (C-9, C-13), 128.31 (C-4), 122.83 (C-2’), 122.00 (C-6'), 115.45 (d, Jc-r= 22.5
Hz, C-3, C-5), 115.29 (C-10, C-12), 114.97 (C-3’, C-5'), 67.68 (C-14), 62.53 (C-21),
52.69 (C-18, C-19), 46.27 (C-17, C-20), 31.79 (C-16).

MS/IE: m/z (%int.rel): 91 (M-370) 100%, 172 (M-288) 18%, 69 (M-392) 13%
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11.2.3.3 Sintesis de N-(4-(2-((1-bencilpiperidin-4-il)amino)-2-oxoetoxi)fenil)-4-
clorobenzamida (MMJ-3)

« HCI

oo

CH3;CN | K,CO;
o) N
o
H
N
H

Se disolvi6 el precursor MMJ-17 (0.691 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando acetonitrilo seco
como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes (1.2g) de carbonato
de potasio (K2COgs). Posteriormente se agregd el precursor MMJ-23 (1.26 g,
4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura a reflujo (83°C).

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un solido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristalizé usando metanol, obteniendo cristales de color blanco con
un punto de fusion de 212.9-214.8°C Rendimiento de reaccién: 38 %.

IH RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 10.15 (s, 1H, 17), 7.99 (t,2H, Jo= 9Hz, H-2, H-6),
7.63 (d, 2H, Jo = 9.0 Hz, H-9, H-13), 7.33-7.243 (m, 6H, H-3, H-5, H-2’, H-3', H-5',
H-6"), 7.26 (t, 1H, Jo = 9 Hz, H-4’), 6.92 (d, 2H, Jo = 9.1 Hz, H-10, H-12), 4.41
(s, 2H, H-14), 3.41 (s, 2H, H-21), 2.71 (d, J = 11.3 Hz, 3H), 1.97 (t, J = 11.0 Hz, 3H),
1.66 (d, J = 11.9 Hz, 2H), 1.48 (d, J = 13.1 Hz, 1H)

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & 167.30 (C-7), 165.61 (C-7), 154.47 (C-11), 139.04
(C-4), 135.41 (C-2, C-6), 133.21 (C-8), 129.41 (C-1), 128.97 (C-3, C-5), 128.85
(C-9, C-13), 127.55 (C-1'), 122.64 (C-4’), 121.95 (C-2’, C-6), 115.29 (C-10, C-12),
114.97 (C-3', C-5'), 67.69 (C-14), 62.53 (C-21), 52.58 (C-18), 52.13 (C-19), 46.56
(C-17), 46.32 (C-20), 31.79 (C-16).

MS/IE: m/z (%int.rel): 91 (M-386) 85%, 65 (M-412) 10%, 173 (M-304) <10%
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11.2.3.4 Sintesis de N-(4-(2-((1-bencilpiperidin-4-il)amino)-2-oxoetoxi)fenil)-
2,4-diclorobenzamida (MMJ-4)

Lol

CH;CN | K,CO;
o) N
o
o N
H
N

H

HC1

Se disolvi6 el precursor MMJ-18 (0.786 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando acetonitrilo seco
como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes (1.2 g) de carbonato
de potasio (K2COgs). Posteriormente se agregd el precursor MMJ-23 (1.26 g,
4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura a reflujo (83°C).

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un solido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristalizé6 usando metanol, obteniendo cristales de color blanco con
un punto de fusion de 212.9-214.8°C Rendimiento de reaccién: 38 %.

1H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 8 10.38 (s, 1H, H-1"), 7.90 (d, 1H, J = 7.8 Hz, H-6),
7.71 (d, 1H, Jm = 1.8 Hz, H-3), 7.57 (dd, 2H, Jm= 1.8 Hz, Jo= 6 Hz, H-9, H-13), 7.50
(dd, 1H, Jm= 2.4 Hz, Jo = 9 Hz,, 2.0 Hz, H-5), 7.29 (m, 4, H-2’, H-3", H-5', H-6"), 7.20
(t,1H J = 7.2 Hz, H-4), 6.92 (d, 2H, J = 9. Hz, H-10, H-12), 4.39 (s, 2H, H-14), 3.61
(s, 2H, H-16), 3.40 (s, 2H, H-21), 2.72 (d, 2H, J = 10.8 Hz, H-18, hzH-19), 1.96
(t, 2H, J= 11.4 Hz, H-18, H-19), 1.50 (d, 2H, J= 8.4, H-17, H-20), 1.48 (d, 2H,
J=9.6 Hz, H-17, H-20).

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & 167.22 (C-7), 164.04 (C-15), 154.62 (C-11), 139.07
(C-4’), 135.16 (C-1), 132.85 (C-1’), 131.68 (C-8), 129.40 (C-10, C-12), 128.86 (C-2),
128.33 (C-9, C-13),128.04 (C-6), 127.70 (C-5), 127.54 (C-3), 126.98 (C-4), 121.81
(C-2), 121.55 (C-6), 115.49 (C-5'), 115.17 (C-3'), 67.69 (C-14), 62.54 (C-21), 52.61
(C-18), 52.15 (C-19), 46.58 (C-20), 46.31 (C-17), 31.80 (C-16).

MS/IE: m/z (%int.rel): 172 (M-370) 100%, 144 (M-398) 25%
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11.2.3.5 Sintesis N-(4-(2-((1-bencilpiperidin-4-il)amino)-2-oxoetoxi)fenil)-3,4-
diclorobenzamida (MMJ-5)

LT
~ o

CH;CN | K,CO;

S Vens
ot

Se disolvi6 el precursor MMJ-19 (0.786 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando acetonitrilo seco
como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes (1.2 g) de carbonato
de potasio (K2COgs). Posteriormente se agregd el precursor MMJ-23 (1.26 g,
4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura a reflujo (83°C) durante 29 h.

« HCI

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un solido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristalizé6 usando metanol, obteniendo cristales de color blanco con
un punto de fusion de 186.0-187.8°C. Rendimiento de reaccién: 18.1 %.

IH RMN (600 MHz, DMSO-de) & 10.27 (s, 1H, H-1"), 8.35 (d, 1H, Jo= 7.8), 7.97 (d,
2H, Jo = 9.0 Hz, H-9, H-13), 7.83-7.739 (m, 7H, H-2, H-6, H 2’-6"), 7.74, 7.39 (d, 2H,
J =9.0 Hz, H-10, H-11), 4.90 (s, 2H, H-14), 4.13 (m, 1H. H-16), 3.94 (s, 2H, H-21),
3.25(d, 2H, J=11.4 Hz, H-18, H-19), 3.01 (m,2H, H-18, H-19), 2.19 (d, 2H, J = 10.5
Hz, H-17, H-20), 2.01 (m, 2H, J = 11.4 Hz, H-17, H-20).

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & 167.27 (C-7), 163.21 (C-15), 154.79 (C-11), 139.14
(C-4’), 135.77 (C-4), 134.66 (C-3), 132.88 (132.8), 131.74 (C-8), 131.17 (C-6),
129.99 (C-1), 129.14 (C-9, C-13), 128.59 (C-10, C-12), 128.41 (C-2), 127.28 (C-5),
122.47 (C-2', C-6’), 115.24 (C-3', C-5), 67.79 (C-14), 62.57 (C-21), 52.44 (C-17),
46.48 (C-18, C-19), 31.85 (C-16).

MS/IE: miz (%intrel): 91 (M-421) 85%, 172 (M-370) 10%, 65 (M-447) 10%,
144 (M-398) <5%
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11.2.3.6 sintesis de N-(4-(2-((1-bencilpiperidin-4-il)Jamino)-2-oxoetoxi) fenil)-4-
(trifluorometil)benzamida (MMJ-6)

. HCI

LT LYoo

CH;CN | K,CO,
(o] N
o
| /©/ :
H
N
H

Se disolvié el precursor MMJ-20 (0.780 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando acetonitrilo seco
como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes (1.2 g) de carbonato
de potasio (K2COgs). Posteriormente se agregd el precursor MMJ-23 (1.26 g,
4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura a reflujo (83°C) durante 5.5 h.

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un solido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristalizé6 usando metanol, obteniendo cristales de color blanco con
un punto de fusion de 213.2-214.7°C. Rendimiento de reaccién: 56 %.

1H RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 10.81 (s, 1H, H-1"), 8.40 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz, H-2,
H-6), 8.30 (d, 2H Jo = 8.4 Hz, H-3, H-5), 8.16 (d, 2H J = 9.0 Hz, H-9, H-13),
7.83 — 7.77 (m, 4H, H-2, H-3", H-5', H-6"), 7.73 (d, 1H Jo = 9.0 Hz, H-4"), 7.46 (d,
2H, Jo= 9.0 Hz, H-10, H-12), 4.95 (s, 2H, H-14), 3.94 (s, 2H, H-21), 3.25 (d, 2H, J =
12 Hz, H-18, H-19), 2.52 (d, 2H, J = 10.2 Hz, H-18, H-19), 2.20 (d, 2H, J = 12.0 Hz,
H-17, H-20), 2.02 (qd, 2H, J= 2.4 Hz, H-17, H-20).

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & 167.28, 164.43 (C-7), 154.80 (C-11), 139.28
(C-4), 139.13 (C-1), 132.91 (C-1"), 131.73 (q, J = 31.6 Hz), 129.15 (C-2, C-6), 128.95
(C-9, C-13), 128.59 (C-2', C-6’), 127.28 (C-3', C-5), 125.81 (d, Jcr = 3.6 Hz, C-3,
C-5), 124.4 (d, Jcr= 270 Hz, C-22), 122.44 (C-8), 115.26 (C-10, C-12), 67.80
(C-14), 62.57 (C-21), 52.44 (C-18, C-19), 46.48 (C-17, C-20), 31.86 (C-16).

MS/IE: miz (%int.rel): 149 (M-362) 100%, 107 (M-404) 33%, 57 (M-454) 23%,
71 (M-440) 20%
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11.2.3.7 Sintesis de 2-(4-acetamidofenoxi)-N-(1-bencilpiperidin-4-il)acetamida
(MMJ-7)

. HCI

JUCarN e aoVe

CH5CN | K,CO;

SO
J T

En un matraz bola de 25 mL acoplado con agitacion magnética y bafio de aceite se
disolvié el N-acetil-p-aminofenol (0.422 g, 2.8 mmol, 1 eq) usando acetonitrilo seco
como disolvente, agregando posteriormente 3.2 equivalentes (1.2 g) de carbonato
de potasio (K2COs) y agitando la mezcla de reaccién durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agrego el precursor MMJ-23 (1.26 g,
4.2 mmol, 1.5 eq), elevando la temperatura a reflujo (83°C) durante 11.5 h.

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 2 mL de agua fria,
obteniendo un soélido blanco el cual fue recuperado mediante filtracion. El
compuesto se recristalizé usando metanol, obteniendo cristales de color blanco con
un punto de fusién de 185.8-186.9 °C. Rendimiento de reaccion: 46 %.

IH RMN (200 MHz, DMSO-ds) 5 9.82 (s, 1H, H-1"), 7.48 (d, 2H, Jo = 9.0 Hz, H-4,
H-8), 7.282 (m, 5H, H 2'-6"), 6.88 (d, 2H, Jo = 9.0 Hz, H-5, H-7), 4.40 (s, 2H, H-9),
3.62 (s,1H, H-11), 3.40 (s, 3H, H-16), 2.76 (d, 2H, J = 11.5 Hz, H13, H14), 2.50 (t,
2H, J = 11.8 Hz, H-13, H-14), 2.00 (s, 3H. H-1), 1.680 (d, 2H, J = 9.6 Hz, H-12, H-
13), 1.59 (t, 2H, J= 11.2 Hz ).

13C RMN (50 MHz, DMSO-ds) 8 168.24 (C-2), 167.33 (C-10), 153.96 (C-6), 139.09
(C-1"), 129.14 (C-5, C-7), 128.58 (C-4, C-8), 127.27 (C-4’), 120.86 (C-2’, C-6'),
115.22 (C-3', C-5'), 67.77 (C-9), 62.55 (C-16), 52.43 (C-1), 46.44 (C-12, C-15), 31.81
(C-11), 24.24 (C-13, C-14).

MS/IE: m/z (%int.rel): 164 (M-217) 100%, 150 (M-231) 85%
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11.3 Sintesis de compuestos precursores (MMJ 15-20)

R:
1:4-H OH
(o) O
2: 4-F OH
CH,CI
3: 4-Cl + Q/ o ﬁ
0°C
4:2, 4-dicloro g HaN R
5: 3,4-dicloro

6:4-Trifluorometilo

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol usando diclorometano seco como disolvente, permitiendo
enfriar la solucién durante 15 minutos. Trascurrido este tiempo se acoplé un embudo
de adiciones igualadas en donde se coloc6 3 mL de diclorometano seco para
disolver el cloruro de benzoilo debidamente sustituido. Esta solucion se agregd por
goteo durante 30 minutos. Posterior a este tiempo se retiré el bafio de hielo y la
reaccion se dejo agitando a temperatura ambiente durante 3.5 horas. La reaccion
se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 1.5 mL de agua fria dejando en
agitacion durante 15 min y todos los compuestos fue recristalizados en metanol,

11.3.1 Sintesis de N-(4-hidroxifenil)benzamida (MMJ-15)

OH
0
OH 0
CH,CL
+ — N
0°C H
H,N

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol (2 g, 18.3 mmol, 1 eq). Posteriormente se acoplé un embudo
de adiciones igualadas en donde se colocé 3 mL de diclorometano seco para
disolver el cloruro de benzoilo (2.5 g 20 mmol, 1.1 eq).

Se obtuvieron cristales nacarados color rosa con un punto de fusion de 213.5-
214.8°C. Rendimiento de la reaccion: 65.5%

'H RMN (200 MHz, DMSO-ds) d 10.015 (s, 1H, H-17), 7.924 (dd, 2H, Jm= 1.57 Hz,
Jo= 9.62, H-9 H-13), 7.564-7.468 (m, 5H, H 2-6), 6.737 (dd, 2H, Jm=2.79 Hz,
Jo=8.94 Hz).
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11.3.2 Sintesis de 4-fluoro-N-(4-hidroxifenil)benzamida (MMJ-16)

OH
o] o]
OH
CH,Cl,
+ — N
0°C
H,N

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol (2 g, 18.3 mmol, 1 eq). Posteriormente se acoplé un embudo
de adiciones igualadas en donde se colocé 3 mL de diclorometano seco para
disolver el cloruro de 4-fluorbenzoilo (3.17 g 20 mmol, 1.1 eq).

Se obtuvieron cristales nacarados color rosa palido con un punto de fusion de
233.9-234.9 °C. Rendimiento de la reaccion: 57.7 %

IH RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 10.04 (s, 1H, H-1"), 9.28 (s, 1H, -OH), 8.016 (dd,
2H, Jm= 3.64, Jo= 6 Hz, H-2. H-6), 7.520 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz, H-9, H-13), 7.342
(t, 2H, J = 9.0 Hz, H-3. H-5), 6.750 (d, 2H Jo = 9.0 Hz, H-10, H-13).

11.3.3 Sintesis de 4-cloro-N-(4-hidroxifenil)benzamida (MMJ-17)

OH
(0] (o]
OH
/©/ CH,Cl,
P——— N
+ 0°C H
H,N

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol (2 g, 18.3 mmol, 1 eq). Posteriormente se acoplé un embudo
de adiciones igualadas en donde se colocé 3 mL de diclorometano seco para
disolver el cloruro de 4-clorobenzoilo (3.5 g 20 mmol, 1.1 eq)..

Se obtuvieron cristales nacarados color rosa con un punto de fusion de
247.7-248.7 °C. Rendimiento de la reaccion: 67.1 %

IH RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 10.559 (s, 1H, H-1), 9.743 (s, 1H, -OH), 8.467 (d,
2H, Jo = 8.4 Hz, H-2, H-6), 8.083 (d, 2H, Jo = 9 Hz, H-9, H-13), 8.019 (d, 2H, J = 8.4
Hz, H-3, H-5), 7.247 (d, 2H, J = 8.4 Hz, H-10, H-12).
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11.3.4 Sintesis de 2,4-dicloro-N-(4-hidroxifenil)benzamida (MMJ-18)

OH
(o] (o]
OH
CH,Cl,
—_— N
+ 0°C H
H,N

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol (2 g, 18.3 mmol, 1 eq). Posteriormente se acoplé un embudo
de adiciones igualadas en donde se colocé 3 mL de diclorometano seco para
disolver el cloruro de 2,4-diclorobenzoilo (4.18 g 20 mmol, 1.1 eq).

Se obtuvieron monocristales difractables incoloros con un punto de fusion de
197.6-199.2 °C. Rendimiento de la reaccién: 43.0 %

IH RMN (600 MHz, DMSO-ds) 8 10.23 (s, 1H, H-1"), 9.27 (s, 1H, -OH), 7.70 (d, 1H
Jm = 1.8 Hz, H-3), 7.562 (d, 1H, Jo = 8.4 Hz, H-6), 7.50 (dd, 1H, Jm= 1.2 Hz,
Jo = 8.2 Hz, H-5), 7.45 (d, 2H, Jo = 7.8 Hz, H-9, H-13), 6.71 (d, 2H Jo = 7.2 Hz,
H-10, H-12).

11.3.5 Sintesis de 3,4-dicloro-N-(4-hidroxifenil)benzamida (MMJ-19)

OH
(o) (o)
OH
/d /@/ CH,Cl, /@J\
—_— N
+ 0°C H
H;N

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol (2 g, 18.3 mmol, 1 eq) Posteriormente se acoplé un embudo
de adiciones igualadas en donde se coloc6 3 mL de diclorometano seco para
disolver el cloruro de 3,4-diclorobenzoilo (4.18 g 20 mmol, 1.1 eq).

Se obtuvieron monocristales difractables incoloros con un punto de fusion de
216.8-218.5 °C. Rendimiento de la reaccion: 70.3 %

1H RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 10.65 (s, 1H, H-1"), 9.79 (s, 1H, -OH), 8.685 (d, 1H,
Jm = 1.8 Hz, H-2), 8.42 (dd, 1H, Jm= 1.8 Hz , Jo= 8.4 Hz, H-6), 8.288 (d, 1H,
Jo = 8.4 Hz, H-5), 8.019 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz, H-9, H-13), 7.259 (d, 2H, Jo = 8.8 Hz,
H-10, H-12).
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11.3.6 Sintesis de N-(4-hidroxifenil)-4-(trifluorometil)benzamida (MMJ-20)

OH
o] (o]
OH
CH,Cl,
_> N
+ e H
H,N

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvié el 4-aminofenol (2 g, 18.3 mmol, 1 eq). Posteriormente se acoplé un embudo
de adiciones igualadas en donde se coloc6 3 mL de diclorometano seco para
disolver el cloruro de 4-(trifluorometil)benzoilo (4.17 g 20 mmol, 1.1 eq).

Se obtuvieron cristales blancos con un punto de fusion de 242.0-243.4 °C.
Rendimiento de la reaccion: 40.0 %

1H RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 10.72 (s, 1H, -NH), 9.77 (s, 1H, -OH), 8.63 (d, 2H,
Jo = 7.8Hz, H-2, H-6), 8.39 (d, 2H, Jo = 7.8 Hz, H-3, H-5), 8.04 (d, 2H, Jo = 9 Hz,
H-9, H-13), 7.27 (d, 2H, J = 9Hz, H-10, H-12).

11.3.6 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-2-cloroacetamida (MMJ-23)

Oy — [ oL

En un matraz bola de 25 mL acoplado a agitacion magnética y bafio de hielo se
disolvioé la 4-amino-1-bencilpiperidina (10 g, 52.5 mmol, 1 eq) en diclorometano
seco, permitiendo enfriar la solucion durante 15 minutos. Trascurrido este tiempo se
acoplé un embudo de adiciones igualadas en donde se coloc6 5 mL de
diclorometano seco para disolver el cloruro de cloroacetilo (8.90 g, 78.82 mmol,
1.5 eq). Esta solucién se agregé por goteo durante 30 minutos. Posterior a este
tiempo se retiré el bafio de hielo y la reaccion se dejo agitando a temperatura
ambiente durante 2.5 horas.

. HCl

La reaccion se detuvo al rotaevaporar el disolvente y agregando 1.5 mL de agua fria
dejando en agitacion durante 15 min, obteniendo un sélido color blanco el cual fue
recuperado por filtracion. Se obtuvo un sélido amorfo de color blanco, con un
rendimiento global del 77% y un punto de fusién de 98.9-102.1 °C
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12. Espectros
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Espectro 1. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCIl3z) de AdipoRon
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Espectro 16. Espectro de RMN *H (600MHz, DMSO ds) del compuesto MMJ-16
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Espectro 18. Espectro de RMN 'H (600MHz, DMSO d¢) del compuesto MMJ-18
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Espectro 19. Espectro de RMN 'H (600MHz, DMSO dg) del compuesto MMJ-19
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Espectro 20. Espectro de RMN 'H (600MHz, DMSO ds) del compuesto MMJ-20
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